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Introduction

Les leishmanioses sont des maladies parasitaires dues a la présence d’un protozoaire
flagellé appartenant au genre Leishmania. Parasites principalement zoonotiques, les
Leishmania affectent de trés nombreuses especes de mammiféres dont I’homme et sont
transmises dans la nature par la piqlre d’un insecte vecteur, le phlébotome femelle (Basset et
al., 2001). Elles sont caractérisées par leur extréme diversité. On peut schématiquement
distinguer trois grandes variétés : les leishmanioses viscérales, les leishmanioses cutanées et
les leishmanioses cutanées muqueuses. Elles sont présentes a 1’état endémique sur

pratiquement tout le parcours méditerranéen (Khiati, 1992).

L’importance des leishmanioses dans le monde est illustrée par le nombre annuel de
nouveaux cas qui se chiffre entre 1,5 a 2 millions de cas (Harrat & Belkaid, 2003). Les
leishmanioses se révelent aujourd’hui beaucoup plus répandues 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 1’état endémique. L’augmentation de leur incidence annuelle ainsi que
leur extension & travers le territoire national, avec une coexistence des deux formes au niveau

d’un méme foyer, font des leishmanioses un probléme de santé publique (Bachi, 2006).

La région de Tizi-Ouzou, situ¢e en Kabylie, dans la partie nord de 1’Algeérie est connue
depuis longtemps comme étant le foyer le plus actif de la leishmaniose viscerale dans ce pays.
Cette région présente une grande variété de paysages, offrant des biotopes trés diversifiés
pour la faune phlébotomienne. C’est aussi un foyer de leishmaniose canine (Mouloua et al.,
2017).

La leishmaniose canine est de loin plus importante que la leishmaniose viscérale humaine.
Elle est de plus en plus fréquente a Alger, ce qui explique la survenue de cas de leishmaniose
viscérale chez les enfants n’ayant jamais quitté la capitale (Harrat et al., 1995). Le chien est
le principal réservoir de la leishmaniose viscérale méditerranéenne a Leishmania infantum
(Djerbouh et al., 2005). Au cours des dix derniéres années, de nombreuses recherches ont été
menees sur la leishmaniose canine en Kabylie, notamment les études réalisées par Mihoubi et
al., en (2012), Mouloua en (2014), Sahraoui et Abed en (2017) et Mouloua et al., (2020).
Les travaux de ces auteurs se sont concentrés principalement sur les prélevements sanguins.
C’est dans ce contexte que nous avons enrichi notre travail en incluant d’autres examens tels

que I’examen direct et le prélévement ganglionnaire.

En vue d’évaluer la situation épidéemiologique et les cas de la leishmaniose cutanée,

viscérale et canine présents dans la region de Tizi-Ouzou, qui est I’une des régions les plus
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touchées par cette zoonose, nous allons d’abord réaliser une enquéte sur les cas de LC et LV
répertoriés au niveau de la direction de la santé publique (DSP) de Tizi-Ouzou. Ensuite, nous
meénerons une étude prospective en effectuant un échantillonnage des chiens et des humains
dans les localités suivantes: Draa El Mizan, Ain EI Hammam, Tizi Rached, Meklaa et

Timizart Loghbar.

Nous proposons, a travers ce travail de synthétiser en premier chapitre une étude
bibliographique sur les leishmanioses. Le deuxiéme chapitre, quant a lui est dedié a la
présentation de la région d’étude, ainsi que les différents matériels et méthodes utilisés pour
articuler ce travail. La troisieme partie portera sur les résultats obtenus, et le quatrieme portera
leur discussion. Ces différents chapitres sont précédés d’une introduction générale et suivis

d’une conclusion.
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Ce chapitre présente des informations générales sur les phlébotomes en incluant la
taxonomie, la morphologie, le cycle de développement et la distribution géographique.
Ensuite des géneéralités sur la leishmaniose et ces différents types, en étudiant le parasite, le
cycle de transmission de la maladie et sa répartition géographique, ainsi que le réservoir. Il

aborde également les méthodes de lutte.

I.1. - Généralités sur les phlébotomes

Il'y a environ 230 années, le premier phlébotome était décrit d’Italie et aujourd’hui on
compte plus de 1000 especes et sous-especes. L’intérét qu’ils suscitent tient a leur implication
; d’abord suspectée puis prouvée a de nombreuses reprises dans la transmission de maladies
humaines et vétérinaires, au premier rang desquelles se trouvent les leishmanioses (Gérard et
al., 2017). Cependant, la leishmaniose reste la principale affection que les phlébotomes

transmettent a travers le monde (Ramdane et al., 2018)

I.1.1. — Taxonomie

Les phlébotomes sont des petits dipteres hématophages, constituant au sein de la
famille des psycodidae, la sous-famille phelebotominae (Leger & Depaquit, 2001), qui
regroupe environs 800 espéces largement réparties dans les régions tropicales et tempérées,
deux genres : Phlebotomus dans 1’ancien monde et Lutzomyia dans le nouveau monde qui
présente un intérét médicale (1zri et al., 2006). Seuls ces deux derniers se trouvent impliquées
dans 1’épidémiologie des leishmanioses (Leger & Depaquit, 1999). Seuls 10% d’entre elles
sont vectrices de maladies (Melano, 2016). En Algérie, Phlebotomus perniciosus est le
principal vecteur de la leishmaniose viscérale et Phlebotomus pappatasi pour la leishmaniose

cutanée (deux espéces anthropophiles) (Belkaid et al., 1992).

1.1.2. - Morphologie

Les phlébotomes sont de petits moucherons nocturnes (Chavy et al., 2019), de taille
de 2 a 3 mm de long, confondus avec de petits moustiques. lls sont de couleur clair, jaune
péle, a brune, a peine visible a I’ceil nu (Izri et al., 2006). 1ls possedent un aspect bossu, de
longues pattes, une pilosité développée, ses ailes lancéolées sont dressés en V en repos (Leger
& Depaquit, 2001), ainsi qu’un corps gréle et allonggé, recouvert (Bouchery, 2007).
Comme d’autres insectes le corps d’un phlébotome adulte est composé de trois principaux

compartiments : téte, thorax et abdomen (Fig.1).

-
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Les caractéres d’identification d’espéces les plus utilisées sont les antennes, le pharynx et le
ciborium au niveau de la téte, les ailes et I’implantation de soies au niveau du thorax,
I’implantation des soies dorsales au niveau abdominal et les génitalia qui permettent
aujourd’hui I’identification rapide et précise de nombreuses especes (l1zri et al., 2006).

Chez le male, I’armature g@énitale tres developpée se compose de trois pates de
prolongements : une paire de coxites sur lesquels s’articulent les styles, une paire de pieces
médianes, les parameéres naissant a la base des coxites, une paire de prolongements ventraux
appelés lobes latéraux et enfin, soudés a la partie interne de ces derniers, deux lames
membraneuses, les lamelles sous-médianes entre lesquelles s’ouvre 1’anus. Chez la femelle,
I’appareil génital interne se constitue de trois organes pairs : deux ovaires, deux glandes

annexes et deux spermathéques (Mouloua, 2014).

THORAX KIS
TETE - =
|_tetartum & pharyms | b-cﬂ',\._. Wa ~ ’ ABDOMEN
e — —— » D Y
& e b e
PN~
- ‘_)_"/' N -
TETE #
[ S — : / [ )’
J \ \ GENITALIA
| I I’
] . A O"I [Ql
\ |
PATTES ‘

Figure 1 — Morphologie générale d’un phlébotome adulte (Bounamous, 2010).

1.1.3. - Cycle de développement

La plupart des insectes de phlébotomes ont un cycle gonotrophique, ¢’est-a-dire que
leur cycle se déroule depuis le moment d’un repas sanguin jusqu’a I’oviposition.
Ce sont des insectes a présentant un cycle de vie holométabole (Randrianambinintsoa,
2013), dont le développement pre-imaginal (ceuf, quatre stades larvaires, et nymphe) se
déroule dans la terre humide (Fig.2). Apres 1’accouplement, la femelle effectue un repas
sanguin afin d’amener ses ceufs a maturité (El Alami, 2009). Les ceufs sont pondus un a un
par les femelle dans des substrats de toutes sortes mais surtout dans des endroits humides qui
constituent les gites des larves. L’incubation de ces ceufs varie avec la température : elle est de
I’ordre de quatre a dix-sept jours (Jebbouri, 2013). La larve est terricole, sédentaire,

saprophage et phytophage. Les gites larvaires varient selon les espéces. Les quatre stades
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larvaires sont entrecoupés par des mues (Boudrissa, 2014), et la durée de ces derniéres
successifs varie selon les conditions climatiques, elles se nourrissent de debris organiques
surtout végétaux (Jebbouri, 2013). La nymphe ne nourrit pas et la durée du seul stade
nymphal serait de six a quinze jours selon la température et ’humidité du licu de ponte de
phlébotome (Sibiry, 2006). Elle est plus grande que la larve et adaptée a un milieu aérien sec.
La nymphe entre alors en état de vie ralentie pour subir enfin, la mue imaginale conduisant a
I’adulte (Bounamous, 2010). Le développement de I’ceuf a adulte dure de 35 a 60 jours en
absence de phénomeéne de la diapause qui peuvent intervenir lorsque les conditions sont
défavorables (période hivernale pour les phlébotomes des régions tempérees). La durée de la
vie des adultes est en fonction de la température (plus celle- ci est basse, plus la durée de la
vie est longue) et I’humidité (plus I’hygrométrie est élevées, plus la durée de vie est élevee
(Leger & Depaquit, 2001).

Male / Adulte \ Femelle

Nymphe (Eufs et Larve

Figure 2 — Cycle de vie d’un phlébotome (Cherif, 2014).

1.1.4. - Distribution géographique
1.1.4.1. - Dans le monde

L’air de répartition des phlébotomes dans le monde est tres vaste et se rencontrent
sur tout les continents, mais ne dépassent pas certaines latitudes (Fig. 3). Ils n’ont pas été
signalés dans les pays nordiques, trés rare en Amérique du nord, peu abondants en Australie,
abondants dans les zones tropicales et équatoriales de 1’ Afrique, de I’Amérique orientale et de

la province malaise (Bounamous, 2010). Ils ont su s’adapter a des climats tres différents :
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méditerranéens, désertiques, tropicaux ou équatoriaux. Etant peu mobiles, ils sont
généralement absents des fles purement volcaniques ou coralliennes isolés, a quelques
exceptions prés telles les Comores ou 1’atoll d’Aldabra aux Seychelles (Depaquit & Leger,
2017). lls convient d’ajouter que, bien que leurs aires de répartitions se chevauchent
largement (Leger & Depaquit, 2001), les espéces appartenant aux genres Phlebotomus sont
dominantes dans la région paléarctique, qui est la région la plus tempérés de 1’ancien monde,
tandis que les Sergentomyia sont distribués dans les régions afrotrpicales, 1a ou certaines
especes de Phlebotomus connues pour habiter cette région sont absentes (Akhoundi et al.,
2016).

Leur répartition altitudinale peut arriver jusqu’a (par la mer morte) 3500 m au-dessus du

niveau de la mer tel que Phelbotomus rupester en Afghanistan (Gherbi, 2020).
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Lutzomyia et Brumptomyia ] Australophlebotomus

Figure 3 — Répartition des principaux genres de phlébotomes dans le monde modifié
(Léger &Depaquit, 2017)

1.1.4.2. — En Algérie

En Algérie, les phlébotomes sont répartis sur tout le territoire national, d’Est en
Ouest et du Nord au Sud; sous tous les étages bioclimatiques, de 1’étage humide jusqu’a
I’étage saharien (Fig. 4) (Dedet et al., 1984; Belazzoug, 1991).
Les phlébotomes ont été signalés pour la premiere fois en Algérie en 1912 par Foley et Leduc
(Boudrissa, 2014), et signalés plus tard par Parrot et Sergent dont les travaux on été menés
entre 1917 et 1960 (Dedet et al., 1984), ainsi Dedet a montré que parmi les 15 especes
rencontrés en Algérie, seules deux especes dominent par leur abondance et leur fréquence, il

s’agit de Sergentomyia minuta (78,9%) et de Phlebotomus perniciosus (10,4%).

