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La leishmaniose est une maladie infectieuse tropicale/subtropicale qui est transmise par 

la piqûre infestante des phlébotomes femelles hématophages [1,2]. Ceux sont des parasitoses 

animales et humaines dont leurs agents causales sont les Leishmania (L.), des protozoaires 

flagellés appartenant à l’ordre des Kinetoplastidae [3,4]. La plupart des leishmanioses humaines 

sont zoonotiques [5]. Lors de la piqûre, les parasites sont injectés dans le sang et ingérés 

essentiellement par les macrophages à l’intérieur desquels ils bloquent la réponse immunitaire 

et se multiplient jusqu’à atteindre d’autres tissus du corps [6,7].  

L’infection peut se manifester principalement sous forme cutanée (LC), généralement 

guérissable, sous forme viscérale (LV), plus grave et potentiellement mortelle, ou bien sous 

forme cutanéo-muqueuse (LCM), sévèrement mutilante. Cette variabilité de l’expression 

clinique dépend de l’existence d’espèces parasitaires distinctes mais également de la réponse 

immunitaire de l’hôte infecté [8,9]. 

Malgré les avancées de la recherche, la Leishmaniose constitue encore un grand 

problème de santé publique surtout dans les pays en voie de développement en raison de sa 

mortalité/morbidité, la difficulté de la mise en évidence du parasite responsable par les 

méthodes usuelles comme l'examen direct (ED) et les problèmes liés aux traitements (souches 

de Leishmania résistantes, toxicité, coût,…) [10–13]. 

Selon les données de l’OMS, environ 350 millions de personnes de la population 

mondiale sont exposées à ce risque infectieux dans un total de 98 pays et le nombre de personnes 

infectés par différentes espèces de Leishmania s’élève, à quelque 12 millions [14]. Cette 

situation préoccupante tend à s’amplifier avec la co-infection Leishmania-VIH fréquentes dans 

plusieurs régions notamment le bassin méditerranéen [15]. 

La leishmaniose est connue en Algérie depuis longtemps, elle a été identifiée par la 

première fois en 1860 pour la LC [16] et en 1911 pour la LV [17]. 

Les leishmanioses occupent deux zones bioclimatiques distinctes : au Nord, à l’étage 

Subhumide, s’observe une forme endémique dont l’agent pathogène est une variétée 

enzymatique de L. infantum responsable de la LV et au Sud, à l’étage aride, sévit la forme 

endémoépidémique de la leishmaniose zoonotique (LCZ) due à L. major. Néanmoins, il existe 

une autre forme de la LC : la leishmaniose cutanée sporadique du Nord (LCS) [18]. 

Donc, la leishmaniose cutanée et à un degré moindre la leishmaniose viscérale sévissent à l’état 

endémique. L’algérie est compté parmi les dix pays les plus touchés dans le monde [19]. En 
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plus, un changement du profil épidémiologique des leishmanioses a été observé avec leurs 

extension en dehors des anciens foyers, l’augmentation de leurs incidences annuelles et la 

possibiliter de coexister au niveau d’un même foyer [20]. 

Dans ce travail, nous allons apporter l’état des lieux de la situation générale de cette 

parasitose en Algérie et surtout dans notre région d’étude. 

Dans le premier objectif, et afin de démontrer que la prise en charge est souvent mise 

en défaut par la complexité des cas, nous avons réalisé une étude prospective sur la prise en 

charge  des  leishmanioses  cutanées et viscérales  chez  différents patients reçus au sein du 

« Laboratoire de Parasitologie/Mycologie » et qui sont des externes ou des hospitalisés dans 

différents services tel que : le service de « Pédiatrie », le Service  des  « Maladies  Infectieuses 

»   et le Service  de la « Médecine interne ». 

Il faut noter que le diagnostic biologique des leishmanioses repose sur la mise en 

évidence du parasite par examen direct [21]. Cette technique qui peut être couplée avec la 

culture in vitro du parasite [22]. Toutefois, cette dernière est une technique exigeante et 

fastidieuse [23]. Les techniques immunologiques peuvent présenter un choix alternatif tout en 

tenant compte de la spécificité et la sensibilité de chacune [24]. 

Enfin, en plus de la situation endémique de la leishmaniose en Algérie, le problème de 

la co-existance des espèces de Leishmania qui se pose au sein d’un même foyer et l’incapacité 

de les distinguer par les outils parasitologiques et immunologiques. Le recours à la LMEE ou 

des techniques de Biologie moléculaire est obligatoire. C’est dans ce cadre que se place notre 

second objectif à savoir la mise au point et la validation de techniques PCR, simples et fiables 

permettant de diagnostiquer et identifier le parasite Leishmania et déterminer au même temps 

l’espèce en question, en utilisant une technique d’extraction d’ADN simple, à partir des lames, 

où les parasites ont été étalés pour préparation à l’examen direct, sans recours à la culture 

cellulaire du parasite. 

Au début, nous décrirons, avec une revue de littérature, tous ce qui concerne l’agent 

pathogène dans son contexte biologique en insistant sur la démarche clinique et diagnostique 

de la leishmaniose. 

Une série des cas enregistrés durant la période de l’étude (2011-2013) est présentée dans 

une deuxième partie de notre thèse. Nous discuterons les caractéristiques épidémiologiques,  la 

présentation  clinique typique et/ou atypique chez les différents patients immunocompétents et 
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immunodéprimés par le VIH. Aussi, la démarche utilisée pour poser le diagnostic 

parasitologique, immunologique et par PCRs des leishmanioses ainsi que l’identification des 

espèces parasitaires causales. 

La troisième partie de ce travail est consacrée à la présentation et la comparaison des 

résultats obtenus. A la fin, une approche du cycle parasitaire dans notre région basée sur nos 

résultats obtenus sera présentée. 

Donc, les objectifs globaux de ce travail sont les suivants : 

 Etablir le profil épidémiologique de la leishmaniose cutanée et viscérale dans le Nord-

Est Algérien (la région d’Annaba surtout).  

 Optimiser le diagnostic de la leishmaniose par différentes techniques  de diagnostics : 

parasitologiques, immunologique et moléculaire. 

 Identification des espèces responsables de la leishmaniose dans la région d’étude. 

 Etude statistique des résultats obtenus. 
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CHAPITRE I. Leishmania et leishmanioses 

Les leishmanioses demeurent aujourd’hui encore un grave problème de santé publique. 

Cette parasitose fait partie des maladies négligées des tropiques [25,26]. 

Ce premier chapitre traite des généralités sur cette parasitose, du parasite, de son insecte 

vecteur, leurs réservoirs, les formes cliniques ainsi que leurs distributions géographiques.  

1. Generalités sur les leishmanioses 

1.1. Définition des leishmanioses 

"La leishmaniose" est un nom donné aux maladies dues aux protozoaires parasites du genre 

Leishmania [27], famille des Trypanosomatidae [28,29] dont plus de 20 espèces sont 

pathogènes pour l’homme [30]. Ce sont des anthropozoonoses [31–35]. Ils sont des flagellés 

endocellulaires qui parasitent les cellules du SRH (Système Réticulo Histiocytaire) [36,37] : les 

cellules mononuclées [36]. Ces parasites obligatoires dihétéroxènes [38,39] affectent de 

nombreuses espèces de mammifères domestiques et sauvages (une zoonose) [28,40,41] 

auxquelles ils sont transmis par la piqûre infestante d’un insecte diptère vecteur hématophage 

[20,42,43] appartenant au genre Phlebotomus dans l’Ancien monde et Lutzomyia dans le 

nouveau monde [14,44]. 

