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Introduction

Les leishmanioses sont des infections parasitaires communes a I’homme et a certain$
animaux (anthropozoonoses), elles sont causées par des protozoaires flagellés du genre
Leishmania, et transmises a 1’homme par une piqure d’un insecte vecteur, le phlébotome
femelle hématophage (Dedet, 2013)

Dans le monde il existe trois formes de leishmaniose, en fonction de I’espéce
parasitaire responsable; la leishmaniose cutanée, la leishmaniose cutanéo-muqueuse et la

leishmaniose viscérale.

Malgré les avancées de la recherche, les leishmanioses restent encore un véritable
probléme de santé publique, d’aprés les données de 1’organisation mondiale de la santé 350
millions de personnes de la population mondiale sont exposées a ce risque infectieux dans un
total de 98 pays (Eugénie Gay ,2015). Il est estimé, que le nombre de nouveaux cas par an est
de 1,3 millions, et que la mortalité annuelle est comprise entre 20. 000 a 30. 000 personnes
(OMS, 2015).

L’ Algérie est parmi les pays les plus touchés par cette zoonose, qui est classée comme
maladie a déclaration obligatoire, et concernée par cette zoonose par deux formes cliniques

sévissant a 1’état endémique : la leishmaniose viscérale et la leishmaniose cutanée.

Nous proposons, a travers ce travail de synthétiser en premier chapitre les
connaissances les plus récentes sur les leishmanioses, et ce sur le plan clinique et génétique.
Quant & la partie pratique realisée au niveau de I’hopital militaire de Constantine, nous nous
sommes concentrées sur les techniques adoptées pour le diagnostic des leishmanioses, en
paralléle nous avons établi une enquéte statistique rétrospective durant la période 2015-2016,
dans le but de préciser certains parametres épidémiologiques , enfin, nous terminons notre

travail par la présentation des résultats et leur discussion.

-
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1. Généralités

Les leishmanioses sont des pathologies parasitaires du systéme monocyte-
macrophage, dont I'agent pathogéne est un protozoaire flagellé sanguino- tissulaire du genre
Leishmania ; il s'agit d'une zoonose transmise de vertébré a vertébré par la piqure d’un insecte
hématophage appelé phlébotome. La description de la premiere espece de Leishmania a été
faite par Laveran et Mesnil en 1903, et depuis, le nombre d'espéces n'a cessé d'augmenter
(Chabasse et al, 2007). 11 s’avere que plus de 20 espéces qui sont pathogénes pour 1’humain,

sont transmises par 30 especes de phlébotomes (Dedet, 2009).
2. Historique

Parmi toutes les parasitoses, les leishmanioses sont une des premiéres décrites au
moins dans leur forme cutanée (Jarry, 1999). La premiere description clinique moderne, est
celle de Mc Naught en 1882 et ¢’est Cunnigham en 1885, qui découvrit les parasites dans un

prélevement de (bouton d’orient).

Le parasite Leishmania fut découvert par Sir William Leishman en 1900 ; dans des
frottis de la rate d’un soldat mort de fi¢vre a Dum —Dum en Inde, qu’il publiait ses résultats en
1903, il s’agissait des formes amastigotes de Leishmania donovani. Charles Donovan identifia
le méme parasite dans une biopsie de rate (Dedet, 1999. Boussaa ,2008). Le parasite fut

nommeé Leishmania donovani en leur honneur (Hide, 2004. Samake ,2006).

En 1921, les fréres Sergent et leurs collaborateurs établissaient le r6le de vecteurs des
phlébotomes, en réussissant la transmission du (Bouton d’Orient) (Mazelet ,2004). Trois ans
plus tard, Knowless et collaborateurs avaient décrit les différentes étapes de 1’évolution du
parasite (espece et genre) dans le tube digestif de  phlébotome-argentipes gorgé sur un

malade atteint de leishmaniose viscérale (Samake, 2006).

-
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3. Epidémiologie
3.1. Agent pathogene

Les leishmanies sont des flagellés sanguinoles, appartenant a l'ordre des
kinétoplastidés et a la famille des trypanosomatidés (Dedet, 2009), qui présente au cours de
son cycle deux stades évolutifs distincts : le stade amastigote est intramacrophagique et
retrouvé chez les hotes vertébrés dont I’homme. Le stade promastigote libre et mobile est

retrouvé dans l'intestin du phlébotome et dans les milieux de culture (Chabasse et al, 2007).

Ce parasite est transmis de mammiféere a mammifeére, par piqure d'un arthropode
vecteur " le phlébotome™ (Marty, 2009). Ce dernier pique la nuit ; préférentiellement a la
tombée du jour (Dedet ,2009). Le parasite pénetre dans le macrophage et le promastigote se

transforme en amastigote.
3.1.1. Taxonomie

Les leishmanies sont des parasites protozoaires appartenant au regne des Protista, sous
-regne des Potozoa, Embranchement des Sarcomastigophora, Classe des zoomastigophorea
(Quitterie et al, 2005), famille des Trypanosomatidae (Dedet 2001), Genre leishmania (Hide
2004, 2009) le Genre leishmania comprend 2 sous —Genres Leishmania et viannia (Dedet
,2009), ces especes sont morphologiquement identiques et ne sont différenciées que par les

iIsoenzymes et I’ADN.

Tableau 01 : Taxonomie de leishmaniose (Dedet, 2009)

Leishmania Viannia
Complexes Espéces complexes espéces
L. donovani L. chagasi L. brasiliensis L. brasiliensis
L. donovani L. peruviana
L. infantum
L. tropica L. tropica L. guyanensis L. guyanensis
L. killicki L. panamensis

-
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L. major L. major L. naiffi . naiffi
L. aethiopica | L. aethiopica L. laisoni l. laisoni
L. mexicana L. mexicana - -

L.amazonenesis

L.venezuelensis

3.1.2. Morphologie

Les leishmanies sont des protozoaires (unicellulaires) de I'ordre des kinétoplastidea, ils

se caractérisent par la présence d'une organelle unique, le kinétoplaste qui est situé a la

position basale adjacente au flagelle (prés de la poche flagellaire), et qui représente de I’ADN

mitochondrial (Schwenkenbecher et al, 2006).

Les Leishmanias présentent au cours de leur cycle de développement deux stades

morphologiques successifs :

A/ Stade amastigote

Les amastigotes sont des petits corpuscules arrondis ou ovalaires d’environ 4 pum de

long et 2 um de large ; possédant un flagelle tres court (Dedet, 1999) qui ne dépasse pas le

corps cellulaire. Les amastigotes présentent en microscopie optique, aprés coloration un

noyau arrondi et un kinétoplaste en batonnet plus sombre,

et se multiplient par scissiparité.

Apres éclatement du macrophage, elles parasitent d’autres macrophages sains (Sacks et al,

2001).
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Figure 2 : La forme amastigote de leishmania ™
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B / Stade promastigote

A corps long (15-25 pm) et mince (2 um), avec un noyau central, un kinétoplaste et un

long flagelle libre antérieur. Ce stade flagellé est libre dans le tube digestif du phlébotome
vecteur (Sacks et al, 2001).
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Figure 03 : la forme promastigote de leishmania @
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3.1.3. Organisation cellulaire

Les leishmanies sont des eucaryotes unicellulaires pourvus d’un organite spécifique
aux kinétoplastides, le kinétoplaste, situé en position antérieure. Il contient deux types de
molécules d’ADN, les maxi-cercles et les mini-cercles.

La composition cellulaire des leishmanies inclue des organites plus classiques tels que
le noyau, le flagelle et sa poche flagellaire ou encore 1’appareil de golgi (figure.4). La
membrane plasmique est composeée principalement de glycolipides de haut poids moléculaire
(GIPLs) et de protéines membranaires (Hide, 2004).

Flagellar pocket
Flagellum
Kinetoplast (intg:rncl)
‘ Mitochondrion Early

=
= ’, Golgi
= 1 Multi-vesicular
I bodies Mitochondrion

Kinetoplast

Autophcgo '

Endoplasmlc
reticulum
‘

Autophagosome

Mcgasoﬂ\e

Nucleus

.\ Acidocalcisome

Glycosom

Multi-vesicular
Tubule (MVT)
lysosome

Figure 04 : Organisation cellulaire de Leishmania (Herwaldt, 1999)
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3.1.4. Cycle de vie de Leishmania

Etape du phlebotome Le plébotome prend un repas de sang Etape humaine
o {injection de promastigotes e Les promastigotes sont
dans la peau) phagocytés par les macrophages

Division dans |'intastin st }
migration vers les trompes / = ’ \
S ‘ y
o -~
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Figure 05: Cycle de vie de parasite leishmania (Carré et al, 2010).

La leishmaniose est transmise a I'hdte définitif par la piqure du phlébotome femelle,
les phlébotomes injectent la larve au stade infectieux ; des promastigotes métacycliques,
pendant le repas de sang (1). Les promastigotes métacycliques qui atteignent la plaie de
piqure sont phagocytées par les macrophages (2), et se transforment en amastigotes (Aurbry
,2014). (Ben Ismail et al, 1989) . (3). Les amastigotes se multiplient dans les cellules
infectées et atteignent différents tissus. Les phlébotomes s'infectent pendant les repas de sang
sur un héte infecté quand ils ingérent des macrophages porteurs d'amastigotes (5.6) dans
I'intestin du phlébotome , les parasites se différencient en promastigotes, (7) qui se multiplient
et se différencient en promastigotes métacycliques, et migrent dans la trompe du phlébotome
(8). Le parasite modifie I'odeur de son hote, ce qui attire des phlébotomes qui vont eux -

mémes s'infecter et alors contribuer a véhiculer la maladie (Oshea et al ,2002).
3.2.Le vecteur

Diptéres nématocéres de la famille des Psychodidae, les phlébotomes sont des
moucherons piqueurs de petite taille (longueur du corps a I’état adulte : 1.5 & 4 mm). De
couleur claire, en général jaune paille, leur corps est couvert de poils et ils présentent des ailes

lancéolées dressées.
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Ce sont des insectes a activité crépusculaire et nocturne, dont le développement
préimaginal (oeuf, quatre stades larvaires et nymphe) se déroule dans la terre humide. Les
biotopes de reproduction ne sont connus que pour peu d’espéces, ce qui constitue une limite

trés sérieuse a 1’établissement de programmes de lutte (Dedet ,2009).

