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Introduction générale

Les leishmanioses sont des protozoose infectieuse touchant un grand nombre
d'animaux vertébrés dont I'Homme et le chien, elles sont dues a la multiplication au sein des
cellules du systtme des phagocytes mononucléés, de parasite appartenant au genre
Leishmania (Mohand Kaci, 2015). Ces protozoiaire sont transmis a I'hdte vertébré par
l'intermédiaire d’un vecteur, le phlébotome femelle (Dedet, 1999). La leishmaniose se
manifeste de plusieurs fagons chez I’homme, En Algérie on distingue deux formes: la
leishmaniose viscérale due a Leishmania infoutum, ayant comme réservoir principale le chien

et la leishmaniose cutanée (Benikhlef et al, 2004).

L'importance des leishmanioses dans le monde est illustrée par le nombre annuel de
nouveaux cas qui se chiffre entre 1,5 & 2 millions réparties dans 88 pays et la répartition
géographique des leishmanioses dépend de celle des phlébotomes vecteurs et des mammiféres
réservoirs (Fellah et al, 2014).

La leishmaniose canine est une forme parasitaire chronique et spécifique de
leishmaniose, il s’agit d’une zoonose infectieuse causée par la multiplication d’un protozoaire

appelé Leishmania infantum (Mickael et al., 1999).

A la lumiére des recherches antérieures menées par Kadjoudj (2022), Taha et al.,
(2022), Bouattour et al., (2021), et Tchoketch (2020), qui ont évalué la prévalence de la
leishmaniose canine dans différentes régions d'Algérie, il est devenu évident que la
leishmaniose canine représente une menace significative en raison de sa capacité a affecter la
santé des chiens et son potentiel de transmission a la population humaine.

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer la situation épidémiologique de la
leishmaniose canine dans la région de Tizi -Ouzou en s’appuyant sur 1’analyse sérologique et
moléculaire des cas, de préléevement ganglionnaire et de l'examen direct, réaliser au
laboratoire d’Eco-épidémiologie parasitaire et Génétique des populations de I’Institut pasteur
d’Algérie et un inventaire sur les phlébotomes a été menée dans les foyers de leishmaniose

canine.

Ce travail est réparti en quatre chapitres :
Le premier chapitre comprend un bref rappel bibliographique sur les leishmanioses en

insistant particulierement sur la leishmaniose canine.
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Le deuxiéme chapitre décrit la région d'étude, ainsi le matériel et les méthodes utilisés
tout au long de notre étude. Le troisieme chapitre porte sur l'interprétation des résultats

obtenus.

La discussion de ces résultats est présentée dans le quatrieme chapitre, et nous

terminerons par une conclusion et quelques perspectives.
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Dans ce chapitre nous allons aborder des généralités sur la leishmaniose et sur I’insecte

vecteur.

I - Généralité sur la situation épidémiologique de la leishmaniose canine

La leishmaniose canine est une maladie parasitaire zoonotique qui affecte des millions
de chiens en Europe, en Asie, en Afrique et en Amérique, dont le spectre de manifestations
cliniques est tres étendu et le pronostic est sombre chez le chien non traité (Boudjella, 2022)

Cette parasitose connait une évolution importante dans les pays du bassin
méditerranéen dans lesquelles elle sévit sous forme endémique (Ouissi, 2012), En Algérie la
leishmaniose canine concerne tout le territoire national avec une prévalence qui varie d’une
région a une autre. La région de Tizi-Ouzou, située en Kabylie, est connue depuis longtemps
comme étant le foyer le plus actif de la leishmaniose viscérale et leishmaniose canine vu les
conditions climatiques qui permettent le développement de vecteur (phlébotomes) (Bachi,
2006).

I.1. - Vecteur

Les phlébotomes sont des insectes(Figurel) dont seule les femelles hématophages
(Frangois, 1990). Ces petits insectes se nourrissent de sang provenant d’une variété d’hotes,
ce qui les rend capables de transmettre différents agents pathogenes responsables de maladies
chez les humains et les animaux a travers le monde (Kadjoudj, 2022). Ils ont une activité
essentiellement nocturne et crépusculaire, ils sont également trés sensibles aux courants d’air,
dans les régions tropicales leurs période d’activité s’étale sur toute 1’année, alors que dans les

régions tempérées, ils disparaissent 1’hiver (Boussa, 2008).

Thorax

Téte

Fémur

Tibia

Figure 1 - Aspect général d'un Phlébotome (Munstermann, 2019).
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I.1.1. - Taxonomie
Les premieres etudes taxonomiques sur les phlébotomes étaient exclusivement basées
sur les caractéres morphologiques externes (les pieces génitales), puis sur la structure des
organes internes telle la description des spermatheques, du pharynx et du ciborium. (Agathe,
2019).
Selon (Lewis 1977), les phlébotomes, sont de la famille des psychodidae, sous-famille des

Phlebotominae et classe insecta.

1.1.2. - Morphologie général des phlébotomes

Les phlébotomes présentent un corps gréle et allongé de petite taille (Figure 2)
(Bousa, 2008). Ils possédent une seule paire d’ailes (Diptéres), des antennes filiformes
(Nématoceéres), et une présence abondante de soie sur la téte, le thorax, les 6 pattes, et les ailes
(Psychodidae) et des pieces buccales aptes a prendre un repas sanguin (Phlebotominae) ; Ils
peuvent présenter une variété de couleurs, allant du blanc (ou beige clair) au noir
(Prudhomme, 2015). Et possédent de gros yeux ainsi que des pattes longues, ces insectes se
déplacent généralement par des vols courts et ont tendances a se poser fréquemment
(Kabbout, 2017). Le corps du phlébotome adulte est divisé en trois principaux compartiments

: La téte, thorax et abdomen.

THORAX
jcibarium & pharyma) . | _— ABDGMEN
. TETE N
[antonnes & palpes) w { : ._\ :
| / \ \ GENITALIA
- g9
PATTES - /

Figure 2 - Morphologie générale d’un phlébotome adulte (Ramdane,2019)
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1.1.3. - Cycle biologique des phlébotomes

Au cours de leur vie, les phlébotomes passent par 4 stades immatures (ceuf, 4 stades
larvaires et nymphe) et un stade adulte (Kadjoudj, 2022). Le cycle des phlébotomes de
I’éclosion de I’ceuf a I’émergence de ’adulte varie de 20 a 75 jours (Figure 3), (Eufs et larves
sont les formes de résistance en hiver (Kabbot, 2017). Selon Depaquit et Léger, (2017) la
durée de vie des adultes dépond de la température (plus celle-ci est basse, plus la durée de vie
est élevée, cela signifie que ces parasites peuvent survivre plus longtemps dans des conditions
plus fraiches), et de I'numidité (plus I'nygrométrie est élevée, plus la durée de vie est élevée) ;
En moyenne, les femelles vivent deux semaines a deux mois et prennent généralement
plusieurs repas sanguins (ce qui est indispensable a la transmission des leishmanies) alors que

les méles ont une durée de vie plus bréve.

Repas de sang

Adulte

N}/mpfle Gestion de la femelle de |
\ plusieurs dizaines d’ceufs
pendant environ 1 semaine &

" 4

. s X
4stades larvaires N ~ J\‘,fg:r / Accouplement
S ~ &

-

Eufs

Figure 3 - Cycle évolutif de développement des phlébotomes (Prudhomme, 2015).

1.1.4. - Lutte contre les phlébotomes

La lutte contre les phlébotomes est difficile, les biotopes larvaires restent trop peu
connus, innombrables et de petite taille. La lutte contre les larves est donc une utopie, les
larves étant terricoles, on peut limites les densités les plus élevées en réduisant 1’abondance de
matieres organiques sur le sol (dans les fermes) ou en évitant la création de gites larvaires a
proximité des habitations (barbacanes (ouverture haute et étroite dans un mur)) (Depaquit et
Léger, 2009).

La lutte anti vectorielle par pulvérisation d’insecticides a un effet rémanent a

I’intérieur des habitations et les gites des animaux, elle ne s’applique que si la dispersion du
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vecteur se limite aux zones domestique et péri domestique. Ce moyen de lutte prend en
considération les caractéristiques de 1’espéce a savoir si elle est endophile ou exophile,

endophage ou exophage nécessitant la pulvérisation périodique d’insecticide (Who, 2011).

1.2. - Leishmaniose
1.2.1. - Définition

La leishmaniose est un complexe de manifestations cliniques qui figure dans la liste de
maladies tropicales négligées de 1’Organisation Mondiale de Santé. Elle est endémique dans
98 pays ou territoires et son incidence annuelle est d’environ 2 millions de nouveaux cas dans
le monde (Mady Malheiros B, 2022). Il appartient au regne des protistes, ordre des
Kinétoplastidae, famille des Trypanosomatidea ; Les leishmanioses sont des maladies

communes a I’homme et a certains mammiferes (Hide et al, 2007).

1.2.2. - Taxonomie de leishmaniose
La position de Leishmania Ross ,1903 dans la classification de Levine et al., (1980)

est la suivante :

e Regne : Protista (Haeckel, 1866)

e Sous —Regne : Protozoa (Goldfuss, 1877, Siebold, 1848)

e Phylum : Saomastigophora (Honigberg et Balamuth, 1963)

e Sous phylum : Mastigophora (diesing, 1866)

e Classe : Zoomastigophorea (Calkins, 1909)

e Ordre : Kinetoplastida (Honigberg, 1963 ; Emnd. Vickerman,1976)

e Sous Ordre : Trypanosomatina (Kent, 1880)

e Famille : Teypanosomatidae (Doflein, 1901Emend.Grobben, 1905)

e Genre : Leishmania Ross, 1903.

L’agent pathogéne de la leishmaniose canine, Leishmania infantum est un protozoire de
la classe des flagellés, ordre des kinétoplastidés, famille des Trypanosomatidés, du genre

Leishmania et du complexe Leishmania donovani (Claire, 2018).