L’infection est responsable de manifestations cliniques très variés allant des simples lésions 

cutanées à guérison spontanée aux infections viscérales pouvant être fatales en absence de 

traitement [8]. 

1.2. Historique 

Les leishmanioses sont des maladies parasitaires très anciennes : la première description 

clinique était des leishmanioses tégumentaires d’Amérique latine datant du XVIème siècle. 

Cependant, bien avant cela, des visages présentant des mutilations facials probablement dues à 

des leishmanioses cutanéo-muqueuses étaient déjà représentés sur des figurines provenant du 

Pérou et d’Equateur (400-900Avant js) [45]. 

En 1824, en Inde, les médecins remarquent pour la première fois la LV, confuse avec la malaria. 

On lui a donné son nom traditionnel « kala-azar », qui signifie « la fièvre noire ». 

En 1882, McNaught donne la première description clinique moderne de cette maladie. 

En 1885, Cunningham découvrit les parasites dans un prélèvement de « bouton d’Orient » en 

Inde et Il a cru que ça été des mycoses. Borovsky a aussi observé des amastigotes dans des 

biopsies des lésions cutanées et il les a identifiés comme des protozoaires dans ces études à 

Turkménistan [45,46]. 
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En 1900, Sir William Leishman a découvert le parasite Leishmania [45] dans des frottis de la 

rate d’un soldat mort en Inde. 

En 1903, Charles Donovan identifia le même parasite dans des biopsies de rate des patients que 

l’on croyant morts par malaria chronique [47,48]. 

En 1903, Laveran et Mesnil ont cru que cet organisme est un piroplasme et ils l'ont nommées : 

"Piroplasma donovani". Ross a modifié plus tard ce nom à :"Leishmania donovani" [45]. 

En 1921, les frères Sergent et leurs collaborateurs établissent le rôle de vecteurs des 

phlébotomes en réussissant la transmission du « bouton d’Orient » par application de broyats 

de ces insectes sur les scarifications cutanées [49,50]. 

En 1942, Niyogi et Ray inaugurèrent les tests immunologiques avec une déviation du 

complément. 

A partir de 1970, Chance mis en place la caractérisation isoenzymatique des souches de 

leishmanies. 

A partir de 1985, Les premiers cas de co-infection VIH-  Leishmania furent signalés. 

En 1987, Lainson et Show découvraient le sous genre viannia [51,52]. 

Aujourd’hui, différentes études apparaissent sur plusieurs sujets concernant les leishmanies 

comme : le génome, l’immunité, le diagnostic, le traitement, le séquençage du génome de 

Leishmania sp.,... 

2. L’agent responsable 

2.1. Taxonomie des Leishmania 

2.1.1. Les critères de la taxonomie 

La taxonomie des leishmanies représente des difficultés liées au parasite lui-même : 

ressemblance morphologique et absence de reproduction sexuée [45]. Par conséquence, elle a 

été basée sur un ensemble de caractères « extrinsèques » afin de construire une classification 

cohérente. La taxonomie est basée sur le comportement du parasite dans le vecteur [51]. Le 

genre Leishmania a été divisé en 2 sous-genres selon la position des parasites autour du pylore 

de l’insecte vecteur :  

‐ Le sous-genre Leishmania (Saf’janova. 1982) à développement suprapylorique (en amont) 

‐ Le sous-genre Viannia (Lainson, 1987) à position péripylorique [45]. 

Cette classification était établie sur des données cliniques, épidémiologiques et sur les 

caractéristiques biologiques des parasites chez les animaux de laboratoire et chez les vecteurs 

[53]; tandis que la classification actuelle privilégie des critères biochimiques et 

immunologiques d’investigation. C’est l’électrophorèse des isoenzymes (MLEE) [51]. 
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Actuellement, la MLEE demeurt incapable de distinguer précisément entre les différents 

espèces d’où la nécessité d’aboutir à d’autres techniques (comme le montre la phylogénie) et 

de réviser la nomenclature actuelle [54]. 

2.1.2. Taxonomie 

Ce protozoaire flagellé est de l’ordre des Kinetoplastidae et la famille des 

Trypanosomatidae. Les Trypanosomatidae sont répartis en 9 genres dont Leishmania qui 

contient deux sous-genres, Leishmania (appartient a l’Ancien et le Nouveau Monde) et Viannia 

(appartient au nouveau monde) [51,52] (Figure 1). 

Le genre Leishmania est composé de plusieurs espèces qui causent une panoplie de 

manifestations cliniques [55]. 

2.2. Morphologie 

2.2.1. La leishmanie 

Les Leishmania sont des eucaryotes unicellulaires pourvus d’un organite spécifique aux 

kinétoplastidés, le kinétoplaste, situé en position antérieure. La composition cellulaire des 

Leishmania inclue des organites plus classiques tels que le noyau, le flagelle et sa poche 

flagellaire ou encore l’appareil de Golgi. La membrane plasmique est composée principalement 

de glycolipides de haut poids moléculaire, de glycoinisitol-phospholipides (GIPLs) de faible 

poids moléculaire et de protéines membranaires [56]. 

2.2.2. Les formes parasitaires 

Le parasite est dimorphique, amastigotes intramacrophagiques chez les hôtes vertébrés dont 

l’homme et promastigotes libres dans l’intestin du phlébotome. Un stade sexuel n’a pas été 

identifié [45]. Ils se multiplient aux deux stades par division binaire simple [55]. 

2.2.2.1. Forme promastigote 

Les promastigotes sont des parasites extracellulaires très mobiles. Munie d’un flagelle 

antérieur, cette forme est issue de la forme amastigote aspirée par le phlébotome au cours d’un 

repas sanguin. Il s’agit d’un organisme qui a un corps long (environ 10 à 25μm) et mince (2μm) 

(Photo 1). Le noyau est approximativement central, le kinétoplaste est situé en position 

antérieure et le flagelle libre s’échappe à l’extrémité antérieure. Cette forme se développe par 

scissiparité dans l’intestin moyen du phlébotome puis migre jusqu’au  pharynx. Les amastigotes 

se transforment en promastigotes aussi en culture (Photo 1). 
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Figure 1. Taxonomie des Leishmania pathogènes pour les humains [47]. 
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Photo 1. Formes parasitaires de Leishmania sp. 

(A) Des promastigotes en culture colorés par MGG [57]; (B) Rosette de promastigotes procycliques en culture [58]; (C) Les amastigotes [59]. 

Pendant la phase de culture exponentielle les promastigotes dites procycliques se 

multiplient par scissiparité longitudinale. 

Quand la culture atteint son plateau la majorité a évolué en promastigotes métacyliques qui sont 

seuls infectieux pour les macrophages mais qui ne se multiplient plus à moins qu’ils ne soient 

phagocytés et ensuite évoluent en amastigotes [58]. 