-



Chapitre | Données bibliographiques

A ce jour I’Algérie compte 24 espéces de phlébotomes aprés le report de la présence de

Phlebotomus mascitti en Kabylie (Berdjane et al., ,2011).
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Figure 4 — Distribution des principaux genres de phlébotomes en Algérie (Kabbout,
2017)

1.1.5. - Les phlébotomes et la transmission des maladies

En piquant aussi bien I’homme que I’animal, les phlébotomes permettent la
prolifération et la circulation de nombreux agents pathogenes (lzri et al., 2006). Ils ont une
grande importance médicale en tant que vecteurs de plusieurs maladies affectant I’homme.
Parmi ces maladies transmises par ces insectes, on trouve sur le territoire de ’'U R S S, les
leishmanioses cutanée et viscérale et la fievre A pappataci (Dolmatova & Demina, 1971). Le
role de ces derniers dans la transmission des leishmanioses a été, pour la premiére fois
suspecté en 1905, par Et & Edm Sergent, de I’institut Pasteur d’Algérie. En dehors de ce réle,
la pigQre des phlébotomes peut déterminer une éruption prurigineuse assez violente chez
certains individus (Abonnenc, 1972).
Sur 81 espéces de phlébotomes, 19 ont été confirmées comme différentes espéces de
Leishmania (Killick-Kendrick et al., 1991).
Chez ’homme, ils piquent les parties découvertes du corps, notamment les visages, les mains,
la région malléolaire. La piqlre douloureuse, occasionne des démangeaisons vives et
persistantes qui se manifestent principalement le soir, et provoquent chez les individus des
accidents locaux souvent trés intense qui constituent une éruption, dont les éléments parfois

tres nombreux, peuvent étre confluents (Bounamous, 2010).
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La femelle en particulier celle du genre Phlebotomus, joue un rdle trés important dans le
transport des protozoaires, des bactéries et des virus qui sont des agents de plusieurs maladies
humaines et animales (Frahtia-Benotmane, 2015).

Le male depuis longtemps considéré comme ne jouant aucun rdle vecteur en raison de sa non-
hematophagie, mais peut transmettre des agents parasitaires a certaines plantes (Bounamous,
2010).

1.2. - Généralités sur la leishmaniose
1.2.1. - Définition

Les leishmanioses sont des anthropozonoses (Hocar et al., 2020; Eddaikra et al.,
2017), ce sont des maladies parasitaires dues a la présence chez I’homme d’un protozoaire
flagellé du genre Leishmania (Minodier et al., 2003; Basset et al., 2001; Dedet & Pratlong,
2001), de la famille des trypanosomatida (Messai et al., 2011, Akhoundi et al., 2016). Ce
sont des maladies infectieuses dues au parasitismes des cellules du systéme des phagocytes
mononuclées par ces protozoaires flagellés (Mokni, 2019), ces parasites di génétiques ou
hétéroxenes (Harrat et al., 2019), affectent de nombreuses espéces de mammiferes, dont
I’homme (Dedet et al., 2001), aux quelle ils sont transmis par la piglre d’un insecte vecteur :
phlébotome femelle (Harrat & Belkaid, 1995).
C’est la deuxieme cause majeure de déces apres le paludisme possédant un caractére
d’endémie en Asie et Afrique (EI Mouhdi et al., 2019).
Trois grandes formes cliniques sont décrites : cutanée (localisé ou diffuse), mucocutannée et
viscérale (Minodier et al., 2003; Issof et al., 2019).
L’incidence des leishmanioses est estimée par 1’organisation mondiale de la santé OMS entre
2 et 2,5 millions par an (Minodier et al., 2003).

1.2.2. - Epidémiologie de la leishmaniose

1.2.2.1. - Le parasite Leishmania

1.2.2.1.1. - Taxonomie

Les premiéres tentatives de classification de Leishmania étaient des classifications

linnéennes mono-thétiques proposées entre 1916 et 1961, basées uniquement sur des
caracteres extrinséques (Akhoundi et al., 2016).Depuis la description du genre Leishmania
par Ross, en 1903, différentes classifications ont été proposees, dont celle-ci-dessous
proposée par Levine et collaborateurs en 1980 (Acebey, 2007).

Régne : Protista

-
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Sous-regne : Protozoa

Embranchement : Sarcomastigophora

Classe : Zomastigophrea

Ordre : Kinetoplastida

Sous-ordre : Trypanosomatina

Famille : trypanosomatidae

Genre : Leishmania Ross, 1903

Le genre Leishmania est subdivisé en deux sous-genres : Leishmania (décrit dans I’ancien et
le nouveau monde) et Vannia (uniqguement dans le nouveau monde) (Gilles et al., 2015),
selon que le parasite se développe dans la partie centrale ou postérieure de 1’intestin du
vecteur, respectivement. Au début des années 1970, les caractéristiques intrinseques
(immunologiques, biochimiques et moléculaires) de Leishmania ont été identifiées et

utilisées pour développer de nouveaux systémes de classification (Akhoundi et al., 2016).

1.2.2.1.2 - Cycle de vie et morphologie

Le parasite eucaryote unicellulaire Leishmania est pourvu d’un organite
spécifique aux Kinetoplastidae, le kinetoplaste situé en position antérieure. La composition
cellulaire des leishmanies inclut des organites plus classiques tels que, le noyau, le flagelle
et sa poche flagellaire ou encore I’appareil de Golgi (Bennai, 2018). Ce sont des parasites di
génétiques ou hétéroxenes (Denis et al., 2019) et di morphiques qui se présentent sous la
forme de deux stades morphologiques principaux : I’amastigote intracellulaire, dans le
systeme phagocytaire mononucléaire de I’h6te mammifeére, et le promastigote flagellé dans

le tractus intestinal de I'insecte vecteur et dans le milieu de culture (Fig. 5) (Dedet, 2002).
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Figure 5 — Les deux principaux stades morphologiques de Leishmania (Bennai, 2018).
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1.2.2.2. - Cycle de transmission de la leishmaniose

Le cycle vital des leishmanies peut se résumer au passage alterné du parasite d’un
mammifére a un autre par I’intermédiaire du phlébotome vecteur (Jebbouri, 2013).
Le parasite Leishmania posséde un cycle de vie biomorphique qui nécessite deux hétes, un
hote invertébré (le phlébotome vecteur) et un mammifere réservoir de parasites (homme,
rongeur, chien,...) (Cherfi, 2014). 1l se présente chez leurs hétes successifs sous deux stades
morphologiques principaux : les promastigotes et les amastigotes. Lorsque la femelle de ce
vecteur infectée prend un repas sanguin chez un héte mammifere, elle salive au site de piqdre
et régurgite le sang qui se contamine au contact des parasites, sous forme promastigote met
acyclique infectieuse (Boussa, 2008), il infecte ensuite un phagocyte (principalement les
monocytes/macrophages) du systeme réticulo-endothélial et se transforme en amastigote,
s’ensuit une multiplication du parasite par fission binaire dans le phagolysosyme du
phagocyte qui est finalement lysé (Cherfi,2014). Les parasites sont alors libérés et vont a
nouveau étre phagocytés par les cellules avoisinantes. Le cycle est achevé lorsque, a I’issue
d’un nouveau repas sanguin, le phlébotome préleve des phagocytes infectés. Dans le tube
digestif de I’insecte, les amastigotes se différencient en promastigotes, 12 a 18h aprés leur
ingestion. Ces derniers se multiplient et migrent vers les glandes salivaires et la trompe
jusqu'au prochain repas sanguin (Hamrouni, 2019).
La transmission vectorielle, une transmission interhumaine directe peut exister. Les
descriptions de contaminations transplacentaires, associés a des transplantations d’organe ou a
des transfusions, restent anecdotiques, mais les contaminations par échange de seringue chez

toxicomanes (Faucher et al., 2011).
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Figure 6 — Cycle de transmission du parasite Leishmania (Zeroual, 2022).
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1.2.2.3. - Les formes cliniques de la leishmaniose

Leishmania est un parasite protozoaire responsable d’une morbidité et d’une
mortalité importante dans le monde entier (Oullette et al., 2003). Les leishmanioses sont
caractérisées par leur extréme diversité, on peut schématiquement distinguer trois grandes
variétés (Khiati, 1992)

1.2.2.3.1. - La leishmaniose viscérale(LV)

La forme la plus grave, et potontionnelement mortelle de la maladie est la
leishmaniose viscérale (Chalgaf, 2017). Elle est appelé également Kala-azar «fiévre noire» ou
fievre «kDumDum» (Frahtia-Benotmane, 2015). Autrefois considéré comme une maladie de
I’enfant, on sait depuis I’avénement du Sida que I’adulte immunodéprimé est également
concerné et que cette affection est opportuniste. Cliniqguement la LV se caractérise par une
triade de signes comprenant une fiévre anarchique ou fievre folle qui évolue pendant plusieurs
mois, une paleur intense et une splénomégalie de plus en plus volumineuse allant jusqu’a
dépasser I’ombilic. En fin d’évolution, cette splénomégalie accompagne d’une hépatomegalie
et d’adénopathies, donne au sujet 1’aspect dit d’enfant «araigne» en raison d’un volumineux
abdomen qui contraste avec un état cachectique (Fig.7, A). Sans traitement spécifique,
I’évolution est fatale, la mort survient par surinfections et hémorragies (Izri & Belazzoug,
2007).

La LV humaine pose un réel probleme de santé publique en Algeérie puisqu’on dénombre
environs 400 nouveaux cas par an (Djerbouh et al., 2005).
1.2.2.3.2. - La leishmaniose cutanée (LC)

La leishmaniose cutanée est la forme la plus courante de la leishmaniose
(Khamesipour et al., 2022), connue de longue date sous le nom de «clou de Biskra» (lzri et
al., 1992; Barchiche et al., 2009), ou sous le nom de «Bouton d’orient» (Izri & Belazzoug,
2007). Selon POMS (2014), c’est une maladie potentionnellement grave et défigurante. Les
caractéristiques cliniques de cette manifestation clinique ne sont pas uniformes dans toutes les
régions, ni méme a l’intérieur d’une région donnée, par suite de différences touchant a
I’espece parasitaire et peut étre aussi d’un déterminisme génétique de la réponse du patient
(Bachi, 2006). Elle se manifeste par une papule infiltrée qui évolue en nodule puis en lésion
ulcérée (Fig.7, B), en zone de peau découverte, au point de piqlre de I’insecte. Cette lésion
indolore, va se recouvrir d’une croute et guérir spontanément en quelques mois en laissant une
cicatrice indélébile (Patrice, 2014). Elle est d’un polymorphisme susceptible de stimuler de

nombreuses dermatoses : furoncles, tuberculose, syphilis, mycose..... (Hammani, 2002).

-
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En Algérie, la leishmaniose cutanée est observee sous deux formes cliniques et
épidémiologiques distinctes : la forme cutanée sporadique du nord a Leishmania infantum et
la forme cutanée zoonotique a Leishmania major (Hamiroune et al., 2019)
1.2.2.3.3. - La leishmaniose cutané-muqueuse(LCM)

Selon ’OMS (1999), elle est causée par Leishmania braziliensis, particuliere a
I’Amérique du sud et centrale, ou elle est connue sous le nom de «Espundiax.
Elle se manifeste par une ulcération prés d’un orifice naturel de la face. Puis cette lésion
s’étend en surface et en profondeur et provoque des délabrements importants au niveau de la
cloison nasale (Fig.7, C), des levres et du palais, avec des risques de surinfection locale et
pulmonaire pouvant évoluer vers le décés. La encore, le diagnostic repose sur ’examen du
frottis de la lésion (Patrice et al., 2014). Contrairement au cas de la leishmaniose cutanée, les

Iésions ne guérissent pas spontanément (OMS, 1984).
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Figure 7 - Les différentes formes clinique de la leishmaniose humaine (Aronson &

vay

Magill, 2020) (A) forme viscérale, (B) forme cutanée, (C) forme cutané-muqueuse

1.2.2.4. - La leishmaniose canine

En Algérie, la premiére observation sur la leishmaniose canine a été rapportée par
Sergent et Sergent en 1910. La leishmaniose canine se traduit par une atteinte cutanée et
viscérale comportant un tableau clinique varié et assez caractéristique (Fig. 8). Les lésions et
les signes cliniques se développent sur une période variant de quelques mois a plusieurs
années suivant I’infection (Djerbouh et al., 2005).Cette maladie se caractérise dans sa forme
classique par des symptdémes généraux (abattement, amaigrissement, fiévre et anorexie) (Boni
et al., 1999). En France 10% de chiens sont séropositifs pour la leishmaniose (Christian et al.

, 1996). Cette manifestation est de plus en plus a Alger, ce qui explique la survenue de cas de
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la LV chez les enfants n’ayant jamais quitté la capitale, elle est de loin plus importante que la
LV humaine (Harrat et al., 1995).