Seule la femelle est hématophage, et assure la transmission des leishmanies. Présents
toute I’année en zone intertropicale, les phlébotomes apparaissent seulement 1’été en région
tempérée, ou ils conférent a la maladie un caractéere saisonnier. Il existe plus de 600 especes
de phlébotomes réparties dans presque toutes les régions biogéographiques du monde. Parmi
elles, sur environ 70 suspectées vectrices, une trentaines seulement sont des vecteurs prouvés
d’especes anthropotropiques de Leishmania. Elles appartiennent aux genres Phlebotomus

dans I’Ancien Monde et Lutzomyia dans le Nouveau Monde (Dedet , 2009).

Ph femelle Ph male

Figure 06 : Phlébotome male et femelle (Poinsignon et al, 2005).

3.2.1. Classification

L’identification des phlébotomes est souvent délicate, pour cela; différentes
classifications ont été proposees. Les especes vectrices de maladies humaines sont réparties
dans les genres phlébotomus (vecteurs des leishmanioses eurasiatique et africaines) et
lutzomiya (vecteurs des leishmanioses américaines). Les phlébotomes appartiennent a
I’embranchement des arthropodes, classe des insectes, ordre des diptéres, sous ordre des

nématoceres (antennes filiformes), famille des psychodidae (Boussaa ,2008).

-
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3.2.2. Cycle de vie

Le développement des phlébotomes comporte une métamorphose complete
comprenant les stades : (Euf, larve, nymphe et imago (Ba 1999).

La femelle pond 18 a 100 ceufs dans des endroits humides (Samake, 2006), en effet, la
survie et le développement des ceufs dépendent des conditions d’humidité et de température
appropriées (26 — 30). Les ceufs sont ovoides et mesurant 300 a 400 um de longueur, ils
éclosent au bout de 4 a 17 jours, la phase larvaire comporte 4 stades et dure 21 jours a 60
jours selon I’espece, les larves sont terricoles se nourrissant de débris organiques divers, le
dernier stade larvaire (L4) mue en nymphe , la nymphe est fixée En position verticale par son
extrémité postérieure et se rencontre au niveau des mémes gites que ceux de la larve, elle se

nourrit pas et la duré du seul stade nymphal serait de 6 a 15 jours.

Adultes

Nymphes

Figure 07 : Cycle de vie de phlébotome ( Adaoui et al, 2003).

3.3. Les réservoirs du parasite

Les réservoirs de leishmanies sont variables selon I'espéce et selon le foyer, on en

distingue :

- la forme zoonotique, avec le chien comme principal réservoir de parasites: bassin

méditerranéen, moyen Orient, Brésil. Leishmanie en cause : L. infantum.

-la forme anthropootique, ou I'nomme est la seule source d'infection pour le vecteur (Inde,

Soudan).leishmanie en cause : L. donovani

i
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En Algérie, la leishmaniose viscérale admet le chien comme réservoir, depuis les
travaux des freres Sergent en 1910 (Sergent et al, 1910). Plus tard en 1977 (Dedet et al
,1977), ont montré que 11,4 % des chiens de la Grande Kabylie étaient atteints.

Ce role de réservoir n’a été admis que par déduction, et ce sont les travaux de
Belazzoug (1984-1985 et 1987) (Belazzoug, 1984,1987) qui ont confirmé le r6le joué par cet
animal et fait la corrélation entre foyer de leishmaniose canine, et leishmaniose viscérale

humaine.

Le réservoir de la leishmaniose cutanée zoonotique est représenté essentiellement par
deux rongeurs sauvages gerbillidés. Le premier découvert est naturellement infesté par L.
major au niveau du foyer de M’sila, le Psammomys obesus (Belazzoug ,1983), et le second,

Meriones shawi, au niveau du foyer de Ksar chellala (Belazzoug, 1986).

Les leishmanies circulent en Algérie entre I’homme et le chien, véhiculées par
Phlebotomus pour les formes viscérale et cutanée a L. infantum, et entre I’homme et un

rongeur sauvage pour la forme cutanée a L. major (figure 08).

Rongeurs sauvages

Phlébotome

Leishmaniose cutanée zoonotique Leishmaniose viscérale

Figure 08. Les réservoirs des leishmanioses en Algérie (Bachi, 2006).
3.4. Répartition geographique de leishmaniose

3.4.1. Dans le monde

Les leishmanioses sont des pathologies parasitaires de distribution ubiquitaire.
Endémiques dans les régions tropicales et subtropicales du globe et touchent 98 pays dans le

monde (Eugénie Gay ,2015).
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On distingue les leishmanioses de 1’Ancien monde (Sud de I’Europe, Afrique, Proche-
Orient et Asie), et celles du nouveau monde (Amérique du Nord, du Sud et Amérique
centrale) (WHO, 2011).

La prévalence globale des leishmanioses est estimée a 12 millions d’individus, et
environ 310 millions de personnes sont a risque d’infection. Elles constituent un véritable

probléme de santé publique en Inde, en Afrique du Nord, en Amérique du sud et en Europe.

(B)

Figure09. Répartition géographique des leishmanioses (A) viscérale et dermique post kala
azar (PKDL), (B) cutanée et muco-cutanée (Alvar et al, 2012)

Les régions méditerranéennes sont des zones endémiques avec plusieurs centaines de
cas déclarés chaque année (en Espagne, en France, en ltalie et au Portugal notamment).
L’OMS estime que le nombre de nouveaux cas par année est de 1.3 millions, et que la

mortalité annuelle est comprise entre 200 000 a 300 000 personnes (OMS, 2015).
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Tableau 02 : les principaux foyers de leishmaniose (Dedet, 2013)

Forme Parasite Localisation Réservoir
clinique
Leishmaniose | L. donovani Inde ++, Afrique de Homme
Viscérale I"Est, Chien

L. infantum | Mediterranée, Asie | capjqag

sauvages

Leishmaniose | L. tropica Méditerranée, Asie | Homme, chien
cutanée L. major Moyen-Orient, Asie | Rongeurs
Ancien L. infantum | Afrique Rongeurs
Monde L.aethiopica | Affidue de I'Est Rongeurs
Leishmaniose | L. mexicana Amérique centrale | Rongeurs
cutanée L.guyanensis | Guyane, Bresil Paresseux
Nouveau L.panamensis | Amerique centrale | paresseyx
Monde L. peruviana Perou Chien

L.amazonensis Colombie, Brésil Rongeurs, chat
Leishmaniose | L. braziliensis | Amérique centrale | Chien, chat
cutanéo L. donovani Afrique de I’Est Homme
muqueuse L. major Maghreb Rongeur

1. Laleishmaniose cutanée (LC)

C’est la forme la plus fréquente dans le monde, pres de 90% des cas de LC

surviennent dans 7 pays (Afghanistan, Algérie, Brésil, Iran, Arabie saoudite et Syrie), et deux

pays du nouveau monde (Brésil et Pérou). (Eugénie Gay, 2015)

On estime qu’il y a 0,5 million a 1,5 million de nouveaux cas chaque année dans le

monde (Alvar et al ,2012). Les LC correspondent a des atteintes exclusives de la peau, sans

extension aux organes profonds ni aux muqueuses. Les lésions cutanées sont, en général,

localisées et si¢gent le plus souvent au site d’inoculation du parasite par le phlébotome.
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Une forme cutanée diffuse se développe plus rarement et résulte de la conjonction du
parasitisme par certaines espéces avec un état d’anergiec du sujet hote (Dedet ,2009), et
provoque comme la lépre de graves lésions de la peau laissant des cicatrices indélébiles

notamment sur le visage.

1.1. Leishmaniose cutanée localisée

Elle résulte du parasitisme par n’importe quelle espece anthropophile de Leishmania, y
compris les especes couramment viscérotropes L. donovani et L. infantum. Mais les espéces
les plus constamment dermotropes sont représentées, dans 1’ Ancien Monde, par L. tropica et
L. major (Asie centrale, Afrique de 1I’Ouest, du Nord et de I’Est ; Proche et Moyen-Orient), L.
aethiopica (Afrique de I’Est) (Figure 10).

Dans le Nouveau Monde, elles comprennent des especes a large distribution
sudameéricaine (L. amazonensis et a un degré moindre L. guyanensis), des especes plutdt
localisées a 1I’Amérique centrale (L. mexicana, L. panamensis) ou d’autres a territoires
géographique restraints (L. peruviana, L. venezuelensis, L. naiffi et les deux especes
brésiliennes L. shawi, et L. lainsoni) (Figure 10) (Dedet, 2009)

1.2. Leishmaniose cutanée diffuse

Il s’agit d’une forme de LC particuliére et rare, qui correspond au parasitisme de sujets
anergiques par les espéces L. aethiopica dans 1’Ancien Monde et L. amazonensis dans le
Nouveau Monde. Mais depuis que les états d’immunodépression acquise se sont multipliés,
quelques cas de LCD ont également été signalés avec des especes telles que L. major ou L.
braziliensis, voire L. infantum, habituellement responsables de lésions localisées. (Dedet,
2009)

2. La leishmaniose cutanéo-muqueuse LMC

la LCM appartient aux leishmanioses du nouveau monde, la majorité des cas signalés
se trouve en : Bolivie, Brésil, Pérou, Argentine Colombie, Equateur, Paraguay et Venezuela,
(Vilela 2008, Estevez 2009), dont 90% cas dans le monde.
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La LCM est due principalement a I’espéce L. braziliensis, largement répandue du Sud
du Mexique au Nord de I’Argentine, ses réservoirs sauvages demeurent mal connus. Cette
affection évolue en deux temps : une primo-invasion cutanée pouvant étre ultérieurement

suivie par une atteinte muqueuse secondaire. (Dedet ,2009)

L’atteinte cutanée initiale n’est pas différente des lésions de LCL, et son évolution se
fait en général vers la guérison spontanée. La guérison de la (ou des) Iésion(s) cutanée(s) une
fois acquise, I’infection leishmanienne reste quiescente pendant une durée variable, pouvant

étre tres longue (1 a plus de 40 ans), voire durer toute la vie du sujet. (Dedet ,2009)

FigurelO. Aires d’extension des leishmanioses cutanées et cutanéomuqueuses.

(Dedet 2009)
3. laleishmaniose viscérale LV

C’est une forme plus grave et mortelle quand elle n’est pas soignée, elle est décrite en
Inde sous le nom de kala-azar a la fin du XIXe siecle, la LV connait une distribution
géographique trés large, allant de la Chine a I’ Amérique du Sud (Figure. 11). A I’intérieur du
territoire d’extension de la maladie, les grands foyers endémiques sont représentés par les
foyers chinois, indien, centre asiatique, Est-Africain, circum-méditerranéen et Sud-Américain.
(Dedet, 2009)

L’affection s’exprime occasionnellement sous forme d’épidémies meurtrieres, comme en
Inde ou les auteurs anciens rapportaient des flambées épidémiques environ tous les 20 ans
(Sanyal, 1985). De méme, la fin du XXe siecle a été marquée par de fortes épidémies en Inde,
en particulier dans 1’état du Bihar (Thakur et al, 1992), et au Soudan (Seaman J, 1996). En

dehors des zones endemiques, la LV se manifeste sous forme de cas sporadiques.
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Deux parasites sont responsables de la LV : Leishmania donovani espéce anthroponotique
dans les foyers indien et Est-Africain, et L. infantum, espéce zoonotique, dans les foyers

centre-asiatiques, méditerranéens et Américains.

