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INTRODUCTION :

Les leishmanioses sont des parasitoses du systéme réticulo-endothelial dont 1’agent
pathogene est un protozoaire flagellé du genre Leishmania. Il s’agit d’une anthroponose ou une
anthropozoonose, transmise par un moucheron hématophage, le phlébotome. Ces maladies
incluent des formes viscérales (LV), des formes cutanées localisées (LCL), cutanées diffuses
(LCD) et des formes cutanéomuqueuses (LCM). Cette multiplicité de tableaux cliniques résulte
a la fois d’un large éventail d’espéces et de la variation de la réponse immunitaire de 1’hdte
infecté™.

Les leishmanioses sont endémiques dans les zones tropicales et subtropicales de 88 pays
et quatre continents : Afrique du nord et de I’est, Amérique centrale et du Sud, Asie du sud et
Europe du sud. Au total, 370 millions de personnes sont exposées au risque de la maladie dont
12 millions sont atteints, on compte 500 000 nouveaux cas par an de leishmaniose viscérale et
Un million & 1 500 000 nouveaux cas par an pour la leishmaniose cutanée ™, un tiers seulement
des nouveaux cas étant officiellement déclarés M. Six pays recensent 90% des cas de
leishmaniose viscérale : 1’Inde, le Bangladesh, le Népal, le Soudan, le Soudan du sud et le
Brésil. Cette situation alarmante résulte de I’augmentation de la transmission vectorielle et du
réservoir humain lié a I’infection au VIH 2.

Les leishmanioses se révelent aujourd’hui beaucoup plus répondues qu’on ne le croyait
.L’Algérie compte parmi les pays les plus touchés dans le monde .Deux formes cliniques
viscérale et cutanée sévissent a I’état endémique .L’augmentation de leur incidence annuelle
ainsi que leur extension a travers le territoire national, avec une coexistence des deux formes au
niveau d’un méme foyer, font de ces maladies un probléme de santé publique.

Dans notre laboratoire, la conséquence directe de cette forte incidence s’est traduite par
une demande accrue de I’analyse parasitologique de cette affection. Il est nécessaire de
confirmer le diagnostic des leishmanioses par I'examen parasitologique a cause de la fréquence
non négligeable des formes cliniques atypiques et la toxicité des traitements prescrits, sachant
que I’examen parasitologique reste le diagnostic de certitude de ces maladies.

De plus, vu I’augmentation du nombre des cas diagnostiqués au niveau de notre service,
nous a pousse a pratiquer une étude portant sur I’étude de la fréquence des leishmanioses dans
notre région basee sur le diagnostic parasitologique. Ce travail représente la premiere étude
effectuée au service de parasitologie mycologie medicales du CHU de Tlemcen.

L’objectif de la présente étude est de discuter le profil épidémiologique de ces maladies
ainsi que leur diagnostic dans la région de Tlemcen.
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EPIDEMIOLOGIE ET DIAGNOSTIC DU LABORATOIRE DES LEISHMANIOSES AU CHU DE TLEMCEN

1.

Définition :

Les leishmanioses constituent un groupe de maladies infectieuses dues au parasitisme de ’homme et

de divers mammiferes par un protozoaire flagellé appartenant au genre Leishmania, transmis par un

insecte vecteur le phlébotome. Elles comprennent des formes tégumentaires et une forme généralisée, la

leishmaniose viscérale, qui correspond & la dissémination du parasite aux organes profondst™!.

2.

Historique :

En 1900, Sir William LEISHMAN eut découvert I’agent de la leishmaniose dans des
frottis de la rate d’un soldat mort de fievre & Dum-Dum en Inde . Les résultats de cette
découverte n’ont été publiés qu’en 1903.

La méme année, Charles Donovan identifia le méme parasite dans une biopsie de rate. Ce
parasite fut nommé Leishmania donovani.

En 1904, Rogersdécrit dans une culture in vitro de sang citraté des formes flagellées,
probablement des promastigotest®.

La premiére culture fut obtenue par Nicolle et Sicre en 1908.

En 1909, Nicolle décrit Leishmania infantum en Afrique du nord et en 1913, Chagas
identifia la maladie, tandis que Migone retrouva le parasite, appelé Leishmania chagasi,
en Amérique du sud. Toutefois, il s’avere qu’actuellement Leishmania chagasi appartient
au méme type parasitaire que Leishmania infantum et Leishmania donovani..

Dans une méme année, le méme auteur démontra 1’inoculabilité de Leishmania infantum au
chien.

En 1910, la premiére observation sur la leishmaniose canine en Algérie était rapportée par les
freres Sergent.

En 1911, Carlos Chagas envisageait la présence de ’affection dans le bassin de I’amazone.

La méme année, Lemaire découvrit le premier cas de LV (Leishmaniose viscérale) humaine en
Algérie dans le foyer de la kabylie®.

En 1921, en Algérie, les freres sergent et leurs collaborateurs établirent le réle du vecteur des
phlébotomes en réussissant la transmission du bouton d’orient par application des broyats de ses
insectes sur les scarifications cutanées.

La transmission par le phlébotome a été découverte en Inde en 1924 par les fréres
Sergent pour L.donovani et au Maghreb en 1926 par Parrot et Donatien pour L.infantum.
Ces deux derniers ont démontré les huit années suivantes le role des chiens dans le cycle

de L.infantum.

2014 /2015 Page 3



EPIDEMIOLOGIE ET DIAGNOSTIC DU LABORATOIRE DES LEISHMANIOSES AU CHU DE TLEMCEN

e Le cycle du parasite ainsi que sa répartition géographique furent étudiés de 1925 a 1928 par
Alder, Théoder et Christopher.

e En 1974, Chance, Gardener et Peters reconnaissaient 1’appartenance de Leishmania chagasi au
complexe donovani-infantum. La synonymie était établie entre Leishmania chagasi et
Leishmania infantumen 1980.

e La chimiotaxonomie, Mise en place par Maazoom en 1981 s’est révélée performante en matiere
d’étude écoépidémiologique des foyers leishmaniens et d’un point de vue fondamental, elle a

permis des études taxonomiques des leishmanies ..

3. Epidémiologie :
3.1.Agent pathogéne :
3.1.1. Classification :

- Régne :Protista (Heackel 1866)
- Embranchement :Sarcomastigophora (infantum et Balamuth 1963)
- Classe :Zoomastigophora (Calkins 1909)
- Ordre :Kinetoplastida (infantum 1963, EmendVichekrman 1 976)
- Famille : Trypanosomatidae (Dolffin 1901 , Emend Grabben 1905)
- Genre: Leishmania (Ross 1903).
.Sous genre : - Leishmania
- Viannial.

Dans le genre Leishmania, on distingue deux sous genres définis par le site de développement
du parasite chez le vecteur; le sous genre Leishmania, caractérisé par un développement
suprapylorique, a la jonction intestin moyen-intestin postérieur du vecteur et le sous genre Vianniapar

un développement péripylorique a n’importe quelle portion de I’intestin.

Cette classification repose sur des critéres morphologiques. Cependant les sous divisions du sous

genre leishmania nécessitent un typage enzymatique ou moléculaire. En effet il est impossible de
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EPIDEMIOLOGIE ET DIAGNOSTIC DU LABORATOIRE DES LEISHMANIOSES AU CHU DE TLEMCEN

différencier les leishmanies par leur morphologie, aussi bien au microscope optique qu’électronique.
Grace au polymorphisme important exprimé chez le sous genre leishmania, 1’¢lectrophorése des iso-
enzymes constitue aujourd’hui la méthode la plus courante pour I’identification des souches de
leishmania, et qui a permet de créer des complexes et ainsi des zymodemescaractéristiques. Les

complexes a tropisme viscérale sont : le complexe Leishmaniadonovani (L .DonovaniDonovani,

L.DonovaniArchibaldi) et le complexe L. infantum (L. Donovanilnfantum, L.DonovaniChagasi) [e]

Selon le tropisme des espéces, les leishmanies peuvent étre distinguées en espéces a tropisme

pour les organes profonds (espéces viscérotropes: L. donovani et L. infantum) et espéces a tropisme

cutané (L.major et L.tropica).L. braziliensis présente un tropisme cutanéomugueux .

Tableau | : Classification taxonomiquedes leishmanies selon les caractéres isoenzymatiques

(OMS, 1990).
Géographie Complexe Espece
Sous-genre Leishmania
L. venezuelensis
L.mexicana L. mexicana
Nouveau monde L. amazonensis
Sous-genre Vianna
L. braziliensis*
L. braziliensis L. peruviana
L. guyanensis
L.guyanensis L. panamensis
L. donovani**
Ancien monde L. donovani L. infantum**
L. major L. major
L. tropica L. tropica
L. aethiopica L. aethiopica

*Principale forme cutanéo-muqueuse ; **forme viscérale .

[9]
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EPIDEMIOLOGIE ET DIAGNOSTIC DU LABORATOIRE DES LEISHMANIOSES AU CHU DE TLEMCEN

3.1.2. MORPHOLOGIE DU PARASITE :

Les leishmanies sont des protozoaires flagellés, ils présentent au cours de leur cycle évolutif
deux stades successifs distincts : le stade promastigote et le stade amastigote qui se multiplient tous les

deux par division binaire.

3.1.2.1. Le stade promastigote :est un organisme allongé d’environ 20 a 25um de longueur. Le
noyau est approximativement central, le kinétoplastese situe en position antérieur et le flagelle libre
s’échappe a I’extrémité antérieure. C’est le stade que présente le parasite dans le tube digestif du

phlébotome et en milieu culture (Figure N° 01).

3.1.2.2. Le stade amastigote :est un petit corpuscule ovalaire ou arrondi de 2 a 6um de
diamétre, présentant un noyau, un kinetoplaste juxta nucléaire et une ébauche de flagelle ne faisant pas
saillie a I’extérieur. C’est un stade intracellulaire obligatoire, retrouvé dans les tissus de I’hote vertébré

(Figure N°02).

'y E
S

Figure N° 01: Forme promastigote de Leishmania sp.(M.G.G *1000)
[1]
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EPIDEMIOLOGIE ET DIAGNOSTIC DU LABORATOIRE DES LEISHMANIOSES AU CHU DE TLEMCEN

»
v

Figure N° 02 : Forme amastigote de Leishmania sp sur un frottis de moelle chez un enfant atteint de
LV [

3.2.Vecteurs :

Les leishmanies sont des parasites transmis a I’homme par la piqure des insectes vecteurs, les
phlébotomes. Ces derniers sont des diptéresnématoceresappartenant a la famille des Psychodidae, la
sous famille des Phlebotominae, le genre Phlebotomus dans 1’ancien monde et le genre Lutzomyia dans
le nouveau monde.Environ 700 espéces de phlébotomes sont retrouvés dont seulement une vingtaine

est prouveée vectrice.

Le phlébotomeest de petite taille (2a5mm) possédant un corps gréle et allongée et des ailes
dressées en V, il s’appelle aussi la mouche des sables. Il est velu de couleur jaune pale d’aspect bossu
avec de long pattes, son vol est silencieux, sa piqure est douloureuse mais ne laisse pas de trace .Ce sont
des insectes a activité crépusculaire et nocturne dont le développement préimaginal (ceuf,quatre stades
larvaires et nymphe) se déroule dans la terre humide.Seule la femelle est hématophage et assure la
transmission des leishmaniest®!(figure N° 03).

En Algérie existe trois especes de phlébotomes qui sont : Phlebotomuspernicious est le principal

vecteur de la leishmaniose viscérale, Phlebotomuspapatasi responsable de la transmission de la

leishmaniose cutanée zoonotique et perfiliewide la leishmaniose cutanée du nord, ces deux especes sont

tres anthropophiles.
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Figure N° 03 : Femelle du phlébotomegorgée du repas sanquin.

[22]

3.3.RESERVOIRS :

Les réservoirs naturels des Leishmanies sont des mammiferes domestiques ou sauvages chez
lesquels le parasite colonise les cellules du systeme des phagocytes mononuclées. L’homme peut dans
certains complexes jouer un role de réservoir de parasite, constituant alors avec le vecteur un cycle

anthroponotique.

En Algérie, a la suite de la notification du premier cas de leishmaniose canine a Alger par les

fréres Sergent en 1910, le chien est admis comme réservoir de la leishmaniose viscérale.