Figure 8 — Les signes cliniques de la leishmaniose canine (Gilles et al., 2015)

1.2.2.5. - La répartition géographique de la leishmaniose
1.2.2.5.1. - Dans le monde

Selon I’organisation mondiale pour la santé (OMS), pour laquelle la leishmaniose
est une préoccupation majeure au méme titre que le sida, le paludisme et la tuberculose, 14
millions de personnes dans le monde sont atteintes par la maladie. Les pays pauvres sont les
plus touchés (Clemence, 2009). Elle est largement répandues a la surface du globe, les
leishmanioses connaissent une aire géographique circumterrestre, globalement intertropicales,
mais débordant fortement sur des zones tempérées d’Afrique du nord, du sud de I’Europe et
de I’Asie (Fig. 9) (Dedet, 2001). Cette zoonose est endémique dans 88 pays avec une
incidence annuelle estimée de 1 & 1,5millions de cas de la LC et 500 000 cas de la LV
(Desjeux,2001), on peut rajouter gquelle est endémique dans la majorité des pays ayant un
climat tempéré comme le Soudan, le Maroc , 1’Algérie, la Tunisie , le Bangladesh, I’Inde et le
Brésil (El Mouhdi et al., 2019).

| Distribution des différentes leishmanioses dans le monde

CCEAN
SAZ FlQU=

Bl Leishmaniose viscérale N
Y Leishmanioses cutanée et mucocutaneée
B Leishmanioses viscérale, cutanée et mucocutanée i

Figure 9 — Distribution des différentes leishmanioses dans le monde (Guillaume, 2010)
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1.2.2.5.2. - En Algérie

L’Algérie est comme d’autres pays méditerranéens, fortement concerné par les
zoonoses qui sont classées dans notre pays comme maladies a déclaration obligatoire (Harrat
et al., 1995). L’Algérie qui compte parmi les pays les plus exposés, est concerné par trois
formes cliniques sévissant a 1’état endémique : la leishmaniose viscérale(LV), la leishmaniose
cutanée sporadique du nord(LCS) et la leishmaniose cutanée zoonotique(LCZ) (Harrat &
Belkaid, 2003). La leishmaniose viscérale qui a la méme distribution que la leishmaniose
canine s’étend sur toute la partie du nord au niveau des étages bioclimatiques humides et
subhumides. Par ailleurs, de nombreux cas ont été signalés dans les régions semi arides et
arides connus pour étre des foyers de leishmaniose cutanée zoonotique, ex : Biskra et Batna
(Boudrissa, 2014). Cette zoonose est connue de longue date a sévir en Algérie (Fig. 10)
(Harrat et al., 1995).
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Figure 10 — Distribution de la leishmaniose en Algérie
L.major, A L. killicki, L infantum LV, L infantum LC (Eddaikkra, 2016)

1.2.2.5.3. - En Kabylie

La region de la grande Kabylie est connue depuis longtemps comme un foyer tres
actif de la leishmaniose qui sévit sous deux formes cliniques chez I’homme : la leishmaniose
viscérale endémique et la leishmaniose cutanée sporadique (Bessad &Mouloua, 2012). Il est
cependant important de noter que le foyer de la grande Kabylie regroupe a lui seul prés de

50% de cas recensées (Harrat & Belkaid, 2003), il comprend la région de Tizi Ouzou, de

0
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Bouira, de Bejaia, et de Boumerdes. Le foyer englobe une partie de ces wilayas et s’étend
jusqu'a collo a I’Est, et déborde au Sud jusqu’a Sétif (Harat & Belkaid, 1995).

Dans le foyer de Tizi-Ouzou qui reste le plus actif dans le Maghreb, la leishmaniose viscérale
est responsable de 6% de déces (Djerbouh et al., 2005).

1.2.2.6. - Les réservoirs

Les leishmanies ont un spectre d’hétes trés large incluant des especes sauvages,
domestiques ou commensales. Certains especes de Leishmania sont limitées aux mammiferes
inferieurs, les rongeurs, alors que d’autres sont adaptées aux mammiferes carnivores et a
I’homme (Bachi, 2006).
En Algérie, le chien est le principal réservoir de la leishmaniose viscrale méditerranéen
Leishmania infantum (Djerbouh et al., 2005; Belkaid et al., 1996).

Figure 11 — Le principal réservoir de la leishmaniose, le chien (Originale, 2023)

1.2.2.7. - Moyens de lutte
1.2.2.7.1. - Lutte contre le vecteur

Les phlébotomes qui comptent environ 900 especes, sont les principaux vecteurs
d’agents pathogénes tels que les bactéries, les virus et les protozoaires (Leishmania) dans le
monde entier (Yavar et al., 2020). Selon POMS (2014), la lutte anti vectorielle aide a
atténuer ou interrompre la transmission de la maladie en s’attaquant aux phlébotomes en
particulier au niveau domestique. Selon Boudrissa (2014), il existe deux types de lutte, la
lutte chimique qui consiste a éliminer les phlébotomes par I’utilisation des insecticides a

I’intérieur et au pourtour des maisons, et la lutte physique par 1’obturation des fissures de
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murs des vielles maisons, élimination des ordures autour des maisons et élimination des amas

de pierres.

1.2.2.7.2. - Lutte contre le réservoir

Etant donné la trés grande variété des cycles des leishmanioses, domestiques, péri-
domestiques ou selvatiques, aucune méthode de lutte n’est généralisable. Pour chaque parasite
et dans chaque foyer il faut élaborer une stratégie en rapport avec 1’épidémiologie de la
maladie et 1’écologie des vecteurs et réservoirs. Elle consiste la destruction des terriers de
rongeurs réservoirs ou leur empoisonnement, les chiens symptomatiques ou séropositifs qui
sont le réservoir de la forme viscérale seront systématiquement a abattre (Boudrissa, 2014),
par le dépistage de masse, qui peut se faire par examen clinique ou par sérologie (Bouchery,
2007). Ainsi, il est a noter que la lutte contre les rongeurs se pratique uniguement au niveau
des zones agricoles, ce qui ne permettra guere 1’éradication définitive ce fléau, notamment
avec le développement de I’agriculture steppique (Benelmouffok et al., 2017). Ce qui
concerne I’homme; se fait par le dépistage actif et le traitement devraient réduire la charge
parasitaire et la transmission. En dernier, la lutte contre les animaux sauvages consiste
I’utilisation de pieges a trappe appates pourrait étre efficace dans les zones urbaines
(Bouchery, 2007).

1.2.2.7.3. - Lutte contre la leishmaniose

Il faut concevoir diverses stratégies de lutte selon chaque situation, notamment
selon le type de maladies, son caractére urbain ou rural (OMS, 1984), en 2014 ils ont signalé
qu’il faut avancer la recherche sur les moyens de combattre efficacement la leishmaniose, y
compris au moyen de médicaments, outils diagnostiques et vaccins surs, efficace et d’un prix
abordable.
Selon le rapport de 1’organisation mondiale de la santé en 1984, pour la LV urbaine et rural :
dépistage et traitement rapide, ce point étant particuliérement important quand 1’homme
constitue le principal réservoir; méme principe pour toutes les formes cliniques qui se
présente par dépistage précoce et traitement de tout les patients suivi d’un contrdle

sérologique.
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Ce chapitre comporte une description de notre région d’étude en incluant le choix des
différentes localités analysées, ainsi que les différentes opérations effectués sur le terrain
faisant 1’objet de notre étude, par la suite les différentes méthodes consacré au laboratoire

pour I’exploitation des résultats.

11.1. - Présentation de la région d’étude

La wilaya de Tizi-Ouzou est située au nord du massif du Djurdjura. C’est la wilaya qui
contient le plus grand nombre de communes en Algérie, elle a une superficie de 3568 Km?;
elle appartient a 1’étage bioclimatique subhumide a hiver tempéré. Elle est limitée au Nord,
par la mer méditerranée avec 80 Km de cbte ; a I’Ouest, par la Wilaya de Boumerdes ; a I’Est,
par la Wilaya de Bejaia et au Sud, par la Wilaya de Bouira (Fig. 12) (Mouloua, 2014).
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Figure 12 - Carte administrative de la Wilaya de Tizi-Ouzou modifié représentant les

différents sites d’échantillonnage (Meddour-Sahar et al., 2010)

11.2. - Description et choix des stations

Tout d’abord, les informations fournies par la DSP de Tizi-Ouzou ont servi de référence
pour sélectionner certaines localités.

Le choix des localités est basé sur la présence d’un nombre important d’étables et de
fermes avec de divers élevages, ainsi d’anciennes maisons d’argile qui représente la litiére

préféré des larves de phlébotomes ( vecteur principal de la maladie) dans la localité de Ain El
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Hammam et Timizart Loghbar ,qui sont nos villages nataux, facilitant ainsi 1’accés a ces
fermes et ces anciennes maisons .

En second lieu, aprés avoir examinés plusieurs critiques et articles portant sur les études
meneées sur la LC, la LV, la leishmaniose canine et des phlébotomes dans la localité de Draa
El Mizan, nous avons décidé de mener notre recherche dans cette localite.

De nos jour, il est bien reconnu que les chiens atteints d’infections asymptomatiques sont
beaucoup plus fréquent que les chiens symptomatiques dont le chien est le réservoir majeur de
I’infection, c’est dans ce contexte que nous avons choisi les refuges canins des localités de
Mekla, Tizi Rached, Taboukirt, et Tizi-Ouzou auxquelles nous avons obtenu un accord
d’accéder a ces derniers de la part de leurs propriétaires. (Tab. 1)

Nous avons également choisi le CHU de Tizi-Ouzou en raison du nombre de cas suspects
enregistrés et hospitalisés au niveau du service infectieux.

Tableau 1 - Localités d’échantillonnage avec le nombre de chiens et humains prélevés

Zones Nombre de
déchantillonnages Localisation Type d'échantillonnage | prélévement
Chiens | Humain
Mekla (TalaN" | 36071113 07 N, 4°1962.9" E. - s o
Zaouche) Prélévement Sanguin,
Taboukirt 36°71'13.0" N, 4°19'62.9" E et échantiuonnage des 9 5
Ain El Hammam |36°57'14.1" N , 4°31'37.5" E phlébotomes 21 1
Timizart Loghbar |36°72'47.5" N, 4°09'12.6" E 6 0
Draa El Mizan 36°51'65.0” N, 3° 88"24.5"E Préléevement Sanguin |4 0
Tizi Rached 36°67'17.6" N, 4°19'17.6" E Prélévement sanguin |8 0
veineux et
Tizi Ouzou 36°71'82.0" N, 4°,05'41.8" E échantillonnage des / 2
phlébotomes

11.3. - Méthodes utilisés sur le terrain

Nous avons mis en place diverses méthodes durant notre phase d’échantillonnage.
Celles-ci englobaient la collecte de phlébotomes dans les localités sélectionnées, la prise du
sang chez les chiens et les humains (symptomatiques et asymptomatiques), ainsi que des
grattages cutanes et des ponctions ganglionnaires pour les chiens symptomatiques.
11.3.1. - Méthode d’échantillonnage des phlébotomes

L’objectif de ce travail consiste a denombrer la faune phlébotomienne dans les

régions d’études et les especes susceptibles de transmettre les leishmanioses dans ce foyer.

L’échantillonnage et les captures ont eté effectués dans des biotopes propices au

.
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développement des phlébotomes : les refuges de chiens (Fig. 13, A) et les fermes a plusieurs
élevages (bovins (Fig. 13, B), ovins (Fig. 13, C) situés dans les sites choisies.
Nous avons choisi la méthode de piéges adhésifs, bien adapté pour 1’échantillonnage et peu

sélectif afin de pouvoir identifier les principales especes vecteur de la maladie.

Figure 13 - Refuge pour les Figure 13 - Etable d’élevage  Figure 13 - Etable d’élevage
chiens (Originale, 2023) des ovins (Originale, 2023) des Bovins (Originale, 2023)

11.3.1.1. - Pieges adhésifs

La technique des piéges adhésifs est sans doute la mieux adaptée a I’inventaire
qualitatif et quantitatif des phlébotomes en région méditerranéenne et tout particuliérement
aux études chronologiques (Bounamous, 2010). Les piéges ont été réalisés avec de papiers
découpés en feuilles de couleur jaunatre, de format 20x20 cm, trempé d’huile de ricin purifié
(Fig. 14, A) ayant des propriétés attrayantes et collantes. Sur le terrain nous avons installer
des pieges, tenus par un fil ou maintenus par des supports de bois, placé dans les différentes
localités étudiés au niveau des fermes et de étables (Fig. 14, B) pour une période de 2 a 4
jours, ces derniers sont ramassés et regroupés par localité dans des chemises en plastiques
(Fig. 14, C) portant le numero de localité, la date et le nombre de pieges posés, suivi d’une
récolte dépouillée et classée pour éviter la détérioration des phlébotomes. Une fois au
laboratoire, les phlébotomes sont prélevés avec un pinceau imbibé d’alcool et stockés dans

des micros tubes avec de I’alcool a 70° dans lequel 1’huile de ricin est soluble portant le

numeéro de la station et la date de piégeage.
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Figure 14 - Les pieges adhésifs. A : les feuilles trempé d’huile du ricin. B : pose de piége au niveau
d’une étable d’élevage. C : récupération des piéges dans des chemises en plastiques (Originale,

2023).
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11.3.2. - Méthodes des prelevements sanguins
11.3.2.1. - Méthodes de préléevement du sang chez les Chiens

Pour effectuer cet acte, nous avons pris un échantillon de sang veineux. Apres avoir
placé la museliere a 1’animal avec 1’aide de son propriétaire, nous avons procéde aux
prélevements sanguins. Ces derniers ont étés réalisés ainsi :
- On rase le site de prélévement au besoin et on réalise une désinfestation avec de 1’alcool
chirurgical a 70°.
- Aprés une pose de garrot modérément serré, la veine saphéne sera gonflé et franche.
- Cette derniére est perforé avec une aiguille sur une seringue de 5ml et soutirer le volume du
sang désiré (Fig. 15).
- Le sang aspiré est immédiatement introduit dans un tube EDTA et un autre sec.
- L’identification de 1’échantillon est notée avec précision : numéro et date du prélevement
avec le code du chien, suivi du remplissage d’une fiche de renseignement contenant toutes les
informations possibles sur le chien (sexe, race ....).
- Les prélevements sanguins ont été déposés dans une glaciere, ou la température interne est
maintenue a 4°C, et emmenés le lendemain matin au laboratoire d’Eco épidémiologie
parasitaire d’IPA pour centrifugation.
Cette opération été procédé sur un nombre de 57 chiens de race et sexe différents dans les

sites échantillonnés.