Tableau 03 : La leishmaniose viscérale en quelques chiffres clés (Gangneux et al, 2015).

Dans le monde 500 000 nouveaux cas par an dans 98 pays 90 % des cas en
Inde, Bangladesh, Soudan, Sud-Soudan, Brésil et Ethiopie 0,2

a 0,4 million de nouveaux cas par an

Sur le bassin Incidence annuelle estimée : 1200 a 2000 cas Pays d’Europe

méditerranéen les plus touchés : Italie, Espagne, Albanie, Gréce, puis France
Epidémie madriléne entre 2009 et 2012 : 160 LV + 286 LC

En France 366 cas declarés de LV entre 1999 et 2012, dont 268

autochtones Incidence annuelle estimée : 20 a 30 cas

4. la leishmaniose canine

C’est la premiere parasitose du chien, I’animal est le principal réservoir de leishmania-
infantum dans le bassin méditerranéen (Carré et al, 2010). La leishmaniose canine est
présente dans de nombreux pays notamment en lItalie, Espagne, et au Portugal, pays dans

lesquels pratiqguement tout les régions sont fortement contaminées (Dezzar Mihoubi , 2006).

Dix pour cent des chiens sont infectés, cing pour cent développent la maladie et
meurent précocement en absence ou en cas d’échec du traitement. La leishmaniose de chien

est causee par Leishmani infantum.
3-4-2- En Algérie

L’Algérie, comme d’autres pays méditerranéens, est fortement concernée par ces
zoonoses qui sont classées dans notre pays comme maladies a déclaration obligatoire (Harrat
et al, 1995).

Les Leishmanioses sévissent selon un mode endémoépidémique. Un pic d’alerte de
30227 cas a été atteint en 2005 (Fendri et al, 2011). Depuis 2006 s'est amorcée une chute de
la prévalence, qui s’est poursuivie pour se stabiliser entre 7000 et 8000 cas ces trois derniéres
annees (7784 en 2008). (Bachi, 2006)
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L’Algérie d’une part par sa situation géographique, caractérisée par plusieurs étages
bioclimatiques allant du climat méditerranéen au Nord, au climat saharien au Sud en passant
par de vastes zones semi arides et arides, et d’autre part sa forte population rurale présente un
terrain favorable a 1’émergence de plusieurs formes cliniques de la maladie. Deux types de

leishmaniose sévissent a 1’état endémique en Algérie LC et LV (Harrat et al, 1995).
2.1. Leishmaniose cutanée LC

En Algérie, la Leishmaniose cutanée  (LC) évolue selon un mode
endémoépidémique ; 4450 cas ont été annoncés en 2000 , doublant en 2002 avec 8049 cas ,
puis quadruplant presque en 2004 avec 14822 cas , enfin pour atteindre un pic d'alerte en
2005 (Abdelouhab et al,2007) , en 2010 le nombre de victimes a dépassé le chiffre de
10,000 cas au niveau de la wilaya de M'sila , et la répartition des cas de LC selon I'age
montre que toutes les tranches d'age sont touchées ; la leishmaniose cutanée existe en Algérie
sous deux entités epidémiologiques distinctes : la leishmaniose cutanée-zoonotique (LCZ), et
la leishmaniose cutanée sporadique du Nord (LCS) (Fendri et al,2011).

2.1.1. La leishmaniose cutanée du Nord LCD

Appelé aussi «clou de Mila» par Sergent qui a rapporté les premiers cas en 1923
(Sergent et al, 1923). Cette forme sévit de facon sporadique, mais est plus fréquente ces

dernieres années, on estime a un peu plus de 200 le nombre de nouveaux cas par année.

Les foyers les plus touchés sont Tlemcen, Oran, a 1’Ouest du pays (Boudghene et al,
1991), Setif, Annaba et Collo a I’Est. Les foyers de Tizi-Ouzou, Bouira, Bejaia, Boumerdes,
Constantine, Jijel, Mila et Ténés offrent le plus grand nombre de cas. L’agent causal
appartient au complexe Leishmania-infantum, seuls les zymodémes (MON-24 et MON-80
plus rarement MON-1) ,(Harrat et al 1995) (Pratlong et al, 1990) (Belazoug et al ; 1985
)(Lannot et al ,1908), I’agent vecteur est une femelle de Phlebotomus perfiliewi (lzri et al,
1993) . Cette leishmaniose a la méme répartition géographique et le méme réservoir que la
LV (Bachi, 2006)( Marty P et al ,1998)
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2.1.2. Laleishmaniose cutanée zoonotique LCZ

Appelé aussi « clou de Biskra », décrite pour la premiere fois par Hamel en 1860, sévit
a I'état endémo-épidémique sur toute la frange Nord-saharienne correspondant a I'étage
bioclimatique aride et semi-aride, les foyers anciennement connus sont ceux de Biskra a I'Est
et Abadla a I'Ouest, presque 8000 cas a Msila (1982 — 1983) et 700 cas a ksar chellala (1985)
(Pratlong et al ,1990). Elle est due a Leishmania major zymodéme MON -25 (Harrat et al
1995) (Pratlong et al , 1990)(Beniekhlef et al ,1985). Ses réservoirs naturels sont des
rongeurs des genres Psammomys obesus (Yakimof et al, 1914) et Meriones shawi
(Belazzoug ,1986). Elle est vehiculée principalement par Phlebotomus papatasi (Izri et al;

1992)

o |l existe aussi un autre type de la leishmaniose cutanée localisée zoonotique, a Leishmania
Killicki principal zymodeme MON-301, transmise par Phlebotomus sergenti , le réservoir est

un rongeur Massoutiera mzabi (le Goundie du Mzab ) (Boubidi et al,1998)

Figure 12: Repartition géographique de la leishmaniose cutanée en Algérie en 2009
( Epelboin , 2012).

2.2. La Leishmaniose viscérale LV

Découverte la premiere fois en Kabylie par Lemaire en 1911 (Addadi et al, 1965).
L’ Algérie reste malheurecusement le pays le plus touché par cette affection dans le pourtour du
Bassin méditerranéen. Plusieurs auteurs des pays voisins ou européens, ont remarqué une
nette recrudescence de la maladie au cours de ces derniéres années (Dedet ,1994)(Khaldi et
al, 1991)(Marty et al, 1994) .

L
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La LV s'étend sur toute la partie Nord du pays au niveau des étageres bioclimatiques
humides et subhumides, mais il est important de signaler la survenue de nombreux cas dans
les régions semi-arides et arides, connues pour étre des foyers de Leishmaniose cutanée
zoonotique. En effet, Belazzoug (Belazzoug et al,1986) signalait déja la présence de 21 cas
de Leishmaniose viscérale a Biskra , foyer de leishmaniose cutanée , en 1986 . D'autres cas
continuent a étre signalés dans le Hoggar et dans le Tassili N'ajjar (Belkaid et al, 1997)

A coté des anciens foyers (Tizi-Ouzou, Boumerdes, Mila , Jijel, Médéa et Constantine
), de nouveaux foyers sont apparus (Annaba et Collo a I’Est , Blida , Cherchell , Ténes et
Chlef au centre et Oran a I'Ouest) . En 1987, I'Ouest algérien était considéré par Belazzoug

(Belazzoug, 1987) comme indemne de Leishmaniose viscérale humaine.

L'incidence annuelle chiffrée est alors passée de 0.36 cas pour 100 000 habitants
(Belazzoug et al, 1985) a 0.73 cas (doublement de L'icidence ) pour 100 000 habitants
(Harrat et al ,1992) . Entre 1995 et 2000, 1654 cas ont été déclarés a I'Institut national de
santé publique (INSP), entre (2000 et 2011), le taux d'incidence est passé de 0.34 & 0.26 cas
pour 100 000 habitants . Les taux régionaux les plus élevés sont retrouvés a lllizi (8.25),
Tamanrasset (3.61), Bouira (1.23), Relizane (1.04) et Biskra (1.02). LA LV due a Leishmania
infantum (principaux zymodémes MON-1 MON-24) ,le Phlébotomus perniciosus est le
principal vecteur de la maladie , le chien représente le reservoir le plus connu de cette
affection. (Schnur et al, 1977)

3.4.3. Facteurs de risque et extension des leishmanioses :

La leishmaniose reste un sévére probléeme de santé publique du fait de I'importance
croissante des risques liés a l'environnement tels que les migrations, l'urbanisation, la

déforestation, le climat, I’'immunodépression (VIH). (Desjeux, 2004)
4. Physiopathologie

Les promastigotes métacycliques inoculés dans la peau au moment de la piqdre
infectante, sont phagocytés par des cellules hdtes (macrophages, monocytes, neutrophiles,
cellules dendritiques). L’interaction des leishmanies et des cellules repose sur la
reconnaissance, a la face externe du parasite, de molécules de liaison par divers récepteurs
présents sur la membrane cellulaire (récepteurs de type lectine, récepteurs de la fibronectine,

de I’intégrine, du CR1 et du CR3). Parmi les molécules de liaison, le lipophosphoglycane
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(LPG) apparait de plus en plus comme la molécule clé de la virulence des Leishmania
(Antoine et al, 1999).

A D'intérieur des cellules macrophagiques, les amastigotes sont localisés dans une
vacuole parasitophore de pH tres acide, dans laquelle ils survivent a la digestion par les
hydrolases lysosomales. Le parasitisme entraine dans le macrophage une baisse des capacites
de production de dérives oxygeénés et nitrogénes, complétant ainsi les mécanismes
d’échappement des Leishmania a la digestion cellulaire (Antoine et al, 1999).

Apres multiplication intracellulaire et éclatement de la cellule hote, les amastigotes
infectent localement de nouvelles cellules phagocytaires, et éventuellement migrent vers
d’autres tissus. Les phénomeénes inflammatoires et la réponse immunitaire spécifique
développés par [I’hdte peuvent circonscrire et maitriser [’infection (porteurs

asymptomatiques).