2.2.2.2. Forme amastigote 

C’est la forme intracellulaire des leishmanies que l’on retrouve à l’intérieur des 

macrophages des mammifères, au sein de vacuoles parasitophores des cellules du SRH des 

hôtes vertébrés et dans les cellules mises en culture. Il s’agit de petits corpuscules ovalaires ou 

arrondis de 2,5 à 6,5 μm de diamètre [60] (Photo 1-(C)), immobiles, enveloppés d’une 

membrane bien définie, présentent en microscopie optique après coloration panoptique de 

routine (MGG) deux inclusions pourpres juxtaposés caractéristiques: le noyau, arrondi, et le 

kinétoplaste en bâtonnet plus sombre à la base de la poche flagellaire [45,58]. 

Ils sont anaérobies, acidophiles et capable de résister aux hydrolases lysosomales et sont 

donc parfaitement adaptés aux conditions de température et de pH des vacuoles parasitophores 

des macrophages. Cette résistance est due à la présence des protéines telles que la hsp70 qui 

protège le parasite contre le stress oxydatif déclenché lors de son entrée dans le macrophage 

[61]. 

2.2.3. Ultrastructure des Leishmania 

Une cellule de Leishmania a une grande variabilité morphologique entre les différentes 

espèces, et même durant le cycle de vie d’une même espèce. Le premier constat de 

l’organisation de ces cellules est l’abondance d’organites en copie unique. Les Leishmania ont 

un seul flagelle, une seule mitochondrie, un seul appareil de Golgi face à la poche flagellaire et 

un seul noyau dont la membrane externe est fusionnée au réticulum endoplasmique. Cette 

(A) (C)(B) 
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organisation a pour rôle une régulation précise de la réplication des organelles lors de la division 

cellulaire [62] (Figure 2). 

 
Figure 2. Organisation cellulaire de Leishmania [63]. 

(A) Ultrastructure d’un amastigote de Leishmania sp.; (B) Ultrastructure d’un promastigote de Leishmania sp. 

(A) 

(B) 
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2.2.4. Structure biochimique des formes promastigotes et amastigotes 

Les composants de la membrane du parasite Leishmania sont parmi les meilleurs 

caractéristiques des protozoaires parasites, ils peuvent être subdivisés en 2 groupes :  

‐ Le premier groupe : sont identifiés par leurs fonctions, ils sont présentés par un nombre 

faible de copies par cellule et ont un mode catalytique (ex: transporteurs, ectoenzymes,…). 

‐ Le second groupe : sont identifiés parce qu’ils sont des composants majeurs de la structure 

membranaire. Trois parmi eux sont les plus importants : gp63 (promastigote surface 

protease, PSP), lipophosphoglycane (LPG) et glycosylphosphatidylinositols (GIPLs) [64]. 

Les différents stades du parasite Leishmania peuvent être identifiés selon leur morphologie ou 

leur emplacement dans le tube digestif du vecteur mais également selon les molécules qui 

composent leur surface. 

Les promastigotes sont recouverts d’un glycocalyx alors que les amastigotes en sont 

presque complètement dépourvus [65]. Ce manteau est constitué de composés glycosylés et de 

protéines ayant tous une ancre de glycosylphosphatidylinositol (GPI). 

Chez les promastigotes, la molécule de surface la plus abondante est le 

lipophosphoglycan (LPG). Sa structure (Figure 3) varie d’une espèce de Leishmania à l’autre 

mais est principalement composée d’unités répétées d’un disaccharide et d’un phosphate 

suivant l’ancre GPI. Les espèces se différentient par la présence de chaînes latérales de 

glycanes, ainsi que par la composition et la situation de celles-ci sur la structure de base du 

LPG. Cette molécule de surface est très importante dans l’infection des phlébotomes et joue un 

rôle dans l’interaction avec les macrophages de l’hôte mammifère [9,66]. 

 

Figure 3. Structure du lipophosphoglycane [67]. 

Le LPG est composé d’une coiffe, d’unités répétées, d’un glycane et il est ancré dans la membrane plasmique par un lipide. Les formes 

tronquées engendrées par les mutants lpg1- et lpg2- de L. donovani sont indiquées par les flèches. 
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Il ya 2 molecules associés au LPG : « the kinetoplastid membrane protein » (KMP-II) nomée: 

LPG-assoclated protein (LPGAP) et « the gene B protein », elle se trouve entre le LPG et le 

GIPL [64]. 

La deuxième molécule importante chez le promastigote est une métallo-protéase 

nommée : la glycoprotéine gp63 qui est aussi connue sous le nom de leishmanolysine ou MSP 

(Major Surface Protein) ou PSP (Promastigote Surface Protein) [68]. Elle est ancrée dans la 

membrane grâce au résidu GPI. Elle est environ 10 fois moins abondante que le LPG mais tout 

comme lui, elle recouvre toute la surface du parasite [66].  

Les promastigotes expriment 500 000 copies de gp63 par cellule soit 1 des protéines 

cellulaires au contraire des amastigotes ou elle est exprimée à des nivaux bas [69]. Cette 

protéine est présente sous différentes isoformes selon le stade de développement et l’espèce de 

Leishmania étudiée ce qui va avoir un effet sur la pathogénicité. Son expression est 

considérablement augmentée au stade métacyclique [70](figure 4). Le polymorphisme du gène 

gp63 est strictement dans les régions codantes pour les domaines de surface de cette protéine 

[71]. 

 

Figure 4. Diagramme de l’organisation du gène gp63 chez L. chagasi [72]. 

De gauche à droite, les copies mspS (exprimées à la phase stationnaire), les copies mspL (exprimées en phase logarithmique), la copie mspC 

(exprimée constitutivement) et la copie mspS4. 

Une autre classe de glycolipides ayant une ancre GPI est le phospholipide de 

glycosylinositol (GIPL). Ces molécules sont 10 fois plus abondantes que le LPG [9].   

Certaines molécules peuvent aussi être sécrétées par le parasite telles que les 

phosphatases acides et les protéophosphoglycanes (PPG) [73,74]. 

Concernant les molécules retrouvées à la surface des amastigotes, on observe deux 

différences majeures : une diminution marquée de l’expression du LPG [75] et la localisation 

de la majorité des gp63 dans la poche flagellaire du parasite [70,76]. 
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3. Le vecteur 

3.1. Définition et taxonomie 

Les vecteurs de transmission de la leishmaniose sont de l’ordre Diptera, de la famille des 

Psychodidae et de la sous-famille des Phlebotominae [77] qui compte actuellement 700 espèces 

décrites dans 6 genres [78]. Les vecteurs sont relativement des aviateurs faibles [45,79]. 

Il existe un genre prédominant dans le Nouveau Monde, Lutzomyia et un dans l’Ancien 

Monde, Phlebotomus qui sont responsables d’à peu près toutes les transmissions connues du 

parasite Leishmania aux humains (Tableau 1).  

Sur 81 espèces de mouches, au moins 19 ont été confirmées comme vecteurs des différentes 

espèces de Leishmania [77]. Seule la femelle transmet la maladie en prenant un repas sanguin 

chez l’hôte qui servira au développement des œufs [80]. 

Tableau 1. Informations générales sur les phlébotomes [79]. 

Taxonomie Psychodidae: Phlebotominae  

Distribution les tropiques, subtropiques, régions tempérées chaudes 

Genres pathogènes 

aux humains 

Nombreuses espèces des Phlebotomus et Lutzomyia 

Stades hématophages Femelle 

Pathogènes Nombreux arbovirus du 

Bunyaviridae (Phlebovirus) 

Bartonella bacilliformis Leishmania sp. 