Figure 15 - Prise du sang veineux au niveau d’une veine saphéne pour un chien (Originale, 2023)

11.3.2.2. - Méthodes de prélévement du sang chez les Humains

Ces prélévements sanguins ont été procédés sur les propriétaires de ces refuges
canins et des cas suspects hospitalisés au niveau du service infectieux a 1’hopital de Tizi-
Ouzou (CHU), il s’agit de 8 personnes de sexe et age différents. La technique est comme suit :
- Apres avoir choisi le site de ponction, on pose le garrot et on désinfecte avec de I’alcool, on
tend la peau pour immobiliser la veine.
- On réalise la ponction veineuse, en introduisant 1’aiguille épicranienne dans la veine et on

introduit le premier tube EDTA suivi d’un autre sec.
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- On desserre le garrot et on pose un pansement.
- On rempli une fiche avec toutes les informations de I’homme.

- On les emmene ensuite au laboratoire.

11.3.3. - Méthode du grattage cutanée

La méthode a été appliquée sur des chiens présentant des signes évidents de lésions
cutanées. Voici les étapes suivies : Tout d’abord la Iésion a été désinfectée avec un morceau
de coton imprégne d’alcool 70°. Ensuite, a I’aide d’un bistouri stérile, la croute a été retirée et
une zone de grattage a été réalisée a la périphérie et a I’intérieur de la lésion (Fig. 16), parfois
le liquide aspirée a 1’aide d’une seringue. On dépose le liquide sur une lame et on réalise des

frottis soigneusement sans endommager les cellules pour un éventuel examen direct.

Figure 16 - Grattage cutané d’une lésion d’un chien (Originale, 2023)

11.3.4. - Réalisation d’une ponction ganglionnaire

On réalise des ponctions ganglionnaires aux chiens symptomatiques possedant des
ganglions infectés, on commence par immobiliser le ganglion du chien, puis on introduit une
aiguille d’une seringue de 5ml, en effectuant 3 a 4 allers retour a I’intérieur de ce dernier
(Fig.17). Le contenue de la seringue est immédiatement ensemencé sur un tube NNN et un
autre SLC devant un bec bunsen en rajoutant 2 a 3 gouttes de solution eau physiologique +
antibiotiques , qui sont ensuite incubés a 25°C.

L’examen au laboratoire se fait de la méme facon que les cultures.

w3 g
3R

Figure 17 - Réalisation d’une ponction ganglionnaire (Originale, 2023)
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11.4. - Méthodes utilisées au laboratoire

Afin de parfaire notre étude nous avons compléter les opérations effectués sur le terrain
par des techniques adoptés au laboratoire : la premiere repose sur le tri des phlébotomes
capturés et explorer encore d’avantage le parasite étudié par des techniques d’analyses telle
I’hémoculture, des tests immunologique telle que I'IFI, et des examens de biologie

moléculaire comme la PCR.

11.4.1. - Tri des phlébotomes

Apres avoir récupéré les phlébotomes capturés a partir des pieges adhésifs (Fig. 18,2).
Les spécimens récoltés ont été séparés par sexe a 1’aide d’une loupe binoculaire (Fig. 18, 1),
en observant les criteres des organes reproducteurs males et femelles (les males ont un
squelette génital trés développé composé de trois paires d’extensions, tandis que les femelles

ont des simples endogenitaux).

Figure 18 - Tri des phlébotomes capturé par des pieges adhésifs. 1 : Des phlébotomes
observés sous un microscope ; 2: Stockage des spécimens dans des micros tubes
contenant de I’alcool a 70° (Originale, 2023)

11.4.2. - Traitement des prélevements sanguins

Les prélevements sanguins emmenés dans des tubes EDTA et sec sont passés a la
centrifugation pendant 10 mn a 2500 tours et a une température de 25°C (Fig. 19, 1).
Aprés centrifugation, apparition de trois couches bien distinctes (Fig. 19, 2) pour le tube
EDTA qui se présente en : les érythrocytes au fond du tube, une fine couche leucocytaire au
milieu d’une couleur blanchatre et une couche importante du plasma. Pour le deuxiéme tube
sec, il est subdivisé en 2 couches : le caillot sanguin au fond et du sérum (Fig. 19, 4).
A T’aide d’une pipette Pasteur stérile et devant un bec bunsen pour éviter toute contamination

sur une paillasse bien nettoyé a 1’anios, on commence par prélever soigneusement la couche
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leucocytaire (Fig. 19, 3) du premier tube EDTA pour I’ensemencer ainsi sur milicu NNN et
un tube contenant du sérum du lapin coagulé SLC (selon la disponibilité) pour les examens
d’hémoculture. De la méme méthode on préléve 1’autre couche leucocytaire du deuxiéme tube
qui sera conserve dans des epindorfs, ces derniers congelés a -20° le temps d’accumuler les
autres echantillons pour une éventuelle technigue.

Concernant le tube sec, on préléve le sérum dans des epindorfs et les conserver a -20° pour

une prochaine technique sérologique IFI.

AV

Centrifugation a Apparition de Prélevement du sérum Sérum stocke
2500tr/10min différentes devant un bec bunsen dans un tube

Figure 19 - Traitement des échantillons de sang a différentes étapes (Originale, 2023)

11.4.3. - Examen direct

Aprés avoir récupéré les lames, la coloration est effectuée de la maniére suivante :
Premiérement, les frottis sont fixés avec du méthanol, puis laissés sécher a I’air libre. Une
fois secs, on procede a la coloration en utilisant le May-Griinewald-Giemsa MGG dilué (1ml
de solution de MGG+9ml de I’eau du robinet, agité et filtré avec du papier filtre, récupéré
dans un bécher), et laisser agir pendant 30min (Fig. 20). Ensuite, on rince les lames
délicatement a 1’eau du robinet a I'aide d’une pissette et on les laisse sécher. Une fois séches,

on dépose une goutte d’huile d’immersion et on observe au microscope avec un grossissement

100 afin de rechercher des formes amastigotes.

Figure 20 - les différentes étapes de la coloration au MGG (Originale, 2023).
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11.4.4. - Hémoculture

La couche leucocytaire situé a I’interface plasma-culot, prélevé précédemment
soigneusement devant un bec bunsen a I’aide d’une pipette Pasteur (Fig. 21, 2) et introduite
dans un milieu NNN (le plus utilisé dans cette technique), il s’agit d’un milieu d’isolement
composé de deux phases, une phase solide constitué de gélose avec 10% du sang de lapin
défibrée et une phase liquide constituée de 1’exsudat produit a partir de la gélose du sang ,et
souvent ensemencé dans des milieux SLC qui jouent le méme role que NNN (selon la
disponibilité) (Fig. 21, 1), pour lesquelles on rajoute un CC de la solution d’antibiotiques pour
éviter les contaminations (Fig. 21, 3) et on incube a 25°C , apres une semaine on réalise un
repiquage qui s’agit d’ajouter 2 a 3 gouttes d’une solution d’eau physiologique + antibiotiques
(milieu nutritif), et on réalise une observation entre lame et lamelle en vue d’observation des
formes promastigotes sous le microscope au G *40 , A J7,14,21,28 on réalise d’autres

repiquages sur de nouveaux milieux et on refait la lecture pour prononcer le résultat final qui

pourra étre positif ou négatif.

(il
W
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Milieux NNN et SLC Ensemencement a
proximité d’un bec

Figure 21 - Ensemencent de la couche leucocytaire sur milieu NNN et SLC devant un bec
bunsen (Originale, 2023).

Solution d’eaux
physiologique+antibiotiques

11.4.5. - Technique d’immunofluorescence indirect IFI

Le principe de l'immunofluorescence indirecte IFI, repose sur la révélation d’un
complexe antigénes-anticorps par une anti-immunoglobuline couplée a une substance
fluorescente en lumiere ultra-violette, il s’agit d’une technique quantitative, dont le résultat est

exprimé par la derniére dilution de sérum donnant encore une fluorescence (Pierre, 2001).
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11.4.5.1. - Mode opératoire d’IFI

Cette technique se déroule en plusieurs étapes :
On commence par retirer du congélateur les lames sensibilisés d’Ag préparé précédemment
et conservé a -20°C, on les dépose dans une étuve a 37°C pendant 30 min, suivi d’une fixation
dans un bac d’acétone pendant 10min pour une meilleure fixation, puis les laisser sécher a
I’étuve, les lames utilisées étaient celles de 12 puits et d’autres de 18 puits selon la
disponibilité. Ensuite on passe a la préparation du PBS indispensable pour chaque étape qui
suit, en mélangeant dans un bécher 1L d’eau distillé avec un sachet PBS a laide d’un agitateur
jusqu’a I’homogénéité.
Sur une microplaque on procéde aux délutions des sérums déja conservés dans des epindorfs a
-20°C en présence de deux témoins (1’un positif et 1’autre négatif) déposés dans les premiers
puits pour lesquelles on réalise des dilutions a 1/20. Pour les sérums on réalise des dilutions
de 1/20, 1/40 et 1/80 qu’on considere comme seuil de positivité, et concernant les sujets
symptomatique on peut aller jusqu’a 1/640. A ces derniéres on rajoute des quantités de PBS a
ph 7,2 : 1900l pour les 1/20 et 50ul pour 1/40 et 1/80. 10 ml de chaque dilution aspiré a 1’aide
d’une micropipette est déposé sur un spot de la lame. Les lames sont ensuite déposé dans une
chambre humide et incubé dans une étuve a 37°C pendant 30min, on récupére et on effectue
un lavage au tampon PBS afin d’éliminer les anticorps non fixes, puis introduites dans un bac
contenant du PBS pour 10min, et son procede au séchage a laide d’une seche main. Apres
séchage on dépose une goutte de conjugué dilué (1l conjugué+99ul PBS canin, 10ul
conjugué+300ul PBS humain) sur chaque spot de la lame et on incube dans une chambre
humide a I’étuve pendant 30min(le conjugué canin differe du conjugué humain), pour chaque
sérum on utilise le conjugué qui lui convient. Apres récupération on effectue un autre lavage
au PBS et on incube au bac pour 10min. Apres sechage , a I’aide d’une micropipette de 10ul
on dépose 1 goutte de la solution de bleu devans préparé sur chaque puits de la lame , ensuite
incubées pour 20min , puis lavées et séchees une derniére fois. Apres avoir ajouté deux a trois
gouttes de glycérine sur la lame et recouvrir avec une lamelle, on réalise une lecture au
Microscope a fluorescence au Grossissement x40. Les sérums positifs donnent une

fluorescence verte du corps et du flagelle du parasite et le négatif apparait en rouge (Fig. 22).

.
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Décongélation des lames
sensibilisées d’Ag

Fixation dans un bac
d’acétone pendant 10min

Matériels et Méthodes

Incubation Dépdt de 10pl de
pendant 30min a chaque dilution sur
I’étuve les spots de la

lame

Présence du
témoin+ et
témoin -

Ajout des
sérums

PBS

Incubation dans un bac PBS

pour 10 min

Incubation Ajout d’une goutte de
pendant 20min & bleu d’Evans
I’étuve

Incubation pendant
30min a I’étuve

Dépét d’une
goutte de conjugué

séchage

Rincage et incubation au PBS, suivi par un

Lecture au microscope a
fluorescence Gx40

Figure 22 - Protocole suivi pour la technique d’immunofluorescence indirecte (Originale, 2023)
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11.4.6. - Extraction d’ADN

Etant donné que I’ADN est le matériel génétique situé dans la cellule, il est
nécessaire de séparer et d’éliminer les différents organites inutiles telle que la membrane
cellulaire afin de I’analyser et de garantir une extraction optimale (obtention d’un ADN pure),
il existe plusieurs méthodes a suivre pour cela. Dans notre cas, nous avons testé deux

méthodes d'extractions

11.4.6.1. - Extraction d’ADN par la méthode de phénol chloroforme

Cette technique est subdivisée en trois étapes :
11.4.6.1.1. - La lyse cellulaire
Dans la salle d’extraction et sous une hote chimie, on ajoute au culot : 200 pul de tampon de
lyse, 12,5 pl de SDS 10% afin de rompre les ponts disulfures ainsi que la bicouche lipidique
de la cellule, et 20ul de la protéinase K pour dissoudre les protéines existantes liées a I’ADN
dans la cellule , on vortex et on incube pendant toute une nuit dans un bain marie réglé a 55°.
11.4.6.1.2. - La déprotéinisation
Dans cette étape on procéde a I’ajout d’un volume égal de mélange phénol chloroforme/alcool
iso amylique (25v/24v/1v) pour nos échantillons préparés, on mélange pendant 2 a 3 min les
deux phases jusqu'a obtention d’un mélange laiteux et on laisse agir pour 5 min sur la
paillasse. On centrifuge a 13000g pendant 10min, aprés centrifugation on récupere la phase
supérieure contenant I’ADN soigneusement sans aspirer 1’interphase, et on la transfére dans
un nouveau tube de 2ml.
11.4.6.1.3. - La précipitation
On rajoute un volume de 1/10 de nos échantillons d’acétate de sodium aux tubes et deux fois
le volume de 1’éthanol absolu (500ul). Apres centrifugation @ 12000g & 4°C pendant 15 min,
on jette le surnageant et on ajoute 500ul de 1’éthanol & 70% au culot récupéré, ensuite
centrifuger a nouveau a 12000g pendant 15min. on récupere les tubes et on laisse sécher a T°
ambiante toute une nuit. Aprés une nuit de séchage on rajoute 50ul du TE afin d'hydrater
I’ADN puis on les conserve au frigo a -20°C pour les prochaines étapes a suivre le temps

d’accumuler les autres échantillons (Fig. 23).