Chez les sujets susceptibles, la maladie se déclare aprés plusieurs semaines, ou

quelques mois d’incubation. (Dedet, 2001)
4.1. Mécanisme d’interaction hoéte et parasite

Une fois a l'intérieur des macrophages, plusieurs stratégies sont utilisées par le parasite
pour persister dans ces cellules, puisque normalement celles-ci ont pour fonction de détruire
les pathogenes et d'initier une réponse immune contre ceux-ci (Bondan et al, 1990) (Olivier
et al, 2005).

Les molécules de surface du parasite sont les premieres molécules a jouer un role lors
de l'infection. Par exemple, a la surface des promastigotes une molécule tres abondante est le
lipophosphoglycane (LPG), qui est composé d'une série de répétitions de disaccharides et de
phosphates. La structure différe entre les procycliques et les métacycliques, ou ils sont

beaucoup plus longs, et les LPG sont absents chez les amastigotes (Turco et al, 1992).

Une autre molécule de surface importante, est la glycoprotéine gp63, qu’on retrouve
en grande quantité chez les promastigotes bien qu'elle soit dix fois moins abondante que le
LPG, et qu'on retrouve aussi en quantité moindre chez les amastigotes. Sans oublier la plus
abondante protéine de surface qui est la phospholipide de glycosylinositol (GIPL), cette
derniére est dix fois plus abondante que le LPG méme, si sa taille, plus petite, laisse croire le
contraire (Ferguson, 1997) (MC Conville et al, 1997)
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e Echappement des promastigotes a la lyse par le complément

Les promastigotes métacycliques sont trés résistants a 1’action lytique du complément.

Pour expliquer cela, plusieurs mécanismes ont été décrits, et deux antigenes semblent jouer un

role particulierement important : La glycoprotéine GP63 (métalloprotéinase), e

lipophosphoglycane LPG. (NADAU, 2005).

t le

Les LPG qui sont & la surface des parasites sont trés longs au stade métacyclique, les

protéines du complément C3b se lient aux LPG, mais elles sont trop loin pour agir sur le

parasite (Descoteaux et al, 1999) ( Puentes et al, 1990).

De son c6té, la molécule de surface GP63 catalyse la conversion de C3b en C3bi a la

surface du parasite. Le macrophage possede les récepteurs CR3 qui reconnaissent C3bi il y a

donc opsonisation et internalisation des parasites par les macrophages (Bogdan et al, 1998).

Macrophage

ra Macrophage

Figure 13: Interactions entre le macrophage et la leishmanie (promastigote) via leurs molécules

de surface et des protéines solubles. (PS = phosphatidylsérine, MBP = Mannose Binding

Protein, MFR= Mannose Fucose Receptor, CRP=C-Reactive protein, CRP-R=C-Reactive

Protein Receptor, FR=Fibronectine Receptor).
(Bogdan et al, 1998).
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Les lipophosphoglycanes LPG qui sont spécifiques de chaque espéce sont reconnus
par des récepteurs de la cellule héte appelés lectines. Ils ont récemment montré que la
galectine-3, une lectine secrétée par les macrophages et les cellules dendritiques activées par
des molécules pro-inflammatoires, se lie spécifiguement aux épitopes poly-galactose du LPG
de L. major. Cette interaction spécifique pourrait s’avérer déterminante dans la réponse
inflammatoire massive locale provoquée par L. major.

En effet, la galectine-3, qui forme une couche a la surface du macrophage pourrait étre
détruite par la protéase GP63 exprimée a la surface du parasite et représente 1’un des facteurs
de virulence du parasite qui interfére avec les macrophages et protége le parasite de 1’action
du complément. Le parasite perturbe ainsi les mécanismes de défense anti-leishmaniens des
macrophages.

Les amastigotes de L. major semblent également interagir avec des lectines mais leur
surface étant dépourvue de GP63, ils utilisent sans doute d’autres stratégies d’interaction avec
les macrophages. D’autres récepteurs de I’interaction Leishmania/cellule hote ont été
identifiés comme la lectine DC-SIGN des cellules dendritiques qui semble agir comme

récepteur pour certains amastigotes. . (Almeida et al, 2002)

Couche de galectine—

La couche dynamique de
= - = .
= ~ gf:llectlne.reprlrn_e l?s
E 7~ réponses immunitaires
> Leucocyte des leucocytes

Infection par
Leishmania major
Destruction de la

couche de galectine—-3

=, $°&~

= =
= = =
La répression des
réeéponses immunitaires
—_— e O est reladchée, car la
couche de galectine-3
est détruite

Stimulus

Ligand de galectine-3
sur les cellules de "Thote

Galectine-3

:l Chaine d’oligosaccharides

] Protéine membranaire

Figure 14 : Role de la galectine 3 dans les interactions parasite-macrophage
(Almeida et al, 2002)
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5. Aspect Clinique Des Leishmanioses

Les leishmanioses représentent un groupe de maladies d’expression clinique variée.
Uniquement deux formes cliniques ont été diagnostiquées en Algérie, 'une c’est la forme de

leishmaniose viscérale et 1’autre regroupant les formes tégumentaires LC :
5. 1. Leishmaniose viscérale zoonotique ou LVZ

Elle touche les organes internes ou les organes du systéme des phagocytes
mononuclées : la rate, le foie, les ganglions lymphatiques et la moelle osseuse. La maladie est

mortelle en ’absence de traitement.

La maladie est plut6t chronique et touche principalement les enfants agés de 1 a 15

ans. La période d’incubation varie de 10 jours a plus d’une année (WHO, 2011).

La LV se manifeste principalement par une triade: fiévre, péaleur et
splénomégalie. Avec le temps, le tableau clinique peut se compliquer de signes d’atteinte

digestive, pulmonaire et de troubles hémorragiques (Dedet, 2009).

5.1.1.1.La leishmaniose viscérale infantile (ou La forme de I’enfant)

Ce sont les trés jeunes enfants, dont la tranche d’age la plus touchée se situe entre let
15 ans (Moziane et al, 1983) et, selon Belkaid, 92 % des patients ont moins de 5 ans
(Belkaid et al, 1997). Suite a une piqure d’un phlébotome, les parasites migrent via le
systéme sanguin vers les organes lymphoides tels que le foie, la rate, la moelle osseuse, la
période d’incubation est d’une durée variable mais prend habituellement 2 a 4 mois (Djezzar,
2006). Elle se manifeste par une hépato-splénomégalie avec une fievre, une pancytopénie et
une altération de I’état général (Benmiloud et al 2009).
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Figure 14: la splénomégalie au cours d’une leishmaniose viscérale infantile (Belazzoug et al,
1986)

5.1.1.2. La leishmaniose viscérale de ’adulte

La LV est beaucoup moins fréquente chez I’adulte, il peut s’agir d’une forme fébrile

prolongée et une rareté des symptdmes. La splénomégalie peut étre absente ou constituer le

seul élément clinique, de méme que les adénopathies (Bachi, 2006), son évolution spontanée

est mortelle mais son pronostic reste bon si une adéquate thérapeutique est démarrée a temps

(Benelbarhadad et al 1995).

5.1.2. La leishmaniose cutanée

Les formes tégumentaires sont les manifestations cliniques des leishmanioses les plus
fréquentes. La période d’incubation est variable pouvant aller de quelque semaine a quelques
mois, apres la piqure du phlébotome femelle. Cette forme provoque des lésions sous forme
d’érythéme, avec induration pour évoluer vers une  lésion papuleuse parfois méme
nodulaire, il s’en suit une réaction inflammatoire avec une hyperplasie de 1’épithélium, et une
nécrose de derme qui conduit a une ulcération (Estevez, 2009). Ces ulcéres sont généralement

circulaires avec des bords bien délimités qui ont une couleur violacée.

Figure 15. A. Nodule ulcérocrolteux. B. Lésion papulonodulaire de la phase de début
(Mokni et al, 2014).
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Les lésions siegent au niveau des parties du corps dénudées, en période estivale dans
la majorité des cas. Les lésions sont uniques cependant, 16% des maladies ont présenté des
l1ésions multiples ’atteinte du visage est la plus fréquente et se rencontre dans 53% des cas
(Bachi, 2006) .Ces lésions sont causées par les especes leishmania infantum et leishmania
major (Marc et al 2007).

5.1.2.1. Leishmaniose cutanée zoonotique a L. major

Elle est dite leishmaniose cutanée humide des zones rurales. Apres une incubation
courte, apparait la lésion caractéristique, la forme ulcérocrolteuse, avec une ulcération
recouverte d’une épaisse crolite brune. A coté de cette forme, la plus fréquente, s’observent
les formes ulcéro-végétantes, verrugqueuses et, plus rarement, lupoides. Les lésions siegent, en
petit nombre, au niveau des zones découvertes, de la face et des membres. Elles évoluent
spontanément vers la guérison en 3 a 5 mois au prix d’une cicatrice rétractile indélébile

(Bachi, 2006).

Figure 16 : Groupement des lésions dans une forme de leishmaniose cutanée causée par
Leishmania major (Mokni et al, 2014).

5.1.2.2. Leishmaniose cutanée du Nord a L. infantum

Elle s’oppose a la leishmaniose cutanée zoonotique par de nombreux points. Sur le
plan clinique, la leishmaniose cutanée du Nord se présente comme une seule petite lésion
siégeant au niveau de la face, trés inflammatoire ; elle ne s’ulceére habituellement pas et,

quand elle le fait, ne se recouvre jamais d’une crotte épaisse. (Belhadj et al, 1996).
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Sa durée d’incubation est longue, tout comme sa durée d’évolution. La leishmaniose
cutanée du Nord nécessite souvent un traitement afin d’accélérer le processus de cicatrisation,

qui ne se fait spontanément qu’au-dela d’un an. (Belazzoug et al, 1985).

5.2. Méthodes de diagnostic des leishmanies
Le diagnostic des leishmanioses repose sur deux méthodes différentes :

5.2.1. Méthodes directes

Le diagnostic de certitude repose sur la mise en évidence du parasite ou de son ADN a
partir du matériel récolté de facon variable suivant la forme de leishmaniose en cause.
(Dedet ,2009)

5.2.1.1. Prélévements

Dans la LV, on procede a une ponction de la moelle osseuse, pratiquée au niveau du
sternum, ou a la créte iliaque chez le jeune enfant. La recherche peut, chez I'immuno-
déprimé, s’effectue sur des prélevements de foie, ganglions lymphatiques, muqueuse

digestive.