2014 /2015 Page 8



EPIDEMIOLOGIE ET DIAGNOSTIC DU LABORATOIRE DES LEISHMANIOSES AU CHU DE TLEMCEN

Concernant la LC, le chien est admis comme réservoir de la leishmaniose cutanée du Nord due a
Leishmania infantum, alors quela LCZ, a Leishmania majorzymodéme Mon 25 admet comme réservoir

deux rongeurs sauvages, Psammomysobesuset Merionesshawit®.

3.4.Cycle évolutif:

Le parasite Leishmaniaa un cycle de vie dimorphique qui nécessite deux hotes, le vecteur et le

mammifere. (Figure N° 04)

Chez le vecteur :le parasite est entrainé avec le repas sanguin jusque dans la partie postérieure
de I’estomac de I’insecte ou il se transforme en promastigote.Des le premier jour,on le retrouve dans
I’intestin moyen jusqu’au pylore chez le sous genre Leishmania et occupant déja la totalité¢ du tube
digestif (y compris I’intestin postérieur) chez le sous genre Viannia.A partir du peme jour,le parasiteayant
résisté aux enzymes digestifs de I’insecte entame une migration vers la partie antérieure. On le retrouve

alors dans la partie moyenne de 1’estomac.

Du 3™ au 5™ jour,la multiplication sous forme promastigote trés rapide dans la partie
antérieure de D’estomac.ll faut attendre le 9°™ et 10°™ jour aprés le repas infectant pour voir
apparaitre,en grand nombre,des formes promastigotes dans le pharynx et le proventricule qui
communiquent avec la trompe.Lorsque les promastigotes arrivent dans les piéces buccales, elles vont

étreinjectées chez 1’h6te apres régurgitation.

Chez le mammifére :Une fois introduit dans la circulation, les promastigotes vont étre repris
par un macrophage, histiocytes, monocytes de différents organes ou ils se multiplieront sous formes
amastigotes. La destruction des macrophages bourrés de parasites provoque leur dissémination dans le
sang et la lymphe. Les amastigotes seront soit phagocytés par de nouvelles cellules réticulo-

endothéliales, soit repris par I’hdte invertébré, le phlébotome, lors d’un nouveau repas sanguin'2.
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Figure N° 04 : Cycle évolutif de Leishmania sp.

[13]
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3.5. Répartition géographique :

La distribution géographique de la leishmaniose est complexe en raison de la diversitédes hotes
intervenant dans les complexes pathogenes.Les différentes formes cliniques viscérale,cutanée et
cutanéomuqueuse,ont des territoires dont la délimitation dépend de facteurs intrinséques liés aux
espéces de parasite,de phlébotomes vecteurs et de mammiféres réservoirs, mais également de facteurs

extrinseques environnementaux.

La LV s’observe dans les régions intertropicales, subtropicales et tempérées de 1’ancien et du
nouveau monde, elle existe dans 47 pays et elle est localisée dans des grands foyers historiques de 1’est
a ’ouest, en Chine, en Inde, en Asie centrale, en Afrique de 1’est, au bassin méditerranéen et au brésil.
L’espéce leishmanienne anthroponotiqueleishmania donovani est localisée en Chine, en Inde et en

Afrique de I’est, alors que I’espéce zoonotique Leishmania infantums’étend de la Chine au Brésil.

La LC de I’ancien monde est dii aux deux espéces de Leishmania, Leishmania major et

Leishmania tropica.

La Leishmania major, espece zoonotique, dans les steppes per arides , s’étend sur de vastes
territoires, Afrique occidentale sub-saharrienne, Afrique du nord, Afrique de I’est, Proche et moyen-
orient et Asie centrale. L’espéce anthroponotique, Leishmania tropica, est présente dans proche et
moyen-orient, au maroc et a la tunisie. Les autres espéces de 1’ancien monde ont une aire de distribution
limitée, Leishmania aethiopica en Ethiopie et au Kenya, Leishmania arabica en Arabie saoudite et

Leishmania killicki en Tunisie(Figure N° 05).

En Algérie: La LV se répartit sur toute la partie nord du pays au niveau des étages
bioclimatiques humides et subhumides. Bien que sa fréquence ainsi que celle de la leishmaniose cutanée
sporadique (LCS), varie d’une région a I’autre. Aussi elle peut survenir dans les régions arides et semi-

arides, foyers de la leishmaniose cutanée zoonotique (LCZ) B).(Figure N° 06)

A cOté des anciens foyers, Tizi-ouzou, Boumerdeés, Médea, canstantine, Jijel, de nouveaux foyers
sont apparus ; a I’Est, Annaba et Collo ; au centre, la Mitidja, la Chiffa et Chlef et a I’Ouest, Tlemcen
et Oran.L’existence de leishmaniose canine dans la région de Tlemcen rend cette ville de 1’Ouest un

territoire potentiel pour cette forme viscérale.

La LCZ est la forme la plus rencontrée en Algerie.Elle correspond au clou de Biskra ou et
s’observe a I’état endémo-épidémique dans les régions arides et semi-arides, principalement au niveau
de la frange nord du Sahara . Les foyers anciennement connus sont ceux de Biskra & I’Est et Abadla a

I’Ouest.Les nouveaux foyers tels ceux de M’sila, Bousaada, Tiaret et Béchar. Cette forme se singularise
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par son extension rapide a partir des foyers anciens et devient de plus en plus fréquente au Nord au sein
méme des zones d’endémie de LV. Les nouveaux foyers au nord concernent Batna, Médéa, Tiaret et

Bordj Bouarreridj.

Dans la Wilaya de Ghardaia, a coté de Leishmania major, une nouvelle espece, Leishmania
killicki appartenant au complexe tropica, a été isolée au cours de 1’année 2005 et identifiée comme
L.killicki Mon 3011,

La LCS du Nord qui s’observe de facon permanente durant toute 1’année, a une aire de
distribution limitée au Nord algérien, s’inscrit dans la zone d’endémie de la LV, Kabylie, Nord
constantinois, régions de Ténés et quelques cas sporadiques au niveau de tout 1I’Est algérien et a
Tlemcen. Les foyers les plus touchés par cette forme sont, Tizi-Ouzou, Ténes, Bordj menail, Bouira et
Alger'® (Figure N° 07)

r

LS
-

LEISHMANIOSES : ,;

¢

‘,‘.Q '\%

Viscérale - .
Cutanée / Mucocutanée -
Viscérale + Cutanée / Mucocutanée

Figure N° 05 : Répartition mondiale des zones d’endémies des leishmanioses cutanées,

muco-cutanées et viscérales.
[3]
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Cas de Leishmaniose viscérale de 2000 a 2004 (Total = 715 )

Cas de LV Total par Wilaya

Moins de 2
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10- 13
20 et plus

Source INSP

Figure N° 06:Cas de leishmanioses viEsS;éraIes en Algérie années 2000 a 2004.
6

Cas de Leishmaniose Cutanée de 2000 a 2004 (Total = 45521)
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Figure N° 07: Casde leishmanioses cutanées en Algérie de 2000 & 2004 [,
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4. Relation hote- parasite :

Les promastigotes métacycliques inoculés dans la peau au moment de la piqure infectante sont
phagocytés par des cellules hotes (macrophages, monocytes, neutrophiles, cellules dendritiques). Le
macrophage constitue la porte d’entrée du parasite commune a I’ensemble des leishmanioses. Les
promastigotes pénetrent passivement dans les macrophages sans déclencher initialement les réponses de
I’hote. 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 fibronectine, de I’intégrine, du CR1 et du CR3). Cette interaction pourrait
jouer un r6le important dans la tolérance initiale. Parmi les molécules de liaison,le
lipophosphoglycane(LPG) apparait de plus en plus comme la molécule clé de la virulence des

Leishmanial®.

A Tintérieur des cellules macrophagiques , les amastigotes sont localisés dans une vacuole
parasitophore de PH trés acide, dans laquelle ils survient a la digestion par les hydrolases lysosomales.
Le parasitisme entraine dans le macrophage une baisse des capacités de production de dérivés oxygénés

et nitrogénés, complétant ainsi les mécanismes d’échappement des Leishmania a la digestion cellulaire.

Aprés multiplication intracellulaire et éclatement de la cellule héte, les amastigotes infectent
localement de nouvelles cellules phagocytaires et éventuellement migrent vers d’autres tissus. Chez
I’immunocompétent, 1’infection par Leishmania entraine néanmoins 1’activation parallele de I’immunité
innée et acquise. La mise en place efficace d’une réponse Th-1 active les macrophages et permet
I’¢limination des parasites. L’inflammation ainsi que 1’activation du macrophage et de I’immunité
cellulaire régissent donc la prolifération parasitaire et 1’expression de la maladie apreés plusieurs
semaines, ou quelques mois d’incubation. La persistance du parasite est probablement prolongée, méme
aprés résolution clinique spontanée ou liée au traitement.Cette quiescence intracellulaire explique la

possibilité de réactivations tardives, en particulier en cas de déficit immunitaire acquist® ™*°!.

5. Laclinique :
Les manifestations d'infection Leishmania peuvent varier d'asymptomatique a la maladie

cliniqguement patente qui peut rester localisée a la peau ou disséminer aux muqueuses orales et
respiratoires supérieures respiratoires ou partout dans le systeme réticulo-endothélial.L’expression
clinique dépend a la fois du tropisme des espéces de Leishmania et de status immunitaire de 1’hote, ainsi

que des modalités de sa réponse immunitaire ).
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5.1. La leishmaniose viscérale :

La leishmaniose viscérale (LV) résulte d’une atteinte systémique généralisée de la lignée des
phagocytes mononuclées par les parasites du genre Leishmania. Cependant, avec des augmentations du
nombre des individus immunodéprimés, 1’incidence de LV chez les adultes a montéel*®),

5.1.1.La leishmaniose viscérale infantile (LVI):

La LV infantile prédomine dans le pourtour du bassin méditerranéen. Elle touche de préférence
le jeune enfant dans les tranches d’age situées entre 6 mois et 4 ans. L’OMS déclare en 1990 que les
enfants les plus touchés sont agés de 1 a 4 ans.

La période d'incubation est variable et les manifestations de LV peuvent apparaitre de 10 jours a
plus d’unan suivant I'exposition.

Le tableau clinique typique de la LVI est dominé par la triade classique : fievre folle, paleur
cutanéomuqueuse et splénomégalie stade IV. (Figure N° 08)

La fiévreest le signe le plus précoce le plus courant et le plus constant. Elle est intermittente,
irreguliere, élevée (40a41°C).

La péleurest un signe d’anémie, est tout particuliérement évidente sur peau claire, dont la teinte
cireuse attire I’ceil®®!.

La splénomégalieest un signe précoce et fréquent (environ 80% des cas). La rate est dure, lisse
et indolore et peut devenir énorme, atteignant 1’hypochondre gauche, c’est la plus grosse rate infantile
(stade IV).

L’hépatomégaliec n’est ni aussi fréquente ni aussi précoce que la splénomégalie. Elle est en
général discréte ou modérée, rarement volumineuse. Le foie est indolore a la palpation et a la
percussion.

Un autre signe supplémentaire «La lymphadénopathie ». Des micropoly-adénopathies
superficielles petits, fermes, indolores et mobilesapparaissent en cours d’évolution, aux gites cervicaux
et inguinaux, plus rarement axillaires.

Ce tableau clinique peut se compliquer, avec le temps, de signes d’atteinte digestive, pulmonaire
et de troubles hémorragiques (gingivales ou des épistaxis, parfois trés abondantes, plus rarement du
purpura).une atteinte bronchique est possible caractérisee par une toux seche, irritative et sans

expectoration®.
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e

Figure N° 08 : Aspect clinique d’un enfant atteint de la LV.
(1]

5.1.2. La leishmaniose viscérale de ’adulte immunocompétent :

Le tableau clinique chez I’adulte est tres variable allant d’un seul signe, fievre isolée a évolution
prolongée, splénomégalie discrete ou une adénopathie cervicale isolée a un tableau clinique typique
associant une fiévre, un amaigrissement, une splénomégalie et hépatomégalie. Des signes cutanés

peuvent étre prédominants, d’installation brutale rendant le diagnostic difficile).

En Algérie, Bellazoug et al ont recensé 7 cas entre 1975 et 1985 et Belkaid et al 1997, 18 cas
entre 1985 et 1997 en dehors du sida’®.