1.2.3. - Morphologie
Ce parasite existe sous deux stades distincts au cours de son cycle évolutif :

amastigote et promastigote.
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1.2.3.1. - La forme amastigote

On l'observe chez I’homme et les mammiféres vertébres. Est une petite capsule
ovoide de 2 a 5um de long sur 2um de large (Figure 4), possedent un volumineux noyau
arrondi en forme de batonnet, un flagelle interne et un kinétoplaste bacilliforme trés visible, a

ce stade les leishmanies sont immobiles et situes a l'intérieur des cellules du system de

phagocytes mononuclés (SPM) des mammiferes (Boudrissa, 2014).
- - 2 Ww 2 =

Figure 4 - La forme amastigote de leishmania

(https://www.drmicrobe.com/fiches/Leishmania infantum.php)

1.2.3.2. - La forme promastigote (ou forme leptomonas)

Ce sont des parasites extracellulaires allongés, mobiles, de 10 & 15um de longueur,
prolongé par un flagelle, ils possedent un noyau ovulaire approximativement central, avec un
kinétoplaste en position antérieure entre le noyau et la sortie du flagelle (Figure 5). Cette

forme est rencontrée dans le tube digestif de phlébotome et dans les milieux de cultures

(Bourdoiseau, 2015).
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Figure 5 - Forme promastigote de leishmania (Allali et Djezzar,2022).
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1.2.4. - Cycle biologique

Le cycle de vie des leishmanies (Figure 6) se partage entre insecte vecteur et hotes
mammiféres, dont les principaux réservoirs sont le chien qui est un réservoir domestique et
I’homme (Clémence, 2009).
La leishmaniose est transmise par la piqure de phlébotome femelle, Lors d’un repas sanguin,
les phlébotomes injectent des promastigotes méta cycliques (la forme infestée du parasite) (1)
; qui envahissent activement les cellules phagocytaires mononuclées (2). lls se transforment
ensuite en amastigotes (3) (Boussa, 2008). Cette transformation est d( a deux facteurs la
température et le PH. La Température au sein de phagolysosome de 1’hote mammifere est de
37 °C et le PH est entre 4.5 a 5, Et chez I’insecte vecteur la température est de 25°C et le PH
est légerement alcalin. (Eddaikra, 2016), les amastigotes se multiplient d'une maniére active
ce qui entraine 1’éclatement des macrophages, ils atteignent alors les différents tissus (4). Lors
d’un repas de sang sur un hdéte infecté, les phlébotomes s’infectent en ingérant des
macrophages porteurs d’amastigotes (5)(6). Les parasites se transforment en promastigotes
dans I’intestin du phlébotome Par mitose (7) et au bout de 24 h, les promastigotes ensuite se

migrent vers la trompe et I’cesophage du phlébotome en attendant un nouveau repas (8).
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Figure 6 - Cycle de vie de leishmania originale modifié a partir (www.dpd.cdc.gov/dpdx).
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1.2.5. - Répartition géographique
1.2.5.1. - Dans le monde

La leishmaniose est largement répandue dans le monde, présente sur tous les
continents, a I’exception de 1’Océanie (Figure 7), elle est endémique dans environ 50 pays,
parmi les 98, affectant principalement deux grandes régions géographiques: le bassin

méditerranéen et le Brésil (Messahel, 2022).

LEISHMANIOSE

Viscérale

Cutanée/Muco cutanée

BN viscérale+
Cutanée/Muco cutanée

Figure 7 - Répartition mondiale des zones d’endémies des leishmanioses (Benbaara et
Rezoug, 2016).

1.2.5.2. - En Algérie

La premiére observation sur les leishmanioses canine a été rapporté par sergent en
1910, pendant cette année 7,2% des chiens étaient cliniquement de signes leishmanioses, en
suite la fréquence de chiens malades augmente progressivement, Les foyers les plus actifs se

trouvent au nord dans les montagnes de la petite et grande Kabylie (Frahtia, 2015).

1.3. - Les formes cliniques de la leishmaniose
1.3.1. - Leishmaniose canine

La leishmaniose canine (LCan) est une protozoose infectieuse et zoonotique, due a la
multiplication d'un protozoaire flagellé, dans des cellules a propriétés macrophagiques
(Leishmania infantum), également responsable de la leishmaniose humaine (Bourdoiseau,
2015).
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1.3.1.1. - Etat clinique

La période d’incubation peut aller de plusieurs mois a plusieurs années avant que
I’animal contaminé ne manifeste des symptomes ou des 1ésions. Dans la majorité des cas, il
est possible d’observer ce qu’on appelle un chancre d’inoculation, c'est-a-dire une sorte de «
bouton » Elle apparait en moyenne 3 mois apres la pigdre et évolue sur une période de 6 mois
(Djezzar, 2006). L.can a L.infantum est une maladie tres protéique, et la distinction entre la
LV et LC chez I’homme n’est pas fondé chez le chien (Clémence,2009). L. infantumet L.
donavani entrainant le plus souvent un portage asymptomatique (Fausher, 2013).

1.3.1.2. - Symptdmes géneraux

Une perte importante des poils, essentiellement au niveau de la téte, du cou et du
poitrail, (Figure 8), allongement des ongles (angles de fakir) (Clémence, 2009). Une forte
dépilation autour des yeux, La peau devient séche, des ulcéres peuvent se former au niveau
des pattes, des oreilles ou de la truffe, qui peuvent aller jusqu'a la cachexie, par la fonte des
réserves graisseuse et de la masse musculaire (Nedjadi, 2015). L’évolution entraine des
complications insuffisance rénale, inflammation articulaire, gonflements des ganglions de la
rate (splénomégalie) et /ou du foie (hépatomegalie). En I’absence de traitement, le chien va

devenir cachectique, la mort est souvent de régle (Djezzar, 2006).

Figure 8 - Exemple des manifestations cliniques chez le chien infecté par L.infuntum
(Messahel, 2021).
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1.3.2. - Leishmaniose humaines

L’Algérie compte parmi les pays les plus touchés par la leishmaniose. Les formes
cliniques les plus répondues sont : la leishmaniose viscérale (LV), la leishmaniose cutanée-
mugqueuse la leishmaniose cutanée sporadique du nord (LCN) et la leishmaniose cutanee
zoonotique du sud (LCZ) (Harrat et Belkaid, 2003).

1.3.2.1. - Leishmaniose cutanée sporadique du nord (LCN)

En Algérie elle est connus sous la dénomination de « clou de Mila », cette forme
présente la particularité de siéger au niveau du visage sous forme d’une lésion nodulaire
souvent unique (Figure 9). Le variant enzymatique du complexe Leishmania infantum.
L.infantum zymodémeMon -24 a été identifié, comme principale agent responsable de la

leishmaniose cutanée du nord (Benikhlef et al, 2004).

Figure 9 - Aspect clinique de la LCN (Moumni, 2015)

1.3.2.2. - Leishmaniose cutanée zoonotique (LCZ)

La leishmaniose cutanée zoonotique (Figure 10) constitue un probleme de santé
publique majeur en Algérie, Elle est causée par trois parasites différents, Leishmania Major
MON-25 inféodé aux régions steppiques et sahariennes, Leishmania infuntum MON-24 dans
la région de Tell, et Leishmania killicki limité a Ghardaia, dans le sud algérien (Boudrissa et
al., 2011).
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Figure 10 - Lésion ulcéro-crouteuse de LCZ di a Leishmania major (Larbi, 2018).

1.3.2.3. - Leishmaniose viscérale

Leishmaniose viscérale est une maladie parasitaire mortelle qui est transmise a
I'nomme par la piqure d'un phlébotome infecté, elle peut étre difficile a diagnostiquer et a
traiter, et elle peut entrainer des complications graves, telles qu’une hépato splénomégalie et
une anémie (Killick Kendrick R., 1999).

1.3.2.3.1. - En Algérie

La leishmaniose viscérale humaine pose un réel probléeme de santé publique, on
dénombre environ 400 nouveaux cas par an, dans le foyer de Tizi-Ouzou la maladie est
responsable de 6% de décés (Bousa, 2008). La leishmaniose viscérale est causée par
Leishmania Infantum MON-1, se trouve principalement au Nord du pays au niveau des étages
bioclimatiques humides et subhumides (Figure 11). Au cours des derniéres années des
nouveaux foyers sont apparus. L’espece vectrice de la leishmaniose viscérale en Algérie est la

Phlebotomus perniciosus, quant au réservoir il s’agit du chien (Bachi, 2006).

13



Chapitre | Synthese bibliographique

LV due i L infonsum

Cas sporadaques de LV due &
3) L infantum

Figure 11 - La distribution géographique de la leishmaniose viscérale en Algeérie
(Allali et Djezzar, 2022).

1.3.2.4. - La leishmaniose viscérale infantile ou (la forme de I’enfant)

La leishmaniose viscérale chez I’enfant se caractérise par une fiévre irréguliére, une
paleur, une splénomégalie qui est suivie parfois par une hépatomégalie, elle est fatale dans sa
forme évolutive, dans les régions ou la leishmaniose viscérale est endémique. La leishmaniose
viscérale tend généralement vers la chronicité et fait ses principales victimes chez les enfants
de la tranche d’age 1 a 4 ans (92 %) avec L.infuntum comme agent principale (WHO, 2011),
en absence du traitement la maladie est mortelle, la forme adulte est plus rare (Bachi, 2006)
(Figure 12).

Chien leishmanien

Cycle biologique de la leishmaniose
viscérale dii a Leishmania infantum
Leishmaniose zoonotique

Figure 12 -Cycle biologique de LV a L.infuntum (Larbi, 2018)
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1.3.2.5. - Leishmaniose muco-cutanée (LMC)

Egalement connue sous le nom « espundia », elle provoque la destruction des cavités
succo-nasales et pharyngées avec des lésions mutilantes au visage, Elle est principalement
associée a des espéces de Leishmania du nouveau monde comme L. braziliensis et L.
guyanensis, mais a été également signalée dans I’ancien mode (Afrique, Asie, Europe) suite a
L. donovani, L. Major et par L. infuntum chez les patients immuno —déprimés (Belkhelfa et
Bahia, 2017).

15



Chapitre I



Chapitre 11 Matériels et méthodes

Ce chapitre abordera la localisation géographique de la région de Tizi-Ouzou ainsi le

choix de stations d’études et les différentes méthodes utilisés sur le terrain et au laboratoire.