Dans la LC, le prelevement se fait préférentiellement au niveau de la bordure

inflammatoire de la Iésion. Il est pratiqué par grattage au vaccinostyle. (Dedet ,2009)
5.2.1.2. Traitement des prélévements

Le frottis obtenu est séché puis coloré au May-Grunwold-Giemsa (MGG), ou au seul
Giemsa apres fixation par le méthanol. La lecture au microscope optique avec un objectif a
immersion grossissement x50 ou %100 permet d’observer les parasites sous leur forme
amastigote : élément arrondi de 2 a 4 mm de diameétre, cytoplasme bleu volumineux, noyau
rouge et kinétoplaste rouge. Les amastigotes sont observés en amas dans le cytoplasme des
leucocytes mononuclées, essentiellement les monocytes, et lls peuvent étre libres apres

éclatement de la cellule héte. (Izri et al, 1996)

5.2.1.3. Mise en culture
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Elle rend plus sensible le diagnostic (86%), en permettant de retrouver des parasites
qui ne 1’auraient pas été¢ a 1’examen direct. Elle permet également d’obtenir la souche de

leishmanie en vue de son identification.

Le milieu le plus utilisé reste le milieu historique de Novy .Mc Neal et Nicolle (NNN)
, il s’agit d’une gélose salée enrichie de sang frais de lapin, et coulée dans un tube a essai avec
capuchon a viser ,comme ce milieu est tres sensible a la contamination bactrienne et fongique
, il doit contenir des antibiotiques ,la pénicilline G (100U/ml ) est le produit le plus souvent

utilisé et parfois la streptomycine .

L’ensemencement est réalisé de préférence sous hotte a flux laminaire, auprés d’un
bec bunzen, car le milieu est tres sensible a la contamination bactérienne ; le produit de
ponction ou le fragment de biopsie entier ou broyé avec de 1’eau physiologique stérile, est

déposé dans la phase liquide du milieu NNN.

Leishmania major se deéveloppe assez rapidement en milieu de culture, et les
promastigotes peuvent étre observés dés le 5°™ jour d’incubation, plus rarement, la culture ne
se développe qu’au bout de 3 a 4 semaines. Au contraire, les variants enzymatiques de
Leishmania infantum sont plus difficiles a obtenir en culture, 4 a 5 semaines sont souvent
nécessaires avant de voir apparaitre quelques promastigotes et les résultats sont meilleurs
lorsque le milieu est supplémenté en sérum de veau fcetal et solution de Schneider, I’addition

d’antibiotiques est quasi indispensable. (Belazzoug et al, 2007)

5.2.1.4. Diagnostic moléculaire

Il s’est remarquablement développé au cours des 10 derniéres années (Reithinger et
al, 2007). Bien que différentes méthodes moléculaires aient été successivement évaluées, ce
sont les techniques basées sur la PCR qui sont actuellement les plus utilisées. Leurs avantages
en effet, résident dans leur trés grande sensibilité, et leur spécificité théoriquement quasi
absolue. En outre, elles permettent de détecter I’ADN parasitaire dans des échantillons ou des
cultures contaminées par des bactéries ou des champignons, elles assurent un résultat rapide,
et offrent la possibilité de réaliser, sur le méme échantillon, une identification de I’espece de
Leishmania en cause.

Diverses cibles moléculaires sont utilisées, selon les équipes et 1’espéce de parasite en
cause. Dans la pratique, les tests PCR ne sont pas standardisés et de nombreuses méthodes

différentes sont développées suivant les laboratoires avec des performances tres variables.

2%
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Cette technique de biologie moléculaire a de nombreux avantages. En effet, elle est
plus sensible que les autres méthodes de diagnostic direct, et elle est beaucoup mieux que les
cultures quand le parasitisme est faible. Sa spécificité est proche de 100 %, et elle permet un
diagnostic rapide.

Par ailleurs, la PCR est applicable sur tous les prelévements : moelle osseuse, biopsies
ganglionnaires, et notamment sur des prélévements peu invasifs : sang périphérique, urines
(carré et al, 2010)

Le diagnostic moléculaire est appliqué aussi bien a la LV qu’a la LC (revues (Cruz et
al, 2006) (Vega-Loper, 2003). Dans les deux cas, il est plus sensible que les méthodes
classiques de détection, y compris la culture.

Dans la LV, la détection par PCR sur le sang périphérique s’est révélée avoir une
sensibilité tres proche de 100 %, ce qui évite la ponction médullaire et représente une
méthode peu invasive, particulierement appréciable dans le suivi des patients

immunodéprimés, et comme margueur précoce de rechute (Lachaud et al, 2000).

Les développements récents concernent la PCR quantitative en temps réel, appliquée
notamment a la LV. Cette méthode ultrasensible permet la détection du portage
asymptomatique, et permet la définition d’un seuil au-dessus duquel les symptdmes peuvent

apparaitre (Mary et al, 2006).

5.2.2. Méthodes indirectes

Dans les méthodes indirectes, on utilise les méthodes sérologiques qui sont les plus
sensibles et spécifiques, surtout en ce qui concerne le diagnostic de la leishmaniose viscérale,
qui peut étre orienté par divers critéres biologiques, notamment par des anomalies de la
numération formule sanguine (par pancytopénie) : anémie, leuco-neutropénie et thrombopénie

modérée (Eugénie Gay et al ,2015).
5.2.2.1. Méthodes sérologiques

Elle sont basées sur la mise en évidence des anticorps circulant par
immunofluorescence indirect (IFAT ) et ELISA ( Enzyme Linked Immuno Sorbent Assaay )

,Western Blot (WB) et le test d’agglutination direct (DAT ).
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a. Western Blot

Leishmania Western Blot (WB) IgG est un test qualitatif de diagnostic sérologique par
immunoblot de la leishmaniose propose comme test de confirmation d'un résultat positif ou

équivoque obtenu par les tests classiques de depistage. (Marty et al, 1995)

Principe du test

Dans la technique de Western Blot : Les antigenes (promastigotes de Leishmania
infantum, aprés separation électro phorétique ont été fixes par électro-transfert a la surface
d’une feuille de nitrocellulose (appelée le transfert) découpée en 24 bandelettes identifiées
dela 24.

Déroulement du test

Chaque échantillon sérique a tester est incubé séparément avec une bandelette. Les
anticorps spécifiques eventuellement présents dans le préléevement se fixent sélectivement
sur les antigénes. A I'étape suivante, le conjugué Phosphatase Alcaline-anti-lgG humaines se
lie aux anticorps fixés. Enfin, les immun-complexes réagissent avec le substrat. Les antigénes
reconnus par les anticorps spécifiques de classe 1gG présents dans les échantillons sont ainsi
révélés sous forme de bandes transversales violettes. (Ferroglio et al, 2007)

b. DAT (Direct Agglutination Test)

C'est une technique rapide plus adaptée a la pratique de terrain car ne nécessitant pas
de matériel sophistiqué (Silva et al, 2005) (Chappuis et al, 2006).

Le titre seuil de cette technique se situe aux environs de 1/1 600 ou 1/3 200 : le seuil
élevé fait perdre a la technique sa valeur. Elle se négative rait plus précocement en post
thérapeutique.

Proposée comme moyen de dépistage de la leishmaniose canine, Bensaid et al, 1992, lui
trouvent une concordance de 99,6% entre le D.A.T. et | ’I.F.1. (Bachi, 2001).
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c. Test de diagnostic rapide

Bandelette réactive utilisant I'antigéne rk39 utilisé en premiere ligne devant des
tableaux cliniques évocateurs en zones d'endémie .La sensibilité est limitée en Afrique de I'est
(80 a 90 %), ou les cas suspects cliniquement avec résultats négatifs au IDR doivent faire
I'objet d'investigations approfondie : mise en évidence du parasite (ponction medullaire,
aspiration ganglionnaire). Ce test a un grand intérét dans les enquétes épidémiologiques
(Marty et al , 2007)

d. Technique de détection antigénique urinaire

Il consiste a mettre en présence le sérum avec des billes de latex sensibilisées par
I’antigene leishmanien. Une réponse positive donne une agglutination visible a I’ceil nu,
permettant un diagnostic sans préléevement sanguin. Sa sensibilité est inférieure a celle du
DAT et de la bandelette rk39. (Marty, 2010).

5.3. Traitement des leishmanioses

Le traitement des leishmanioses varie selon la forme clinique de I’infection, on utilise

généralement les dérivés pentavalents de I’antimoine

Figure 17 : Injection intra-lésionnelle d’antimiones.

6. Aspect genétique des leishmanioses

6.1. Génome des Leishmanias

Comme tous les kinétoplastidés, les leishmanias possedent deux types de génome : un

génome nucléaire et un génome kinétoplastique (Ravel et al, 1999).

Les leishmanies sont essentiellement diploides, méme si le cycle sexuel n’a pas été

observé (lvens et al, 1999). Le projet de séquengage de leishmania a pris forme lors d’une
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réunion a Rio de Janeiro en 1994 (Ouellette et al, 2003), et il a débuté avec la souche

Leishmania major.

Le séquencage du génome de Leishmania major Friedlin (lvens et al ,2005), a été
complété en 2005, suivi par le séquencage des génomes de Leishmania infantum et

Leishmania braziliensis qui a été achevé en 2007 (Peacock et al ,2007).

Ainsi, Leishmania major et Leishmania infantum contiennent 36 paires de
chromosomes, tandis que Leishmania braziliensis n'en contient que 35, dd a la fusion des
chromosomes 20 et 34 dans ce dernier (Britoo et al, 1998). Le nombre total de génes codants
pour des protéines est de 8298 pour Leishmania major (dont 97 pseudogénes), de 8154 pour
Leishmania infantum (dont 41 pseudogenes), et de 8153 pour Leishmania braziliensis (dont
161 pseudogenes). L'analyse des séquences du génome a révélé une densité de gene de 1 gene
par 3.5 kb, et un contenu en bases G-C d'environ 60 %. Les genes codants pour des protéines
sont dépourvus d'introns, uniquement 36% d'entre eux ont des fonctions connues (lvens et al,
2005).

Une particularité remarquable chez les Trypanosomatidae, notamment chez
Leishmania, est I'organisation des genes en grandes unités polycistroniques (Myler et al,
2000). Par exemple, le chromosome 1 de Leishmania major contient deux larges unités
polycistroniques divergentes, ce qui veut dire que leur ARNm est transcrit de facgon
divergente vers les télomeres, une unité de 29 genes située sur un brin d'/ADN et l'autre de 50
genes sur le brin complémentaire. D'autres chromosomes peuvent avoir des unités

convergentes ou une combinaison d'unités convergentes et divergentes (Myler et al ,2000).
50 genes

29 genes

Figure 18 : Chromosome 1 de leishmania major
6.1.1. Génome nucléaire

La taille du génome est d’environ 35 Mb et il a été découpé en 34 a 36 chromosomes
(Wincker et al, 1996)(Britto et al, 1998). Actuellement, plus de 34 Mb de séquences ont été
accumulées dans les banques de donneées. La séquence des chromosomes 1, 3, 4, 5,15, 24, 25

et 31 est terminée et le génome de leishmania est réguliérement annoté.