Principales maladies 

causes 

Fièvre de Pappataci, Fièvre 

de phlébotome de Toscana 

Fièvre d’Oroya, Verruga 

peruana (maladie de 

Carrion) 

Différentes formes de 

leishmaniose viscérale et 

cutanée 

Il faut noter qu’il existe une forte relation entre l’espèce de phlébotome et l’espèce de 

Leishmania qu’il transmit [81], mais il existe aussi quelques cas exeptionnels récement 

découverts [82]. 

3.2. Morphologie 

Le vecteur appartient à une famille d’insectes diptères nématocères [81]. C’est un petit 

insecte avec une longueur de corps dépassant rarement 3 mm  et sont jaunâtres avec des yeux 

sombres, leur corps est couvert de soies et ils présentent des ailes lancéolées dressées [83] 

(Figure 5). Ce sont des insectes à activité crépusculaire et nocturne, dont le développement 

(oeuf, quatre stades larvaires et nymphe) se déroule dans la terre humide (Figure 6) [84]. 
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Figure 5. L’agent responsable : le phlébotome [85]. 

(A) Le corps; (B) La tête. 

 

Figure 6. Cycle de développement du phlébotome [86]. 

3.3. Mode de transmission des leishmanies 

3.3.1. Vectorielle 

La piqûre infectante du phlébotome représente le mode habituel de contamination. Donc, la 

présence du phlébotome conditionne la répartition de la maladie [87]. 

(B) (A) 

 7-8 semaines 

 T° = 20-25°C 

 17 heures de lumière, 7 heures 

sombres
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3.3.2. Les autres modes 

Des cas exceptionnels de transmission transplacentaire et par la transfusion sanguine ont 

été rapportés dans la littérature. La transmission particulièrement par l’échange de seringue 

usagée, est incriminé pour expliquer l’atteinte élevée des toxicomanes intraveineux au cours de 

la co-infection leishmaniose/SIDA dans le sud de l’Europe surtout en Espagne [43,88–90]. Les 

voies transfusionnelle et congénitale sont rares [80]. 

3.4. Espèces de phlébotomes en Algérie 

En Algérie, 22 espèces de phlébotomes ont été recensées et identifiées par Belazzoug 

(1991), dont 12 du genre Phlebotomus et 10 du genre Sergentomyia.  

Concernant la leishmaniose viscérale, depuis les travaux de Parrot, Donatien et Lestoquard 

en 1930, le vecteur est identifié comme étant Phlebotomus (Larroussius) perniciosus 

(naturellement infesté par Leishmania infantum zymodème MON 1) [91]. D’autres espèces du 

genre Phlebotomus et le genre Sergentomyia ont été trouvées récement au Sud Algérien comme 

étant des vecteurs de la LV [92]. 

Quant à la leishmaniose cutanée du Nord, Leishmania infantum zymodème MON-24 a été 

isolé à partir du vecteur Phlebotomus (larroussius) perfiliewi [93]. 

Le vecteur de la leishmaniose cutanée zoonotique admis depuis les frères Sergent et Louis 

Parrot 1926 est Phlebotomus papatasi confirmé par Dedet et al (1973) [94]. 

Et enfin, Le vecteur de la leishmaniose cutanée à L. killicki est Phlebotomus sergenti [95]. 

4. Le reservoir 

Il faut noter qu’un animal est considéré d’être un réservoir que s’il contient l’AND de 

Leishmania sp. [96]. Les réservoirs naturels des Leishmania sont des mammifères domestiques 

ou sauvages, chez lesquels le parasite colonise les cellules du système des phagocytes 

mononucléés. Les mammifères réservoirs des Leishmania appartiennent à divers ordres: 

carnivores, rongeurs, marsupiaux, édentés, primates ou périssodactyles. Dans certains cas, 

l’homme est l’unique réservoir du parasite [97]. Il faut noter que certaines espèces uniquement 

sont impliquées dans le cycle de la transmission des leishmanies. Chez les rongeurs par 

exemple, 3 espèces sont responsables de la transmission de Leishmania major: Psammonys 

obesus, Meriones shawi et Meriones libycus [98]. 

On peut classer les leishmanioses comme des anthroponoses ou de zoonoses selon que 

l’humain soit l’hôte direct ou l’hôte accidentel du vecteur. En effet, certains vecteurs sont attirés 

par l’humain alors que la majorité a plutôt tendance à infecter d’autres mammifères. Ceux-ci 

varient selon l’habitat. Les réservoirs présents dans le Nouveau Monde sont entre autres les 
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paresseux, les lapins, les primates et les chauves-souris [99,100]. Dans l’Ancien Monde, ce sont 

surtout les rongeurs et les chiens [101]. 

En Algérie, la leishmaniose viscérale admet comme réservoir le chien [102–105]. 

Les zymodemes MON-34, MON-77 [106] zymodeme MON-24 [107] et  L. infantum MON-80 

[108] ont été identifiés à partir des chiens. Une étude récente a permis d’isoler  L. infantum 

MON-1 à partir du chacal doré (Canis aureus) [109]. 

Le réservoir de la leishmaniose cutanée zoonotique est représenté essentiellement par 

deux rongeurs sauvages : Psammomys obesus, naturellement infesté par Leishmania major 

[94,101,106,110,111] et Meriones shawi [112]. 

Quant à la leishmaniose cutanée variant enzymatique de L. infantum, le réservoir 

demeure inconnu, bien que le chien soit fortement suspecté [113]. 

Et enfin, le réservoir potentiel de la leishmaniose cutanée due à L. killicki est le rongeur 

gundi (Ctenodactylus gundi) [95,114]. 

 

5. Cycle évolutif 

Le parasite Leishmnia a un cycle de vie dimorphique qui nécessite deux hôtes, un vertébré 

(homme, chien, rongeur, …) et un insecte vecteur : le phlébotome, impliquant le passage alterné 

d’un hôte mammifère à un autre par l’intermédiaire du phlébotome vecteur [115]. 

 

Photo 2. L’ingestion du macrophage de deux Promastigotes [57].

Les amastigotes du vertébré sont ingérés par le phlébotome femelle avec son repas 

sanguin; ils se multiplient sous forme de promastigotes procycliques dans l’intestin moyen, 

évoluent en promastigotes métacycliques infectieux obstruant la cavité buccale de l’insecte. 

Lors du repas sanguin du phlébotome femelle infecté, elle émet sa salive au site de piqûre et 

régurgite par la même occasion le parasite (entre 10 et 100 parasites) sous sa forme 

promastigote. Il infecte ensuite un phagocyte (principalement les monocytes/macrophages) du 
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système réticulo-endothélial et se transforme en amastigote. Ceux-ci résistent à 

l’environnement hostile du phagolysosome et s’y multiplient. La multiplication du parasite se 

fait dans le phagolysosome du phagocyte qui est finalement lysé. Les parasites ainsi libérés sont 

phagocytés par les cellules avoisinantes où le processus se poursuit (figure 7) [6]. 

 

Figure 7. Premières étapes de l’infection par Leishmania [7]. 

L’invasion des macrophages par les promastigotes, leur transformation en amastigote, et la capture des leishmanies ou de leurs antigènes par 

les cellules dendritiques (DC). Cette capture par les cellules dendritiques induit leur maturation et leur migration vers le ganglion 

lymphatique drainant le site de l’infection. 