5.1.3. La leishmaniose viscérale de ’adulte immunodéprimé :

La co-infection VIH/Leishmania mérite une attention particulierecar les deux pathogenes ciblent
les mémes cellules et exercent un effet délétere synergique sur la réponse immunitaire cellulaire. Elle
est associée a un pronostic plus sombre. La leishmaniose survient principalement en cas de déficit
immunitaire sévére : taux de CD4 inférieur a 200 par microlitre dans 90 % des cas. Les patients ont
habituellement tendance a développer d'emblée une LV sans épisode cutanée préalable, méme avec des

espéces dermotropes (3 [ 711281,

Dans ce cas, les atteintes inhabituelles bronchiques, digestives, ou tégumentaires et des
adénopathies multiples paraissent plus fréquentes. La triade clinique semble plus rare : la spléenomégalie

en particulier peut manquer, mais la significativité de ces résultats reste débattue.
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De plus, les traitements anti-leishmaniens eux-mémes peuvent aggraver I’évolution de
I’infection a VIH. Ainsi, les antimoniés stimuleraient la réplication du VIH. La co-infection correspond

donc & un cercle vicieux qui nécessite une prise en charge spécifique 1,

LaLV survenant chez 1’adulte immunodéprimé non VIH ne présente pas de caractéristiques
cliniques particuliéres. Toutefois, le sérodiagnostic est ici plus constamment positifl*”). Les principales
étiologies d’immunodépression sont lessuivantes :
hémopathies (leucémie lymphoblastique aigué, leucémie myéloide chronique et maladie de Hodgkin),
lupus érythémateux disséminé, maladie de Crohn, sarcoidose et fievre typhoide. Les déficits
immunitaires iatrogenes consécutifs et I'emploi des corticoides et autres immunosuppresseurs, utilises

pour traiter une affection ou accompagner une greffe d'organe, sont également responsables de LV.
5.2. La leishmaniose cutaneée :

En général, les caractéristiques cliniques de la leishmaniose cutanée ne sont pas uniformes dans
toutes les régions ni méme a I’intérieur d’une région donnée, par suite de différences touchant a I’espece

parasitaire ou aux types zoonotiques en cause.

En Algérie, la leishmaniose cutanée comprend deux entités nosoépidémiologiques, la
leishmaniose cutanée zoonotique (LCZ), due a Leishmania majorMON-25, largement répandue au
centre et au sud du pays, qui regroupe a elle seule la quasi-totalité des cas des LC algériens et la
leishmaniose cutanée sporadique(LCS) du Nord, due a Leishmania infantum avec un variant
enzymatique dermotrope prédominant, le zymodéme MON-241.

5.2.1. La leishmaniose cutanée zoonotique

Elle est dite leishmaniose cutanée humide des zones rurales. Aprés une incubation courte,
apparait la lésion caractéristique : ulcération cutanée, a bords surélevés, avec une crolte centrale
adhérente, indolore, de taille variable (habituellement de 1 & 4 cm de diametre), d’évolution chronique.
A cote de cette forme, la plus fréquente, s’observent les formes ulcéro-végétantes, verrugueuses et plus
rarement lupoides???Y) | |es Iésions peuvent se rencontrer sur une quelconque partie de la surface du
corps, mais siegent en général sur les parties découvertes exposées au site de pigare du phlébotome. Les
formes cliniques multiples différent d’un sujet a I’autre, d’une 1ésion a 1’autre chez un méme individu,

selon la localisation sur le corps, d’une espéce a Iautre, d”un biotope a Iautre!??,

Les lésions évoluent spontanément vers la guérison en 3 @ 5 mois au prix d’importantes

cicatrices disgracieuses ou invalidantes!?®),
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La durée d’évolution de la leishmaniose cutanée zoonotique est habituellement courte et 1’agent

pathogéne est Leishmania major.(Figure N° 09)
5.2.2. Laleishmaniose cutanée du Nord (LCN) :

Elle s’oppose a la leishmaniose cutanée zoonotique en tout point de vue. Sur le plan clinique,
elle se présente sous forme d’une petite Iésion unique, siégeant au niveau de la face, souvent papuleuse,
parfois infiltrée trés inflammatoire, rarement ulcérée et sans crolte épaisse. Sa durée d’incubation est
longue tout comme sa durée d’évolutionqui est lente, allant de 1 a 2 ansvers une guérison spontanée

avec une cicatrice, nécessitant souvent un traitement pour accélérer la cicatrisation”?®! (Figure N°10)

Le diagnostic n’est pas toujours évoqué d’emblée. Il 1’est devant la persistance de la lésion

malgré différents traitements a base d’antiseptiques, antibiotiques, voire anti-inflammatoires.

A cOté de ces deux entités nosoépidémiologiques différentes, une troisieme forme a été
récemment identifiée dans la wilaya de Ghardaia, la forme cutanée anthroponotique due a : Leishmania
killicki Mon 301,

Les leishmanioses tégumentaires sont beaucoup moins fréquemment rencontrées en association

avec l'infection par le VIH que les LV 17881,
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Figure N°09: Aspect clinique de la LCZ

[22]

Figure N°10 : Aspect clinique de la LCN

[22]
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6. Diagnostic des leishmanioses:

Le diagnostic des leishmanioses, orienté par le tableau clinique et des notions épidémiologiques,
conforté par des données biologiques non spécifiques ou sérologiques, repose sur des arguments

parasitologiques complétés, plus récemment, par ceux des techniques de biologie moléculaire.

6.1. Diagnostic de la leishmaniose viscérale :

Parmi les leishmanioses, seule la forme viscérale est généralisée aux organes hématopoiétiques

et voit les parasites se multiplier dans le sang et la moelle.
Le diagnostic est évoqué a partir d’arguments de présomption et de certitude.

6.1.1.Arguments indirectsde présomption :

6.1.1.1.Epidémiologiques : ’origine géographique du malade et la notion de séjour dans des
zones endémiques sont a prendre en considération par un interrogatoire soigneux, tout comme les

notions éventuelles d’immunodépression, de coinfection avec le VIH ou de toxicomanie

6.1.1.2 Cliniques : associés a une triade classique : fiéevre folle, splénomégalie et paleur

cutanéomuqueuse.
6.1.1.3. Biologiques :
6.1.1.3.1. Tests hémato-biochimiques :

Le tableau biologique associe une pancytopénie, un syndrome inflammatoire et une

dysprotéinémie.

-L’anémie est extrémement fréquente. Elle est normochrome, normocytaire et arégénérative,
d’abord modérée puis s’aggrave progressivement au cours de 1’évolution, pour atteindre dans les cas

extrémes des taux d’hémoglobine inférieurs a 4 g/dl[24].

-La leucopénie est régulierement observée, avec souvent moins de 2 000 leucocytes/mm 3, et
une neutropénie parfois importante voire une Véritable agranulocytose aigué, favorisant le
développement d’infections intercurrentes. Les nombres de lymphocytes et de monocytes sont

cependant normaux ou légérement augmentes.
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-La thrombopénie reste longtemps modérée. En fin d’évolution de la maladie, elle devient
majeure et s’associe parfois a une altération dans la synthése des facteurs de coagulation par le foie, ce

qui provoque des hémorragies pouvant étre graves, voire mortelles.

-Le syndrome inflammatoire est également marqué, la vitesse de sedimentation fortement élevée

atteignant en général 50 a 100 mm la premiére heure, et la CRP tres augmentée aussi.

-La protidémie totale est trés variable, elle peut étre normale, ou abaissée ; ou plutdt élevée
surtout chez 1’adulte. L’électrophorése des protides est en revanche trés perturbée de facon
quasiconstante. Elle met en évidence une hypoalbuminémie avec une hypergammaglobulinémie

polyclonale touchant surtout les 1gG24.
6.1.1.3.2. Testsimmunologiques :

La LV s’accompagne d’une réponse immunitaire humorale, avec apparition de titres élevés
d’anticorps circulants qui peuvent toutefois faire défaut en cas d’immunodépression. Les différentes
techniques sérologiques utilisées présentent une trés bonne sensibilité et spécificité pour le diagnostic
des leishmanioses viscérales. La mise en évidence des anticorps circulants se fait par les tests

sérologiques classiques comme:l'immunofluorescence indirecte (IFI), 'ELISA etl’ HAIZ,

e Immunochromatographique :se fait par le test IT LEISH et cette technique sera expliquée
ultérieurement dans la partie pratique.

e Immunofluorescence indirecte :

C’est la technique la plus éprouvée dans le diagnostic de LV, elle peut étre utilisée seule ou

couplée avec une autre méthode serologique.

L’TFT utilise un antigéne figuré qui constitue de promastigotes de Leishmania infantumet le
conjugué une antiglobuline polyclonale. Son principe consiste & mettre en présence un antigéne figuré
avec des dilutions successives de sérum. La fixation des anticorps spécifiques sur 1’antigéne figuré
correspondant forme le complexe antigene —anticorps révélé par 1’adjonction d’anti-immunoglobuline

marquée a I’isothiocyanate de fluoroscéine. La présence d’un liseré.
Mode opeératoire :

-Les lames sorties du congélateur sont séchées sous ventilation puis fixées dans un bain d’acétone

pendant 10min.
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-On effectue des dilutions de sérum dans du tampon PBS pH 7,2 dans des tubes de khan au 1/20, 1/40 et

1/80. Si ¢’est positif, on poursuit les dilutions.

-On dépose une goutte de chaque dilution par spot et on incube en chambre humide a 37°C pendant 30

min.
-Deux lavages en tampon phosphate de 5 min chacun sont effectués.

-On ajoute une goutte par spot d’anti-immunoglobuline marquée diluée au 1/30 dans du PBS pH7,2 et

on incube en chambre humide a 37°C pendant 30 min.
-Deux lavages en tampon phosphate de 5 min chacun.
-Enfin la contre coloration au bleu d’Evans au 1/10.000, 30 min a 37°C en chambre humide.

-Les deux derniers lavages sont suivis par le montage avec de la glycérine tamponnée (9 volume de
glycérine et un volume de tampon PBS pH 7,2). On recouvre d’une lamelle et on fait la lecture au

microscope a ultra-violet.

-Une réaction positive s’exprime par un liseré vert fluorescent autour de toute la forme promastigote,
flagelle compris. Une fluorescence limitée au noyau correspond soit a une réaction croisée dans le cadre
d’une connectivité soit a un portage asymptomatique lié a la présence d’anticorps anti 14 et/ou 18 Kd en
immunoempreinte.Dans les conditions opératoires du laboratoire de parasitologie de 1’Institut Pasteur
d’Algérie, la limite de spécificité du test correspond a la dilution 1/80.1 y a des interférences

sérologiques (faux positif) chez les sujets atteints de paludisme ou de trypanosomosel?>/[2¢].

-Une réaction négative, la leishmanie est rouge.

Chaque série de malade est traitée en paralléle avec un témoin positif, un témoin négatif et un
témoin réactif.

L’IFI est de plus en plus délaissée pour la méthode Elisa qui a pris une place importante comme
une technique de diagnostic quotidien.

e Hémagglutination indirecte :

Le sérum du patient est mis en contact avec des hématies recouvertes d'antigenes. Le test est
pratique sur des plaques de microtitration, le sérum dilué dans un tampon tris a PH 8,0 et la lecture se
fait aprés trois d’incubation a la température du laboratoire. La positivité se manifeste par
I’agglutination des hématies (ou hémagglutination). Au contraire, la négativité provoque la chute des

hématies dans le fond des cupules, formant un « bouton ». Le seuil de positivité est de 1/32.
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Pour le diagnostic de LV, actuellement, on utilise un kit commercial (Cellognost Behring). Il
s’agit d’une préparation antigénique lyophilisée (érythrocytes sensibilisés avec un antigéne soluble de

Leishmania donovani)®..

Ce test posséde une bonne sensibilité et une reproductibilité satisfaisante. Cependant, sa faible

specificité impose la confirmation du diagnostic par un laboratoire de référence pratiquant I’TF1.
e Immunoenzymatique /ELISA :

C’est un test de diagnostic rapide et sensible pour la LV, on utilisant I'antigéne soluble
spécifique des leishmanies appartenant au complexe Leishmania donovani, le rK39. Elle présente une
sensibilité et une spécificité de 99 % pour les patients immunocompétents avec une LV. Chez les patients VIH
positif, le rK39-ELISA a montré une sensibilité plus élevée (82 %) que I’IFI (54 %). Dans cette technique, il y a

peu ou pas de réactions croisées avec d’autres maladies 271124,

La technique ELISA consiste a fixer des antigénes solubles sur un support en polystyrene
(plaques de microtitration). Puis le sérum est mis en contact avec ces antigénes. Une fixation antigéne-
anticorps est révélée par addition d'un conjugue anti-immunoglobuline couplé a la peroxydase et a un

chromogene (par exemple I'orthophénylénediamine) et de 1’eau oxygénée.