0
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L’une des principales caractéristiques du génome des Leishmanies est sa richesse en
G/C (guanine / cytosine) qui peut atteindre en moyenne 60%, et peut étre supérieure dans les
régions codantes (Alvarez et al, 1994), peu complexe le génome comporte 60 a 65% des
séquences uniques, 13 % des séquences moyennement répetés, et environ 12% de séquences

fortement répétés (Ouellette et al, 2003)

Les chromosomes de cet organisme ne se condensent pas significativement au cours
de son cycle de vie, ce qui complique la visualisation des chromosomes, cependant, a I’aide

d’une ¢électrophorése en champs pulsé, on a pu visualiser les chromosomes des leishmanies.

La structure de ces chromosomes semble comparable a celle des autres protozoaires,
avec un noyau central et de longues étendues de séquences répétées telomériques et
subtélomériques (Blaineau et al ,1991). Au niveau des téloméres on retrouve 6x10°
séquences d’ADN hexamériques répétés en tandem (CCCTAA) ,, ces régions télomériques

comportent un seul site de coupure pour 1’enzyme de restriction Bal 31(Van et al ,1984).
6.1.2. Génome Kinétoplastique

Les kinétoplastidés se caractérisent par leur ADN kinetoplastique. Ce dernier renferme
deux types d’ADN circulaires, il s’agit des mini-cercles de taille 0,5 a 2,5 Kb et des maxi-
cercles 20 a 39 Kb (Simpson, 1987).

Les maxi-cercles impliqués dans les phénoménes « d’editing » (insertion / délétion
d’uridine) de ’ARN (Kabb et al, 2001) (Gott, 2003), et les maxi-cercles codant pour les
ARN guides et les ARN ribosomiques. Ce mécanisme « d’editing » commun & tous les
kinétoplastides, permet d’exprimer les transcrits des maxi-cercles grace a I’ancrage des ARN
guides sur les ARN pré-édites, la formule « insertion » d’uridine semble étre majoritaire a tel

point que la taille du transcrit final peut quasiment avoir doublée (Lodish et al ,2000).




Synthese bibliographique

3 5

guide RNA
addition of oligoU tail transcript
to gRNAs (TUTase)
3 = = 5"
pre-edited mRNA + guide RNA
5" 3
annealing of gRNA
+ pre-edited mRNA

5 7
3 1111
3 . . 5
endonuclease cleavage N o .
at mismatch (7 ) template °
URIDINE URIDINE
INSERTIONS DELETIONS
5" N 3 S NUU
H | > 3 111
3 — 5 e —
uridine insertion uridine deletion
(TUTase) (exonuclease)
S . U e 3 5" N 3
» - [T .3 T
ligation l ' ligation
5 NUU s- N
B S (L[ [TTTTITITp ! TITTITITT

Figurel9 : Schématisation du mécanisme d’ « editing » chez les kinétoplastidés. Les ARN
guide (en bleu et vert) viennent s’additionner aux ARNm pré-édités, puis le couple subit une

insertion (voie de gauche) ou délétion (voie de droite) d’uridines. (Gott , 2003)

6.2. Régulation de I’expression des génes chez leishmania

L’expression des génes présente des propriétés inédites .En effet, il ne semble pas
exister de régulation au niveau de l'initiation de la transcription, mais essentiellement une
régulation post-transcriptionnelle. Ainsi, de longs messagers contenant tous les genes
organisés en tandem sont modifiés par addition d'un mini-exon en 5'(par épissage en trans), et
par polyadénylation en 3' (figure 20). Tous les messagers de leishmania ont ce mini-exon de
39 nucléotides a leur extrémité 5' et son addition est étroitement associée a la polyadénylation
(Clayton, 2002).
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Figure 20. Organisation génique et maturation des messagers chez Leishmania. Les génes de
Leishmania sont organisés en unités polycistroniques. Ces unités sont co-transcrites en trés
grands pré-messagers qui sont maturés par 1’addition d’un mini-exon en 5’ (épissage en trans)
et par polyadénylation en 3’. Les réactions d’épissage en trans et de polyadenylation sont
couplées. SL-ARN, spliced leader ARN; nt, nucléotide (Myler et al, 2001).

6.2.1. Analyse transcriptomique

Bien gu'il n'y ait pas ; chez leishmania, de régulation de I'expression des génes au
niveau transcriptionnel, plusieurs messagers semblent s'accumuler a des stades de

développement spécifiques (figure 21).

Les mécanismes impliqués sont peu connus mais pourraient faire intervenir une
modulation de la stabilit¢ des ARNm, soit par régulation de la polyadenylation, soit par
interaction avec des facteurs spécifiques (Clayton; 2002). Des techniques de criblage
différentiel, ont permis d’isoler une vingtaine de genes exprimés spécifiqguement a l'un des

stades de différentiation du parasite.

Des analyses récentes de criblage différentiel, ont été réalisées sur des ADNc de
promastigotes et d'amastigotes hybridés sur des filtres a haute densité, ont montre que
guelques geénes sont différentiellement exprimés entre ces deux stades, parmi lesquels des
genes codant pour une famille de protéines membranaires appelée les amastines
(Lamontagne et al, 1999) (Wu Y et al ,2000).
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D'autres travaux utilisant des technologies apparentées ont également révélé
I'expression de genes spécifiques de ces stades de différentiation (Charest et al,
1996)(Bellatin et al, 2002). Une autre technique a permis mesurer I'expression différentielle
des génes il s’agit des puces a ADN. Cette technique permet de déposer sur des lames de
verre des milliers de sondes, qui peuvent ensuite étre hybridées simultanément avec des
ADNc marqués par des nucléotides fluorescents provenant , par exemple , de deux stades
différents de différentiation ( Figure21). Bien que le génome de leishmania ne soit pas connu
dans son intégralité, des puces ont été reéalisees soit avec des fragments d'/ADNCc ; soit avec
des fragments aléatoires génomiques de 1 Kb (Almeida et al, 2002) (Beverley et al, 2002). 1l
a été ainsi possible de confirmer I'expression différentielle qui avait été prédite pour certains

genes.

L. major L. donovani L donovam L donovani L donovan

amastigote résistant SbV

_ R o GHLEED D

Cy3 (& (% SR <% (&% Cy3 (&% Cy3 (o

Puces g ADN de Leishmania Puces G ADN de mammifére

répondant a l'infection
a Leishmania

Figure 21. Etudes transcriptomiques chez Leishmania. On peut utiliser des puces & ADN par
exemple pour trouver des génes propres a une espéce de Leishmania, en marquant les ADN
de deux especes différentes telles que Leishmania major et Leishmania donovani avec deux
fluorophores différents comme Cy3 et Cyb5, et en réalisant une hybridation compétitive sur
lame. De la méme facon, il est possible de détecter des génes exprimés spécifiqguement a un
stade de vie du parasite (promastigote ou amastigote), ou différentiellement exprimés chez les
parasites sensibles ou résistants. En marquant avec des fluorophores différents des ARN
provenant de macrophages naifs ou infectés Par le parasite, ou provenant d’animaux infectés
ou non infectés, il sera possible d’observer la réponse de I’hote de fagcon globale lorsqu’il

interagit avec le parasite (Lamontagne et al, 1999).
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6.2.2. Analyse protéomique

L’analyse transcriptomique a motivé une analyse protéomique comparative entre la
forme promastigote et amastigote. Il a été montré que plus de 5% des protéines sont
différentiellement exprimées entre les deux stades de différenciation. Parmi celles-ci, deux
enzymes du cycle glycolytique, dont I'expression est augmentée chez I'amastigote (EL Fakhry
et al, 2002).

Par électrophorese bidimensionnelle, et en utilisant de nouveaux logiciels d'analyse,
une analyse des protéines solubles exprimées chez Leishmania infantum, a été effectuée. Plus
de 6 % des protéines exprimées le sont soit exclusivement soit préférentiellement dans la
forme amastigote et un pourcentage similaire est spécifique du promastigote. L'analyse
protéomique semble plus prometteuse que les puces a ADN pour identifier des genes
exprimés différentiellement. De nouvelles technologies seront nécessaires pour une meilleure

représentation des protéomes (Washburn et al, 2001).
6.3.Susceptibilité génétique et immunité de I’héte

La variabilité de réponse clinique suite a I’infection par Leishmania est connue depuis

longtemps, la présence de porteurs asymptomatiques en est la preuve.

Dans les régions endémiques, il existe une large variabilité interindividuelle de
susceptibilité/ résistance a 1’infection pour certaines espéces du parasite. Beaucoup de travaux

scientifiques ont fourni des preuves sur la régulation de I’infection par des facteurs génétiques

de I’hote.

Des travaux sur Leishmania donovani ont indiqué le role du locus Lsh sur le
chromosome 1, d’autres études ont rapporté le r6le de deux autres loci ; il s’agit de H-2 et H-
11, ainsi que d’autres geénes situés dans la région 2q22-g23, impliqués dans la susceptibilité

ou la résistance a I’infection. (El safi et al, 2006)

Le NRAMP1 (Natural Resistance- Associated Macrophage Protein) est un autre géne
d’importance. Ce dernier code pour une protéine membranaire de 90 a 100 k Da exprimée
dans les endosomes, les membranes lysososomales dans les macrophages. C’est une protéine
transporteuse d’ions inhibant la multiplication du pathogene, en le privant des ions

nécessaires a son développement. (Patrick, 2014) Des mutations pour ce géne responsables
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de susceptibilité a I’infection ont été rapportées pour une population au Soudan. (Sayda safi

et al, 2006)

6. 4. Chimiorésistance

L’étude de la résistance a 1’antimoine chez Leishmania, fait partie des priorités de
I’Organisation Mondiale de la Santé. Les mécanismes de résistance a 1’antimoine ont été
particulierement bien étudiés in vitro et semblent faire intervenir plusieurs génes du parasite
(Légaré et al, 2003). Chez les parasites résistants, I’antimoine pentavalent serait conjugué a
une molécule appelée trypanothion, qui est un composé glutathion-spermidine spécifique aux
kinétoplastidae. La concentration de trypanothion est effectivement augmentée chez les
parasites résistants a 1’antimoine (Haimeur et al, 2003). Ce conjugué est par la suite soit
séquestré a I’intérieur d’une vacuole par un transporteur de type ABC (Légaré et al, 2001),

soit expulsé a I’extérieur de la cellule.