Le cycle est complété lorsqu’une phlébotome prend un repas sanguin au site d’infection 

et aspire des phagocytes contenant des Leishmania. De retour dans le tube digestif de 

l’arthropode, les parasites se différencient à nouveau en promastigotes métacycliques. C’est 

cette forme qui est infectieuse pour les mammifères [6]. 

Le développement des amastigotes en promastigotes dure 1 à 2 semaines selon l’espèce de 

Leishmania [45]. Après maturation, les promastigotes métacycliques migrent jusqu’à la trompe 

du Phlébotome pour infecter l’hôte lors du prochain repas sanguin (Figure 8) [45]. 
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Figure 8. Cycle parasitaire des Leishmania et transmission [116]. 

La transmission des parasites Leishmania peut être soit anthroponique ou zoonotique. 

6. Formes cliniques des leishmanioses 

Les infections leishmaniennes peuvent aboutir à des cas asymptomatiques comme ils 

peuvent avoir une panoplie de manifestations cliniques plus ou moins graves (Photo 3) selon 

les espèces de Leishmania responsables [117]. 

6.1. La leishmaniose visceral (LV) (Kala Azar) 

Elle est causée par différents complexes dont L. donovani et L. infantum dans l’Ancien 

Monde et L. chagasi dans le Nouveau Monde [13]. 

C’est une forme grave, mortelle en absence du traitement spécifique. Elle résulte d’une atteinte 

systémique généralisée des phagocytes mononuclés [118]. On distingue deux formes cliniques : 

6.1.1. La leishmaniose viscérale infantile (LVI) 

C’est la forme la plus fréquente dans le pourtour méditerranéen, particulièrement en Afrique 

du Nord [119]. 

Les parasites migrant vers les organes lymphoïdes tels que le foie, la rate et la moelle osseuse 

via les systèmes sanguin et lymphatique. La période d’incubation est d’une durée variable 

(habituellement 2 à 4 mois). Les symptômes sont la fièvre [120], les frissons, la nausée, 

l’oedème facial, le saignement des muqueuses, la diarrhée, les difficultés respiratoires, l’anémie 

avec la lymphadenopathie [120,121], l’hépatomégalie et la splénomégalie (Photo 3-(A)) 

[37,120]. Sans traitement spécifique, l’évolution est fatale, la mort survient par surinfections 

et/ou hémorragies [122,123]. 
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Photo 3. Manifestations cliniques des leishmanioses 

(A) : La leishmaniose viscérale infantile [124]; (B) : La leishmaniose viscérale de l’adulte [125]; (C) : La leishmaniose cutannée diffuse 

[58]; (D) : La leishmaniose cutannée post Kala-azar [124]; (E) : Différentes lésions de la leishmaniose cutanéo-muqueuse [58]; (F) et (G) : 

Leishmaniose cutanée Disséminée ressemblant à PKDL causée par Leishmania donovani chez des patients co-infectés par VIH/LV [126] ; 

(H) et (I) : La leishmaniose canine (dépilation péri-orbitaire, dépilation et cachexie) [38,127]. 

6.1.2. La leishmaniose viscérale de l’adulte 

Elle est beaucoup moins fréquente que la LVI avec un  tableau clinique beaucoup  moins 

typique avec des manifestations inhabituelles [118,128]. Il peut s’agir de forme fébrile 

prolongée. La splénomégalie peut être absente ou constituer le seul élément clinique, de même 

que les adénopathies. Les signes cutanés sont prédominants, d’installation brutale rendant le 

diagnostic difficile [20]. 

 

 

(A) (B)

(D) (E) (F)

(H) (I)

(C) 

(G) 
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6.2. La leishmaniose cutanée (LC) 

Est une forme bénigne, caractérisée par une atteinte exclusive de la peau, localisée au site 

d’inoculation du parasite par le phlébotome,  au niveau des parties découvertes du corps [129]. 

Elle est principalement due aux complexes L. tropica et L. major (Ancien Monde). Le complexe 

L. mexicana [130] et L. peruviana (complexe L. brazilienzis) causent la leishmaniose cutanée 

dans le nouveau monde [129]. Elle est sous plusieurs formes : 

6.2.1. La leishmaniose cutanée zoonotique (LCZ) 

Elle est dite leishmaniose cutanée humide des zones rurales. Après une incubation courte, 

apparaît la lésion caractéristique : la forme ulcéro- croûteuse, avec une ulcération recouverte 

d’une épaisse croûte brune, indolore, de taille variable (habituellement de 1 à 4 cm de diamètre), 

d’évolution chronique [20,131]. Les formes cliniques multiples diffèrent d’un sujet à l’autre, 

d’une lésion à l’autre chez un même individu, selon la localisation sur le corps, d’un biotope à 

l’autre. 

La durée d’évolution de la leishmaniose cutanée zoonotique est habituellement courte et l’agent 

pathogène est L. major. Les lésions évoluent spontanément vers la guérison en 3 à 5 mois en 

laissant d’importantes cicatrices [20]. 

6.2.2. La leishmaniose cutanée sporadique du Nord (LCS) 

Elle se présente sous forme d’une petite lésion unique, siégeant au niveau de la face, très 

inflammatoire, sans ulcération et sans croûte épaisse. Sa durée d’incubation est longue tout 

comme sa durée d’évolution. L’agent pathogène est L. infantum. 

La leishmaniose cutanée du Nord nécessite souvent un traitement afin d’accélérer le processus 

de cicatrisation, qui ne se fait spontanément qu’au-delà d’un an [20]. 

6.2.3. La leishmaniose cutanée diffuse (LCD) 

C’est une forme qui ne guérit jamais spontanément et qui présente une tendance aux 

rechutes après le traitement [132]. 

6.2.4. Leishmaniose cutanée post Kala-azar (PKDL) 

Elle est fréquemment développée par un patient guérit d’une LV. Cela se produit dans 30% 

à 40% des cas. Elle apparaît habituellement dans les 2 ans qui suivent la guérison complète de 

la forme viscérale. L’évolution est équivalente à la LC diffuse et très mutilante (Photo 3) [133]. 

6.3. Autres formes de la leishmaniose 

6.3.1. La leishmaniose cutanéo-muqueuse (LCM) 

Elle est principalement causée par le complexe L. braziliensis et se retrouve dans le 

Nouveau Monde et dans le Nord-Ouest de l’Afrique [8]. 
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C’est une des formes les plus sévères de la leishmaniose, les lésions muqueuses 

métastatiques sont le plus souvent secondaires aux lésions cutanées initiales. Les localisations 

muqueuses sont : le nez, les lèvres, la cavité buccale, le pharynx et le larynx (Photo 3) [134]. 

6.3.2. La leishmaniose canine 

Le chien présente cliniquement : une modification du caractère,  un amaigrissement, une 

hépato-splénomégalie, des adénopathies, la dépilation périorbitaires et 

l’onychogryphose (Photo 3).  

L’évolution de la  maladie est chronique, elle évolue vers la cachexie puis la mort est de 

règle et seul 10% des chiens vont rester « porteurs sains » [129]. 

6.4. Coinfection VIH/ leishmaniose 

6.4.1. Leishmaniose viscérale et SIDA 

L’infection VIH a considérablement augmenté la fréquence de la LV [135,136]. 

Le tableau clinique est typique de la LV dans 84,2% des cas [137], mais la fréquence des 

différents symptômes classiques est variable. Les principaux symptômes rencontrés par ordre 

décroissant sont les suivants: fièvre, hépatomégalie, splénomégalie et adénopathie [138]. 