La lecture s'effectue au spectrophotometre a 492 nm. Cette technique a ’avantage d'étre
automatisable et peut étre répétée (avec un sérum précédent) pour le suivi post-thérapeutique, mais elle

nécessite un matériel de lecture adapté ; ne facilite pas leur utilisation dans tous les laboratoires?®!.

Des approches nouvelles dans les techniques ELISA sont utilisées a la fois pour le diagnostic et
I’appréciation du stade évolutif de la maladie, mettant en évidence les IgE anti- leishmaniens qui représentent un
facteur pronostic. Ces derniers posent le diagnostic dans 100% des cas de leishmaniose viscérale. Leur disparition

rapide aprés traitement, est un signe de bon pronostict®®.

Le Dot-ELISA c’est un parmi plusieurs types d’ELISA qui peut étre réalisé sur sérum ou sur un volume
de sang précis. Le sang est collecté sur des bandes de papier absorbant approprié. L’échantillon est élué et testé a
une seule dilution déterminée auparavant pour donner une spécificité et une sensibilité acceptables. Cette

technique peut étre utilisée pour des enquétes séro-épidemiologiques dans les conditions du terrain®®!.
Immunoempreinte ou Western-Blot :

Le western-blot est une technique d’immunoempreinte, introduite comme technique de

diagnostic pour la premiére fois par Towbin et al en 1979.
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Principe :

L’extrait protéique résolu par électrophorese verticale sur gel de polyacrylamide en présence de
SDS (SDS-PAGE) est transféré sur une membrane de nitrocellulose par électrophorése transversale

permettant d’avoir une réplique fidele des protéines transférées.

Les protéines transférées sont incubées avec les sérums et les couples Ag-Ac sont révelés par

I’adjonction d’anti-immunoglobuline marquée a la phosphatase alcaline.

La révélation du ligand immunoenzymatique se fait par 1’addition du substrat spécifique de

I’enzyme.

Les différentes étapes de cette technigue sont :

-Electrophorése des protéines antigéniques des formes promastigotes de Leishmania en gel
d’acrylamide, et on laisse migrer pendant 1 heure 30min.

-Transfert électrique du profil protéique obtenu sur un support solide, la membrane de nitrocellulose.
-Mise en contact de la membrane avec les sérums & tester, dilués au 1/10°™ ainsi que les sérums
témoins positif et négatif.

-Incuber 30 min sur un agitateur a bascule a température ambiante.

-Elimination des anticorps non spécifiques par lavage avec du tampon TBS TritonX100 et marquage du
complexe Ag-Ac avec des anticorps anti globuline marqués a la phosphatase alcaline.

-Incuber 1heure 30min sous agitation.

-Lavage en tampon phosphate 1x concentré.

-Révélation avec un substrat spécifique de I’enzyme pendant 5 & 10 mn sur agitateur, a I’obscurité puis
arrét de la réaction par un ringage a I’eau.

-La lecture, stade final, consiste en une comparaison entre la bandelette test et les bandelettes témoins et

un marqueur de taille.

Tout I’intérét de cette technique réside dans la mise en évidence des anticorps spécifiques
d’antigéne de Leishmania.Les antigénes recherchés sont ceux pour lesquels il n’existe pas de réactions
croisées connues, dont les plus importants sont ceux correspondant aux poids moléculaires suivant : 14-
16 KDa, 30-46 KDa et la 90 KDa qui se révélent immunogénes et spécifiques, notamment ceux de 16 et

14 KDa dont leur présence seule suffit pour poser le diagnostict. (Figure N° 11)
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Cette technique n’est pratiquée que dans quelques laboratoires spécialisés. La sensibilité
approche 100 % chez I’'immunocompétent par les techniques les plus performantes. Alors que sa

sensibilité est moindre en cas de sida mais reste supérieure a 80 %!,

Standards de
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Figure N° 11: Resultats de diagnostic de leishmaniose par le western blot.

[25]
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e L’agglutination directe (DAT) :

Elle consiste a mettre en présence des dilutions successives de sérum avec des formes promastigotes
de Leishmaniatrypsinées et colorées au bleu d’Evans ou au bleu de Coomassie. La présence d’anticorps
se traduit par un tapis d’agglutination. Le titre seuil se situe autour de 1/1600° ou de 1/3200° des titres

élevés persistent au décours de la maladie. Le seuil élevé fait perdre a la technique sa valeur.

Des améliorations proposées par El Harith et coll, en1996, comme le traitement de I’antigéne lui-
méme par le B- mercapto-éthanol (2ME) ou I’adjonction d’urée au milieu réactionnel, seraient

susceptibles de répondre, en partie, aux critiques habituelles sur le défaut de spécificité .

e Agglutination passive (AP) ou test au latex :

Le sérum du patient est mis en contact avec des particules inertes (latex) sur lesquelles ont été fixés
des antigenesleishmaniens solubles. La positivité de la réaction semanifeste par 1’agglutination de ces
particules (voile), la négativité par le dépdt, en « bouton », des particules dans le fond de la cupule. Ce
test aurait une sensibilité comparable et parfois méme supérieure a I’IFI avec le gros inconvénient de

n’étre que qualitatiff?®’.
e Eléctrosynérese (ES):

C’est une technique d’immuno-éléctrodiffusion ou I’antigeéne est introduit dans un puits de gel
d'agarose et soumis a une migration éléctrophorétique. Puis le sérum est déposé dans une rigole
parallele a la migration. La positivité se manifeste par la formation d'un ou plusieurs arcs spécifiques

suite a la formation des complexes Ag-Ac, a la rencontre des zones de migration.

La sensibilité¢ de I’ES est de 96,8% et est supérieur a celle de I’immunofluorescence, sa spécificité
est de 100% 2%, L’¢lectrosynérese est plus sensible en début de la maladie qu’a la fin. La concentration
d’anticorps précipitant diminue avec le traitement spécifique, ce qui la rend aussi adaptée au suivi

thérapeutique &,

Des techniques sérologiques par bandelette ont été évaluées pour les contextes sanitaires difficiles.
La sensibilité est de plus de 90 % chez I’immunocompétent. Néanmoins, en cas de co-infectionVIH/LV,

les sensibilités des différents kits disponibles n’atteignent que 20 %),

Dans la grande majorité des cas, la recherche d’anticorps par I’IFI, I’HAI et la confirmation par le
western blot sont suffisantes pour diagnostiquer la LV. Les techniques de recherche de leishmanies dans
le sang et dans la moelle sont alors indiquées, mais elles sont dépassées par celles de biologie
moléculaire 2.
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e Test d’hypersensibilité retardée :

Il est provoqué par I’injection intradermique de promastigotes de culture (réaction de monténégro),
lavés et mis en suspension dans une solution saline contenant 0,5% de phénol. L’espéce de leishmanie
utilisée n’a pas d’importance (il n’y a pas de spécificité d’espece). La « leishmanine » contient un
million de parasites par ml. La dose individuelle comporte 0,1 ml (100.000 parasites). Une injection de
0,1 ml de solution phénolée sans parasites est faites a proximité, comme témoin d’une éventuelle

sensibilité du patient au phénol.

Aprées 48 a 72 heures, une réaction positive donne un nodule induré entouré d’érythéme. Les degrés

sont exprimés de 1 a 4,d’aprés le diamétre (de <4 mm &> 8 mm) &,

Dans le cas de la LV, il est négatif lors de la phase aigué, mais il se positive, généralement, apres

plusieurs mois de la guérison. Son intérét est épidémiologiquel®!2*.

6.1.2.Arguments directs de certitude :

Classiquement, le diagnostic de certitude repose sur la visualisation du parasite sur un
prélevement de moelle osseuse coloré au May-Griinwald-Giemsa ou Giemsa seul (sternum chez

I’adulte, créte iliaque chez 1’enfant) et de son ADN.
6.1.2.1. Prélevements :

-La ponction de moelle osseuse (PMO) pratiquée au sternum chez I’adulte ou a la créte iliaque

chez le jeune enfant qui est le plus souvent utilisée.

Procédure d’envoi de POM :- Frottis de POM pour examen direct apres coloration au MGG
- 0,5 ml de POM sur tube EDTA pour recherche PCR.

- 0,5 ml de POM sur tube citraté pour culture sur milieu NNNEY.

-Le sang total de I’immunodéprimé pour la recherche d’ADN, en raison du caractére peu invasif
du prélevement.ll doit étre recueilli sur tube citraté (10ml) pour la culture sur milieu NNN et sur tube
EDTA (5ml) pour la PCRIE/BE,

-La recherche de leishmanies peut aussi s’effectuer sur du foie, des ganglions lymphatiques, la

mugueuse digestive ou le liquide bronchioloalvéolaire(LBA)2,
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6.1.2.2.Examen direct :

L’examendirect permet la visualisation des leishmanies dans le produit du prélevement. Il a fait

I’objet de notre travail (détaillé dans la partie pratique).
6.1.2.3. Laculture :

Elle rend plus sensible le diagnostic en permettant de retrouver des parasites qui ne 1’auraient
pas ét¢ a I’examen direct. Elle permet également d'obtenir la souche de leishmanies en vue de son
identification. Le milieu le plus utilisé reste le milieu historique de Novy, Mc Neal et Nicolle
(NNN)PIBE3L (ANNEXE 03)

La culture :L’ensemencement est réalisé de préférence sous hotte flux laminaire ou prés d'un
bec bunsen car le milieu est trés sensible a la contamination bactérienne ou fongique. Le prélévement, 2
a 3 gouttes de PMO ou pour un sujet immunodéprimé, 0,5 ml de sang périphérique, est déposé dans la

phase liquide du milieu (exsudat) au fond du tube.

L’incubation des tubes s’est faite entre 25 a 26 °C. La lecture et les repiquages sur un nouveau
milieu ont été effectués tous les sept jours, pendant trois semaines,L’examen est réalisé entre lame et
lamelle, au microscope au grossissement moyen (objectif x 40), en fond clair. Les parasites sont alors

aisément repéres grace a leur mobilité. Ils se présentent sous leur forme promastigote*4/3.

La culture sur milieu N.N.N. est systématique. La culture est délicate et lente car elle nécessite
trois repiquages a 1 semaine d’intervalle avant de conclure a une négativité. L'intérét de la culture est

aussi d'isoler la souche de leishmanie afin de la typer 2.

6.1.2.4. Leucocytoconcentration (LCC):

Son principe consiste a concentrer les parasites sanguins sur la plus petite surface possible d’une
lame porte-objet en éliminant les globules rouges et les plaquettes. Cette concentration est réalisée en

plusieurs étapes ©);

*Calcul du volume de sang a utiliser :Pour avoir une répartition homogene des leucocytes et une

concentration des parasites, il est impératif de travailler sur un volume de sang calculé selon la

formule suivante pour les prélevements humains :

Volume (ml) = 1250 / nombre de leucocytes par mmé.
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Le volume du sang pour la réalisation du test doit étre pris dans les conditions d’asepsie afin

d’éviter toute contamination pour le reste du prélévement, destiné a la culture™

*Hémolyse : Dans un tube conique pour centrifugation, hémolyser 0,5 ml de sang en le
mélangeant avec 2,5ml de la solution hémolysante qui est composee de :

Saponine a 0,4%,

Formol a 2,5%,

Solution mére de merthiolate (pour MIF coloration) a 0,5%.
Glycérine a 0,5%,

Eau salée a 0,9% qsp 1000 ml.

- Filtrer soigneusement la solution obtenue a I’aide d’un filtre de 0,2um, 1’aliquoter en tubes de

5ml et conserver au congelateur a -20°C.
- Homogénéiser soigneusement le mélange par agitation au « vortex ».

- Laisser hemolyser et veiller a obtenir une hémolyse parfaite avant de passer a 1’étape suivante.

L’hémolyse parfaite est obtenue en 10 a 20 mn lorsque le sang prend un aspect « laqué ».

*Leucoconcentration :

- Concentrer les leucocytes et les parasites par une premiere centrifugation de 10 minutes a 2500

tours par mn.
-Jeter le surnageant et essuyer les bords du tube avec une gaze.