11.1. - Présentation de la région de Tizi-Ouzou

Notre étude a été menée dans la région de Tizi-Ouzou qui est située au Nord-Est de
I’ Algérie et qui appartienne a I’étage bioclimatique subhumide a hiver tempéré, Elle se situe a
100 kilométres de la capitale d’Alger. Cette région s’étend sur une superficie de 3.568Km?
(Figurel3), Elle est délimitée au Nord par la mer méditerranée, a I’Est par la wilaya de Bejaia,
a 1’Ouest par la wilaya de Boumerdes, au Sud par la wilaya de Bouira (Allouche et
OuldLhadj, 2018).

CARTE DE LA
DE TIZI-OU

Limites des dairates

=« == Limites des communes
e Chef lieux de daira
.~ Chef lieux de la wilaya

W. de Bouira
Figure 13 - Situation géographique des communes de la wilaya de Tizi-Ouzou

https://decoupageadministratifalgerie.blogspot.com

11.1.1. - Choix des stations

Afin de mieux connaitre la situation de leishmaniose dans la région de Tizi—Ouzou,
Nous avons choisi 7stations d’échantillonnage durant les mois novembre, décembre 2022, et
février, mars 2023, avec une fréquence de deux piégeages par mois (Figurel4), Le mois de
janvier nous n’avons pas pu effectuer 1’échantillonnage en raison des conditions climatiques.
Les stations d’études sont :(Ouadhias (Figure 15 A), Tirmitin (Figure 15 B), Freha (Figure 15
C), Boghni (Figure 15 D), Tizi Rached (Tala N’Zaouche (Figure 15 E), Taboukert (Figure 15
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F)), Mechtras (Figure 15 G), et Hessnaoua (Figure 15 H)). Le choix des stations est baseé sur
I’accessibilité et la disponibilité des lieux d’élevages d’animaux, (ovines, bovines, caprines),
ainsi que des refuges pour chiens, et chats, car il y a une cohabitation étroite entre les animaux
et les humains, cela peut augmenter le risque de transmission de la maladie, la description des

stations d’étude est représentée dans le Tableau 1.
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Figure 15 -Différents stations d’échantillonnage durant la période d’étude (Original, 2023).
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Tableaul : Localisation et description des stations d’étude

Station d’étude Description Localisation géographique
Ouadhia Etable d’élevages des ovines 36°40°56.3 °N4°05°54.7”’E
Tirmitin Etable d’¢élevages mélange ovines et caprins | 36°39°39.1’N3°58°38.7 ’E

Freha Etable d’élevages des bovins 36°49°14.9°N4°12°36.9’E
Boghni Etable d’élevages des bovins 36°33°01.9°’N3°56°28.7’E
Tala N’Zaouche | Refuge pour chiens 36°40°18 > N ; 4°11430”’E
Taboukert Refuge mélange chiens et chats 36°40'18" N ; 4°11'30"E
Mechtras Etable traditionnel bovins 36°32°58.5°’N4°00°08.8°E
Hessnaoua Dresseur des chiens 36°40°30.7°°N 4°03°17.3’E

I1.2- Méthodes utilisés sur le terrain
Nous avons réalise un échantillonnage visant a obtenir du sang a partir des reservoirs

canins, et de capturer les phlébotomes dans les stations d’études.

11.2.1. - Méthode d’échantillonnage des phlébotomes
11.2.1.1. - Pieges adhésifs ou piéges huilés

Le piégeage des adultes de phlébotomes est mené par la technique de pieges adhésifs
qui permet la récupération des spécimens morts et savere étre une méthode rentable,
parfaitement adapté pour I’échantillonnage quantitatif.

Ce sont des feuilles de papier de couleur jaune claire glissant coupés en carrés de
20Cmx20Cm, imbibées d’huile de ricin sur les deux faces jusqu’a le rendre transparent
(Figure 16), et installées par un fil dans des stations différentes a 1’extérieur et a I’intérieur des
lieux d’¢élevages, puis récupérées dans 4 a 5 jours (Figure 17). Une fois relevée chaque feuille
est placée individuellement dans une pochette en plastique bien identifiés. La durée de pieges
dépend des conditions climatiques

L’avantage d’huile de ricin de ne pas étre répulsive et d’étre trés visqueuse et ne
présente pas d’odeur et permet de fixer les phlébotomes sur les feuilles puis faciliter leurs,
récupération. Les pieges adhésifs permettent d’étudier la diversité des espéces de phlébotomes
et leur dynamique saisonniére.

Les inconvénients de ces pieges ce qu'ils peuvent étre enlevés ou détruit par les

rongeurs ou animaux.
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Figure 16 — Feuilles imbibés Figure 17 — Retrait des pieges dans des
d’huile de ricin (Original, 2023). sacs en plastique (Original, 2023).

11.2.2. - Méthode de dépistage de chiens
11.2.2.1. - Prélévements du sang chez les chiens

51 chiens ont fait I’objet de notre étude apres 1’obtention du consentement de leurs
propriétaires. Pour garantir la sécurité chaque chien a été muselé et maintenu par son
propriétaire avec l'assistance d'une autre personne. Nous avons ensuite effectué une
désinfection de la face latérale du métatarse, suivi de la réalisation d'un garrot au niveau du
genou. Cela a permis de mettre en évidence la veine saphene, qui a été ponctionnée a l'aide
d'une aiguille fixée a une seringue de 5 ml. Le sang prélevé a été directement introduit dans
un tube EDTA pour éviter sa coagulation et tube sec. Sur chaque tube, nous avons noté la date
et le numéro de chien correspondant (Figure 18).

Les prélevements sont transférés immédiatement au Laboratoire d’éco-épidémiologie
parasitaire et génétique des populations de I’Institut pasteur d’Algérie pour traitement et

ensemencement.

Figure 18 — Prise du sang veineux au niveau d’une veine saphéne pour un chien, (Original,
2023).

11.2.2.2. - Réalisation de frottis

Les chiens qui présentant des lésions cutanées ont été soumis a un prélévement du

suc dermique, (chien C6 et C19). Apres désinfection et nettoyage de la Iésion. Un

20



Chapitre 11 Matériels et méthodes

prélevement cutané a été effectué par grattage avec un bistouri, a la périphérie de la lésion ou

le parasite est actif (Figurel9).

Figure 19 — Raclage de 1ésion d’un chien (Original, 2023).

11.2.2.3. - Réalisation de la ponction ganglionnaire

La méthode de ponction ganglionnaire est une méthode courante qui permet de
diagnostiquer la leishmaniose, il consiste a prélevé le liquide provenant des ganglions
lymphatiques. La procédure implique I’insertion d’une aiguille fine dans le ganglion, le
médecin vétérinaire alors aspire délicatement le liquide en réalisant 3 a 4 aller-retour (Figure
20). Le contenue de seringue est immédiatement acheminer a proximité du bec bunsen et

directement déposer dans le milieu NNN et SLC.

Figure 20 - Prélevement ganglionnaire (Original, 2023).

11.3. - Méthodes utilisés au laboratoire
11.3.1. - Tri et conservation des phlébotomes

De retour au laboratoire les phlébotomes sont séparés selon leurs sexes. Les
spécimens sont prélevés a 1’aide d’un pinceau fin, une goutte d’éthanol a 90°posée sur
I’insecte pour dissout I’huile et qui permet le prélévement sans trop de dégat, sous la loupe
binoculaire (Figure 21), on transfere les phlébotomes dans des tubes eppendorfs contenant de
I’éthanol a 90°, et chaque tube est identifié par une étiquette portant le code de station de

capture et le numéro de feuille puis conserver pour le déenombrement.
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Figure 21 - Retrait des specimens capturés sur les pieges adhesifs (Original, 2023).

11.3.2. - Protocole de préparation des échantillons sanguins

Les deux tubes EDTA et sec de chaque chien ont été centrifugés a 2500 tr pendant 10
min & température ambiante.
Apres centrifugation, nous avons obtenues trois couches bien séparées le plasma en haut du
tube, la couche leucocytaire au milieu et les globules rouges au fond du tube.
Les tubes sont mis a proximité d’un bec benzéne dans un périmétre de 20 Cm afin d’assurer la
stérilisation de I’air environnant.
Le sérum de tube sec et le plasma de tube EDTA a été transférés dans les tubes Eppendorfs et
garder a -4°C pour une éventuelle technique sérologique.
La couche leucocytaire de premier tube est ensemencée sur les milieux de cultures NNN et
Sérum de lapin coagulé (NNN et SLC), et on rajoute 0,5ml d’eau physiologique et quelques
gouttes d’antibiotique pour empécher toute prolifération de bactéries, les tubes sont incubés a
25°C pendant une semaine.
La couche leucocytaire du deuxiéme tube et transférée dans un tube Eppendorf contenant
0,5ml du tampon.
TE prépares dans la hotte et garder & 4°C pour une extraction d’ADN pour le diagnostic

moléculaire par PCR (Figure 22).

N M
Centrifugation Apparition  de Le serum dans des ]
2500tr  pendant trois couches eppendorf leucocytaire
10min

Figure 22 - Les étapes appliquées dans laboratoire pour les préléevements sanguins
(Original, 2023).
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11.3.3. - Examen direct

Tout d’abord, les cellules présentes sur le frottis sont fixées en les exposants au
méthanol, On laisse sécher le frottis pendant environ 5Sminutes pour assurer une fixation
adéquate En suite, On prépare une solution de Giemsa, (My Grunwald Giemsa). Pourcela, on
dilue 1ml de Giemsa dans 9ml d’eau, afin d’obtenir la concentration souhaitée.

La solution de Giemsa est ensuite filtrée pour éliminer les impuretés. Cette filtration
garantit une coloration uniforme et de qualite.

Une fois la solution est préte, onprocédea la coloration du frottis, on recouvre les
lames avec la solution de Giemsapréparée, en veillant a ce que toute la surface du frottis soit
bien couverte. Les lames sont ensuite laissées a agir pendant environ 30 minutes. Cette
période permet au colorant de pénétrer les parasites et de les rendre visibles sous le
microscope

Les lames sont ensuite rincées a 1’eau courante pour éliminer 1’excés de colorant. Et,
On laisse sécher a D’air libre, Il est important de laisser suffisamment de temps pour que les
lames séchent complétement, afin d’éviter toute altération des parasites lors de la lecture.
Enfin, on passe a la lecture au microscope optique, avec une goutte d’huile a immersion,
généralement avec un grossissement x100. Les parasites Leishmania apparaissent sous leur

forme amastigote (Figure 23).