La leishmaniose accélère la progression vers le SIDA et réduit ainsi l’espérance de vie des 

individus infectés par le VIH [139,140]. 

6.4.2. Leishmaniose cutanée et SIDA 

Elle est moins fréquente que la co-infection LV/SIDA : fréquament le cas de la PKDL [141]. 

Les manifestations cliniques sont des lésions graves extensives pouvant toucher les muqueuses 

et dont l’évolution est lente avec possibilités de récidives [142]. 

7. Répartition géographique de la leishmaniose 

7.1. Dans le monde 

La leishmaniose se trouve dans environ 98 pays des zones tropicales et sub-tropicales 

répartis en 5 foyers : Méditerranéen, chinois, indien, africain (leishmaniose de l’Ancien Monde) 

et Centre- et Sud- américain (leishmaniose du Nouveau Monde) (Figures 9 et 10) [143]. 
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Figure 9. Distribution géographique des leishmanioses viscérales dans le monde [125]. 
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Figure 10. Distribution géographique des leishmanioses cutanées dans le monde [125]. 
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La population à risque est estimée à 350 millions d’individus avec une prévalence de la 

maladie de plus de 12 millions et l’incidence à 2 millions : 1,5 millions de LC dont 90% en : 

Algérie, Afghanistan, Arabie Saoudite, Brésil, Iran, Pérou, Syrie et 500.000 de LV dont 90% 

au Bangladesh, Brésil, Inde, Népal, Soudan [19]. 

7.2. En Algérie 

Deux types de leishmanioses sévissent à l’état endémique en Algérie : la LC et la LV. 

La LC : est distribuée comme suit :  

‐ La LCZ à L. major se trouve dans les zones arides et semi arides. Les foyers 

anciennement connus sont Biskra à l’Est et Abadla à l’Ouest [20]. 

‐ La leishmaniose cutanée du Nord (LCN) à L. infantum s’étand tout au long du littoral et 

du Tell algérien et sa répartition géographique se confond avec celle de la leishmaniose 

viscérale [144],  allant d’Oran, Tlemcen à Ouest jusqu’à Annaba, Sétif, Collo à l’Est [145]. 

La LV : s’étend sur tout le Nord du pays au niveau des étages bioclimatiques humide et sub-

humide (Figure 11). Par ailleurs, de nombreux cas ont été signalés dans les régions semi arides 

et arides connus pour être des foyers de la LCZ [144]. Le foyer le plus actif reste celui de la 

Grande Kabylie qui regroupe à lui seul près de 50% de cas [146]. 

   

 

Figure 11. Distribution géographique de la leishmaniose en Algérie [113]. 

(A) Distribution géographique de la LC; (B) Distribution géographique de la LV. 

8. Traitement et prophylaxie 

8.1. Traitement 

Le manque de médicaments efficaces et accessibles et la résistance du parasite ou les 

insectes vecteurs aux molécules anti-parasitaires existantes est un véritable problème dans les 

(A) (B)

LV due à L. infantum 

Cas sporadiques de LV due à 
L. infantum 
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pays en voie de développement qui nécessite la recherche sur les cibles potentielles des 

molécules thérapeutiques. 

Dans la majorité des cas (Tableau 2), les différentes formes de leishmanioses sont traitées à 

l’aide d’antimoine pentavalent [13]. 

Toutefois, il y a beaucoup d’autres molécules déjà connues et font l’objet d’essais 

thérapeutiques dans les leishmanioses dont : la pentamidine, l’allopurinol, l’Amphotéricine B, 

la paromomycine, les imidazolés, Miltéfosine [147], Aminosidine sulfate [148,149], 

Atovaquone [150], l’interféron gamma (Il a une certaine efficacité dans les LV [151] et LCM 

résistantes [152]). 

Tableau 2. Indications principales des produits antileishmaniens classiques [55]. 

Médicament Indication 

Antimoniate de N-méthylglucamine (Glucantimet) LV, LCM 

Amphotéricine B (Fungizonet) LV, LCM 

Amphotéricine B liposomale (AmBisomet) LV de l’immunocompétent 

LV de l’immunodéprimé 

Pentamidine (Pentacarinatt) LC 

Toutefois, on peut noter que même en cas de traitement, la leishmaniose viscérale provoque 

encore un taux de mortalité pouvant atteindre 15%  [153]. 

8.2. Prophylaxie 

8.2.1. Lutte contre le vecteur 

Un premier moyen de contrer la leishmaniose est évidemment de élimiter la présence du 

vecteur ou du moins, de réduire les possibilités de piqûres. 

On utilise également des moustiquaires imprégnées d’insecticides autour des lits pour empêcher 

les piqûres durant la nuit [154]. 

8.2.2. Lutte contre le réservoir animal 

Afin de contrôler les réservoirs, dans les régions de zoonoses, le problème des chiens 

infectés semble très important dont la nécessité de les éliminer. Aussi, quelques études ont 

démontré l’efficacité des colliers imprégnés d’insecticides pour la protection des chiens contre 

l’infection [155,156]. 

8.2.3. La vaccination 

Le fait que la guérison de la leishmaniose cutanée induit une immunité à vie chez les 

individus touchés incite au développement d’un vaccin prophylactique. Malheureusement, et 

malgré plusieurs études à ce sujet, il n’existe toujours pas de vaccin contre la leishmaniose. 

Pour être efficaces, les vaccins potentiels doivent être spécifiques, induire une réponse 
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immunitaire à médiation cellulaire (type Th1) et provoquer une mémoire immunologique à long 

terme. 

La salive du vecteur est utilisée comme vaccin contre une infection à L. major [157] et 

semble une avenue très intéressante pour la création d’un vaccin contre la LV [158]. 
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CHAPITRE II. Génétique des Leishmania 

Les études récentes sur les génomes des espèces de Leishmania ouvrent de nouvelles 

perspectives au développement de diagnostics, de vaccins et de traitements, qui constituent des 

priorités de recherche encore d’actualité pour la lutte contre les leishmanioses. Pour cela, 

diverses méthodes pour identifier les cibles potentielles (gènes candidats de virulence) de lutte 

contre les leishmanioses ont été utilisées comme les données de la littérature et la biologie du 

parasite (les gènes CPB, LeIF, PSA2, Gp63, A2 et PSA1…). 

1. Structure 

Comme tous les kinétoplastidés, les Leishmania ont un génome nucléaire et un génome 

kinétoplastique, qui ont tous les deux des caractéristiques inhabituelles, en particulier dans les 

mécanismes de transcription. Certains mécanismes liés à l’expression de ces génomes sont 

originaux (transcription polycistronique, épissage en transsystématique et la révision de l’ARN 

transcrit « RNA editing ») ce qui justifie l’intérêt de leur étude [159]. 