* Etalement des frottis sur lame porte-objet :

-Reprendre le culot dans 100 pl d’eau salée a 0,9%.

-Homogénéiser soigneusement par agitation au « vortex ».

-Centrifuger une deuxiéme fois pendant 10 mn a 2000 tours par mn.

-Jeter le surnageant.

-Confectionner des frottis a partir du culot de centrifugation sur deux lames porte-objet.

-Le reste du culot était destiné dans un premier temps a la culture.
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*Coloration :

Sécher les lames et realiser une coloration, apres fixation au méthanol, par le Giemsa dilué au
1/10°™ et soigneusement filtrés. Pour éviter tout dépét de colorant, la coloration se fait pendant 30 & 45
mn et est immédiatement suivi par un ringage a I’eau de robinet. Puis, Sécher les lames, et lire au

microscope optique au G x100.
*Reésultats :

L hémolyse, la concentration et la coloration par le Giemsa, permettent d’obtenir un étalement
uniforme des leucocytes dont les noyaux apparaissent en rouge sur un fond blanc. Les parasites sont

aisément repérés et identifiés.

Les Leishmanies sont identifiées grace a leurs noyaux volumineux et leur kinétoplastes rouges

dans un cytoplasme bleu clair®.
6.1.2.5. Inoculation a ’animal :

Cette technique exige une animalerie et une compétence particuliére, qui rendent la non

disponibilité dans tous les laboratoires, I'animal de choix est le Hamster dore syrien.

Elle consiste a injecter en intra-péritonéalquelques gouttes a 0,5 ml de PMOdiluée dans du
sérum physiologique stérile. Trés sensibles a I’infection par les leishmanies, les animaux développent en
quelques semaines a plusieurs mois une véritable leishmaniose. L’inoculation a 1’animal est sensible et
permet sans risque d'isoler la souche de leishmanies, contrairement a la culture qui existe toujours le

risque de contamination. Pour ces raisons, elle reste une technique de choix®®!.
6.1.2.6. La biologie moléculaire :

Le diagnostic moléculaire est basé sur la détection et 1’analyse des acides nucléiques du parasite
dans le sang ou la PMO méme si le prélevement est plus pauvre. Il compléte les approches
parasitologiques et sérologiques dans le cadre du diagnostic initial. Elle permet un diagnostic précoce
avant que le tableau clinique ne soit complet, elle a montré son efficacité dans la mise en évidence du
portage asymptomatique du parasite chez le sujet infecté par le VIH.et elle permet aussi de distinguer
les souches sensibles des souches résistantes au traitement, ce qui contribue a une meilleure prise en

charge thérapeutique et un meilleur suivi des patients 23311221,

Plusieurs techniques sont utilisées et différentes séquences génomiques peuvent é&tre

recherchées. Les PCR-ELISA et RT-PCR semblent les plus couramment employées Les résultats
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atteignent souvent 100 % de leishmanioses diagnostiquées contre seulement 60 a 80 % pour la sérologie
ou I’examen direct et la culture. L’amplification et la détection de I’ADN parasitaire par PCR, méthode
sensible, spécifique et rapide, elle présente I’avantage d'éviter les contaminations mais elle nécessite un

matériel couteux et une formation spécialisée des personnels %,

6.1.2.7. La recherche d’antigénurie :

Elle a récemment été évaluée pour Leishmania infantumet Leishmaniadonovani, chez
I’immunodéprimé en cas de sida. Les premieres études montraient des résultats encourageants avec une
sensibilité supérieure a 85 % et une spécificité a 96 %. La valeur prédictive négative parait donc
insuffisante pour que 1’on puisse se contenter de ce test sur le terrain. Cette technique détecte parfois

aussi le portage asymptomatique ™°!.

6.2. Diagnostic de la leishmaniose cutanée :

6.2.1. Arguments indirects de présomption :

6.2.1.1.Epidémiologique : En raison de 1’extension des LC avec apparition de nouveaux foyers,
I’origine géographique des malades ou la notion de s¢jour dans des régions endémiquesdoit étre prise en

considération 1,

6.2.1.2.Clinique : Les lésions de la LC sont indolores et se caractérisent par leur localisation au

niveau des zones découvertes du corps et par une chronicité attirant souvent Pattention /%),
6.2.1.3.Tests immunologique :

6.2.1.3.1.L’intradermoréaction a leishmanine : Cette réaction de Monténégro est positive chez
les sujets atteints de la LC dont elle est positive au cours de la LCL mais toujours négative dans les
formes diffuses anergiques. La positivité de ce test témoigne d’un contact préalable et a donc peu intérét

en zone d’endémie. Il n’y a pas actuellement d’antigéne commercialisé [21116],

6.2.2. Arguments directs de certitude :

La mise en évidence du parasite ou de son acide désoxyribonucléique (ADN) se fait sur un

prélevement de la lésion cutanée et qui constitue un diagnostic de certitude.

6.2.2.1.Prélévements :-Raclage des lésions: la méthode sera détaillée dans la partie pratique.
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-Certains auteurs préferent le prélevement par aspiration a [aiguille aprés injection de sérum

physiologique fait a I’aide d’une seringue de 1 ml munie d’une aiguille hypodermique[35].

- Biopsie cutanée est indiquée lors de Iésions papulo-nodulaires non ulcérées.

6.2.2.2. Examen direct: Il a fait I’objet de notre étude et il sera expliqué dans la partie

expérimentale.
6.2.2.3. La culture :

La mise en culture est effectuée de la méme maniere que pour la LV.Leishmaniamajor se
développe assez rapidement en milieu de culture. Les promastigotes peuvent étre observes dés le 5%jour
d’incubation. Plus rarement, la culture ne se développe qu'au bout de 3 a 4 semaines. Au contraire, les
variantsenzymatiques de Leishmania infantumsont plus difficiles a obtenir en culture, 4 a 5semaines

sont souvent nécessaires avant de voir apparaitre quelques promastigotes [ 1161
6.2.2.4. Inoculation a ’animal :

En plus du Hamster doré syrien, d'autres rongeurs peuvent étre utilisés tels que souris BalbC,
Merioneslibycus ou M. shawlqui peuvent aussi étre élevés en laboratoire. L’inoculation consiste a
injecter 0,5 a 1 ml du broyat de la biopsie ou du produit de la ponction-biopsie dans un coussinet
plantaire ou le museau de 1’animal, voire en intrapéritonéale. L’animal développe la LCL ou LCD en

quelques semaines aguelques mois .

6.2.2.5. Diagnostic moléculaire :

Il est réalisé sur les biopsies ou ponctions-aspirations, dans les mémes conditions que pour la LV,

6. 3. Diagnostic différentiel :

Les principaux diagnostics différentiels de la LC sont les pyodermites, 1’ulcere tropical, les
myases, les piqures d’insectes, les mycoses profondes, la sarcoidose, le lupus, les néoplasies, les
mycobactérioses. Les LCM font discuter une histoplasmose, une tréponematose(syphilis trtiaire,pian), la

lépre, un granulome centrofacial, une coccioidomycose!®.
7. Traitement :

Le traitement de LV doit toujours étre réalisé en milieu hospitalier® !,
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8. Prévention :

La prophylaxie restait longtemps trés limitée, mais l'apparition de vaccin et de produits a action

répulsive contre les moustiques permet de mieux protéger I’homme.

Laprophylaxie individuelle : est basée sur 1’application des répulsifs et des moustiquaires sur
la peau et les vétements. Afin d’augmenter 1’efficacité de ces moustiquaires, ils doivent étre imprégnées

d’insecticides ou constituées de mailles trés fines les rendant difficilement supportables en climat

chaud™",
La prophylaxie collective :

La lutte anti-vectorielle diminue le risque de contamination mais n’a pas amené de succes
durables a I’échelle des populations 1. Elle comporte la lutte contre les vecteurs par des insecticides &
activité rémanente a I’intérieur et autour des habitations (sans oublier la niche du chien, les murs de
pierre, ainsi que les poulaillers et clapiers ou se reproduisent les phlébotomes...). Elle doit tenir compte
des différences de comportement des vecteurs liées aux différences d’especes. L’utilisation massive de
DDT (diméthyldichloro........ ) ou d’autres molécules a montré une efficacité certaine. L’aspersion péri-
domiciliaire de répulsifs, si le vecteur est domestique, a montré une efficacité partielle, au moins dans la

leishmaniose cutanée, mais est difficile a appliquer sur de longues périodes.

La lutte ciblant le réservoir a été essayée pour la zoonose a Leishmania infantum. La protection
du réservoir canin par des colliers imprégnés de deltaméthrine, (Scalibor®) et I'ectoparasiticide a
base de perméthrine (Adventix® spot-on) est porteuse d’espoir sur la diminution de la LV

humaine [8l.
La vaccination :

Un premier vaccin polyprotéique a été autorisé au Brésil apres avoir montré 90 % d’efficacitéa
deux ans au Brésil puis en France. La vaccination canine au Brésil s’est accompagnée d’une diminution
de I’incidence des cas humains. Chez I’homme, des essais de vaccination préventive de phase I et 1l ont

été initiés en Amérique du Sud et en Inde ™.

2014 /2015 Page 35



EPIDEMIOLOGIE ET DIAGNOSTIC DU LABORATOIRE DES LEISHMANIOSES AU CHU DE TLEMCEN

PARTIE PRATIQUE
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1. Objectifs :
1.1.0Dbjectif principal :

L’objectif du présent travail est d’essayer a travers les cas recensés d’apprécier I’évolution de
I’incidence et de la distribution géographique de la leishmaniose et d’actualiser le profil des populations

touchées.
1.2. Objectifs secondaires :

- Diagnostiquer sur les données anamnestiques, cliniques et biologiques une leishmaniose cutanée ou

viscérale.
- Comparer entre la sérologie et I’examen direct dans le diagnostic de la leishmaniose viscérale.

- Décrire la situation épidémiologique de la wilaya de Tlemcen en matiére des leishmaniose.
2. Matériels et méthodes :

2.1. Matériels :

2.1.1. Matériels biologiques :

Sur une période de 08 mois s’étendant de septembre 2014 a avril 2015, nous avons collectés 56
prélevements répartis en 35 prélevements cutanés, 12 prélevements de moelle osseuse et 09

prélevements sanguins (Tableau N°03).

Les deux derniers prélevements provenaient de différents services : service de pédiatrie, de
maladies infectieuses et de néphrologie du CHU de Tlemcen, alors que les prélevements cutanés étaient

réalisés par nous méme au sein du service de parasitologie mycologie médicales.

Tableau I11 : Nombre des prélévements collectés dans la période
s’étalant de septembre 2014 a avril 2015

Type de prélévements Nombre

Cutanés 35

PMO 12

Sanguins 09
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2.1.2. Matériel du laboratoire :
2.1.2.1. Equipements : (ANNEXE 01)
- Centrifugeuse.
- Microscope optique.
- Micropipettes.
- Lames port objets.
- Lames bistouris.
- Sparadrap.
- Compresses purifiées.
- Embouts de pipette.
- Tubes coniques.
- Plateau.
- Support des lames pour la coloration.
- Papier filtre.
- Pot.
2.1.2.2. Réactifs : (ANNEXE 02)
- Eau oxygénée (comme un désinfectant au cours du prélévement).
- Huile d’émersion (pour la lecture des lames).
- Méthanol.
- Giemsa.
- Eau distillee.

- IT LEISH (Individual Test for antibody detection in Human Visceral Leishmaniasis).
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2.1.3. Exploration des données et analyse statistique :
La gestion des données est totalement informatisée.

Les réponses aux questionnaires ont ét¢ reportées dans un tableau au fur et a mesure a 1’aide du logiciel
Microsoft Excel. Le logiciel IBM SPSS 21.0 (Statistical Package for the Social Sciences) a été utilisé pour

I’analyse des données et la réalisation des tests statistiques.

2.2. Méthodes :

2.2.1. Type d’étude :

Il s’agit d’une étude épidémiologique descriptive transversale, monocentrique, réalisée au
niveau du service de Parasitologie Mycologie médicales du CHU de Tlemcen durant la période allant de
septembre 2014 a avril 2015.

2.2.2. Population d’étude :

Notre étude a portée sur les malades suspects atteints de la leishmaniose cutanée ou visceérale,

hospitalisés au CHU de Tlemcen ou orientés par le biais d’une consultation externe vers notre service.
2.2.3. Déroulement d’étude :

Notre travail représente la premiere étude effectué au laboratoire de parasitologie du CHU de

Tlemcen.