Il existe des mécanismes de résistance additionnels, mais les approches cellulaires et
moléculaires traditionnelles se sont avérées infructueuses pour les caractériser. Grace a des
puces a ADN a faible densité portant une cinquantaine de genes, les scientifiques ont pu
identifier de nouveaux génes différentiellement exprimés chez les mutants résistants mais qui
semblent toujours faire partie de la voie métabolique du trypanothion. Avec des puces portant
le génome complet du parasite, de nouveaux génes impliqués dans la résistance seront peut-
étre caractérisés, a condition bien sir que le mécanisme de résistance fasse intervenir des

changements dans le niveau d’expression des genes.
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Patients et méthodes

La présente étude a été réalisée du 1 avril au 19 juin, au niveau du service de
parasitologie de 1’hopital militaire Ali Mendjeli de Constantine. Une période pendant laquelle
nous avons essayée de nous familiariser avec les techniques de diagnostic des leishmanioses, et
réalisé une enquéte statistique rétrospective portant sur 1’année 2015-2016 afin d’établir

certains parameétres épidémiologiques de 1’affection.

1. La leishmaniose cutanée

1.1. Description des lésions

Durant cette étude, deux formes de leishmaniose cutanées ont été recensées : La
leishmaniose cutanée du Nord qui se caractérise par une petite Iésion tres enflammée, sans
ulcération et sans croute épaisse, et la leishmaniose cutanée zoonotique qui se présente

principalement par la forme ulcéro-crouteuse (Figure).

Figure 22. La forme ulcéro-crouteuse de la LCZ

1.2. Prélevements

Pour chaque patient , bien avant de procéder au prélévement, on établit une fiche de
renseignement comportant , I'dge , le sexe , le lieu de résidence habituelle , les déplacements
effectués avant la survenue des Iésions ( Notion de séjour en zone d'endémie ) , le siége des

Iésions , et le traitement en cours.

-Désinfecter la lésion avec de I'eau oxygénée (il faut éviter 1’éthanol puisqu'il favorise la
fixation des formes amastigotes).
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-Apres on gratte a la périphérie des lésions, entre la peau saine et la bordure inflammatoire

avec un vaccinostyle stérile pour ramener la sérosité.

-On étale le prélévement sur des lames gravées préalablement pour réaliser des frottis cutanés.
1.3. Examen direct

Il consiste a rechercher, apres coloration, les leishmanies dans I'étalement du produit

de grattage.

-Apres le prelevement ; le frottis sanguin séché a l'air est fixé avec 2 ml de méthanol que I'on

laisse agir pendant 3 minutes.

- Laisser s'égoutter le méthanol en inclinant la lame et sans lavage préalable, recouvrez la
lame avec le colorant de Giemsa qui a été récemment dilué au 1/10 éme avec de l'eau

tamponnée (pH 7- 7.2) ou de I'eau de robinet et laisser sécher a I’air.
- Apres 20 minutes, laver la lame avec de I'eau de robinet puis laissez la sécher a I’air.

- lecture a fort grossissement x100 a I’huile d'immersion.

Figure 23. Les étapes de I’examen direct : A- Séchage du frottis sanguin. B- la coloration par

le colorant Giemsa. C- Ringage des lames. D- séchage les lames sur du papier absorbant.
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Les leishmanies apparaissent comme des cellules ovalaires de taille variable (2 a 6
pum), avec un cytoplasme bleu, un noyau arrondi de couleur rouge et un kinétoplaste en
batonnet plus sombre. L’amastigote est situé a lI'intérieur des cellules phagocytaires

mononuclées.

Figure 24. Les formes amastigotes des leishmanies, sur un préléevement coloré au Giemsa

(Observation au microscope a I'objectif 100 ).

2. La leishmaniose viscérale

2.1. La ponction de la moelle

La ponction de la moelle osseuse ou ponction médullaire est un acte médical
qui consiste a effectuer un prélevement de la moelle osseuse en vue d'une analyse en

laboratoire.
- Le myélogramme est un examen douloureuy, il est effectué sous anesthésie locale.

-Siege de la ponction : sternum le plus souvent chez I'adulte, de I'os iliaque, postérieur ou
antérieur (adultes et enfants) ; chez le petit enfant, un site alternatif peut étre la créte du
tibia.

-La ponction se fait classiquement avec un trocart, on utilise de nos jours du matériel

jetable  (seringue 20 cc, paire de gants stérile, compresse stérile, des lames en verre,

sparadrap, Bétadine).
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Figure 25. Matériel de la ponction de moelle osseuse.

Aprés désinfection de la peau, le médecin injecte le produit anesthésique avec une
aiguille trés fine. Avec le trocart, il pique sur le lieu de préléevement et aspire une petite

quantité de la moelle osseuse. Le point de ponction sera soigné par un pansement.

La ponction de la moelle osseuse est donc indiquée pour diagnostiquer les causes
d'une anomalie de la numération formule sanguine (anémie, leuco-neutropénie , et

thrombopénie ) .

Figure 26. Les étapes de la ponction de la moelle osseuse .A : désinfection de la peau par le
Bétadine .B: injection de lanestisé avec un trocart. C : aspiration de la moelle osseuse. D:
étalement de la moelle osseuse sur les lames
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2.2. Examen direct

L'examen direct , diagnostic de certitude , permet la visualisation des leishmanies
dans le produit du prélevement .1l est obtenu par 1’étalement d'une goutte de moelle sur une
lame .Le frottis ainsi obtenu est séché puis coloré au May -Grunwald - Giemsa (MGG ) , la
lecture au microscope optique avec un objectif a immersion , grossissement 50 ou 100 permet
d'observer les parasites sous leur forme amastigote : élément arrondi ou ovalaire de 2 a 4 mm

de diameétre , cytoplasme bleu , noyau rouge et kinétoplaste rouge .

-Les amastigotes sont observés en amas dans le cytoplasme des leucocytes mononuclées,

essentiellement les monocytes.
2.3. Examen sérologique

L’ELISA est une technique immunoenzymatique pour la détection des anticorps

specifiques IgG anti leishmaniens dans le sérum humain.
Principe

La trousse Cypress Diagnostics contient le matériel nécessaire pour effectuer 96 tests

sur des barrettes sécables sensibilisées avec les antigénes solubles de Leishmania infantum.

La présence d'anticorps sériques spécifiques vis-a-vis de l'antigéne parasitaire est

détectée par immunoglobuline conjuguée a la peroxydase.

Des puits dans les bandes de la plaque microtitre sont recouverts d’antigenes
d'Leishmania infantum pour attacher les anticorps correspondants du spécimen. Aprés le
lavage des puits ayant pour but d’enlever 1’échantillon détaché, protéine A conjugué a la
peroxydase est ajouté. Ce conjugué s’attache aux anticorps spécifiques pour 1’Leishmania
infantum. Le complexe immun constitué par le conjugué attaché est visualisé en ajoutant le
substrat de qui donne un produit de réaction bleu. L'intensite de ce produit est proportionnelle
a la quantité d'anticorps spécifiques pour Leishmania infantum dans le spécimen. La solution

d’arrét est ajoutée pour arréter la réaction.
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Calcul et interprétation

A/ Calcul de la moyenne des densités optiques DO du contrdle négatif CN

Pour calculer la moyenne des densités on utilise deux valeurs individuelles de DO du contréle

négatif

C'=XDO (CN-) 1+ DO (CN-) o/ n

B/ Facteur de correction

Afin de prendre en complet les variations journalieres (temps, température). Un facteur de

correction est déterminé pour chaque de trousses de diagnostic (cypress diagnostic)
C/ Calcul de la valeur-seuil du controle négatif ou le Cut-Off :

La valeur seuil correspond a la moyenne des absorbances du contréle Cut-off. Celle-ci est

obtenue en ajoutant la moyenne des DO des contrdles négatifs et le facteur de correction

CO=C+0,150

CO=[=DO/n] + 0,150

D/ Calcul de ration S :

Pour chaque échantillon en divise la DO du sérum du patient par la valeur de seuil du controle

négatif. Pour chaque échantillon la ration d’immunité (S) est calculée en divisant la DO du

sérum du patient par le seuil de contréle négatif

Tableau : Interprétation des résultats de la technique d’ELISA

La ration Résultats Interprétation

<0,9 négative Absence d’anticorps spécifique d’anti-

leishmania dans le sérum humain

09-11 Douteux Echantillon devant étre testé a nouveau

>1,1 positif Présence d’anticorps spécifique d’anti-

leishmania dans le sérum humain
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1. Diagnostic des leishmanioses
1.1. Patients

Huit prélévements ont été examinés pendant notre stage pratique, sept frottis cutanés
et une ponction de la moelle osseuse. Parmi ces huit examens quatre examens directs se sont

averes positifs.
1.2. Examen parasitologique

Pendant cette étude sept examens parasitologiques sur des lésions cutanées ont été
réalisés ; I’examen microscopique consiste a mettre en évidence les formes amastigotes du
parasite. Dans 57% des échantillons (4/7 cas) les prélevements ont donné des résultats

positifs.

Tableau : Sensibilité de I’examen direct dans le diagnostic de la LC

Cas cliniques suspects

ED+ 4
ED- 3
Total 7
Sensibilité 57%

2. Enquéte statistique

Dans la région de Constantine au niveau de I’hopital militaire Ali Mendjeli, durant la
période Janvier 2015 au Mai 2016 , 99 cas sont vus en consultation pour le diagnostic d’une
leishmaniose cutanée , 65 cas de I’examen direct négatif , 34 cas de I’éxamen direct positif (

28 cas positif en 2015et 7 cas positif en 2016 ) un seul cas pour la leishmaniose viscérale.
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2.1. Répartition du pourcentage de positivité de I’examen direct de la

leishmaniose cutanée en 2015

M positivité

M négativité

Figurel. Pourcentage de positivité de I’examen direct durant ’année 2015.

Nous avons remarqué 80 cas de la LC, 28 cas sont positifs de pourcentage 35% et 52

cas negatifs (65 %) pendant I’année 2015.

2.2. Repartition du pourcentage de positivité de I’examen direct de la

leishmaniose cutanée en 2016

M positivité  H négativité

Figure 2. Pourcentage de positivité de ’examen direct de la LC pendant ’année 2016.
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2.3. La variation mensuelle du nombre de cas de leishmaniose cutanée

pendant I’année 2015

Nombre des cas
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Figure 3. La variation saisonniére du nombre des cas de la leishmaniose cutanée en 2015.

Selon les moyennes de la répartition mensuelle et la répartition du nombre des cas de

la LC pendant I’année 2015, nous avons remarqué qu’il y a un pic qui commence au mois de

novembre (n= 8 cas) et diminue en janvier (n=4) et mars (n=3).