.
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Ajout du 2001 de tampon de lyse+12,5ul du SDS 10%
+20pl de la protéinase K au culot

Vortexer

Incuber dans un bain
marie a 55°

Ajout d’un volume égal de
solution phénol
chloroforme pour les
échantillons

Meélanger les deux
phases et on laisse agir
pendant 2a3 min

Centrifuger pendant 10
min a 13000g

Récupération de la
phase supérieure
(ADN) sans aspirer
I’interphase

Ajout du volume de 1/10 Centrifuger & 120009 Ajout du Centrifu Laisser Ajout du
de nos échantillons pendant 15min puis Jeter 50001 de ger a sécher 50pl du
d’acétate + 500ul de le surnageant 1’éthanol & 12000g toute une TE
I”éthanol absolu 70% pour nut
15min

Figure 23 - Protocole d’extraction d’ADN par la méthode phénol chloroforme
(Originale, 2023).
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11.4.6.2. - Extraction d’ADN a I’aide du kit Omega

L’extraction d’ADN est réalisée a I’aide d’un kit spécial Omega (Fig.24) selon le protocole ci-
dessous

11.4.6.2.1. - La lyse

- Ajout de 200 pl de la protéinase K a chaque échantillon

- Ajout du 240 pl du Lysis Master mix préparé ainsi (0,275ul du TNA Lysis Buffer + 1,24ul
du Carrier RNA pour 1 échantillon).

- Vortexer

11.4.6.2.2. - La précipitation

- Ajout du 280ul du Binding master mix préparé ainsi (312,5 pl de I’isopropanol + 5,5 pul
Mag-Bind particules RQ pour 1 échantillon)

- On mélange et on vortex pendant 10 min

11.4.6.2.3. - Lavage

- On place la plague sur un séparateur magnétique et on laisse jusqu’a ce que les particules du
Mag Bind soient complétement éliminées

- On aspire et on jette le surnageant sans toucher les particules du Mag Bind

- On retire la plaque du dispositif magnétique et on rajoute 350ul de Tampon RMP dilué avec
100% d’isopropanol

- Vortex pendant 5 min

- On place la plaque sur le dispositif de séparation magnétique afin d’éliminer les particules
Mag Bind

- On aspire et on jette le surnageant

- On retire la plaque du dispositif magnétique et on rajoute 350 pl d’éthanol a 80%

- On vortex pour mélanger

- On place la plaque sur le dispositif magnétique pour éliminer toutes les particules Mag Bind
- On aspire et on jette le surnageant sans toucher ces particules

- On retire la plaque du dispositif et on rajoute encore de 1’éthanol a 80% puis vortexer

- On remet la plaque sur le dispositif de séparation et on aspire le surnageant et le jeter
11.4.6.2.4. - Elution

- Retirer la plaque du dispositif magnétique et on ajoute 100ul d’eau RNA ase free

- Vortexer pendant 10 min

- On place la plaque sur le dispositif pour magnétiser les particules Mag Bind afin de les

éliminer de la solution
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- On transfere le surnageant clarifié contenant de I’ADN purifié¢ dans de nouveaux tubes et les
garder a -20°C.

1- TNA Lysis Buffer
2- RMP Buffer

3- Nucléase Free water
4- Protéinase K

5- Carrier RNA

6- Isopropanol

Figure 24 - Kit d’extraction d’ADN, type Omega (Originale, 2023)

11.4.7. - PCR (Polymerasechainreaction)

La Polymérase Chain Réaction (PCR) est une technique d’amplification in vitro de
séquence nucléique. Elle permet d’obtenir en quelques heures plusieurs millions de copies
d’une séquence donnée a partir d’une trés faible quantit¢ d’ADN présente dans les
échantillons biologiques (Tahir, 2014).

Chaque amplification en chaine par polymérase (PCR) nécessite un protocole spécifique qui
dépend de I’amorce utilisée et des réactifs employés. Pour notre recherche, nous avons choisi
de cibler la région ITS1 en utilisant une paire d’amorces Reverse & Forward décrite par
Schonian et al. en 2003.
Deux méthodes distinctes de la PCR ont été expérimentés, ou certains échantillons ont été
analysés a I’aide de la PCR classique tandis que d’autres ont été testés avec la PCR en temps
réel.
11.4.7.1. - La PCR classique
11.4.7.1.1. - Préparation du Mix

La préparation du Mix est réalisée sous conditions aseptiques (sous une hotte bio
cap), pour éviter toute contamination (Tab. 2). Le protocole ITS1 de la préparation du
mélange avec tous les réactifs et les volumes requis est spécifié dans le tableau 2.
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Tableau 2 - Protocole de la préparation du Mix pour la PCR-ITS1

Produit Role Volume (ul) pour un
échantillon
Master mix Remplace le Kit 12,5l
Primerl Le reverse et le foward 0,5l
Primer 2 - 0,5ul
Eau distillé stérile Pour I’équilibre 6,5ul
Total mix - 20ul

Nous signalons que le Master mix utilisé est un réactif qui contient différents constituants :
Bufferx10, Taq polymérase, dnTP et du Mgcl2.

Les volumes du mix varient selon la quantité des échantillons a tester, chaque constituant est
multiplié par le nombre d’échantillons étudiés. Ensuite 20 ul de cette combinaison sont
répartis dans chaque tube de barrettes de 0,5 spécifique a la PCR (thermocycleur), en ajoutant
5 ul de I’échantillon d’ADN a tester prélevé lors de I’extraction, alors que :

- Témoin négatif : 5ul d’eau distillé stérile +20 pul du Mix

- Témoin positif : 5ul d’ADN positif avec 20 pl du Mix

Figure 25 - préparation du mix sous une hotte bio-cap (Originale, 2023)

11.4.7.1.2. - Programmation du thermocycleur

L’appareil contient un bloc chauffant ou 1’on insere les tubes contenant notre mélange,
il est alors programmé pour effectuer les différents cycles de la PCR, selon le géne. Ainsi
chaque cycle est composé d’une succession de paliers de température prédétermineg, et d’une
durée bien définie.
Chaqgue cycle est donc constitué de trois périodes différentes :
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- La dénaturation : la température dans le tube est réglé a 95°, a ce moment la ’ADN se
dénature en ADN simple brin en perdant sa structure en double hélice en rompons les liaisons
hydrogénes reliant les bases de chaque brin.

- L’hybridation : la température est descendue a une temperature dite d’hybridation™. Cette
derniére est généralement comprise entre 40° et 60° en fonction de la composition en
desoxyribonucleotides des amorces.

- Elongation : la température est réglée a 72°, température idéale pour 1’activité de la Tag-
polymérase. Cette étape permet a la Taq polymerase de synthétiser le brin complémentaire
d’ADN matrice, grace aux dnTPs libres présents dans le milieu réactionnel.

A la fin de chaque cycle la quantité d’ADN est doublée.

48 échantillons de PCR ont été soumis au thermocycleur (Fig. 26). Certains de ces derniers

sont des ADN humain tandis que d’autres sont des échantillons d’ADN canin.

Figure 26 - Thermocycleur IPA (Originale, 2023)

11.4.7.1.3. - Révélation des produits PCR par électrophorése sur gel d’agarose

Les échantillons amplifiés par PCR-ITS1 sont analysés par électrophorése sur un
gel d’agarose. Ce gel permet la migration des acides nucléiques a travers ses pores, en
présence de Bromure d’Ethidium (BET) qui émet une fluorescence sous 1’exposition aux

rayons UV.

11.4.7.1.3.1. - Préparation du gel

Mesurer 1 g d’agarose et I’ajouter & un mélange de 100 ml (10ml du TBE
10%+ 90ml d’eau distill¢). Chauffer le mélange jusqu’a ce qu’il devienne liquide et limpide
en utilisant un four a micro-ondes. Refroidir le mélange sous I’cau courante et ajouter 7ul du

BET. Une fois cela fait, verser le gel dans la cuve aprés avoir placé les peignes. Apres
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polymeérisation du gel, retirer soigneusement les peignes, et on rempli avec du TAE. On
mélange un volume de 2,5ul du tampon de charge (Bromophenol) avec 5ul du produit
PCR(ADN). Déposer ces mélanges dans les puits du gel formés aprés agrégation en
conservant les trois derniers puits pour le témoin positif(+), le témoin négatif(-) et le
marqueur de PM respectivement. Connecter les électrodes de la cuve a I’alimentation pour
que les dépdts soient du coté cathode et appliquer une tension de 85 V pendant environ une
heure de migration. Arréter I’alimentation lorsque le colorant de charge arrive atteint le front

de migration. Enfin, utiliser une table UV du transilluminateur dans une chambre noire pour

visualiser les bandes d’ADN fluorescentes (Fig. 27).

Peser 1 g d’agarose + 100ml
TBEx10

Chauffer le mélange, le refroidir et ajout du 7 Ul

du BET

Alimentation a 85V et
laisser migrer

Déposer le mélange dans
les puits de gel

Lecture des résultats sur une table UV
du transilluminateur

Couler le gel dans la
cuve possédant le peigne
et laisser polymériser

Figure 27 - Protocole d’électrophorése sur gel d’agarose (Originale, 2023)
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11.4.7.2. - La PCR en temps reel

La réaction de polymérisation en chaine en temps réel, ou quantitative, représente
une méthode rapide, sensible et spécifique pour la mise en évidence d’agents pathogenes. Elle
est basée sur la détection et la quantification d’un reporter fluorescent dont I’émission est
directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés pendant la réaction de PCR.
Le protocole suivi est comme suit :
11.4.7.2.1. - Préparation du mix

Tableau 3 — Protocole de la préparation du Mix

Ingrédients Volume pour un échantillon
Master Mix 10 pl

Amorce F 0,5 ul

Amorce R 0,5 ul

Sonde 2 ul

Eau distillée 2 ul

Total 15 pl

Chaque constituant du mix est multipli¢ par le nombre d’échantillons étudiés, ensuite 15 pl de
ce mélange est distribué dans chaque tubes spécifiques de type smart cycler professionnel, en
ajoutant 5 pl de I’ADN, en présence d’un témoin positif et d’un autre négatif.

11.4.7.2.2. - Vortexage

A TP’aide des minis centrifugeuses adaptées au format de tubes de type smart
cycler professionnel, on met tout les tubes pour mélanger tout les constituants.
11.4.7.2.3. - Lecture des résultats

On dépose tout les tubes dans le smart cycler adapté a un ordinateur, et on regle

le programme pour ce dernier selon le gene a étudier (Leishmania), et on laisse pour une

heure pour avoir tout les résultats (Fig. 28).

L O
\

Dépdt du mélange dans
les tubes spécifiques

Vortexage dans les
centrifugeuses

Lecture dans le smart cycler
adapté a I’ordinateur

Figure 28 - Protocole de la PCR a temps réel (Originale, 2023)
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Ce chapitre, englobe les différents résultats de 1’évolution temporelle de deux types LC et
LV recensées par la DSP de Tizi-Ouzou durant les dix dernieres années 2013 - 2023, ainsi de
la récolte des phlébotomes sur le terrain, et ceux des technique d’analyses (Hémoculture, les
résultats des examens direct ainsi que les résultats des ponctions ganglionnaires effectués,
examen sérologique «IFl», et moléculaire «PCR») , testés sur les différents prélevements
sanguins humains et canins adoptés au laboratoire d’Eco-épidémiologie parasitaire de
I’institut Pasteur d’ Algérie ( IPA).