La collecte des données de nos malades a été réalisée par le biais d’une fiche de renseignement
(ANNEXE 01). Cette derniére était remplie par le médecin traitant des malades suspects atteints de LV

ou par nous méme s’il s’agit d’une LC.

La fiche de renseignement porte toutes les informations nécessaires pour le diagnostic
d’orientation des leishmanioses : ’identit¢ du malade (nom et prénom), le sexe, 1’dge, le lieu de
résidence, 1’origine du malade, la notion de séjour dans des zones endémique durant les deux

derniéres années.

Pour la LC, il faut préciser, I’aspect et le nombre des Iésions retrouvées et pour la LV, cette
fiche doit porter, en plus des données citees si dessus, la symptomatologie clinique et toutes les
perturbations biologiques sans oublier de mentionner le type du traitement antérieur ou actuel pris par

le malade.
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2.2.4. Démarche diagnostic :

a. Prélevement: C’est un temps essentiel ; de sa qualité dépendra la réussite des étapes

ultérieures.

Le prélévement cutané a été effectué d’une facon spécifique par grattage avec une « lame
bistouris » a la périphérie de la Iésion ou le parasite est actif, dans la partie infiltrée en bordure sur le
versant interne loin des zones surinfectées. Ce prélevement permet de ramener des sérosités, aprées avoir

arraché la croute s’il s’agit d’une lésion ulcéro-crouteuse.

Avant de commencer, on doit tout d’abord faire un nettoyage soigneux de la lésion par un
désinfectant « I’eau oxygénée » a I’aide d’une compresse purifiée. Le prélévement doit étre fait pour

chaque lésion a part concernant le méme patient en changeant le matériel utilisé a chaque fois.

Les sérosités obtenues par raclage des lésions serviront a la confection des frottis sur deux lames

port objet ou plus, selon le nombre des Iésions prélevées.

Figure N°12: Aspect d’une 1ésion ulcéro-crolteuse avant la réalisation du prélévement.

(Photo personnelle-Service de Parasitologie Mycologie médicale, CHU de Tlemcen)
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Figure N°13 : Aspect d’une Iésion ulcéro-crolteuse apres le prélevement.

(Photo personnelle-Service de Parasitologie Mycologie médicale, CHU de Tlemcen)

En cas d’une surinfection de la lésion, le prélevement doit étre effectué aprés prise d’un

traitement antibiotique.
Les frottis confectionnés doivent étre sécher a 1’air libre avant de lancer la coloration.

Le prélevement de la moelle osseuse « PMO » est envoye a notre laboratoire par les médecins
traitants, il est déja étalé sur des lames port objet et est accompagné par un prélévement sanguin sur tube

sec.
b. La coloration :

bl. Fixation : la fixation des frottis doit se faire avant toute coloration par le Giemsa, elle
consiste a déposer une quantité suffisante de méthanol afin de couvrir toute la lame et laisser en contact
pendant 05 minutes.

b2. Coloration : parallélement & la fixation, on procéde  la dilution du Giemsa au 1/10°™ et cette

derniére doit étre précédée par une simple filtration de ce colorant.

La coloration des frottis fixés se fait en versant le Giemsa d’une fagon a couvrir toute la surface

des lames et en laissant en contact pendant 30 a 40 minutes (Figure N°).
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b3. Lavage et séchage :

Apres I’achévement du temps de coloration, le Giemsa doit étre chassé par un faible jet d’eau

puis on passe au séchage des lames a I’air libre (Figure N°).
b4. Lecture au microscope :

La recherche du parasite s’effectue par lecture des lames colorées au microscope optique a fort
grossissement Gx 100, avec 1’huile a immersion. Les parasites apparaissent sous formes amastigotes

intramacrophagiques groupées en amas, ou a 1’état libres (Figure N°).

D’apres les résultats de 1’examen direct des frottis dermiques, on trouve deux formes
amastigotes qui se différencient par la taille. Les formes retrouvées chez les malades originaires ou
ayant séjournés dans les zones arides et semi-arides de 1’Algérie sont de grande taille (Figure N°), a

I’inverse de celles issues des régions du Nord qui sont des formes de petite taille (Figure N°).

Cette différence de taille peut nous faire suspecter, en plus des données épidémiologiques et
cliniques, que les amastigotes de petite taille appartiennent a I’espéce Leishmania infantum et celles de

grande taille reviennent a I’espéce Leishmania major MON 25.
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Figure N° 14: Les étapes de coloration des frottis par le Giemsa.
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Figure N°15 : L étape de lecture des frottis colorés.
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Figure N°16 : Formes amastigotes intramacrophagiques de Leishmania infantum.

(Photo personnelle-Service de Parasitologie Mycologie médicale, CHU de Tlemcen)

Figure N°17 :Forme amastigote libre de Leishmania major MON 25.

(Photo personnelle-Service de Parasitologie Mycologie médicale, CHU de Tlemcen)
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c. La sérologie leishmanienne :
Le test utilisé est le test IT LEISH BIO-RAD (ANNEXE 03).

*Principe : IT LEISH est un test de diagnostic rapide d’immuno-chromatographique de
référence, utilisant ’antigéne rK39 pour conférer a une grande spécificité et une sensibilité ¢élevée de

détection.

Ce test est base sur la détection d’anticorps-anti leishmaniens dirigés contre la protéine rK39.

*L_es composants :

Figure N°18 : les composants du test IT LEISH.

(Photo personnelle-Service de Parasitologie Mycologie médicale, CHU de Tlemcen)
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*Protocole :

1. Faire centrifuger le sang total du malade a 4000 T/min pendant 05 min

2. Ecrire sur le dispositif le nom et le prénom du malade et aussi la date du prélevement (Figure
N°19. 1).

3. Mettre une goutte de tampon dans le 1 puits conjugué avec ’antigéne rK39 (a) et quatre goute
sur I’autre puits et laisser le pendant 1min (b) (Figure N°19. 2).

4. Prélever a I’aide de pipette par capillarité le sérum jusqu’au trait noir (sur la pipette) (Figure
N°19. 3).

5. Déposer le sur le 1" puits et agiter avec la pipette pendant 1 min (Figure N°19. 4).

6. Mettre la bandelette du test sur le puits de sérum pendant 10 min (Figure N°19. 5).

7. Aprés que la bandelette absorbe tout le sérum, déplacer la bandelette sur le 2°™ puits pour
qu’elle absorbe aussi le tampon seul et laisser pendant 10 min (Figure N°19. 6).

8. Lecture de bandelette : *le test est positif, si on trouve deux traits L (leishmaniose) et

C (controle).

*|e test est négatif, si on trouve que le trait C de contréle (Figure N°20).
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Figure N°19 : Les étapes de la sérologie leishmanienne par le test IT LEISH.
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Figure N°20 : Les résultats de la sérologie leishmanienne (-) et (+).

(Photo personnelle-Service de Parasitologie Mycologie médicale, CHU de Tlemcen)
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3. Résultats et interprétation :
3.1. Laleishmaniose cutanée :
3.1.1. LafrequencedelalLC:

Parmi les 35 patients recrutés pour le diagnostic parasitologique de la LC, on a trouvé

que 12 cas étaient prouvés atteints de LC avec un pourcentage de 34% (Figure N°21).

| positif

M négatif

Figure N°21: La fréquence de la leishmaniose cutanée

3.1.2. Description de la population (n=12) :

o L’age:
L'age moyen de nos patients est de 33.17 £ 24 ans, s'étalant entre 03 et 71 ans.

Le graphe suivant représente la répartition des cas positifs en fonction de 1’age.
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35,00%
30,00% 25,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

<20 20-40 40-60 60-80

Figure N°22 : Répartition des patients selon la tranche d’age.

Au niveau de cet histogramme, on remarque que les deux tranches d’age (< 20ans et 40-60 ans)
sont les plus touchées avec un pourcentage de 33,33 % alors que la tranche d’age 60-80 ans représente

le faible taux de positivité dans notre série.

e Sexe:

La répartition des cas positifs selon le sexe est représentée au niveau de la figure N°23.
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Figure N°23 : Répartition des patients selon le sexe.
On note sur ce secteur que le sexe ratio de notre population est de 0.49 en faveur du sexe féminin.
e Larésidence :

La population recensée dans notre étude provient de différentes régions et qui sont
représenté au niveau de la figure N°24.

Tlemcen ville

Ramchi

Ouled mimoun

Maghnia
El aricha
Benisaf
Z Z 2 Z >
0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00%
I
Benisaf El aricha Maghnia Qu ed Ramchi  |Tlemcen ville
mimoun
[ Sériel 8,33% 41,67% 8,33% 16,60% 16,67% 8,33%

Figure N°24: Répartition des patients selon la résidence.
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On note que un nombre élevée des cas appartient a la région d’El Aricha avec un pourcentage de
41.67%, suivie par les régions de Ramchi avec 16.67% et Ouled Mimoun avec 16.60%. Par conclusion, on
remarque que la majorité des cas positifs réside dans la wilaya de Tlemcen.

L’origine géographique : est représenté par le graphe suivant :

40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

M Sériel

Figure N°25 : Répartition des patients selon leur origine.

D’apreés les résultats portant sur 1’origine géographique des patients, on déduit que la totalité des
malades recus de Ouledmimoun sont au méme temps originaire et résidents de cette régions.

Concernant El Aricha, on remarque qu’un seul patient réside dans la région mais est originaire de
Tébessa.
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e Notion de séjour dans des zones endémiques :

Le secteur suivant montre le pourcentage des patients ayant séjournés ou non en dehors
de leur lieu de résidence.

Figure N°26 : La répartition des malades selon le séjour dans une zone endémique pendant les
deux derniéres années.

Selon ce secteur, on note que 25% des patients ont séjournés dans des zones endémiques
classiques : Tébessa, Batna,Biskra etNaama, durant les deux dernieres années avant le début des lésions.

e Nombre des lésions cutanées :est représenté au niveau de la figure N°27.

60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

16,67% 25,00%
)y (] .

1 seul lésion

2 lésions

3 lésions

Figure N°27: Répartition des patients selon le nombre des Iésions cutanées.
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Dans notre série d’étude, on a trouvé que la majorité des patients présentent plus qu’une
Iésion avec 58.33% des malades ayant 03 Iésions et 25% ayant 02 lésions.

Ces résultats signifient une multiplicité de piqure par le phlébotome chez le méme malade.

e Localisation des Iésions cutanées :

Le siége des lésions retrouvées chez nos patients est mentionne sur le diagramme
suivant :

visage cou membres membres
supérieurs inférieurs

Figure N°28 : Répartition des patients selon le siége des lésions.

Dans la plus part des cas on note que le membre supérieur est le plus touché avec un
pourcentage de 58% tandis que membre inférieur et le visage viennent en second plan et présentent le
méme pourcentage (25%).

On remarque que les parties les plus touchées sont celle des zones découvertes du corps et qui
sont plus accessibles au phlébotome.
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e Date d’apparition des lésions cutanees : se voit sur le graphe suivant :

35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

inf 30 30-60 60-90 90-120 sup 120

(Jours)

Figure N°29: Répartition des patients selon la durée d’apparition des lésions.

Parmi les 12 patients diagnostiqués, on note que 1’évolution des 1ésions varie en fonction des cas
dont le pourcentage le plus élevé est représenté par 33.33% des patients atteints. Ce taux concerne deux
périodes (inférieur a 30 jrs et entre 60 et 90 jrs).

e Aspect des lésions :est montré dans le secteur suivant :

M ulcéro-crouteuse
= inflammatoire

Figure N°30 : Répartition des patients selon I’aspect des lésions.
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On remarque que les lésions ulcéro-crolteuses sont prédominantes dans notre série (58%).

e La prise du traitement avant le prélévement :

Cette notion est montrée au niveau du secteur suivant :

58.33%

M oui non

Figure N°31 : Répartition des malades selon la prise de traitement.

On note que pres de 58,5 % des patients atteints n’ont pas pris traitement avant d’étre prélevés.

Les molécules utilisées chez les patients traités avant le prélévement sont représenté sur la figure N°32.
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ATB+ATS local
8%

non

Figure N° 32 : Répartition des patients selon le type du traitement pris.