2.4. Variation mensuelle du nombre de cas de leishmaniose cutanée pendant

I’année 2016
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Figure 4 : la variation saisonniére du nombre des cas de la leishmaniose cutanée durant
I’année 2016.
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Nous avons remarqué en 2016 qu’il y’a une diminution du nombre de cas da la LC et
surtout le mois de janvier et février. Ainsi le nombre des cas était de 2 a 3 cas.

2.5. Répartition des cas selon les regions de provenance géographique

0,
Alger 3%Tebassa gyelma

9%

Chlef

6%

18%

Figure 5. Les principales régions de provenance des cas de la leishmaniose cutanée durant
I’année 2015-2016

Nous avons remarqué que les cas provenaient de neuf régions de 1’ Algérie : Barika
43% (n=14 ) qui était la région la plus touchée , la région de Msila par un pourcentage 18%
(n=6), larégion de Mila avec un taux de 9% . Les régions les moins touchées étaient

représentées par Taraf, Chlef, Jijel , Tébessa, Alger et Skikda avec des pourcentages qui
varient entre 6 % et 3 % (n=1 a 2 cas).
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2.6. Répartition de la leishmaniose cutanée selon I’Age pendent ’année
2015-2016

_-j_ll_

[1-10] [11-20] [21-30] [31-40] [31-50]

Figure 6. La distribution de la LC selon la tranche d’age durant I’année 2015-2016.

La LC touche tous pratiquement toutes les catégories d’age, la classe la plus exposée est entre
21 ans et 30 ans.

2.7. Distribution des cas selon le sexe

3%

96%

Figure 7 : Distribution des cas selon le sexe.

Nous avons noté une nette prédominance masculine avec 96 % des hommes et uniquement
3% de femmes.
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Discussion

Les leishmanioses sévissent selon un mode endémo épidémique avec un pic d’alerte
de 30.000 cas enregistrés en 2005 (Fendri et al ,2011). Dans notre enquéte rétrospective
portant sur I’année 2015-2016, 99 cas suspects ont été examinés, dont 34 seulement se
révélaient positifs, avec 28 cas en 2015 et 7 cas en 2016, un seul cas de la leishmaniose
viscérale a été enregistré en 2016. Ce qui concorde avec presque toutes les études faites en

Algérie ou la LC constitue la forme la plus rencontrée en Algérie. (Izri et al, 1992).

Dans notre étude la majorité des cas étaient ages entre 21 et 30 ans, ceci a été aussi
observé par Fendri et al dans la période de 2006 a 2010, ou la classe modale se situe entre 20
et 30 ans avec 67 cas (Fendri et al ,2011). Par contre, nos résultats sont en désaccord avec
I’étude faite par N. Achour et al. ou la tranche d’age la plus touchée était entre 1 et neuf ans,
de méme Izri et al ont observé que la catégorie d’age la plus touchée était des enfants de
moins de cing ans. (Izri et 1, 1992). Selon zait et al. La tranche d’age la plus exposee sont les

enfants.

Pour le sexe nous avons noté une nette prédominance de I’atteinte masculine ce qui
concorde avec 1’étude faite par Zait et al. ou le sex-ratio était de 1,53 (43H/28F) (Zait et al,
2012).

En ce qui concerne la variation saisonniére, nous avons observé que 1’affluence des
malades était maximale en Automne et au début de ’hiver. Selon Zait et al. sur la période de
1998 a 2009 la variation saisonniére était plus élevée en hiver ( n=25 soit 35,5%) et au
printemps ( n=26 soit 36,3%) (Zait et al, 2012). Par contre N. Achour et al. n’ont observé
aucune saison de prédilection, selon cette équipe la LC est vue toute I’année avec une
moyenne de 17.75 cas par mois, et un discret pic de recensement en Mars, Avril et Juillet.
(N.Achour et al, 2009).

Les foyers de Tizi-Ouzou , brouira, Bejaia , boumerdes , Constantine , Jijel ,Mila, et
Teneés offrent le plus grand nombre de cas (Mokni et al, 2014). les régions les plus touchées
dans notre enquéte étaient: Barika et Msila qui représentent les régions d’enzootie
leishmanienne et les foyers anciennement connus de la LC en Algérie ( Harrat et al, 1995).
ces régions sont situees dans les régions steppiques a climat aride ou semi-aride et sont le
terrain propice au déroulement di cycle parasitaire de la LC conjoignant la présence de
réservoir naturel et de vecteur transmetteur de la maladie ( Harrat et al, 1995) , les régions
les moins touchées étaient Mila, taraf, Chleff , Jijel , Alger, Skikda , Tébessa.
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Conclusion

Les leishmanioses sont des zoonoses parasitaires dues a des protozoaires flagellés du
genre leishmania, transmises par la piqlre d’un insecte vecteur phlébotome femelle. Chez
I’Homme, les leishmanioses sont endémiques dans 98 pays dans le monde, la prévalence
globale des leishmanioses est estimée a 12 millions d’individus, ’OMS estime que le nombre
de nouveaux cas par annee est de 1,3 millions. Deux formes de leishmaniose coexistent a
I’état endémique en Algérie : la forme cutanée due a leishmania major et la forme viscérale

due a leishmania infantum, cette derniere pose un réel probléeme de santé publique.

Les méthodes de diagnostic biologique les plus couramment utilisées sont : ’examen
direct a la recherche d’amastigotes de leishmania dans les frottis Sanguins pour la
leishmaniose cutanée, et la sérologie notamment la technique d’ELISA pour la recherche

d’amastigotes dans le frottis de la moelle osseuse pour la leishmaniose viscérale.

Sur le plan préventif aucun vaccin contre la leishmaniose n’est encore disponible, la
prévention de la leishmaniose repose essentiellement sur les mesures de réduction de la
densité des populations de phlébotomes vecteurs au voisinage des chiens parasités par

I’utilisation d’insecticides dans les gites de reproduction.

Devant ’ampleur de I’extension géographique, I’émergence de nouveaux foyers et du fait du
lourd impact socioéconomique. I’ Algérie a adopté en urgence une stratégie de lutte intégrée
ciblant les différents maillons du cycle épidémiologique de la maladie avec mise en ceuvre

d’un plan d’action national de lutte contre la leishmaniose depuis mars 2006.
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Composition du colorant May Grunwald Giemsa (MGG)
A/ Le May -Grunwald contient deux colorants :
Colorant acide (1’éosine)
Colorant basique (bleu de méthylene)
B/ Le Giemsa contient lui aussi deux colorant :

Colorant acide (1’¢osine)
Colorant basique (I’azur de méthylene)
% Pour la préparation du May Grunwald Giemsa on ajout; 1g de Giemsa, 54g de

glycérine, 84g de méthanol, a 1000 ml d’eau distillée.
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Figure27 : La trousse cypress diagnostics de meishmania
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Protocole de la technique d’ELISA :

1- Faire sortir les réactifs a température ambiante.

2- Diluer la solution de lavage.

3- Diluer les échantillons (sérums 1/50) ou utiliser la solution tampon (diluant des
sérums) 10 ul sérums +490 pl Diluant des serums.

4- Ajouter 100 pl de sérums dilués et les 100 pl contrdles (ne doivent pas étre dilués).

5- Incuber 15 minutes a température ambiante.

6- Lavage 5 fois (300 pl de solution de lavage).

7- Additionner 100 ul de conjugué.

8- Incuber 15 minutes a température (20-25 °C).

9- Répéter les lavages cing fois avec 300 pl solution de lavage.

10- Ajouter 50 pl de substrat et de chromogeéne dans chaque puits.

11- Incuber 15 minutes a température ambiante (20-25°C).

12- Ajouter 50 pl solution d’arrét dans chaque puits.

13- Calculer la densité optique a 450 nm.



Résumé :

Les leishmanioses sont des zoonoses parasitaires dues a des protozoaires flagellés du
genre leishmania. Les leishmanioses cutanées sont endémiques en Algérie, la recrudescence
alarmante dans ce pays depuis les années 1990, a entrainé une forte demande de diagnostic au
laboratoire de cette affection.

Entre I’année 2015-2016, 34 patients avec une LC et un patient avec une LV ont été
enregistrés au niveau de 1’Hopital militaire Ali Mendjeli de Constantine. L’objectif du présent
travail est de déterminer certaines caractéristiques épidémiologiques des cas rapportés durant
cette période, et de maitriser les techniques routiniéres de diagnostic des leishmanioses en
laboratoire.

La majorité des cas rapportés sont agés entre 21 et 30 ans, avec une prédominance
masculine, ils habitaient au Nord du pays pour la majorité des patients. La saison de

prédilection était I’ Automne et le début d’hiver.

Ces résultats ne peuvent étre confirmatifs, une étude plus large est donc nécessaire

pour confirmer nos résultats.

Mots clés: leishmaniose, leishmaniose cutanée, leishmaniose viscérale, diagnostic,
phlébotome



Abstract

Leishmaniasis are parasitic zoonosis caused by protozoa flagellates of the genus
Leishmania.Cutaneous leishmaniasis are endemic in Algeria. The alarming recrudescence of
the disease in this country since the nineties has for direct consequence a strong demand for

laboratory diagnostic of this affection.

From 2015 to 2016 35 patients were with a biologically confirmed diagnostic. 34 with
a CL and just one patient with a VL. The aim of this work is to establish some
epidemiological characteristics of leishmania and to master diagnostic techniques of

leishmaniasis.

The majority of cases were men aged between 21 and 30 years old ,lived lived in the
North of the country. The highest icidence was observed in autumn ans at the beginning of

winter.

These results can not be confirmed, a large study is needed to confirm these results.
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Résumé

Les leishmanioses sont des zoonoses parasitaires dues a des protozoaires flagellés du genre Leishmania. Les
leishmanioses cutanées sont endémiques en Algérie, la recrudescence alarmante dans ce pays depuis les années 1990,
a entrainé une forte demande de diagnostic au laboratoire de cette affection.

Entre ’année 2015-2016, 34 patients avec une LC et un patient avec une LV ont été enregistrés au niveau de
I’hOpital militaire Ali Mendjeli de Constantine. L’objectif du présent travail est de déterminer certaines
caractéristiques épidémiologiques des cas rapportés durant cette période, et de maitriser les techniques routinieres de

diagnostic des leishmanioses en laboratoire.
La majorité des cas rapportés sont agés entre 21 et 30 ans, avec une predominance masculine, ils habitaient au

Nord du pays pour la majorité des patients. La saison de prédilection était I’Automne et le début d’hiver.
Ces résultats ne peuvent étre confirmatifs, une étude plus large est donc nécessaire pour confirmer nos

résultats.
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