La bonne connaissance de la structure du génome de Leishmania obtenue ces dernières années 

fait de ce parasite un modèle pour la génomique des protozoaires. La taille du génome haploïde 

a pu être précisément déterminée par l’analyse des caryotypes par électrophorèse en champ 

pulsé (car les chromosomes ne se condensent pas au cours du cycle cellulaire). Elle est de 36 

millions de paires de bases, relativement constante selon les espèces. Le nombre de 

chromosomes est de 36 pour les espèces de l’Ancien Monde [160] et pour celles du Nouveau 

Monde : L. braziliensis et L. mexicana en contiennent 35 et 34, respectivement (fusion des 

chromosomes 8-29 et 20-36 pour le groupe L. mexicana et 20-34 pour le groupe L. braziliensis 

[161,162]) pour un total de 34 Mb [52,160]. Bien que ce nombre varie, l’organisation et l’ordre 

des gènes restent conservés entre les espèces qu’ils soit pathogènes ou non [162]. La taille de 

chaque chromosome varie de 0,28 à 2,80 Mb. La densité de gènes est de 1 gène pour 3,5 kb 

[161]. Le génome est riche en GC avec un taux de 64% et code pour environ 8300 gènes [163]. 

L’ADN des Leishmania est dépourvu d’introns et il se découpe en grandes unités 

polycistroniques [164,165]. Il s’agit d’un génome de faible complexité, 30% du génome de 

Leishmania est composé d’éléments répétés dont la moitié à peu près sont des répétitions 

télomériques ou subtélomériques. Aucun centromère n’a été identifié chez Leishmania [166]. 

Si entre les 30 espèces de leishmanies, la disposition des gènes est très conservée (même si les 

distances inter-loci peuvent varier), il y a un fort degré de polymorphisme au niveau des 

séquences d’ADN [167]. 
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C’est en 1994 à Rio de Janeiro que le projet de séquençage du génome de Leishmania a été 

lancé. Le « Leishmania Genome Network » est né de cette réunion avec pour tâche le 

séquençage, la cartographie et l’annotation des génomes Leishmania. 

Leishmania major friedlin (LmjF) a été choisi comme souche représentative pour un 

séquençage complet du génome qui est à présent terminé [168] et dont les données sont 

disponibles sur le site http://www.sanger.ac.uk/Projects/L_major. Depuis lors, les génomes de 

L. infantum et de L. braziliensis ont été séquencés [169], ainsi certins gènes codants sont absents 

ou sont sous forme de pseudogènes dans une espèce par rapport à l’autre. Il faut noter aussi que 

les génomes de L. donovani et L. mexicana ont également été séquencés [162,170] (Tableau 3). 

De plus, le génome de L. (S) tarentolae, une espèce non-pathogène pour les humains, a 

également été séquencée récemment, ce qui permettra d’établir des comparaisons avec les 

autres espèces afin de mieux comprendre la pathogenèse [163,171]. 

Les études de génomique fonctionnelle s’emploient actuellement à identifier la fonction 

des nombreuses protéines (60 %) codées par des gènes « orphelins » [172]. 
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Tableau 3. Clinique et composition du génome des espèces de Leishmania [173]. 

 Sous-

genre 

Espèces  Clinique Chromosomes Séquençage du 

génome  

 

Gènes et 

pseudo-

gènes 

Gènes spécifiques 

aux espèces 

Gènes 

partagés 

Ancien 

Monde 

Leishmania L. major 

(Lmaj) 

LC 36 Complété 8395 5 71 avec 

Linf 

5 avec Lbra 

L. tropica LC, difficile à traiter 36 ND ND ND ND 

L. infantum 

(Linf) 

LV, LC, asymptomatique 36 Complété 8195 27 71 avec 

Lmaj 

L. donovani LV, PKDL, asymptomatique, 

resistance aux médicaments 

ND Complété ND ND 33 avec 

Lbra 

Nouveau 

Monde 

Leishmania L. mexicana LC, LCD 34 (fusionné 8–29, 

20–36) 

Complété ND ND ND 

Viannia L. braziliensis 

(Lbra) 

LC (sévère), LCM 35 (fusionné 20–

34) 

Complété 8314 49 33 avec 

Linf 

5 avec 

Lmaj 

L. peruviana LC (bénigne) 35 (fusionné 20–

34) 

ND ND ND ND 

LC : Leishmaniose cutanée; LV : Leishmaniose viscérale; PKDL : Leishmaniose cutanée post kala-azar; LCD : Leishmaniose cutanée diffuse; LCM : Leishmaniose 

cutanéomuqueuse; ND : non déterminé. 
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1.1.Principales différences entre les espèces de Leishmania 

Le génome de Leishmania est composé de plusieurs familles de gènes qui se diffèrent chez 

une ou plusieurs espèces. C’est le cas de la famille des protéines associées au microtubule qui 

possède près de 15 membres de plus sur le chromosome 9 chez L. major. 

Chez Leishmania, la plus grande famille de protéines de surface est celle des amastines. Ils 

existent avec 55, 50 et 41 amastines chez L. major, L. braziliensis et L. infantum respectivement. 

La protéine de surface GP63 qui est importante dans la liaison avec la cellule hôte et aussi 

dans la protection du parasite contre la lyse par le complément est encodée par un cluster de 

gènes en tandem qui semble être augmenté de quatre fois chez L. braziliensis comparé à L. 

major et L. infantum [169]. Les protéines de surface GP46 ou protéines de surface 2, qui 

possèdent des fonctions semblables à GP63, sont présentes aussi en un nombre différent chez 

les espèces. L. braziliensis possède une seule copie du gène, contrairement à L. major possèdant 

25 copies et L. infantum avec quelques-unes [174].  

Les gènes les plus importants en étude sont ceux qui sont uniques à une espèce, ce qui 

pourraient expliquer les différentes pathologies de Leishmania. Jusqu’à présent un seul gène 

nommé : A2, présent chez L. donovani, a été identifié comme étant important dans la 

viscéralisation [175]. Il est un pseudogène chez L. major [176]. Parmi les quelques 200 gènes 

qui sont différents entre les trois espèces de Leishmania, seulement 34% ont pu être annotés, 

les autres codent pour des protéines hypothétiques (protéines dont la fonction reste inconnue). 

Parmi les gènes uniques que possède L. infantum on trouve : le gène codant pour une protéine 

phosphatidylinositol ou phosphatidylcholine transférase (PITP), le gène codant pour une 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) et le gène codant pour une glutathionylspermidine 

synthase (GspS) (protection contre le stress oxydatif) [169,177]. 

1.2. Bases de données du génome Leishmania 

La cartographie et le séquençage systématique du génome leishmanien est établit à travers 

différents bases de données dont les plus importantes sont : 

1.2.1. Gene DB 

GeneDB (http://www.genedb.org/Homepage) est une base de données du génome des 

organismes procaryotes et eucaryotes. Elle offre un portail à travers lequel les données générées 

par les centres de séquençage collaborateurs (comme l’unité de séquençage de pathogènes au 

« Wellcome Trust Sanger Institute ») peuvent être rendues accessibles au public. Il combine les 
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données du génome finis et en cours de séquençage ainsi que les « Expressed Séquence Tag » 

(EST) des projets avec l’annotation organisée [178]. 

1.2.2. TriTryp DB 

TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb) est une base de données offrant un accès aux 

ensembles de données du génome des kinétoplastidés, et supportant un ensemble de requêtes 

complexes. TriTrypDB est un projet collaboratif, utilisant l’infrastructure de calcul développé 

par la base de données «Eukaryotic Pathogen Bioinformatics Resource Center» 

(EuPathDB.org) pour intégrer les analyses et les annotations fonctionnelles des génomes 

disponibles dans la base de données « Gene DB ». 