Etape 1 fixation des Etape 2 preparation de Etape 3 dilution
frottis au méthanol Giemsa lmlde MGG de Giemsa avec
pendant 5min 9ml de I’eau

i ‘\\.E

'
S AT

& N
o

Etape 9 lecteur au  Etape 8 séchage des Etape 7 lavage pour ~ Etape 5 couvrir Iefrottis

microscope lames a Dair libre ¢liminer I'excés de  avec MGG et laisse
MGG séché 30min

Figure 23 - Protocol de la coloration (Original, 2023).

Etape 4 filtration de
Giemsa
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11.3.4. - Examen sur milieux de culture

La culture des parasites est trés importante pour I'isolement du parasite et
I"identification de I'espéce en cause. Le milieu NNN (Novy, Nicolle, MC, Neal) est parmi les
milieux qui sont favorable a la multiplication des formes promastigotes de leishmanies, il
contient de la gélose et du sang.

Devant une flamme du bec bunsen et a I’aide d’une pipette pasteurstérile on prend la
couche leucocytaire et I’ensemence dans un milieu NNN, et on rajoute 1cc de la solution
d’antibiotiques pour éviter les contaminations bactériennes, puis incubé a 25°.0n passe a la
lecture en déposant, une goutte de la phase liquide entre lame et lamelle et on vérifie
régulierement les tubes a essai au microscope 40X pour observer la croissance des parasites
(Promastigotes).

Lorsque la culture atteint une densité appropriée, on préléve une petite quantité de
parasites (environ 10 a 20%), et on la transféré dans un nouveau flacon et on ajoute une
solution d’antibiotique (pénicilline et sterptomycine). Cela permet de diluer les parasites et de
maintenir une croissance continue (Repiquage)

On Surveille attentivement les cultures pour detecter toute contamination bactérienne,
fongique ou d'autres parasites. Si une contamination est détectée, on élimine la culture

infectée et on transfére les parasites non contaminés dans un nouveau milieu frais(Figure24).

Ensemencement Repiquage de Goutte de la phase liquide Lecture au
devant bec bunsen culture entre lame et lamelle microscope

Figure 24 - Les étapes de I’examen sur milieu de culture NNN (Original, 2023).

11.3.5. — Technique d’Immunofluorescence indirecte

Est une technique sérologique basé sur la réaction antigene \anticorps révéle grace a
un second anticorps spécifique du premier, et couplé a un fluor chrome.
L’immunofluorescence est basée sur | utilisation successive de 2 anticorps ; le premier de
type monoclonal reconnait spécifiquement I antigene recherché. Le second anticorps, marque
par un fluorochrome, est dirigé contre I’anticorps primaire .et possédant une haute affinite.
La protéine fluorescente émet de la lumiere, lorsquelle est exposée a une certain longueur

d onde.
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11.3.5.1. - Mode opératoire d’IFI

Les lames sensibilisées d'/AG comportant 18 puits, sont préalablement mises au
réfrigérateur a (-20°C), puis a I'étuve pendant 30 min a 37°C afin de les décongelé puis on
passe a la fixation d'antigéne dans le bac d'acétone, et en seche a I'étuve pendant 30 min.

En deuxieme étape on procéde a la dilution des sérums recueillis dans des tubes
eppendorfs apres centrifugation. Deux témoins sont utilisés, I'un positif et l'autre négatif,
dilués a 1/20.ceux des chiens sont dilués a 1/20,1/40,1/80 avec le PBS, on rajoute a tous les
sérums de PBS. On dépose 10 ml de chaque dilution dans un puits de la lame ,les 2 premiers
puits sont réservés au sérums négative et positive ,les lames sont incubé a I'étuve a 37°C
pendant 10 min, puis lavés soigneusement par aspersion de solution de PBS a l'aide d'une
pissette , puis immergées dans un bac de lavage contient de PBS pendant 10 min ,puis séché
avec seche main ,et on rajoute ensuite dans chaque puits une goutte de conjugué ;et on
laissée a I'étuve pendant 30 min .on lave ensuite les lames aux PBS pendant 5 min puis on les
tempeéres dans un bac de lavage au PBS pendant 10 min puis on seche ,les puits sont ensuite
remplis d'une solution de bleu d'vans (sert a coloré le fond des leishmanies )et on incube a
nouveau a 37°C pendant 15 min ,.a la fin on ajoute 2 a 3 gouttes de glycerine aux lames et on
couvre par lamelle et on observe au microscope a UV a G40 .le seuil de positivé des sérums
est fixé a 1/80 (Figure 25)

Etape 1

-Décongélation les lames a partir de -20
-Sécher les lames dans I’étuve a 37°
-Fixation des lames dans le bec
d’acétone a -20 pendant 10min

-Sécher les lames a nouveau

Etape 2 réalise les dilutions

-Reéaliser la série de dilution a % pour
les sérums témoins et sérums a tester
-Rajouter a tous les sérums 500 ml de
PBS

-Effectuer  ensuite  les  dilutions
1/20,1/40,1/80.
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Etape 3 contact antigéne anticorps
-Déposer une goutte (10 pl) de chaque
dilution dans le puits qui correspond de
la lame.

-Incubation a I’étuve a 37°c pendant
30min.

-Rincer la lame au PBS a 1’aide d’une
pissette.

-Tremper la lame dans un bac de lavage
au PBS pendant 10 min.

-Sécher la lame au séche main.

Etape 4 préparation de conjugé
-Deposer une goutte(10 ul) du conjugai
fluorescent dans chaque puits

-incubation a I’étuve puis séchage

Etape 5 la contre coloration

-Deposer une goutte (10ul) du bleu
d’evans dans chaque puits.

-Lecture de la lame au microscope a
fluorescence (a UV)

Figure 25 - Protocole d’immunofluorescence indirecte (Original, 2023).

11.3.6. — Extraction d’ADN

11.3.6.1. — Extraction d’ADN par la méthode de phénol chloroforme

Résume en trois étapes :

11.3.6.1.1. - Lyse cellulaire

Un tampon de lyse 200ul et de SDS 20ul a 10%sont ajoutés au culot parasitaire pour

casser les ponts disulfures et la bicouche lipidique de la cellule, par la suite la protéinase K

120pl est ajoutée pour digéré les protéines existantes dans la solution et notamment celle qui

sont liés a L’ ADN, vortex puis laisser le mélange incubé a 55° pendant toute une nuit.
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11.3.6.1.2. - Déprotinisation

La dépoétisation de la solution se fait par I’ajout de 200ul phénol /chloroforme /alcool
iso amylique (25v/24v /v) a la solution préparation précédente puis melanger les deux phases
(par retournement ) jusqu’il se forme une émulsion et laisser agir 5 min sur la paillasse .apres
centrifugation a 10000 tours , pendant 15 minutes ,les protéines dénaturées forment un
précipité a I’interface phénol —eau , tandis que ADN reste en solution dans la phase aqueuse

supérieure cette derniére est récupéré delicatement dans un nouveau tube Eppendorf

11.3.6.1.3. - Précipitation

Pour précipiter I’ADN de 1’acétate de sodium,( 1/10 de volume de notre échantillon
donc 20 pl) et deux fois de 1’éthanol absolu (500 pl) ,sont par la suite ajouté a la solution
récupérée préecédemment et centrifuger a 10000 tr / 15 min a + 4°C pendant 15 min , puis le
surnageant sera jeté laver le culot avec de 1’éthanol 70° pour éliminer les sels et centrifuger a
nouveau et sont sechés a température ambiante toute la nuit , apres une nuit de séchage , du
tampon dilution (TE) 50uL est ajouté pour hydrater ’ADN et conservé a -20°C pour une

utilisation ultérieure (Figure 26).

1.Lyse des parasites Ajouter au culot
-200puL de tampon de lyse
-120pl de SDS 10%

-Laisser incuber toute la nuit a 55°

2. Déproteinisation  (sous hotte

chimique).

-Ajouter un volume égale de mélange

phénol chloroforme Alcool isoamylique.
-Mélanger les deux phases (par
retournement)

-Laisser agir sur la paillasse 5min

-Centrifugé a 1300tr pendant 15min

-Aspirer la phase supérieure sans aspirer

I’interphase, et la transférer dans un autre

tube eppendorf
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3.Précipitation

-Ajouté 200 pL d’acétate de sodium.

-Ajouté 500 pL d’éthanol absolue.
-Centrifuger a 12000 g pendant 15 minutes.
-Jeté le surnageant

-Lavé avec 500uL de I’éthanol a 70 %.
-Centrifuger a 12000g pendant 15min.

-Séché a température ambiante toute la
nuit.
-Aprés une nuit de séchage, ajouté 50 pL
TE.

Figure 26 - Protocol d’extraction d’ADN (Original, 2023)

11.3.6.2. — Extraction d’ADN par la méthode de Kit Omega

L’extraction d’ADN est réalisée suivant le Protocol suivant (Figure 27)

11.3.6.2.1. - Lyse

-Ajoute 200pl de la Protéinase K a chaque échantillon

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

-Vortexer

11.3.6.2.2. - Précipitation
-Ajouter 280pl de lysis master mix préparé a chaque échantillon (312,5ul de 1I’isopropanol +
5,5ul Mag-Bind particules RQ pour 1 échantillon).

-Mélange et vortex pendant 10min.

11.3.6.2.3. - Lavage

-Placer la plaque sur un séparateur magnétique, laissé reposer a température ambiante jusqu’a
ce que les particules Mag-Bind RQ soient complétement éliminées de la solution.

-Aspirez et jeter le surnageant sans toucher les particules Mag-Bind RQ. Retirez la plaque du

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

-Vortex pendant 5min

-Placer la plaque sur le dispositif de séparation magnétique, laissé reposer a température
ambiante jusqu'a ce que les particules Mag-Bind RQ soient complétement éliminées de la
solution.

-Aspirez et jeter le surnageant sans toucher les particules Mag-Bind RQ.

-Retirer la plaque du dispositif de séparation magnétique. Ajouter 100ul d’éthanol a 80%
-vortexer pendant 5min pour bien mélange.

-Placer la plaque sur le dispositif de séparation magnétique. Laisser reposer a température
ambiante jusqu’a ce que les particules Mag-Bind RQ soient complétement éliminées de la
solution.