Selon ce secteur, on remarque que parmi ces patients, une partie était traitée par des ATB
avec ou sans ATS mais qui ne possedent aucun effet sur les leishmanies. Néanmoins, on note que 17 %
des malades positifs ont pris du Glucantime®, anti-leishmanien de référence avant le prélévement, cela
peut étre expliqué par 1’échec au traitement ou la prise thérapeutique est encore en phase de début.

e Description a propos d’un cas :

Il s’agit d’un enfant C.A du sexe féminin agé¢ de 03 ans, originaire de Ouledmimoun a éteé
hospitalisée au service de dermatologie au CHU pour des lésions ulcéro-crolteuses au niveau des deux
jambes et une Iésion inflammatoire au niveau de la cuisse droite.

Le 06/01/2015, la patiente était adressée a notre service pour une suspicion d’une LC. Le
prélévement était fait sur les 1ésions de la jambe dont I’examen direct est revenu négatif (-) car la
malade a présentée des lésions surinfectées avec présence du pus qui peut masquer la présence des
formes parasitaires (Figure N°33).

On a recruté de nouveau la patiente, le 08/01 pour pratiquer un prélévement chez elle mais cette fois
ci c¢’était effectué sur la 1ésion inflammatoire de la cuisse. L’examen direct a objectivé la présence des
formes amastigotes de Leishmania sp(Figure N°34), et un écouvillonnage du pus pour ECB (examen
cytobactériologique) qui est revenu positif a Proteiussp.

La malade était mis sous traitement : Glucantime® a raison de 10mg/kg/j pendant 15 jours et un
traitement antibiotique (Augmentin®) , mais malheureusement elle est revenu le 04/03 pour aggravation
d’état de ces 1ésions qui ont pris de 1’étendue et elles sont devenus plus purulentes méme pour celle de
la cuisse.
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On s’est déplacé au service de dermatologie, avec le matériel nécessaire pour le prélévement. On a
commenc¢ d’abord par un écouvillonnage du pus des trois Iésions puis un grattage profond a la
périphérie de ces derniéres.

L’ECB du pus a montré la surinfection par I’Escherichia coli présentant une résistance a
I’Augmentin® et les examens directs des frottis montrent des formes amastigotes de Leishmania sp, ce
qui s’explique la chronicité et I’aggravation de I’état purulent donnant par conséquent un terrain
favorable a la leishmanie pour prendre de 1’étendue.

Zéme

La patiente était traitée a la suite par une
21 jours, avec un antibiotique (céphalossporine de

cure de Glucantime®, a raison de 30mg/kg/j pendant
3™ génération).

L’évolution clinique apres ces traitements était favorable.

La malade était adressée a notre service pour un contréle parasitologique de ses lésions le 22/04 et
le résultat était satisfaisant avec stérilisation totale des foyers atteints (Figure N°35).

Figure N°33 : la lésion ulcéro-crolteuse de la jambe droite de la malade.

(Photo personnelle-Service de Parasitologie Mycologie médicale, CHU de Tlemcen)
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&

Figure N° 34 : Formes amastigotes de Iésion inflammatoire de la cuisse.

(Photo personnelle-Service de Parasitologie Mycologie médicale, CHU de Tlemcen)

Figure N° 35 : Evolution des trois Iésions de : jambe gauche, jambe droite et cuisse droite

(au sens de fleche)

(Photo personnelle-Service de Parasitologie Mycologie médicale, CHU de Tlemcen)
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3.2.  Laleishmaniose viscérale :
3.2.1. LafréquencedelalLV:

Durant la période de notre étude, on a recu les prélévements de 12 cas suspects de LV, ou on a eu
affaire a 12 prélévements de PMO et 09 prélévements sanguins. Parmi les 12 patients, on n’a trouvé que
02 cas positifs, donc la fréquence de la LV dans notre série est de 17 % et cela est mentionné au niveau
du graphe suivant :

négatif
83%

Figure N°36 : La fréquence de la LV.

3.2.2. Description des deux cas (n=02) :

Concernant ces deux cas positif atteint de LV, on va donner une description détaillée pour
chaque cas.

e 1% cas:

Il s’agit d’un jeune homme A.M, &gé de 28 ans, originaire d’Ain Talout, hospitalisé au niveau du
service des maladies infectieuses pour la prise en charge d’une infection virale chronique (HIV+) et est
traitépar les antirétroviraux. Le patient a déja présenté un épisode de leishmaniose viscérale qui remonte
a 02 ans et qui a était diagnostique au sein de notre service.
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Ce malade présentait un tableau clinique et biologique typiques de la LV dont la
symptomatologie est représenté au niveau du tableau suivant:

Tableau 1V : Les données clinique et biologique du patient A.M .

Données cliniques Données biologiques

Fievre Pancytopénie (anémie, leucopénie,
SPM thrombopénie)

Paleur

Amaigrissement

Une ponction de moelle osseuse était pratiquée et dont ’examen direct des frottis a objectivé la
présence de formes amastigotes de Leishmania sp(Figure N°35). Un prélevement sanguin sur tube sec

était adressé par la suite a notre service afin de pratiquer une recherche d’anticorps anti-leishmaniens et
est revenus négative.

Tableau V : Résultats de diagnostic parasitologique de patient A.M.
Type de diagnostic Résultats
ED de PMO Positif (+)
Sérologie leishmanienne par IT LEISH Négatif (-)
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Figure N° 37:Résultats de ED du patient A.M .

(Photo personnelle-Service de Parasitologie Mycologie médicale, CHU de Tlemcen)

o 2™ cas:

Il s’agit du patient S.D &gé de 35 ans et hospitalisé au niveau de service des maladies
infectieuses pour une prise en charge d’une infection virale chronique (HIV+). Chez ce malade la
suspicion de la leishmaniose viscérale était basé sur un tableau clinique fait d’une fiévre, d’'une SPM
stade II et d’ADP profondes abdominales objectivées au scanner abdomino-pelvien, une ccelio-
mésentérique et I’autre au niveau du hile hépatique.

Son bilan biologique a objectivé une anémie avec hémoglobine a 6 g/dl, une leucopénie a 1200
éléments/mma3,une neutropénie et une lymphopénie, et une thrombopénie a 140 000 éléments/mm3,

Des frottis de PMO et un prélevement sanguin sur tube sec était adressés a notre service afin de
confirmer le diagnostic d’une leishmaniose viscérale.Les résultats des examens effectués pour ce patient
sont représenté par le Tableau suivant :

Tableau VI : Résultats de diagnostic parasitologique de patient S.D.

Type de diagnostic Résultats
ED de PMO Négatif (-)
Sérologie leishmanienne (IT LEISH) Positif (+)
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4. Discussion :

Cette etude descriptive transversale exhaustive a été effectuée dans le but de diagnostiquer les
deux formes cliniques des leishmanioses, qui existent dans notre pays, d’apprécier leurs fréquences et
d’apporter le maximum de renseignements sur les aspects épidémiologiques deces maladies. Le travail

était réalisé au niveau du service de parasitologie mycologie médicales du CHU de Tlemcen.

11 s’agit de la premiére étude qui traite la question des leishmanioses dans notre CHU d’ou son
originalité. Malgre les limites rencontrées en matiere du matériel (faible approvisionnement en réactifs
et absence des milieux de culture) on a pu tirer quelques conclusions sur les cas de leishmanioses

diagnostiquées au sein de notre service.

Les maladies a transmission vectorielle (MTV) ont connu une explosion ces derniéres années en
Algérie. Leur incidence s’est multipliée par 5 de 1989 a 2012, en passant de 5,23 a 27,12 cas pour
100 000 habitants (¢!,

Dans notre étude, les cas recenses présentent essentiellement des Iésions cutanées positives sur
le plan parasitologique alors que cette positivité était vue dans seulement deux cas coinfectés par la LV

et la maladie virale chronique (HIV+).

Nous exposerons en un premier temps les résultats du diagnostic parasitologique de la

leishmaniose cutanée accompagné d’une confrontation avec les données de la littérature.

Le diagnostic de la LC dans ce présent travail a reposé sur la mise en évidence du parasite
Leishmania sp par un examen direct aprés coloration au Giemsa des frottis confectionnés a partir des

sérosités dermiques.

Les résultats de ce diagnostic ont objectivés la positivité chez 12 malade de notre série avec une
fréquence de 34%, ce pourcentage apparait proche de celui retrouvé parDjezzarMihoubi. | dans la
région de Constantine et sur une période de 03 ans (septembre 2003 a mai 2006), ou elle a recensé 137

cas positifs sur 302 cas prélevés (42%) par I’examen direct [23]

Concernant la répartition de cette localisation en fonction de 1’age, on a remarqué que toute les
tranches d’age peuvent étre touchées, celaconcordent avec les résultats retrouvés dans tous les travaux
algériens qui ont précédé ce travail®”). Néanmoins, chez certains auteurs, on remarque que les enfants
étaient les plus atteints comme c’est le cas dans le travail de Zait. H et al qui a montré que la tranche

d’age de 0 a 10 ans était la plus touchée avec 143 cas (37 %), parmi les 386 cas diagnostiqués ).
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Dans notre serie, le sexe ratio était de 0.49, en faveur du sexe féminin (67%), contrairement aux

résultats décrits par Zait. H qui a trouvé le sexe ratio= 0,951,

Le nombre de Iésions retrouvé chez nos patients variait d’une a trois localisations, dont ceux
présentant trois lésions représente la majorité des cas (58.33%), ce résultat differe avec celui retrouvé
par Zait. H ou elle a décrit que la majorité de ses patients présentent une seule lésion (52 %).

Le siege des lésions de notre série se voit au niveau des parties découvertes du corps, dont le
membre supérieur (58%) était le plus atteint cette observation ne concorde pas avec d’autres études
faites par Zait. H et DjezzarMihoubi. I qui ont retrouve que le visage était le siege de prédilection dans

leur séries de malades a un pourcentage de 52.5% et 61.8% respectivement.

Nos résultats montre que 58% des patients ont présentés des lésions ulcéro-crolteuses, tandis
queles nodules inflammatoires étaient retrouvés chez 42% de nos malades.Notre observation différe
avec celle observés par Zait. H, avec 48,1 % de personnes présentant des Iésions de type inflammatoire.
Cela peut étre expliqué par ’origine et le nombre des patients recensé par cet auteur et qui a montré que
la majorité des cas inclus dans cette étude appartenait aux wilayas du centre algérien, zone ou se localise

la LCN responsable de lésions inflammatoire.

L’évolution des lésions, variait entre moins de 30 jours a plus de 04 mois dont 33,33% des
patients se sont présenté dans notre service avec une évolution ne dépassant pas 01 mois, méme
pourcentage était retrouvé chez les malades ayant consulté apreés un délai de 02 a 03 mois d’apparition
des lésions. Ces observations peuvent étre expliquéespour les premiers malades par I’aspect creusé et
douloureux des lésions alarmant par conséquent les patient, par contre pour le second groupe, le

caractere indolent des lésions retarde la consultation.

La majorité des malades atteint de LC recensés dans notre étude provenaient de la région
d’El Aricha soit 41.67% contre 8.33% qui proviennent de la ville de Tlemcen. Les questionnaires
révelent que 25% des patients avaient effectué des déplacements dans les foyers connus comme
endémique pour la LC par contre la majorité de nos patients avait, semble-t-il, contracté la maladie au
sein de leurs résidences habituelles. Ce résultat ne coincide pas avec ceux retrouvés par Zait. H et qui a

montré que 57.5% de ses cas diagnostiqués ont séjourné dans des zones endémiques*®..

Dans cette série d’étude, 58.33% des cas diagnostiqués n’ont pas recus un traitement antérieur au
diagnostic parasitologique alors que 41.67% ont pris des antibiotiques et des injections sous dosées de

Glucantime®.
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La fréquence de la leishmaniose viscérale diagnostiqué dans notre service represente 17% des
cas prelevés ce qui correspond a deux cas positifs, chacun de ces deux cas été diagnostiqué par une
technique différente (I’examen direct de PMO pour un cas et la sérologie pour 1’autre cas). La négativité
de frotti de PMO chez le deuxieme malade peut étre expliquée soit par un prélevement mal fait soit par

un pauciparasitisme retrouvés au niveau de la moelle osseuse.

La positivité de la sérologie, associe a un examen direct négatif chez le sujet immunodéprimé
(en particulier HIV+), était trouvée dans d’autres études parmi ces derniéres on cite celle faite par K.

Aknouch et al qui ont travaillés sur 15 cas coinfectés®!.

Concernant la LV, ce faible nombre de cas positif diagnostiqués dans notre étude ne permet pas

de tirer des conclusions sur la fréquence réelle de cette forme dans notre région.