111.1. - Evolution temporelle des cas de LC et LV enregistrées entre 2013 et 2023 dans la
Région de Tizi-Ouzou selon la DSP
111.1.1 - Evolution temporelle des cas de LC et LV au fil du temps
L’Evolution temporelle des cas de LC et LV enregistrés et notifiés par la direction
de santé de Tizi-Ouzou au cours de la derniere décennie (2013 - 2023), est présentée dans le
tableau 4.
Tableau 4 - Répartition des cas de LC et LV du 2013 au 2023

Années | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022 | 2023

LC 5 0 0 1 3 0 0 6 0 0 0

LV 0 1 1 0 0 2 2 1 0 0 1

Selon les résultats du tableau 4, I’année 2020 a connu le plus grand nombre de cas de LC
avec 6 cas, suivi par I’année 2013 avec 5 cas ainsi que I’année 2017 avec 3 cas. 1 cas était
enregistré en 2016, et aucun cas n’était enregistré pendant les autres années. Le nombre le
plus élevé de cas de leishmaniose viscérale était enregistré en 2018 et 2019 avec 2 cas pour
chaque année, suivi d’un seul cas pendant les années 2014, 2015, 2020 et 2023, et aucun cas
n’était enregistré durant les autres années. De ce graphique (Fig. 29), le nombre de cas des
deux maladies n’a pas évolué de la méme facon, et nous en déduisons que la région de Tizi-

Ouzou aura plus de cas de leishmaniose cutanées que viscérale entre 2013 et 2023.

mC
LV

OFR,NWAOITO

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023
Figure 29 - Evolution temporelle de LC et LV au fil du temps (2013-2023)
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111.1.2. - Evolution temporelle des cas de LC et LV selon les tranches d’age

Le tableau suivant (Tab. 5) représente les résultats temporels des cas de la

leishmaniose cutanée et viscérale recensée par la direction publique de la santé par tranches

d’age.

Tableau 5 - Répartition de cas de LC et LV en fonction d’age.

Ages (ans) | [0-5] [5-15[ [15-20[ [20-30[ [30-40[ > 40
LC 2 4 0 2 2 5
LV 1 3 0 3 0 1

La tranche d’age qui a enregistré le plus grand nombre de cas de LC est celle de plus de 40

ans avec 5 cas, suivie par I’intervalle [5-15[ avec 4 cas, ainsi que les intervalles [0-5], [20-

30[et [30-40[ avec 2 cas chacune. La tranche d’age qui varie de 15 a 20 ans n’a connu aucun

cas. 3 cas de LV ont été enregistré pour les intervalles [5-15[et [20-30][, suivis par 1 cas pour

la tranche d’age de [0-5[et ceux supérieur a 40 ans, aucun cas n’était enregistré pour la

tranche d’age qui varie de 15 a 20 ans (Fig. 30).
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Figure 30 - Evolution des cas de LC et LV par tranches d’4ge.

111.1.3. - Evolution temporelle de cas de LC et LV selon le sexe

Les variations temporelles des cas de la leishmaniose cutanée et viscérale en

fonction du sexe lors de I’enquéte sont figurées dans le tableau ci —dessus.

Tableau 6 - Répartition des cas de LC et LV selon le sexe

Sexe LC LV
Nombre pourcentage Nombre Pourcentage
Femelle 1 7% 3 37%
Male 14 93% 5 63%
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La répartition des cas de leishmaniose cutanée ventilés par sexe enregistrés par la DSP était
de 1 cas pour les femelles et 14 pour les males soit un pourcentage de 7% et 93%
respectivement (Fig. 31). Cependant, 3 cas de LV étaient enregistrés pour les femelles, ainsi

que 5 cas pour les méles soit un pourcentage de 37% et 63% respectivement.

LC Femelle LV Femelle
7% 37%

Figure 31 - Evolution temporelle de cas de LC et LV selon le sexe.

111.1.4. - Evolution temporelle des cas de LC et LV en fonction des communes
Le tableau 7 présente 1’évolution temporelle des cas de LC et LV selon 1’origine
géographique durant la derniere décennie de 2013 a 2023.

Tableau 7 — Répartition des cas de LV et LC en fonction des communes
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D’apres les résultats du tableau 7, la répartition de la LC et LV était trés variable sur le plan
administratif d’une commune a 1’autre. Le nombre le plus élevé de cas de la leishmaniose
cutanée et viscérale était enregistré dans la commune de Draa ElI Mizan avec 5 cas, ensuite
dans la commune d’Azeffoun et Tizi-Ouzou avec 2 cas pour chacune, tandis qu’un seul cas
était signalé pour les autres communes rapportées par la DSP au cours de la derniere décennie
de 2013 a 2023 (Fig. 32).
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Figure 32 - Répartition des cas de LC et LV en fonction des communes.

111.2. - Résultats de capture des phlébotomes

Les résultats de la récolte des phlébotomes par la technique de piéges adhésifs dans les
différents sites (Taboukirt, Mekla, Ain El Hammam, Timizart Loghbar, Tamda, Tizi Rached),
au cours de I’étude effectuée pendant 4 mois (Novembre, Décembre, Février, Mars),
englobant 478 spécimens, sont organises dans le tableau 8.
Tableau 8 - Résultats des captures par pieges adhésifs sur une période de 4 mois au

niveau des sites d’études.

Localités Stations Nombre de piéges Nombre de spécimens récupéres
échantillonnés Déposés | Récupérés | Males | Femelles Total
Tizi Rached | Station 1 9 9 26 23 49

Mekla Station 1 25 22 26 114 140
Taboukirt Station 1 30 25 92 140 232
Station 1 6 1
Ain El Station 2 6 1
Hammam Station 3 6 5 10 20 30
Station 4 6 5
Timizart .
Loghbar Station 1 6 5 9 3 12
Station 1 6 6
Tamda o tion 2 6 1 13 2 15
Total 10 106 80 176 302 478
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D’apres les résultats du tableau.8 présentant la quantité totale de phlébotomes capturés par
des pieges adhésifs, 478 phlébotomes ont été recensés sur 80 feuilles enduites d’huile du
ricin. Les deux localités Taboukirt et Mekla ont recueilli un nombre éleve, avec
respectivement 140 et 232 individus, ce pic est suivi d’une chute considérable qui atteint le
nombre de 49 et 30 individus dans les localités de Tizi Rached et Ain EI Hammam, ainsi
qu’un trés faible nombre dans la région de Timizart Loghbar et Tamda avec 12 et 15

individus respectivement.

I11.3. - Les résultats des prélévements effectués sur le terrain

57 canidés et 8 individus ont subi des prélévements sanguins, auxquelles nous avons
employé plusieurs méthodes. Les conclusions de ces examens sont synthétisées dans la
section suivante.
111.3.1. - Résultats d’hémoculture
111.3.1.1. - Sur milieu NNN

Concernant les 57 prélévements de chiens, seuls 51 eéchantillons ont été cultivés sur

les milieux NNN. Le tableau 9 résume le résultat final de la culture.

Tableau 9 - Résultats d’hémoculture aprés 4 semaines de controle

. Nbr. de 1% Controle et | 2°™controle et | 3°™Controle; | 4°™ contrdle | Contamination | .,
Echa. prélévement - - . ; Résultats
; repiquage repiquage repiquage et repiquage s

Echa. 1 12 03/05/2023 11/05/2023 17/05/2023 23/05/2023 1 Négatifs
Echa. 2 1 10/05/2023 23/05/2023 28/05/2023 04/06/2023 0 Négatifs
Echa. 3 9 17/05/2023 24/05/2023 28/05/2023 04/06/2023 1 Négatifs
Echa. 4 16 20/05/2023 28/05/2023 04/06/2023 12/06/2023 2 Négatifs
Echa. 5 13 28/05/2023 04/06/2023 12/06/2023 18/06/2023 1 Négatifs

Echa. : Echantillon

Les résultats de culture en milieu NNN sur I’ensemble de 5 échantillons sont defavorables
pour les 51 chiens analysés aprées quatre semaines de surveillance et repiquages, certains sont
contamineés par des moisissures (Fig. 33), 2 prélevement contaminé de 1’échantillon 4, 1 seul

pour les échantillons 1, 3 et 5, et aucun pour 1’échantillon 2.

Figure 33 — Cultures en milieu NNN contaminé par des moisissures (Originale, 2023)
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111.3.1.2. - Sur milieu SLC
Parmi ces 57 prélevements effectués sur ces chiens, seuls les 9 canidés de

I’échantillonnage 3 ont été cultivés sur le milieu SLC en raison d’une insuffisance de

disponibilité. Les résultats correspondants sont présentés dans le tableau 10.

Tableau 10 - Résultats de culture sur milieu SLC apres 3 controles

. Nombre de | 1% controle et | 2°™ controle et 3 o )
Echa. . ) Contamination | résultat
prélevements repiquage repiquage contréle
Echa. 3 9 17/05/2023 24/05/2023 28/05/2023 1 Negatif

Echa. : Echantillon
L’inoculation sur milieu SLC était négative aprés 3 lectures et repiquages, 1 seul

prélevement était contaminé par des moisissures.

111.3.2. - Résultats des ponctions ganglionnaires
Le prélevement de ganglions a été effectué sur des chiens présentant des symptdmes

et testés positifs a I’IF1, et ensuite cultivé sur deux milieux, SLC et NNN. Les résultats de la

culture sont présentés dans le tableau 11.

Tableau 11 - Résultat d’ensemencement des ponctions ganglionnaire sur les milieux de
culture NNN et SLC

Sur Milieu NNN Sur Milieu SLC
ler 2eme 3 eme ler 2eme 3 eme
Code 4 eme 4 eme Résultats
Contrdle et | Controle et | Contrdle et Contrdle et | Controle et | Contrdle et
] . ) Contréle ] ] ] Contrdle
repiquage | repiquage | repiquage repiquage | repiquage | repiquage
LC18 04/06/2023 | 12/06/2023 | 18/06/2023 | 25/06/2023 | 04/06/2023 | 12/06/2023 | 18/06/2023 | 25/06/2023 /
Plus/ Moins Positif | Positif ++++ | Positif. Négatifs Négatif | contaminé / Positif
Lcs7 12/06/2023 | 18/06/2023 | 25/06/2023 / 12/06/2023 | 18/06/2023 | 25/06/2023/ / /
Négatif Négatif Négatif / Négatif Négatif Négatif / Négatif

Les conclusions des deux prélevements de ganglions cultivés sur milieu NNN étaient

affirmatives pour I’un, avec une quantité importante de parasites lors de la deuxiéme lecture

(Fig. 34), et négatives pour I’autre. En revanche, les deux cultures sur milieu SLC étaient

négatives, bien qu’un tube ait été contamine apres le repiquage.

<
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Un
promasigote
mobile

Amas de
promastigotes

Figure 34 - Les formes promastigotes observé sous un microscope (Originale, 2023)

111.3.3. - Résultat d’examen direct

Au cours de notre série d’études, des grattages cutanés étaient appliquées sur deux
chiens symptomatiques présentant des Iésions cutanées, ensuite colorés au MGG. Les résultats
sont récapitulés dans la section suivante :
Uniquement le test du chien 1 a donné un résultat positif suite a la coloration permettant de
distinguer les amastigotes lors de 1’observation sous la loupe binoculaire (Fig. 35), une forme
amastigote était bien distincte. En revanche, ’autre test s’est avéré négatif, aucune forme

d’amastigote n’ayant été détectée.

Noyau

’ """"" Membrane
<4------TTaas | e
- o réfringente

Kinétoplaste

Figure 35 - Une forme amastigote observé sous une loupe binoculaire aprés coloration
au MGG (Originale, 2023)
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111.3.4. - Résultats d’immunofluorescence indirecte (IFI)
111.3.4.1. - Sérums des chiens

Dans le but de détecter des anticorps spécifiques, on a réalisé la méthode
d’immunofluorescence indirecte sur 57 échantillons de sérum canin préalablement isolés avec
des dilutions allant de 1/20 a 1/80. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 12.

Tableau 12 - Résultat d’immunofluorescence indirecte sur les chiens.

Nombre de Seuil de Seuil
) + s Pourcentage | Douteux y Pourcentage
serums positivite d’anticorps
1/80 | 1/320 0 1/20 1/40 0
57 9 3 1 15,78% 14 13 1 24,56%

Parmi les 57 prélévements analysées a 1’aide de cette méthode, seuls 9 chiens ont été testés
positifs et ont atteint le seuil de positivité a 1/80 (Fig. 36) (selon institut pasteur d’Alger IPA),
ils ont révélés une fluorescence verte du corps et du flagelle du parasite (Fig. 37). Cependant
I’'un d’entre eux était diagnostiqué positif a un seuil de 1/320, ce qui équivaut un taux de
15,78 %, tandis que les 48 autres sérums etaient sérologiquement négatifs (Fig. 38), mais il y
avait toutefois 13 sérums suspects au seuil de 1/20 et un autre au seuil de 1/40, ce qui

représente un pourcentage de 24,56%. Tous les autres chiens étaient séronégatifs.

® positif
B negatif

m douteux

Figure 36 - Taux des résultats obtenus par la technique d’immunofluorescence indirecte

E
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Parasite sous
forme
promastigote
fluorescent
en vert

Figure 37 — Formes promastigotes observés sous microscope a UV apres examen de

sérologie (champ positif) (Originale, 2023)

Parasite sous
forme
promastigote
fluorescent en
rouge

Figure 38 — Formes promastigotes observés sous microscope a UV aprés examen de

111.3.4.2. - Sérums des humains

sérologie (champ négatif) (Originale, 2023)

Les conclusions relatives aux 8 échantillons de sérums humains soumis a I’analyse

par la méthode d’immunofluorescence indirecte IFI sont exposées dans le tableaul3.

Tableau 13 - Résultat d’immunofluorescence indirecte sur les humains.