-Aspirez et jeter le surnageant sans toucher les particules Mag-Bind RQ.

-Répétez les étapes 12 a 14 une fois.

11.3.6.2.4. Elution

-Ajouter 100ul de Nuclease Free water dans chaque tube.

-Vortexer pendant 10 min.

-Place la plaque sur le dispositif de seéparation magnétique pour magnétiser les Mag-Bind
Particules RQ, laissé a température ambiante jusqu’a ce que les particules Mag-Bind RQ
soient complétement éliminées de la solution.

-Transférer le surnageant clarifié contenant L’ ADN purifié¢ dans les tubes eppendorf et stocker
L’ADN a -20°C.

R, &~ %
Ajouter 240uL de Vortex pendant Aspirez et jeter le Ajouter 100l
lysis master mix 5min surnageant d’éthanol a 80%

Figure 27 — Les étapes d’extraction d’ADN par la méthode de kit Omega (Original, 2023)
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11.3.7. - PCR (polymerasechain reaction) standard
Est une technique de biologie moléculaire, d’amplification génique in vitro, elle
permet de copier en grand nombre, une séquence d’ADN connu a partir d’une faible quantité.
La PCR est un outil précieux qui peut permettre de détecter des leishmanies chez des
chiens symptomatique et asymptomatique.

11.3.7.1. - Préparation de mix

La préparation du mix se fait sous hotte dans des conditions aseptiques pour éviter
toute contamination du mix (Figure 28). On note nos initiales sur le c6té d’un micro tube PCR
contenant 50 ul de tampon d’extraction de I’ADN. Sous la hotte chimique, on prend un tube
eppindorf, on met amorce R, amorce T, de l'eau, et le master mix.
Note : master mix : il remplace PCR buffer, dNTP, amorce 1, DNA polymérase, Mscl2.
Apres avoir préparé le master mix : on prend 20uL, on le rajoute dans chaque micro tube.
On aspire et on refoule plusieurs fois avec la micropipette pour bien mélanger les réactifs de
PCR.

Figure 28 — Préparation de mix sous hotte chimique (Original, 2023).

11.3.7.2. - Programmation de thermo cycler

Une fois la préparation et la distribution du mix terminé, les micros tubes seront placés
dans le thermo cycler, ce dernier est programme selon le géne. La réaction de polymérisation
en chaine se déroule en 3 étapes qui sont : la dénaturation initiale, 1’hybridation et
I’élongation finale Cet appareil permet d’exposer les tubes a des températures choisies et pour

des durées déterminées par I’expérimentateur (Figure 29).
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Figure 29 — Programmation de thermo cycler (Original, 2023).

11.3.7.3. - Révélation des produits PCR par Electrophorése horizontale sur gel d’agarose
La révélation se fait par le bromure d’éthidium ou BET marqueur d’acide nucléique,
quand il est exposé a des rayonnements ultraviolets, il devient fluorescent avec une couleur

rouge orangée ,20 fois plus intense quand il est li¢ a I’ADN.

11.3.7.3.1. - Préparation de gel d’agarose

On pese 1g d'agarose de qualité et on I’ajoute 100ml de TAE (10 ml de TEB+ 90 ml
de I’eau physiologique). Puis on chauffe le mélange au microonde jusqu‘a la dissolution et
I’obtention d’un liquide limpide. On laisse refroidir le mélange. En le mettant sous 1’eau
courante, Ensuite on ajoute 7 pl de BET.
On verse le mélange dans la cuve apres avoir passionné les peignes, Aprés la polymérisation
du gel on retire les peignes. Et on rajoute de TAE. On Dépose dans chaque puits Sul d’ADN
mélangé avec une goutte (2.5ul) du Bleu de bromophénol.
Les trois derniers puits sont respectivement réservés pour le témoin positif, le témoin négatif
et le marqueur de poids moléculaire. Afin que la migration puisse avoir lieu, un courant
électrique doit passer dans le gel. Pour cela, on branche les électrodes de la cuve a
I’alimentation de maniére a ce que les dépots soient de coté cathode en appliquant une tension
de 80 VM Hz pendant environ une heure. Enfin, quand le colorant de charge arrive a
proximité du front de migration, on coupe 1’alimentation. La révélation des bandes d’ADN se

fait par le trans-illuminateur (Figure 30)
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Peser lg d’agarose Chauffé au micro- : Verse la solution et

et le mettre dans le ondes BET laissé le gel
TBE

Branché les électrodes  Déposer les

Lecture sur table UV de
Transilluminateur dans de I’étuve a 85V échantillons

une chambre noire

Figure 30 - Protocol d’¢lectrophorése sur gel d’agarose (Original, 2023).
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Dans ce chapitre nous allons exposés les résultats de capture des phlébotomes a 1’aide

des pieges adhesifs, et les résultats des prélevements sanguins veineux des chiens.

111.1. - Résultats de capture des phlébotomes
Les résultats de I’inventaire des phlébotomes dans la région de Tizi-Ouzou sont
recenses et regroupés dans le tableau 2.

Tableau?2 - Résultats de capture des phlébotomes

Région ,Nbrl = p{eges\ Nbr. de Nbr. de dePhIZIl?g.tomes
Déposes | Récupére | Phlébotomes? | Phlébotomesd )
capturés
Ouadhia 6 4 12 0 12
Tirmitin 6 5 25 2 27
Boghni 20 16 58 20 78
Tala

N’Zaouche 12 10 35 0 35
Hessnaoua 50 40 169 53 222
Freha 8 5 13 3 16
Total 102 80 312 78 390

L’examen de tableau2 montre que 390 individus de phlébotomes ont été récoltés au
niveau des différentes stations de la région d’étude, grace aux pieges adhésifs sur 102 papiers
huilés, 80 étaient fonctionnels, nous avons remarqué que le nombre de spécimen capturés est
plus important dans la région de Hessnaoua, sur un total de 50 piéges a été déposeé et 40 ont
pu étre récupérés permet la collecte de 275 Phlébotomes , puis la station de Boghni 78
spécimens ont été collecte sur un total de 20 pieges déposé et que 16 récuperes, et le nombre
le plus faible de phlébotomes capturés est dans la station de Ouadhia, sur 6 pieges déposes
que 4 ont été récupéres (Figure 31). (Les stations Taboukert et Mechtras on ’a pas réalisé

I’échantillonnage des phlébotomes).
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50,00% 43,33% m Phlébotomes
femelle
40,00% = Phlébotomes male
30,00%
20,00% 14,87% ,58%
8,97% 3,33%
10,00% . 6.41% 12% °
3,07% . &),76%
0,00% [ | . - —
Ouadhia Tirmitin Boghni Tala Hessnaoua Freha
N'Zaouche

Figure 31 — Répartition des phlébotomes dans la région de Tizi-Ouzou en fonction de sexe et

stations

I11.2. - Résultats des prélévements sanguins des chiens
111.2.1. - Examen direct sur la lame
Parmi les 2 frottis réalisé sur les 2 chiens : y qu’un seul qui a été révélé positif

La figure suivante représente le résultat de I’examen direct du chien positif

Figure 32 — Forme amastigotes de leishmaniose coloré au MGG observé au G*100
(Original, 2023)
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111.2.2. - Résultats de ’examen sur milieux de culture NNN et SLC

Les résultats d’ensemencement sur milieu NNN et SLC apres contrles de 4

semaines sont représentés dansTableau3.

Tableau3— Résultats des cultures sur milieu NNN et SLC

Prélevement Nc,Jr\nbre de Semaine 1l | Semaine 2 | Semaine 3 | Semaine 4 Résultats
prelevement

1 9 03/05/2023 | 11/05/2023 | 17/05/2023 | 24/05/2023 | Contaminés
2 1 03/05/2023 | 11/05/2023 | 17/05/2023 | 24/05/2023 | Contaminés
3 4 11/05/2023 | 17/05/2023 | 24/05/2023 | 28/05/2023 Négatifs
4 7 24/05/2023 | 28/05/2023 | 04/06/2023 | 13/06/2023 Négatifs
5 24 28/05/2023 | 04/06/2023 | 13/06/2023 | 19/06/2023 Négatifs
6 6 28/05/2023 | 06/06/2023 | 13/06/2023 | 19/06/2023 Négatifs

Sur 51 chiens prélevés aucune culture n’a montré la présence de la forme promastigote

-Les prélevements 1 et 2 ont été contaminés a 100%.

-Les prélevements, 3, 4, 5 et 6 ont également donné des résultats négatifs pour tous les

contréles correspondants, donc toutes les milieux NNN et SLC étaient négatives.

111.2.3. - Résultats de ponction ganglionnaire

Le résultat de la ponction ganglionnaire est résumé dans le tableau4.

Tableau 4 -Résultats de ponction ganglionnaire sur milieu NNN et SLC

Prélevement Milieu Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Résultats
1 NNN 11 /06/2023 14/06/2023 18/06/2023 Contaminés
SLC 11/06/2023 14/06/2023 18/06/2023 Négatifs

Le tableau4 montre qu’aprés 3 semaines de contréle le résultat de la ponction

ganglionnaire ensemencé sur le milieu NNN, étais contaminé tandis que celui effectué sur le

milieu SLC étais négatif.

111.2.4. - Résultats d’immunofluorescence indirect (IFI)

Résultats d’immunofluorescence indirect (IFI) sont regroupés dans le tableau 5.

Tableau 5 — Résultats d’immunofluorescence indirecte

Nbr. de Seuil de | Seuil

SErums + positivité Pourcentage | - | Douteux | d’anticorps | Pourcentage
1/20 | 1/40

50 5 1/80 10% 45 28 19 9 56%

+ (Sérums positifs), - (sérums négatifs).
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Sur les 50 sérums des chiens prélevés, Nous avons identifié 5 chiens présentant un taux
d’anticorps égal au seuil de 1/80(Seuil de positivité établie par 1’institut pasteur d’Algérie
pour la technique d’immunofluorescence indirect IFI), soit un pourcentage del0% (Figure
33A) et 45 chien négatifs (Figure 33B), dont 19 sérum douteux avec un seuil de 1/20, et 9
avec un seuil de 1/40 soit un pourcentage de 56%(Figure 34).