A la fin de ce travail, on peut dire que notre objectif principal est atteint et se voit beaucoup plus
pour la localisation cutanée de ces maladies. Cette étude peut servir comme un point de départ pour

d’autres travaux portant sur le probléme discuté.
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CONCLUSION

Les leishmanioses sont des maladies a transmission vectorielle (MTV) est représentent un
probléme de santé public dans le monde qui compris 1’ Algérie. Ces parasitoses font partie des maladies
a déclaration obligatoire de notre pays.

L’Algérie connait ces derniéres années une augmentation remarquable de 1’incidence annuelle
des deux formes cliniques de la leishmaniose. Cette extension est de plus en plus importante a
travers tout le pays avec une coexistence des deux formes de la maladie au sein d’un méme
foyer.

Dans la région de Tlemcen, la fréquence de ces maladies est mal établie a cause de I’absence de
diagnostic parasitologique qui permet de confirmer les cas declarés et de faire la part des choses entre
les deux affections présentant les mémes tableaux cliniques avec cette parasitose.

Les problémes marqués en amant nous ont poussés a réaliser un travail qui vise a préciser la
vraie fréquence des leishmanioses dans cette région avec preuve parasitologique. Les résultats obtenus
dans cette étude ont permis de déterminer cette fréquence au niveau de la wilaya de Tlemcen et
d’identifier les différentes régions touchées.

L’outil de diagnostic utilisé pour la mise en évidence du parasite Leishmania était représenté par
I’examen direct des différents frottis (cutané s’il s’agit d’une LC ou de la PMO s’il s’agit d’une LV).
Cette examen était associé a une technique sérologique (le test IT LEISH) en cas de LV.

L’examen direct reste le moyen du diagnostic de certitude de premiére intention en matiere de
LC et LV mais il nécessite pour sa fiabilité des manipulateurs compétents et expérimentés afin
d’effectuer une bonne lecture des frottis.

Malgre les limites rencontré au cours de notre travail représentées par :1’absence du milieu de
culture NNN et les différentes techniques sérologiques de haute sensibilité, on a pu donner une
descriptiongénérale des leishmanioses diagnostiquées au sein de notre laboratoire ainsi que leurs
caractéristiques.

Nous avons aussi constaté que la LC existe avec deux aspects cliniques ulcéro-crolteuse et
inflammatoires, au niveau de la wilaya de Tlemcen.

Nos observations soulignent I’importance du diagnostic parasitologique, que ce soit direct ou
indirect, des leishmanioses pour aider les cliniciens a la bonne prise en charge des malades d’un c6té et
permettre aux épidémiologistes de faire une déclaration documentée d’un autre coté.

A la fin il faut dire que la surveillance de la situation épidémiologique en matiére des maladies a
transmission vectorielles et Le suivi biologique des patients doivent étre réguliers et nécessitent une
collaboration étroite entre biologiste, épidémiologiste et clinicien.
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Tableau Il : Traitement des leishmanioses.

Produits
classiques

Molécules Mode d’action Pharmacocinétique Indication/Posologie Effets
indésirables
Antimonies -Action inhibitrice sur -Absorption digestive nulle -Glucantime® : -Type
pentavalents : I’oxydation glycolytique et | -Possibilité¢ d’accumulation | 20mg/kg/j,IM pdt 20 j (LC) | anaphylactique
- Glucantime® | la production d’ATP -Elimination urinaire rapide | ou 28 j (LV, LCM) Frisson,
(antimoniate de | -Concentration dans les -Début d’administration est | hyperthermie,
méglumine) macrophages et progressif jusqu’a ...etc,
- Pentostam® | transformation en I’obtention de dose complet | Troubles digestives
(stibogluconat | métabolites actifs au 3°™ j du traitement. et cardiaques.
de soduim)

Amphoteéricine B :

-Desoxycholat®

-Modification de la
perméabilité de membrane
des leishmanies.

-Action sur les macrophages
en stimulant leur production

et leur capacité phagocytaire.

-Concentration plasmatique
efficace est rapidement
atteinte.

- Demi-vie courte

- élimination urinaire lente

- Perfusion lente en IV ;
1j/2j

- administration progressive
jusqu’a la dose maximale
en 4°™ jr.

- On ajoutant a la
préparation un anti-
histaminique ou corticoide
pour éviter les intolérances.

- Signes
d’intolérances
(frisson, céphalées,
hypotension,
vertige....)

- Toxicité rénale et
hématologique.

Amphotéricine B

- Accumulation dans les

- Demi-vie longue = 26-28 h

- Perfusion lente en IV

- Toxicité

liposomale : tissus infectés et les cellules. | - accumulation dans : foie , - Indique pour la LV ;dose | inférieure a celle
-Abelcet® - Pas de dissociation dans la | rate... 5 inj quotidien de 334 de la drogue libre.
circulation sanguine ou elle mg/kg
se capte par les cellules - Une injection ‘
phagocytaires. supplémentaire au 10°™ jr.
Pentamidine : - inhibition de synthéese - Absorption digestive nulle | - Dose : 4 mg/kg a jeunen | - type allergiques
-Pentacarinat® d’ADN parasitaire par - Distribution rapide 1j/2j ; voie parentérale de 3

blocage de la thymidine
synthétase et par fixation de
I’ARNt

- Elimination urinaire lente

a 5 injections.
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Produits
alternatifs

Mitéfosine®
(antitumorale)

-Active sur la membrane des
leishmanies ( sur la synthéese
des phospholipides)

- Activité immunomodé-
latrice sur: Lym T et
macrophages.

- Absorption intestinale
rapide
- T1/2 =08 j

- S/f comprimé de 50 mg
- Dose : 50 a 100 mg/j
(selon le poids soit >25 kg
ou <25 kg) pdt 04
semaines, et enfant :
2.5mg/kg

- Traitement de LV
résistant aux antimonies.

- Cl : femme enceinte

- Troubles
digestives
légeres :
vomissement,
diarrhée.....

Aminosidine sulfate :
-Paromomycine®

- inhibition de synthése
protéique parasitaire
(fixation au ribosome)

- Pic plasmatique 40mg/L
en 1h (voie parentérale)

- LV :inj IM ou perfusion
IV ; dose de 15mg/kg/j pdt
10j.

-Toxicité rénale

Imidazolés :
-Itraconazole®
-Kétoconazole®

- inhibe le cyt P450.
- Bloque la synthése des
stérols membranaires.

- Distribution dans les
organes profonds

- Solubilité accrue en milieu
acide et riche en graisse.

- Kétoconazole :
comprimés de 20mg

- Itraconazole : gélule de
100mg.

- Indiqué pour la LC :
adulte :200 a400mg/j pdt
1a 3mois

- Rares,

- Kétoconazole :
signes
d’intolérances
digestives et
cutanées sont
exceptionnels.

-Incorporation avec ’ARN

- Elimination urinaire
rapide.

- Efficacité in vitro

-Troubles
digestives et des
intolérances

Allopurinol des leishmanies : effet létal cutanées.
-Hypersensibilité
géneralisée rare

Atovaquone -Inhibiteur séléctif des transporteurs d’e'mitochandriaux.

-Active contre les sporozoaires.
Interférongamma -Immunomodélateur -En association avec I’antimoniate de

méglumine

-Efficace pour laLV et LCM

-Pas utilisé en pratique courante.
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ANNEXE 01 : Matériels du laboratoire.

*Matériels de la coloration :




ANNEXE 02 : Réactifs de notre laboratoire :

*Colorant « Giemsa » *Eau oxygénée



*Méthanol *Eau distillée

ANNEXE 03 :

*]e test « IT LEISH »






Les composants de IT LEISH

ANNEXE 04 :

Le milieu NNN (Novy-McNeal-Nicolle)



Préparation du milieu de culture NNN :

1-La verrerie, soigneusement lavée, est stérilisée au Poupinel a 180°C pendant 40 mn.

2-Préparation de la gelose :

Bacto-agar Difco ....................... 10g
NaClpur .....cooovviiiiiiiiiies 06g
Eaudistillée...............oooiiiiini 01 litre

Mettre le NaCl dans I’eau froide et chauffer. Quand 1’eau frémit ajouter le Bacto-agar et remuer
avec un agitateur jusqu'a dissolution complete. Laisser bouillir 5 mn.

Répartir en tubes a visse a raison de 8 ml de gélose par tube.
Stériliser a I’autoclave a 120°C pendant 20 mn.

Conserver a +4°C.

3-Prélevement du sang par ponction cardiaque du lapin.

Prendre un lapin adulte et en bonne santé, le placer sur le dos et nettoyer la peau a 1’alcool iodé.
Repérer la zone de forts battements cardiaque et piquer 1’aiguille, enfoncée en inclinant a 30°
environ. Lorsque le sang arrive, aspirer lentement sans bouger la seringue. Retirer 1’aiguille
d’un seul coup apres avoir ponctionné 40 ml de sang.

Le sang est immédiatement refoulé, devant une flamme, dans un Erlenmeyer contenant 3 ml de
citrate de sodium a 10 % et 250.000 UI de pénicilline .Bien agiter le flacon d’un mouvement
circulaire pour mélanger 1’anticoagulant au sang.

4-Mélange du sang et de la gélose :

Placer les tubes de gélose dans 1’eau froide chauffée a €bullition pour faire fondre la gélose.
Laisser refroidir jusqu’a 45°C et ajouter 1 ml de sang par tube. Agiter sans faire de bulle.
Incliner sur un portoir et laisser refroidir. Placer ensuite 24 h a I’étuve a 37°C pour contrdle de
stérilité.

Conserver le milieu au réfrigérateur a + 4°C pendant 1mois au maximum.

ANNEXE 05 : Fiches de renseignement de la LC et de la LV.
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Résumé :

Les leishmanioses, cutanées et viscérale, représentent les maladies vectorielles les plus fréquentes en Algérie.
Leur confirmation biologique est nécessaire avant 1’administration des traitements contraignants, colteux et
toxiques qui leurs sont réserves.

L’objectif de cette étude descriptive transversale est de diagnostiquer les leishmanioses dans le service de
parasitologie mycologie médicale au CHU de Tlemcen afin de décrire la situation épidémiologique de cette
maladie dans la willaya de Tlemcen.

Durant la période d’étude s’étalant de septembre 2014 a avril 2015 on a recensé 12 cas de la LC parmi 35
patients recrutés et 02 cas de la LV parmi les 12 malades suspect atteints. Les résultats des cas positif ont montrés
que 34% et 17% de la population étudiées sont atteints de la LC et la LV respectivement. L’examen direct est
I’outil remarquable du diagnostic des leishmanioses dans notre laboratoire mais on doit 1’accompagner par les
autres méthodes comme la culture et les techniques sérologiques afin de corriger un résultat faussement négatif.

Ce travail nous a permet de conclure que la willaya de Tlemcen est trés touchée par cette parasitose, cela est
confirmer par les résultats retrouvés et qui affirme la coexistence des deux formes de la LC (LCZ et LCN) en
plus de la forme viscérale.

Mots clés : Diagnostic, leishmaniose cutanée, leishmaniose viscérale, examen direct, Tlemcen.

Abstract: Cutaneous leishmaniasis CL and visceral leishmaniasis VL belong to vectorial diseases. These ones
are the most frequent diseases in Algeria. Because their treatments are restrictive, expensive and at the same time
toxic, a biological analysis is necessary.

The purpose of this study is to diagnose the two types of leishmaniasis in the service of parasitology mycology
which is located at the hospital of Tlemcen in order to describe the epidemiological status of these diseases in
Tlemcen city. To reach such an aim, a transversal descriptive study has been conducted.

The period of the study last eight months from September 2014 to April 2015.Direct examination analysis has
been used to diagnose the two types of leishmaniasis. The results have shown that 15 cases of CL have been
identified among 35 patients enrolled and 02 cases of VL among 12 patients with suspected leishmaniasis which
means statistically that 34% and 17% of the study population were affected by CL and VL respectively.

The direct examination analysis has been used with great success to diagnose these types of leishmaniasis but in
cases of suspected results especially false negative results, other analysis such as specific culture in medium
NNN and serologic techniques must be carried out.

Finally, we can conclude Tlemcen town is remarkably affected by these types of leishmaniasis VL and CL.
Keywords: Diagnosis, cutaneous leishmaniasis, visceral leishmaniasis, direct examination, Tlemcen.
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