Nombre de sérums

Positifs

Négatifs

Douteux

%

8

0

6

2

25

Les 8 sérums humains testés par IFI se sont avérés négatifs, mais deux ont montré la

présence d’anticorps au seuil de 1/20 et 1/40 soit un pourcentage de 25%. Les 6 autres étaient

négatifs (Fig. 39).
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4
3
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positifs

négatifs

douteux

Figure 39 - Nombres de sérums humains positifs, négatifs ou douteux par IFI

111.3.5. - Résultat de la PCR classique et la Rt-PCR

Sur 65 ADN humains et canins, seulement 56 ADN ont été évalués par une PCR

classique pour certains et une PCR en temps réel pour d’autres en raison de quelques erreurs

pendant la manipulation.

111.3.5.1. - Résultat de 1a PCR sur ’ADN des chiens

Les résultats obtenus par PCR effectué sur 48 ADN de chiens sont regroupés dans

le tableau 14.

Tableau 14 — Résultats de la PCR selon la race, I’age, le sexe et la région des chiens

Code Race Age Sexe Régions Résultat
Berger e
LC1 Allemand 7 ans Négatif
LC2 3ans Négatif
LC3 Askal 10 ans 0 Taboukirt Négatif
LC4 1an Négatif
Berger . L
LC5 Australien 8 mois Négatif
LC6 Askal 2 ans Négatif
LC7 Beagle 7 ans ) Négatif
LC8 Paria 3ans Mekla Négatif
LC9 Rotonero 3ans Q Négatif
LC10 Paria 5 ans Négatif
LC11 6 mois Négatif
Bhagyari ) Taboukirt o
LC12 kutta Sans Négatif
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Berger . e
LC13 Allernand 3 mois Négatif
LC14 Askal 1an Négatif
LC15 Paria 4 ans Q Mekla Négatif
LC16 7 mois Négatif
LC17 Berger Taboukirt Négatif
Pointer e
LC18 Anglais 4 ans Négatif
LC19 Chien loup 3 ans Négatif
LC20 Beagle 7 ans Négatif
LC21 Griffon bleu 18 mois Ain El Négatif
Berger . Hammam e
LC22 Suisse 3 mois £ Négatif
Liverni e
LC23 Griffon 6 ans Négatif
LC24 Malinois 2 ans Négatif
Chien de e
LC25 chasse 4 ans Ain El Négatif
LC26 _Batard Hammam Négatif
LC27 Epagneul 5 ans Négatif
Breton
Timizart s
LC28 Berger 1an Loghbar Négatif
LC29 Malinois Négatif
LC30 Big croisé 3ans 0 Ain El Négatif
Berger blanc Hammam o
LC31 Suisse e Négatif
. Timizart s
LC32 Paria Loghbar Négatif
LC33 | Griffonbleu | 8 mois 3 AMEL ) Negatif
LC34 Malinois 3 ans Q Timizart Négatif
LC35 Berger 1an 3 Loahbar Négatif
LC36 Allemand 4 mois Q g Négatif
LC40 Beagle 2 ans 3 H':r:wnmilm Négatif
Pointer s
LC45 Anglais 3ans Q Négatif
LC46 Malinois 2 ans £ Négatif
LC47 Pointer 18 mois Tizi Rached Négatif
LC48 Griffon 0 Négatif
LC49 5ans Négatif
LC50 Pointer ) Négatif
LC51 1an Q Négatif
LC53 2 ans ) Négatif
LC54 Berger 1an Q [l)\/rl?sail Négatif
LC55 8 ans g Négatif
LC57 Griffon bleu 2 ans Hammam Négatif

J: male ;Q: femelle
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Les résultats de la PCR classique ou en temps réel se sont avérés négatifs pour tous les
chiens de différents sexes, ages, races et régions, aucun ADN parasitaire n’a été détecté
(Fig. 40), (Fig. 41).

Marqueur du poids
moléculaire

Fluorescence
d’ADN du témoin

ADN négatif

Figure 40 — Résultat d’ADN par électrophoreése sur gel d’agarose (Originale, 2023)
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Figure 41 — Résultat de la PCR en temps réel (Originale, 2023)

Parmi ces 48 chiens testés négatif a la PCR, certains possedent des signes cliniques de
leishmanioses telles que 1’amaigrissement, allongement des griffes et des Iésions cutanees, il
s’agit des chiens LC18, LC45, LC47et LC 57.

LC18: s’agit d’un chien originaire de Ain EI Hammam, &gé de 4 ans possédant des
symptdmes suivant (Amaigrissement, des lésions cutanés, dépilation du visage et un

allongement de griffes) (Fig. 42)

46
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[t

Amaigrissement Lésions cutanées Dépilation visage Allongement de
griffes

Figure 42 — Signes clinique du chien LC 18(Originale, 2023)

LC45 :s’agit d’un chien originaire de Tizi Rached, agé de 3 ans et possedant des signes

clinique (Amaigrissement avec un aspect d’un vieux chien et allongement de griffes) (Fig. 43)

i xf»?*‘

Amaigrissement et aspect d’un Allongement de griffes
vieux chien

Figure 43 — Signes cliniques du chien LC45 (Originale, 2023)
LC 47 : s’agit d’un chien de 18 mois originaire de Tizi Rached, il présente des signes
cliniques (Amaigrissement et Iésion cutanéomuqueuse) (Fig. 44)

-
= z

AT

Amaigrissement Lésion cutané muqueuse

Figue 44 — Signes clinique de chien LC47 (Originale, 2023)
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LC57 : s’agit d’un chien originaire de Ain El Hammam, agé de de 2 ans présentant des

symptomes cliniques (Amaigrissement, allongement de griffes, et une perte de poils) (Fig.

45).

Amaigrissement

Allongement de griffes

Une perte de poils

Figure 45 — Signes cliniques de chien LC57 (Originale, 2023)

111.3.5.2. - Résultat de la PCR sur ’ADN des humains

8 ADN des humains ont été procédés a une PCR standard, les résultats de ces

derniers sont organisés dans le tableau 15
Tableau 15 — Résultats de la PCR standard des ADN des humains

Code Origine Sexe Résultat
LH1 Taboukirt Q Négatif
LH2 Taboukirt Q Négatif
LH3 Taboukirt 3 Négatif
LH4 Mekla Q Négatif
LH5 Makla 3 Négatif
LH6 Ain El Hammam 3 Négatif
LH7 Ain El Hammam 3 Négatif
LH8 Tizi-Ouzou Q Négatif

4 :male; @ : femelle

Les conclusions de la PCR classique sur ’ADN de 8 humains de sexes différents sont

avérés négatifs aucun ADN du parasite a été détecté.
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Chapitre IV Discussion

Ce chapitre analyse les résultats de I’enquéte menés sur le nombre de cas de LC et LV
enregistrés par I’autorité de santé publique (DSP) au cours de la période 2013-2023, en
examinant leur évolution annuelle, leur répartition selon 1’age, le sexe et 1’origine
géographique, ainsi que la discussion des résultats des différentes techniques (hémoculture,

examen direct, IFI, PCR) utilisées pour tester les prélevements sanguins humains et canins.

IV.1. - Discussion des réesultats des fluctuations temporelles des LC et LV
IV.1.1. - Evolution des cas des deux types de leishmaniose humaine (LC et LV) dans la

région de Tizi-Ouzou

Selon notre étude, nous avons remarqué qu’entre 2013 et 2023, le nombre de cas de
leishmaniose cutanée enregistrés dans la région de Tizi-Ouzou est de 16 cas. Si nous
comparons ce chiffre avec le nombre de cas enregistrés au cours de la derniere décennie (de
2007 a 2017), qui s’éleve a 69 cas selon les résultats obtenus par Sahraoui & Abed, (2017),
ainsi que les 104 cas enregistrés par les services de santé du département de Tizi-Ouzou entre
2005 et 2010 (Mouloua, 2014), dans la présente étude, on constate une importante diminution
par rapport aux années précédentes. Deux sommets ont été observés 5 et 6 pour les années
2013 et 2020 respectivement, seulement 3 incidents ont été notifiés en 2017 et aucun incident
a partir de 2020. Cette diminution est notable avec variation du nombre d’incidents d’année
en année. Cette réduction serait liée aux mesures prophylactiques appliquées par la DSP de la
région.
La région de Tizi-Ouzou, localisée en Kabylie, dans la partie nord de 1’Algérie est réputée
depuis longtemps comme étant le foyer le plus dynamique de la leishmaniose viscérale dans
ce pays. Le nombre de cas de LV rapporté durant la période de 2013-2023 est de 8 cas. En
revanche, des résultats plus élevés ont été observés par d’autres auteurs dans la méme région,
un nombre de 128 cas rapporté par Kahil & Ait Idir du 2005 a 2015, 26 cas enregistrés par
Mouloua & Harrat (2017), et 21 cas observés par Sahraoui & Abed, (2017). Une nette
diminution durant ces dix derniére années est remarquable, et cela pourrait étre lié aux
mesures rigoureuses (pulveérisation d’insecticides, capture des chiens errants) que les autorités

locales ont mises en place afin d’éradiquer cette zoonose.

IV.1.2. — Evolution des cas de LC et LV en fonction de I’4ge
Dans notre étude, la catégorie d’age la plus touché par ces deux types de
leishmaniose était les jeunes de 0 a 14 ans, avec un taux de 43% sur I’ensemble des cas. Ceci

a également été observé dans la région de Hodna en Algérie entre 1995 et 2005 concernant

.
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cette catégorie d’age avec un pourcentage de 70% de cas de LC (Cherif, 2014). Ces résultats
sont également similaires a ceux trouvés par Barchiche et al., (2009) qui confirment que les
enfants paient le plus lourd tribut, car ils ne sont pas immunisés et sont plus exposée au risque
de la piqQre des insectes, contrairement aux adultes ayant développé une résistance a la

maladie, en raison de leur exposition antérieure au parasite.

IV.1.3. — Evolution des cas de LC et LV en fonction du sexe

La maladie affecte indifféremment les deux sexes, mais nous avons observé au
cours de notre enquéte a la DSP de Tizi-Ouzou au cours de la derniére décennie de 2013 a
2023, une nette prédominance de I’atteinte masculine avec 14 cas pour les affections cutanées
et 5 cas pour les affections viscérales, ce qui correspond aux résultats obtenus par Barchiche
et al., (2009) pendant la période de 1999 a 2007. En revanche, nos résultats sont en désaccord
avec 1’étude menée par Sahraoui & Abed, (2017), pendant la période de 2007-2017 ou le
nombre de cas de leishmaniose enregistrées est le méme chez les deux sexes. plusieurs études
montrent une prédominance masculine qui peut étre expliquée par 1’exposition plus fréquente
des hommes aux piqgdres de phlébotomes due au fait que I’homme portent souvent des
vétements tres peu couvrants et est actif dans les foyers de LC, principalement dans les zones
urbaines et périurbaines qui forme une habitation insalubre favorable a la transmission de la

maladie.

IV.1.4. — Répartition des cas de LC et LV par communes

La distribution des cas de la LC et LV est clairsemée dans toutes les régions de la
Kabylie ou la leishmaniose sévit de facon endémique. Par ailleurs, un écart important est
observé au niveau de la prévalence de I’infection entre des zones géographiquement tres
proches. La localité de Draa ElI Mizan apparait la plus touchée avec 5 cas au cours de 2013 a
2023, qui pourrait étre considérée comme foyer classique des leishmanioses humaines. Cela
pourrait s’expliquer par le fait que c’est une localité située dans des régions ou le terrain est
propice au déroulement du cycle parasitaire de LC et LV conjoignant la présence de réservoir
naturel et de vecteur transmetteur de la maladie. Ceci est similaire aux 80 cas de leishmaniose
humaine évalués pour la seule dépression de Draa El Mizan, rapporté par Mouloua et al.,
(2017), entre 2005 et 2010. Un maximum de cas de LC a éte également declaré dans la région
de Draa El Mizan entre 2007 et 2014 d’aprés Bourdache & Toumi (2015).

.
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IV.2. - Discussion des résultats d’ensemencement sur milieux NNN et SLC

Parmi les résultats d’inoculation sur les milieux NNN et SLC testés sur les 53
échantillons canins (préléevement sanguins et prélévement ganglionnaires), apres une
surveillance de 4 semaine, une seule culture sur milieu NNN du suc ganglionnaire a révélé un
résultat positif lors des 4 contrdles. Cette culture a révélé la présence des formes
promastigotes mobiles qui sont regroupées en amas avec une forte charge parasitaire, malgré
la sensibilité des milieux NNN et les conditions de réalisation de 1’examen. En effet, la
ponction ganglionnaire garde un certain nombre d’avantages, comme la rapidité du diagnostic
et son caractere moins invasif. 1l s’agit d’une souche provenant d’un chien male de race
pointer anglais agé de 3 ans, de la région de Ain El Hammam. L’animal présentait une IFI
positive au taux de 1/320, ’examen direct était également positif et cliniquement, il présentait
des signes de perte de poils, des lésions cutanées et un allongement de griffes(Fig.40). Ses
résultats sont similaires a ceux trouvés par Mouloua et al., (2020) et ceux trouvés par Bessad
en 2007, ainsi que le rapport fait par Mezai en 2011 a I’institut Pasteur d’Alger qui a révélé
deux cultures positives de suc ganglionnaire prélevé chez des chiens. Les autres cultures
étaient négatives, ceci peut étre expliqué par les conditions non optimales des prélevements
faits sur le terrain, la quantité du sang préleve ainsi que d’éventuelles difficultés de croissance
de certaines souches de leishmanies. Ces résultats sont en désaccord avec les résultats obtenus
par Chargui et al., en 2009, 3 souches ont été testés positifs en Tunisie.
Cependant, certains ensemencements étaient infectés car comme toutes les cultures, celles de
leishmanies font face aux problémes de contamination(Fig.33). En effet, le milieu NNN, riche
en nutriments et propice a la prolifération des bactéries et des moisissures, 1’utilisation
systématique d’antibiotiques et d’antifongiques au besoin n’ont pas toujours suffi pour éviter

ou enrayer ces contaminations (Chouihi et al., 2008).