Forme
promastigote

fluorescent

A: Présence de corps de B : Absence de corps de
leishmania fluorescents. leishmania.

Figure 33- Représentent le résultat de la sérologie, les images (A et B) sont obtenues apres

Observation au microscope a fluorescence.

50
45
40
35
30
25
20
15
10

ol

Positifs Négatifs Douteux

o

Figure 34-Nombre des chiens positifs négatifs et douteux trouve par IFI

111.2.5. - Résultats de la PCR standard
Les résultats obtenus par PCR standard, réalisee sur 44 ADN de chiens (Figure 35) sont

présentés dans le Tableau 6.
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Tableau6 - Résultats de la PCR en fonction d’age, sexe (9 et &), race et communes.

Nombre d’ADN | Code | Age Sexe | Race Origine Résultats
des chiens

1 C1 6ans Q Chien paria Taboukert Négatifs
2 C2 5ans Q Berger allemand Positifs
3 C3 6ans Q Chien paria Négatifs
4 C4 2ans 3 Chien paria Négatifs
5 C5 5ans Q Askal Négatifs
6 C10 | 4ans Q Chien de chasse Négatifs
7 Cl4 | 2ans Q Askal Positifs
8 C6 7ans 3 Chien paria Tala Positifs
9 c7 lans Q Askal N’Zaouche Positifs
10 C8 2ans Q Carealeonés Négatifs
11 C9 2ans Q Askal Négatifs
12 Cl1 | 3ans ) Berger allemand Négatifs
13 C12 10ans 3 Berger allemand Positifs
14 C13 2ans ) Chien de chasse Positifs
15 C15 | 2ans 3 Catalburun Boghni Positifs
16 C18 5ans a Berger allemand Positifs
17 C19 | lans ) Catalburun Négatifs
18 C20 2ans Q Berger allemand Négatifs
19 C32 | 2ans ) Chien paria Positifs
20 C33 3ans a Braque allemand Positifs
21 C34 | 3ans Q Pointer anglais Positifs
22 C35 lans Q Pointer anglais Positifs
23 C36 | 4ans 1) Pointer anglais Négatifs
24 C46 2ans ) Braque allemand Négatifs
25 C47 lans 3 Berger allemand Positifs
26 C48 3ans 3 Berger allemand Positifs
27 C49 4ans a Berger allemand Positifs
28 C50 | 3ans 3 Chien paria Négatifs
29 C51 | 3ans 3 Chien paria Négatifs
30 C38 | 3ans Q Catalburun Négatifs
31 C25 2ans 3 Berger allemand Ouadhias Positifs
32 C26 10ans 3 Askal Positifs
33 C27 | 4ans 3 Malinois Positifs
34 C28 2ans 3 Chien paria Positifs
35 C29 3ans 3 Berger allemand Positifs
36 C30 5ans ) Ratier de majorque Négatifs
37 C31 lans ) Courant de transylva Négatifs
38 C39 2ans ) Terrier de chasse Mechtras Négatifs
39 C40 lans ) Berger allemand Négatifs
40 C41 | 2ans 3 Malinois Négatifs
41 C42 3ans Q Berger allemand Positifs
42 C43 15ans Q Berger allemand Négatifs
43 C44 7mois Q Chien de chasse Négatifs
44 C45 lans Q Malinois Positifs

Parmi les 44 échantillons traités par la PCR standard, 22/44 se sont révéles positifs,

Soient 50%.
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D’aprés le tableau 6 nous remarquons la prédominance de sexe male avec 15 cas
positif contre 7 cas pour femelle et 1’Age des chiens positifs varié¢ entre moins de 2ans et plus
de 12ans et on remarque que la race berger allemand est la plus dominante. Et parmi les
chiens symptomatiques on a :

Chien C6 : Elle s’agit de chien paria, 4gé de 7ans, qui possede les signes cliniques
suivants (lésions cutanées (Figure 36B), allongement des griffes (Figure 36C)), d’origine de
Tala N’Zaouche de Tizi-Ouzou (Figure 36).

Chien C27 : Elle s’agit d’un Malinois, age de 5ans et qui possede les signes cliniques
(Iésion cutanées), d’origine de Ouadhia (Figure 37).

T+: '
Témoigne C1 C5C19C35 caco c15C6
C11¢c14 m positif

[V } T'

=~ Témoigne

€27 C20C12 3031

négatif
M-marqueur
de poids

moléculaire

Cas positifs c3 Ca2 C48 C32 C46
Migration
D’ ADN sur
le gel
d’agarose

C28C13C7C25C34 C29C45C33

C42 ca1 c47 C7

Figure35 - Résultats de la PCR sur le gel d’agarose de 22 cas positifs (Original, 2023).
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C : Allongement des greffes

Figure 36 — Signes cliniques d’un chien positif d’origine de Tala N’Zaouche (Original, 2023)

A : Chiens Malinois, 5ans

A : Lésions cutanées

Figure 37 -Signes cliniques d’un cas positif d’origine de Ouadhia (Original, 2023).

111.2.5.1. —Répartition des chiens selon les tranches I’age

Les chiens prélevés au niveau de la Wilaya de Tizi-Ouzou étaient dans la majorité

des cas des adultes répartis en 6 tranches d’age (Tableau 7).

Tableau 7 : Répartition des chiens en fonction des tranches d’age

Tranches d’ages Positifs Négatifs Total Pourcentage des positifs

Moins de 2 ans 4 4 8 9,09%
De 2 ansa 4 ans 11 11 22 25%

De 4 ans a 6 ans 4 4 8 9,09%
De 6 ans a 8 ans 1 2 3 2,27%
De 10 ansa 12 ans 2 0 2 4,54%
De 14 ans a 16 ans 0 1 1 0.00%
Total 22 22 44 50%

D’aprés le tableau 7 toutes les tranches d’age sont frappées par la leishmaniose canine,
mais avec des proportions inégales. On remarque que la tranche d’age 2ans a 4ans est la plus
touchés avec 25%, puis la tranche de moins de 2 ans a 6ans avec 9,09%. Ensuit la tranche
d’age de 10 ans a 12ans avec 4,54%. En fin la tranche d’age le moine touchée est de 6 ans a

8ans avec 2,27% (Figure38).
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Figure 38- Répartition des chiens selon la tranche d’age

111.2.5.2. - Répartition des chiens en fonction du sexe
La répartition de la leishmaniose canine en suivant le sexe est consigné dans le tableau 8.

Tableau8- Pourcentage des chiens positifs et négatifs selon le sexe.

Sexe Positifs Négatifs Total Taux de positifs
Male 15 12 27 34,09%
Femelle 7 10 17 15,91%

La répartition des chiens selon le sexe montre que la maladie touche sans distinction
entre les deux sexes (Figure39). Cependant la prédominance est pour le sexe masculin avec
34,09%, contre 15,91% pour le sexe féminin.
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Figure 39 — Répartition des chiens selon le sexe

111.2.5.3. - Répartition des chiens selon la race
La répartition des chiens en fonction de la race est répertoriée dans le tableau 9.

Tableau 9 - Répartition de la leishmaniose en fonction de la race.

Race Positifs Négatifs Total Taux de positifs
Berger allemand 7 4 11 15,91%
Chien paria 3 5 8 6,82%
Askal 5 2 7 11,36%
Malinois 2 1 3 4,55%
Chien de chasse 0 2 2 0%
Catalburun 0 2 2 0%
Pointer anglais 2 0 2 4,55%
Braque allemand 1 1 2 2,27%
Golden retriver 1 0 1 2,27%
Carea leonés 0 1 1 0%
Chien courant grec 1 0 1 2,27%
Ratier majorque 0 1 1 0%
Courant de transylva 0 1 1 0%
Mountain Cur 0 1 1 0%
Terrier de chasse allemand 0 1 1 0%
Total 22 22 44 50%
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Sur la population étudiée qui est composées de 15 races (Figure40) on observe que les
Bergers allemands sont les plus touchées avec une proportion de 15,9%, en deuxieme place
Askal avec un taux de 11,36%, puis Chien paria avec 6,8%, suivant par les Malinois, et
Pointer anglais avec 4,55%, et en termine par les Braques allemands, Golden retriver et Chien
courant grec avec 2,27%.
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Figure 40 — Répartition des chiens selon la race

111.2.5.4.-Répartition des chiens selon les stations d’études
La Répartition de la leishmaniose selon les stations d’études est consignée ci-dessus dans
le tableau 10.

Tableau 10 — Répartition des chiens selon les régions

Région Positif Négatif Totale Taux de positifs
Boghni 9 7 16 20,45%
Mechtras 2 5 7 4,55%
Ouadhia 5 2 7 11,36%
Taboukirt 2 5 7 4,55%
Tala n zaouche 4 3 7 9,09%
Totale 22 22 44 50%

On note que le taux d’infestation enregistré a Boghni est trés important par rapport aux

autres régions avec une proportion de 20,45%, en deuxieme classe on a Ouadhia qui a
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enregistré une proportion de 11,36% et Tala N’Zaouche avec 9,09% enfin Mechtrass et

Taboukirt on a eu peu desujets positifs avec une proportion de 4,55% (Figure41l).

18 = Positifs
16 w Négatifs
14
12
10

8

6

4

2

0

Boghni Mechtras Ouadhias Taboukirt Tala N'Zaouche

Figure 41 — Répartition des chiens selon les régions
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Chapitre IV Discussion des résultats

Dans ce chapitre nous allons discuter les résultats de capture des phlébotomes et les

résultats des prélevements sanguins des chiens.

IV.1. - Discussion des résultats de capture de phlébotomes

Dans notre étude, nous avons capturé un total de 390 phlébotomes. Parmi eux 312
étaient des femelles, ce qui représente 80% de la population capturée, les 78 individus restants
sont des males, soit 20% de la population. Ces résultats different des études précédentes
menées par Mouloua, (2014), qui a rapporté un taux de 72,7% de males et 27,3% de femelles.
De méme, les études de Maouadj et al., (2021) ont déterminé que le nombre de male est
quasiment le double de celui des femelles avec 206 individus males soit 69,12% contre 88
femelles soit 29,53%. Et aussi les études de Chemoune et Ailem, (2022) qui constatant que
les espéces males sont plus nombreux que les femelles, 81 males soit 90% et 9 femelles avec
10%.

V.2 — Discussion des résultats des prélevements sanguins chez les chiens
IV.2.1 — Discussion des résultats d’examen direct

La coloration MGG nous a permis de mettre en évidence le parasite au niveau du
frottis sous sa forme amastigote, qui est un petit organisme intracellulaire de corps arrondi,
trouvé dans les vacuoles du cytoplasme des macrophages et qui n'a pas de flagelle libre.
L'organisme a un noyau relativement grand et un kinétoplaste. D'autres auteurs ont trouve
plus de résultats, par exemple Bouratbine et al., (2005), sur 42 frottis canins, 27 ont été
révélés positifs avec un taux de 64%.
Ainsi le frottis réalisé a partir de la ponction ganglionnaire a été réveélé négatif car le frottis est
condensé et on n'a pas pu visualiser la forme amastigote du parasite. Ces résultats sont en
désaccord avec les études réalisées par Taha et al., (2022), sur 47 frottis des chiens, 26 ont
présenté des formes d'amastigotes dans leurs frottis aprés examen microscopique, confirmant
l'utilité de cette approche pour le diagnostic de la leishmaniose canine, et aussi les études
réalisées par Saridomichelakis et al., (2005), qui ont signalé que la spécificité de la ponction
ganglionnaire était trés élevée et pouvait atteindre 100%, alors que sa sensibilité pouvait

varier de 7,8% a 92,6% au nombre de 79 chiens testés.
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IV.2.2. - Discussion des résultats d’ensemencement sur milieu NNN et SLC

L'utilisation des cultures est utile non seulement pour confirmer le diagnostic mais
aussi pour identifier lI'agent causal, la croissance de ces agents est tres difficile dans les
milieux de cultures et nécessites des repiquages successifs sur d’autres milieux. Dans notre
¢tude aucune culture n’a montré la présence de Leishmania sur 50 prélevements (Prélévement
sanguins et prélevement ganglionnaire) apres un contréle de 4 semaines. Ces résultats
rassemblent avec les résultats trouvés par Tchoketch, (2020) aucune culture n’a montré la
présence de leishmania sur 72 préléevement. Et on désaccord avec les résultats trouvés par
Mouloua, (2014) sur 30 prélévements ensemencés sur milieu NNN et SLC, une seule souche
a pu évoluer normalement et a pu étre identifiée comme appartenant au zymodeme MON-1, et
en désaccord avec les résultats trouvés par Aoun et al., (2003) 19 ponctions ganglionnaires
ensemencent sur milieu NNN et SLC ont été révelés positif et correspondre au zymodéme
leishmania infantum MON-1 et aussi Bouratbine et al., (2005) sur 49 couche leucocytaire
ensemence sur milieu NNN, 29 positifs avec un taux de 59%.
Les cultures négatives peuvent étre expliquées de deux fagons principales, Tout d’abord, la
contamination qui est un probléme majeur, car I’environnement NNN est trés riche en
nutriments, ce qui favorise la croissance des bactéries et des moisissures; De plus, la
croissance du complexe L. infuntum avec ses différents zymodemes (MON1, MON-24,
MON-34, MON-77, MON-80, MON-269) dans des milieux de culture est difficile,
nécessitant des transferts répétés vers d’autres milieux (Benikhlef et al., 2004).

IV.2.3. - Discussion des Résultats d’IFI (immunofluorescence indirecte)

Dans notre étude, nous avons testé un ensemble de 50 sérums et nous avons constaté
que 5 sérums étaient diagnostiqués comme porteurs d'anticorps anti-leishmaniens a une
dilution de 1/80, ce qui représente 10% des chiens séropositifs. Ce résultat est similaire a celui
trouvé par Mouloua, (2014) sur 603 sérums de chiens, 60 ont été positifs avec un taux de
9,95%, de méme Galvez et al., (2020) des anticorps anti-leishmania 1gG ont été détectés chez
176 des 1739 chiens soit une séroprévalence de 10,12%, et Abranche et al., (1983) sur les
572 sérums de chiens examinés par immunofluorescence indirect, 55 se sont revéles positifs
soit 9,6%. De plus, il est proche du résultat de Deddet, (1977) un taux de 11,4% des animaux
étaient séropositifs, et aussi Silva et al., (2007) sur un total de 503 sérums collectés, 62 cas
positifs par la technique de I’TFI soit 12,3% et méme Morosetti et al., (2020) sur un total de

457 chiens examinés pour des anticorps contre L.infantum, 63(13,8%) ont été testés positifs,
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et Rami et al., (2003) qui ont trouvés une séroprévalence de 18,7%sur un total de 257 chiens.
Cependant. Nos résultats different de ceux de Ait Oudhia et al., (2011) dans une étude
épidémiologique sur la leishmaniose canine dans 1’Algérois, trouve une séroprévalence de
25,1% sur un total de 1810 sérums de chiens prélevés et Belazzoug, et al., (1985) qui a
rapporté un taux de 37,5% des chiens positifs. Mais demeure assez loin de ceux de Harrat,
(2006) avec un taux de 42,8% de chiens séropositifs, de méme Bouratbine et al., (2005) sur
40 sérum des chiens testé, 37 sont positifs avec un taux de 93%.et aussi les études réalisent

par Fellah et al., (2014) sur 61 sérums de chiens controlés, 15 ont été positifs soit 24,59%.

IV.2.4. - Discussion des Résultats de la PCR Standard.

Dans notre étude, en plus du diagnostic par immunofluorescence indirecte,
considérée comme une méthode tres efficace dans le diagnostic de la leishmaniose canine,
nous avons utilisé la PCR pour rechercher I'ADN leishmanien. Sur les 44 échantillons d'’ADN
extraits de la couche leucocytaire, nous avons obtenu un résultat positif chez 22 chiens,
correspondant a un taux de 50% d'animaux positifs, ce qui est supérieur au taux de 10%
obtenu par le test sérologique IFI sur le méme échantillon.

Malgré la taille réduite de notre échantillon, ce pourcentage semble cohérent et proche des
résultats trouvés par plusieurs auteurs. Par exemple, Mouloua, (2014) a constaté que sur 106
chiens, 67 présentaient une PCR positive, soit un taux de 64,2%. Cependant, il est loin des
résultats trouvés par Mary, (1994), qui a observé a Marseille, une zone d'endémie de la
leishmaniose canine, un taux de 80% de chiens porteurs de I'ADN parasitaire. De méme,
Lachaud et al., (2002) ont observé une prévalence de 79% lors d'un dépistage de la
leishmaniose canine par PCR et aussi Taha et al., (2022) ont trouvé que sur 137 chiens testés
par PCR, 68% se sont révelés positifs.

Nos résultats sont également supérieurs a ceux trouvés par Arleana et al., (2013). Sur les 430
chiens évalués, I'ADN leishmania a été détecté chez 63 chiens, soit un taux de 14,6%, et
Mohand Kaci, (2015) a dépisté 90 chiens, parmi lesquels 17 sont positifs a la PCR, soit
18,89%, de méme Medkour et al., (2018) ont testé 214 chiens par la PCR, et seuls 10 chiens
sont positifs, soit 4,7%, et Tchoketch, (2020), sur un total de 72 chiens recrutés au niveau de
deux wilayas, Alger au Nord et M’sila au Sud-Est, a révélé un diagnostic positif chez 2 chiens
canins, soit une fréquence de 2,78%. Cazan et al., (2020) dans la méme année ont trouvé que
20,1% (30/149) des chiens étaient positifs pour I’ADN L.infantum. Selon 1’étude de
Bouattour et al., (2021), la PCR a révélé une prévalence de 21,2% (64/302) chez les chiens.
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IV.2.4.1. - Selon la race

Dans notre étude, nous avons observé que la prévalence de la leishmaniose était plus
élevée chez les chiens de race Berger allemand, avec un pourcentage de 15,91%. Cette
constatation est cohérente avec les résultats rapportés dans d'autres études antérieures, par
exemple, Des chercheurs tels que Harrat et al., (1995) ont signalé une présence significative
de cette race parmi les chiens atteints de leishmaniose dans leur échantillon avec un taux de
34%, sur un total de 1223 chiens préleves, 338 ont été des Berger Allemand, et Djerbouh,
(2006) a également constaté que la race berger allemand était prédominante parmi les chiens
prélevés, avec un taux de 54% sur un total de 305 chiens préléves et Miranda et al., (2008)
observé que les races surreprésentées maladie étaient les Berger Allemands avec 13,6%, de
méme Ammam, (2009) a observé que parmi la totalité 59, 17 % des chiens les bergers
allemands se sont révélés malades, et Tchoketch, (2020) sur 72 prélevements des chiens deux
cas ont été des Berger Allemands.

IV.2.4.2. - Selon le sexe

La population étudiée des chiens dans notre étude comprenait une proportion plus
élevée de males avec 34,09% que de femelles avec 15,91%. Ces resultats obtenus sont proche
de celui rapporté par Zaffaronni et al., (1999) qui ont conclu que les chiens males sont plus
sensibles a la leishmaniose que les femelles, et Djerbouh, (2006) avec 65% males et 35%
femelles. Et aussi Miranda et al., (2008) sur un effectif de 390 d’animaux malades 238 ont
été des males soit 61% et 152 femelles soit 39%, et Ammam, (2009) a trouve une
prédominance des males avec 56,21% par rapport aux femelles soit 43,78%.
Ces résultats sont aussi cohérents avec les conclusions de Mohand Kaci, (2015) son résultat
montre que les deux sexes sont touchés d’une fagon tres inégale avec une prédominance des
males 74% sur 90 prélévement, et Tchoketch, (2020) a conclu que les males auraient un
risque plus élevé que les femelles de développer la leishmaniose, sur les 72 prélevements les
deux sexes ont été infectés 1 male soit 50% et 1 femelle soit 50%. Nos résultats supérieurs a
ceux trouvé par Rombola et al., (2021), ont également observés que les chiens males
présentaient un risque plus élevé de contracter la leishmaniose, Sur 218 chiens testés, les taux
de positivité étaient plus éleves chez les chiens males avec 4,90%, cela peut s'expliquer par le
fait que les chiens males sont souvent utilisés comme chiens de garde et passent plus de temps
a l'extérieur que les femelles. Cependant, certains auteurs ne sont pas unanimes quant a

I'influence du sexe sur la prédisposition a la leishmaniose. Par exemple, Cortes et al., (2012)
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n'y a pas trouvé une différence significative entre les males et les femelles. Et aussi Puozzo
en (2012), le sexe ne semble pas étre un facteur prédisposant dans le développement de la
maladie.