IV.3. - Discussion des résultats des frottis dermiques

Parmi les deux frottis réalisé a partir des Iésions cutanées des chiens symptomatique,
un seul était positif et a confirmer le diagnostic en révélant la présence du parasite sous forme
d’amastigote en extra macrophagique aprés coloration au MGG, cette positivité est renforcé
par d’autres examens (sérologie et ponction ganglionnaire). L’autre n’a manifesté aucune
apparence, il était defavorable et cela peut étre attribué a la maniere dont le frottis a été réalisé
et ceci est lie a la mobilité du chien lors du raclage. Ces resultats sont similaires a ceux
trouvés par Dantas-Torres et al., en 2010 en Brésil, 1 examen positif pour les amastigotes de

Leishmania était identifié parmi 3 grattages.
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IV.4. - Discussion des résultats de ’immunofluorescence indirecte

Sur I’ensemble de 57 échantillons de sérums canins, 9 chiens ont été testés positifs a
des dilutions égales ou supérieurs a 1/80 (Seuil établie par I’IP d’Alger pour I’examen d’IFI),
en observant des formes promastigotes fluorescentes de couleur vertes (résultats de formation
du complexe AG-AC). Cela indique la présence d’anti Leishmania dans les sérums testés, ce
qui représente un taux de séropositivité de 15,78%. Ce taux est plus élevé aux résultats
diagnostiqués par Mouloua et al., en 2020 avec un pourcentage de 10,13%, encore plus élevé
que ceux trouves par Bessad en 2007 (9,17%), et ceux trouvé par Mezai en 2011 a I’'IPA
(10%), ainsi qu’au 11,9% trouvés en Tunisie par Chargui et al., en 2009. un taux trés faible
(4,2%) a été signalé en 2010 par Dias et al., en Brésil. 1l faut signaler que parmi ces 57
sérums canins, 24,56% ont révélés des taux d’anticorps anti Leishmania a des dilutions de
1/20 ou 1/40, et sont considéré comme douteux. Ces résultats demeure assez loin de ceux
diagnostiquées par Mouloua en 2014 (13%) et ceux trouvés par Mouloua et al., (2020)
(18,1%). Parmi ces chiens séropositifs, certains présentent des signes cliniques telles que
I’amaigrissement, la perte de poiles et des lésions cutanées et d’autres n’ont exprimé aucun
signe clinique de leishmaniose. Ce résultat confirme que le portage asymptomatique est trés
important au sein des foyers endémiques. Il est de 60% d’apres 1’étude faite par Mouloua en
2014.
Concernant les 8 sérums humains, 2 ont été issu de deux individus hospitalisé au niveau du
service infectieux au CHU de Tizi-Ouzou, 1'un a révélé des anticorps anti Leishmania a une
dilution de 1/40, il s’agit d’'un homme originaire de Ain EL Hammam, &gé de 48 ans
diagnostiqué positif a la leishmaniose viscérale et suivant un traitement pendant son
hospitalisation , cette faible quantité d’anticorps est causée par 1’infection de ce patient par le
VIH, ce qui I’empéche de produire une quantité importante d’anticorps anti Leishmania, et
I’autre a été testé négatif en IFI, ce qui confirme son rétablissement apres son hospitalisation.
Les 6 autres sont les propriétaires de refuges canins, une femme a révélé des anticorps anti
Leishmania a 1/20 car elle était déja atteinte de la leishmaniose cutanée il y a 2 ans, ce qui
explique la présence du complexe AG-AC a 1/20. Tous les autres individus ont été testés
négatifs. Aucun travail similaire n’a été trouvé.
Aprés un échantillonnage de 3 mois, on constate une séroprévalence moyenne, soit de 25%.
Elle est faible par rapport aux travaux précédents dans la région, ceci pourrait étre di a la
courte durée d’échantillonnage, ainsi qu’aux résultats de la stratégie de lutte intégré ciblant les

différents maillons du cycle épidémiologique adopté par la wilaya de Tizi-Ouzou.
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IV.5. - Discussion des réesultats de la Rt PCR et la PCR classique

En addition aux épreuves pratiqués sur les 57 canidés, une étude de I’ADN
Leishmania via la technique PCR (Rt PCR et PCR classique) a été effectuée sur 48 chiens et 8
humains choisies aléatoirement, sans tenir compte de leurs provenances, leurs apparences
cliniques ou de leur diagnostic sérologique. Les résultats de ces derniers se sont tous avérés
négatifs, et cela peut étre expliquer par le fait que cette technique est tres sensible et
spécifique, ainsi que par d’éventuelles erreurs de manipulation lors de 1’extraction de la
couche leucocytaire des échantillons sanguins contenant 1’ADN, ainsi qu’un excés du sang
qui joue un role d’inhibiteur de la PCR. Ces résultats sont trés loin de ceux trouvés par
Mouloua et al., (2020), sur 106 chiens prélevés 67 ont été positifs avec un taux de 63,2%, un
taux de 20,9% de cas positifs signalés par Chargui et al., (2009) en Tunisie, et ceux trouvés
par Mihoubi et al., en 2012, sur 108 prélevements humains 38 ont été positifs, ainsi que le

pourcentage de 80,5% de cas humains positifs signalés par Djezzar en 2006.

<
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Conclusion générale

La leishmaniose représente un enjeu de santé publique de grande ampleur, car elle est plus
répandue que 1’0on pensait et est connue depuis longtemps en Algérie. La grande Kabylie est
depuis longtemps identifiée comme une région trés touchée par cette maladie zoonotique a
1I’échelle régionale. Notre travail nous a permis d’évaluer la situation selon la DSP de Tizi-
Ouzou pour cette maladie transmise de I’animal a I’homme. Nos résultats indiquent nettement
que le nombre de cas de leishmaniose humaine enregistrée dans la région de Tizi-Ouzou entre
2013 et 2023 ont diminué par rapport aux études épidémiologiques précédentes. Cette baisse
s’explique par I’impact du programme national de la lutte contre les leishmanioses, que ce soit

en ciblant les vecteurs ou les réservoirs.

En ce qui concerne la distribution selon les groupes d’age, la variante cutanée de la
leishmaniose affecte principalement les individus agés de plus de 40 ans, tandis que les
enfants de moins de 14 ans sont plus enclins a développer les deux formes viscérales et
cutanées. En ce qui concerne la distribution selon le genre, les deux sexes sont touchés, mais
on observe une prédominance chez les hommes. Pour la répartition géographique de la LC, un
grand nombre de cas ont été recensés dans la municipalité de Draa ElI Mizan. En revanche,
pour la LV, le nombre enregistré est faible, il ne dépasse pas 1 cas par an au cours de cette

derniére décennie de 2013 a 2023 dans les diverses régions de la préfecture de Tizi-Ouzou.

Notre recherche s’est concentrée sur le profil épidémiologique de la leishmaniose et ses
caractéristiques dans I’un des foyers les plus dynamiques de cette maladie. Elle a été réalisée
sur 57 chiens et 8 individus a I’aide de diverses analyses et méthodes de dignostic biologique
les plus couramment utilisés au laboratoire. 1l s’agit de 1’examen direct a la recherche
d’amastigotes de Leishmania dans les frottis réalisés, 1’hémoculture a la recherche des
promastigotes de Leishmania a partir des ensemencements de couches leucocytaires et des
ponctions ganglionnaires sur des milieux d’isolement, la sérologie (IFT) pour rechercher des
anticorps dans les sérums analysés, suivi d’une PCR pour la recherche de 1I’ADN

Leishmanien.

L’étude prospective nous a permis de mettre en évidence la présence des chiens atteints de la
leishmaniose (9 chiens séropositifs parmi 57) avec un taux d’infection de 15,78% et de
prouver la présence du réservoir canin dans le foyer de Tizi-Ouzou, tandis que les 9 humains

étaient indemnes.

-



Conclusion générale

Les autres tests tels que ’hémoculture et I’examen direct étaient favorables avec 1 positif a
I’hémoculture d’une ponction ganglionnaire et 1 pour 1’examen direct. En revanche touts les

résultats de la PCR étaient negatifs.

Nous recommandons que ces résultats soient confirmés par d’autres études plus approfondies
dans cette région endémique en analysons d’autres localités et sur une période plus longue
allant de 6 mois a un an, afin de déterminer précisement la fréquence de cette infection. Pour
cela, il est vital aux autorités sanitaires de la région de Tizi-Ouzou de procéder a la
surveillance et la sensibilisation de la population vis-a-vis des symptdémes de la leishmaniose
et I’abattage des chiens errants et infectés. 1l est également essentiel de suivre régulierement la
situation épidémiologique des maladies transmises par vecteur et d’effectuer un suivi
biologique des patients, en encourageant une étroite collaboration entre biologistes,
épidémiologistes et cliniciens.
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Résumé
L'étude de la situation épidémiologique de la leishmaniose dans la région de Tizi-Ouzou du mois de
novembre au mois de mars 2023 repose sur les données recueillies par la DSP de la région de Tizi-
Ouzou concernant I'évolution de la leishmaniose humaine au cours des dix derniéres années 2013-
2023. 15 cas de LC et 8 cas de LV ont été signalés. De plus, les tranches d'age les plus touchées sont
celles de moins de 15 ans et des plus de 40 ans. La maladie affecte également les deux sexes avec une
prédominance masculine, la dépression de Draa El Mizan est la zone la plus touchée par la LC. Les
résultats de I'échantillonnage des phlébotomes, réalisé par la méthode des piéges adhésifs ont révélé la
présence de 478 phlébotomes, dont 302 femelles et 176 méles. Ensuite, 57 prélévements canins ont été
effectués, dont 51 ont été ensemencés sur des milieux NNN, ainsi que deux ponctions ganglionnaires.
Les résultats ont montré que 51 ensemencements étaient négatifs et qu’une ponction a révélé un
résultat positif. Parmi les 2 frottis cutanés réalisés, 1’un a révélé un résultat positif. Sur les 57 chiens
testés par I'immunofluorescence indirecte, 9 chiens étaient séropositifs avec un pourcentage de 15,8%,
et 14 cas étaient douteux avec un pourcentage de 24,6%. Ces sujets ont également été testés par PCR
(classigue et Rt PCR) et tous les résultats ont été négatifs. Ainsi, pour les 8 prélevements humains
testés par les deux méthodes IFI et PCR, deux cas suspects a des dilutions de 1/20 et 1/40
respectivement par IFIl. En revanche, tous les résultats ont été négatifs en PCR,
Mots clés: Phlébotomes ; Leishmaniose cutanée ; Leishmaniose viscérale ; prélévement humain ;
Prélevement canin ; Milieu NNN ; Immunofluorescence indirecte ; PCR classique ; Rt PCR ; Région
de Tizi-Ouzou.
Abstract
The study of the epidemiological situation of leishmaniasis in the Tizi-Ouzou region from
November to March 2023 is based on data collected by the Tizi-Ouzou DSP concerning the evolution
of human leishmaniasis over the last ten years 2013-2023. 15 cases of LC and 8 cases of LV were
reported. Moreover, the age groups most affected are those under 15 and over 40. The disease also
affects both sexes, with a male predominance. The Draa ElI Mizan depression is the area most affected
by LC. The results of sandfly sampling, carried out using the adhesive trap method, revealed the
presence of 478 sandflies, including 302 females and 176 males. Next, 57 canine samples were taken,
51 of which were inoculated on NNN media, as well as two lymph node punctures. The results
showed that 51 samples were negative and one positive. Of the 2 skin smears taken, one was positive.
Of the 57 dogs tested by indirect immunofluorescence, 9 were seropositive with a percentage of
15.8%, and 14 cases were doubtful with a percentage of 24.6%. These cases were also tested by PCR
(classical and Rt PCR), with all results being negative. For the 8 human samples tested by both IFI and
PCR methods, two cases were suspected at dilutions of 1/20 and 1/40 respectively by IFI. On the other
hand, all PCR results were negative,
Key words: Phlebotomine; Cutaneous leishmaniasis; Visceral leishmaniasis; Human sample; Canine
sample; NNN medium;Indirect immunofluorescence; Classic PCR; PCR a Tr; Tizi-Ouzou region.
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