En revanche dans notre étude, nous pensons que c’est I’importance de I’effectif sexe masculin
(27 chiens) qui est largement plus important que ’effectif femelle (17 chiennes) et non pas a

la réceptivité de la maladie.

IV.2.4.3. - Selon ’age

Dans notre étude la prévalence de I’infection est observée chez les jeunes adultes,
généralement agés de 2 a 4 ans avec 25%. Cette observation est soutenue par les résultats de
Djerbouh, (2006) qui a constaté une prévalence élevée chez les chiens agés entre 2 et 4 ans,
suivis des chiens agés de 4 a 6 ans, et les résultats de Miranda et al., (2008) dont la
prévalence la plus €levée de la maladie survenant a 1’dge de 2 a 4 ans, et un pic secondaire
survenant a sept ans ou plus. De plus I'étude menée par Ammam, (2009) a révélé une atteinte
des jeunes chiens dont 54,54% étaient dans la tranche d’age entre 2-3 ans, et les résultats de
Tchoketch, (2020) sur 72 prélévements a trouvee 2cas de Lcan dont I’un des deux chiens
positifs était de 2ans, et I’autre était 4gé de 6ans, de méme Mohand Kaci, (2015) a remarqué
que les chiens jeunes et les adultes sont plus touchés avec 12%, et Mouloua et al., (2017), ont
signalé que les chiens ageés de 5 ans et plus sont les plus affectés et présentent une
séroprévalence plus élevée que les chiens plus jeunes car les chiens plus &gés ont connu
plusieurs périodes d'activité des phlébotomes que les chiens plus jeunes.
Cependant, selon les étude d’Alvar et al., (2004) la leishmaniose canine peut affecter des
chiens de tout age, mais la prévalence de I’infection dans certaines tranches d’age a une
distribution bimodale, avec un premier pic chez les chiens < 3ans et un second chez les chiens
de 8 a 10ans, et Zivienjak et al., (2005) sur un totale de 233 chiens, dont I’4ge était de 13
mois a 5ans et qui représente la catégorie des chiens adultes, 83 chiens se sont avérés positifs,
ce nombre important des chiens infectés peut étre lié a leur longue période d'exposition aux

phlébotomes.

IV.2.4.4. — Selon les régions
La fréquence des chiens PCR positifs varie d'une station a l'autre dans la région de
Tizi-Ouzou, et elle ne présente pas de similarités a travers les cing stations d'étude. A Boghni,

le taux le plus éleve de cas de leishmaniose canine a été observe, ou 9 chiens sur 16 étaient
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PCR positifs, soit 20,45%. D'autres auteurs, comme Mouloua, (2014), ont constaté une
prévalence au niveau de la dépression de Dra ElI Mizan, avec un taux de 16,32%, et un taux
maximal de 22,1% relevé a Tizi Gheniff. De méme, Mouloua et al., (2020) dans le cadre
d'une étude portant sur 559 chiens sélectionnés au hasard parmi les différentes strates
écologiques de la région de Tizi-Ouzou, ont constaté que la dépression de Dra El Mizan était

la plus touchée, avec un taux de 17,12%
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La leishmaniose est une infection parasitaire extrémement répandue dans le monde,
notamment le pourtour méditerranéen. En Algérie, elle représente un probleme majeur de
santé humaine et animale et la surveillance de cette maladie & transmission vectorielle
demeure primordiale notamment dans la grande Kabylie qui constitue la région la plus
touchées par cette maladie. Notre travail a permis d’évaluer la situation épidémiologique de la
leishmaniose canine dans la région de Tizi —Ouzou

La premiére étude portait sur un inventaire de la faune des phlébotomes qui nous a permis
d’identifié un total de 390 individus, répartis entre 78 males et 312 femelles.

Tandis que la seconde étude, menée sur une analyse de la situation épidémiologique de la
leishmaniose canine. Parmi les 50 chiens étudiés, 5 ont été testés positifs par
Immunofluorescence indirecte IFI, indiquant une circulation active du parasite dans la
population canine ; De plus, 22 chiens ont été testés positifs par PCR standard, confirmant la
présence de l'agent pathogene, grace a cette méthode de détection moléculaire.

Cependant, aucune culture NNN n’a révélé la présence du parasite. Par contre, I'examen direct
des échantillons par coloration au MGG a permis d'observer la présence de formes
amastigotes, qui sont la forme intracellulaire du parasite dans I'organisme hote. Ces résultats
combinés indiquent clairement la présence active de la leishmaniose canine chez les chiens
étudiés. Bien qu'aucune culture NNN n‘ait révélé la présence du parasite, cela ne signifie pas
nécessairement que les chiens étudiés sont exempts de la maladie, de plus la culture des
parasites peut étre difficile et depend de divers facteurs, tels que la qualité de I'echantillon et
les conditions de culture. Les résultats positifs obtenus par d'autres méthodes de diagnostic
suggerent que la maladie est présente malgré I'absence de culture NNN positive.

D'aprés notre étude, la race Berger Allemand était prédominante parmi les chiens atteints de
leishmaniose canine dans la région de Tizi-Ouzou en Kabylie. De plus, nous avons observe
que la tranche d'age la plus touchée était de 2 a 4 ans, et que le sexe prédominant parmi les
chiens atteints était les males, le taux d’infestation enregistré dans la station de Boghni est tres
important par rapport aux autres stations. Ces informations supplémentaires soulignent
certains facteurs de risque potentiels associés a la prévalence de la maladie dans cette
population spécifique.

Les résultats de cette étude indiquent la présence active de la leishmaniose canine dans la
région de Tizi-Ouzou. La combinaison de chiens séropositifs, de résultats positifs par PCR,
d'observation de formes amastigotes et de I'évolution mortelle de la maladie souligne

Iimportance de prendre des mesures préventives et de mettre en place des stratégies de
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contrble pour protéger la population canine contre cette maladie grave et a prévenir la
transmission de la maladie aux étres humains, renforcant ainsi la santé publique dans la
région.

Perspectives :

L’ Algérie ainsi que la Kabylie sont connues depuis longtemps comme étant le foyer le plus
actif de la leishmaniose canine, Et il est important de maintenir une surveillance
épidémiologique réguliére de la maladie dans la région de Tizi-Ouzou et dans d’autres
régions, cela permettrait de suivre 1’évolution de la maladie.

Le contrdle des vecteurs (phlébotomes) qui est essentiel pour prévenir la transmission de la
maladie, des études peuvent étre menées pour évaluer 1’efficacité de différentes méthodes de
lutte contre les phlébotomes, telles que 1’utilisation de moustiquaires, répulsives ou
d’insecticides.

Une approche interdisciplinaire impliquant des vétérinaires, des épidémiologistes, des
entomologistes et d’autres experts est essentielle pour une gestion efficace de la leishmaniose
canine. Et la collaboration entre les différentes parties prenantes permettra d’échanger des
connaissances, de partager des bonnes pratiques et de mettre en ceuvre des stratégies intégrées

de prévention et de controle.
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Résumé
Dans le cadre de I’étude épidémiologique sur la leishmaniose canine dans la région de Tizi-
Ouzou, qui se trouve au Nord-Est de I'Algérie, nous avons entrepris une série d'analyses et de
recherches dans différentes stations. Les résultats de I’échantillonnage des phiébotomes réalisé
par la méthode des pieges adhésifs a permet I”identification d’un total de 390 individus, répartis
entre 78 madles et 312 femelles. 50 prélevement canins ont ét¢ ensemencée sur milieu NNN et
SLC, ont tous démurés négatifs, ainsi la coloration MGG effectues sur 2 frottis cutanées, a
donné un seul résultat positif. Sur I’ensemble des prélévements canins testé par
I'immunofluorescence indirecte, 5 chiens étaient séropositifs avec un pourcentage 10%. Pour
confirmer ces résultats, nous avons utilisé la technique de la PCR standard sur 44 échantillons,
parmi lesquels 22 chiens ont été diagnostiqués positifs, représentant ainsi 50% de l'ensemble
des chiens testés. Nos analyses ont également révélé que les chiens males étaient davantage
touchés par la maladie, avec un taux d'infection de 34%. La tranche d'dge la plus affectée était
celle des chiens 4gés de 2 4 4 ans, avec un taux de 25%. En ce qui concerne les races, les Bergers
allemands étaient les plus touchés, représentant 15,91% des cas. Enfin, parmi les différentes
stations étudiées, il a été observé que la station de Boghni présentait un taux d'infestation plus
¢leveé que les autres, avec un pourcentage de 20,45%.
Mots clés : Phlébotomes ; chien ; Leishmaniose canine ; Immunofluorescence indirecte ; Milieu
NNN ; PCR standard ; Région de Tizi-Ouzou.
Abstract
As part of the epidemiological study on canine leishmaniasis in the Tizi-Ouzou region, which
is located in the northeast of Algeria, we have undertaken a series of analyzes and research in
different stations. The results of the sandfly sampling carried out using the adhesive trap method
allowed the identification of a total of 390 individuals, distributed between 78 males and 312
females. 50 canine samples were inoculated on NNN and SLC medium, all were negative, thus
the MGG staining carried out on 2 skin smears gave a single positive result. Of all the canine
samples tested by indirect immunofluorescence, 5 dogs were seropositive with a percentage of
10%. To confirm these results, we used the standard PCR technique on 44 samples, among
which 22 dogs were diagnosed positive, thus representing 50% of all dogs tested.
Our analyzes also revealed that male dogs were more affected by the disease, with an infection
rate of 34%. The age group most affected was dogs aged 2 to 4 years, with a rate of 25%. When
it comes to breeds, German Shepherds were the most affected, accounting for 15.91% of cases.
Finally, among the different stations studied, it was observed that the Boghni station had a
higher infestation rate than the others, with a percentage of 20.45%.
Keywords: Sandflies; dog ; Canine leishmaniasis; Indirect immunofluorescence; Middle NNN;
Standard PCR; Tizi-Ouzou region.
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