TriTrypDB intègre des ensembles de données de L. brazitiensis, L. infantum, L. major, L. 

tarentolae, Trypanosoma brucei et T.  cruzi. Les gènes peuvent être examiner individuellement 

ou par régions chromosomiques dans leur contexte génomique avec d’autres organismes 

Kinetoplastidae [179]. 

1.2.3. NCBI/BLAST 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

trouve des régions de similarité locale entre les séquences. Le programme compare des 

séquences de nucléotides ou de protéines aux bases de données de séquence et calcule la 

signification statistique des résultats. BLAST peut être utilisée pour déduire les relations 

fonctionnelles et évolutives entre les séquences. Il aide aussi à identifier les membres des 

familles de gènes. 

2. Ploïdie (l’AND nucléaire) 

C’est un organisme longtemps considéré comme diploïde [172,180] mais récement des 

variations de ploïdie sont observées aussi bien par la technique du FISH [181,182] que par des 

analyses de séquençage à grande échelle [170], les souches sont aujourd’hui considérées 

comme aneuploïdes [44,183,184]. De plus elles utilisent fréquemment des mécanismes 

d’amplification de gènes aux laboratoire lors de la tentative de construction de knockouts ou 

après l’induction des médicaments, ce qui conduit à des aneuploïdies facultatives ou transitoires 

[184]. 

En effet, des doubles Knock-out de gènes sont nécessaires pour influencer l’expression 

génique [185]. D’autres phénomènes tels que des réarrangements chromosomiques 

(fusion/fission, translocation) [185,186] ont été mis en évidence. Il faut noter que les 

translocations sont rares [52]. 
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3. L’expression des gènes 

Il y a une grande différence entre les membres de la famille des Trypanosomatidae et les 

autres eucaryotes au niveau de la régulation génique. Chez la grande majorité des organismes 

vivants, à l’exception des Trypanosomatidae, le point de contrôle le plus important constitue 

l’initiation de la transcription. Par contre, chez les Trypanosomatidae particulièrement, la 

régulation génique survient de manière post-transcriptionnelle (Figure 12) [161,168,187]. 

La régulation de l’expression des gènes se fait via deux mécanismes majeurs: l’épissage 

(ajout d’une coiffe mini exon de 39 nucléotides en 5') et la polyadénylation en 3' [188–190] 

(Figure 12). Par ce processus, les unités polycistroniques deviennent monocistroniques et 

chaque ARNm devient équippé du splice-leader en 5' et d’une queue polyA en 3'. D’autres 

facteurs tels que la stabilité des messagers et la régulation de la traduction viennent moduler 

l’expression génique. 

 

Figure 12. Organisation génique et maturation des ARN messagers [161]. 

3.1. La transcription  

Chez Leishmania, la transcription est discontinue, elle résulte de la production de l’ARNm 

par trans splicing. La transcription se fait sur les genes SL RNA (Short discrete Tandemly 

repeated genes) et par les régions codantes de protéines polycistroniques [191]. 

Selon les études memés sur les chromosomes 1 et 3 de L. major comme exemples, les gènes 

sont transcrits en de longues unités polycistroniques par une ARN polymérase II à partir de la 
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région de changement de brins entre deux unités polycistroniques opposées ce qui constitue une 

région promotrice qui ne contien pas les éléments caractéristiques des promoteurs habituels 

[192–195]. De plus, on note l’absence d’introns dans les gènes codant pour des protéines chez 

les Trypanosomatidae, sauf dans le cas de la poly(A) polymérase des trypanosomes [196]. Les 

longs ARN messagers (ARNm) polycistroniques produits subissent la maturation par épissage 

en trans en 5' avec l’ajout d’un mini-exon de 39 nucleotides [197] couplé à un clivage et à une 

polyadénylation en 3' (Figure 12) [161,198]. 

3.1.1. Épissage en trans  

Il consiste en l’ajout du mini-exon (ou spliced leader (SL)) à l’extrémité 5' des gènes. Cette 

séquence du mini-exon est une séquence commune à toutes les espèces de Leishmania. La 

séquence SL est donnée par le SL-RNA [199]. L’épissage en trans serve à la maturation des 

transcrits et apporte aux ARNms la coiffe (the cap) qui est unique comparée aux autres 

eucaryotes [200]. L’ajout de la coiffe est post-transcriptionnel [201] et est essentiel pour 

l’épissage en trans, l’exportation des ARNms, la stabilité et la traduction [202]. L’épissage 

s’effectue en 5' du transcrit, à environ 50-100 nucléotides en moyenne en amont du site 

d’initiation de la traduction [203,204].  

3.1.2. La polyadénylation  

La polyadénylation consiste à l’ajout d’une queue poly(A) en 3' du transcrit nécessaire pour 

la maturation des transcrits. Il faut noter qu’il n’y a pas de séquence consensus du type 

AAUAAA en 3' des transcrits des Trypanosomatidae comme c’est le cas chez les autres 

eucaryotes [205]. La polyadénylation d’un gène et l’épissage en 5' du gène suivant sont deux 

mécanismes couplés, le site de polyadénylation est déterminé par la reconnaissance du site 

d’épissage suivant [198,206] (Figure 12). 

La polyadénylation d’un gène s’effectue en moyenne à environ 500 nucléotides en amont 

du site d’épissage du gène suivant [198,207]. L’ARNm obtenu est composé du mini-exon en 

5', suivi d’une région non traduite (5'UTR), de la région codante, d’une région non traduite en 

3' et de la queue de poly(A). Chez les eucaryotes supérieurs, la polyadénylation augmente la 

stabilité de l’ARNm et la traduction [208–210] ce qui est démontré aussi chez les transcrits du 

SL RNA polyadénylés des amastigotes de Leishmania [211]. En fait, la coiffe et la queue 

poly(A) protègent l’ARNm contre la dégradation par les exonucléases ce qui lui rends stable 

[212]. 
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3.1.3. Dégradation des ARNs messagers 

Il existe deux voies de dégradation de l’ARNm utilisées chez la famille des 

Trypanosomatidae : la déadénylation suivi de la dégradation de l’ARNm à partir de l’extrémité 

3' [213,214]. La transcription polycistronique et l’absence de promoteur pour l’ARN 

polymerase II suggèrent que la régulation génique survient de manière post-transcriptionnelle. 

Au niveau de l’ARNm, la régulation se fait surtout au niveau de la stabilité, ce qui implique 

plus particulièrement certains éléments situés dans la partie 3' non-traduite de l’ARNm 

[190,214]. 

3.2. La traduction 

Les mécanismes impliqués dans l’initiation et la régulation de la traduction chez les 

Trypanosomatidae sont peu connus. Toutefois, des homologues des protéines de la famille eIF4 

(impliqués dans l’initiation de la traduction chez les eucaryotes [215,216]) ont été retrouvés 

dans le génome de Leishmania, mais leurs rôles exacts n’ont pas encore été élucidés [217,218]. 

Il a été trouvé que l’initiation de la traduction est régulée par des séquences situés à proximité 

du codon d’initiation AUG [219]. 

3.3.Modifications post-traductionnelles  

Après leur traduction, les protéines subissent plusieurs modifications [220], les plus 

connues chez Leishmania sont : 

3.3.1. La phosphorylation  

La phosphorylation des protéines est la modification post-traductionnelle la plus importante. 

Elle implique l’action de kinases qui phosphorylent les chaînes latérales des résidus serine, 

threonine et tyrosine et de phosphatases qui déphosphorylent ces mêmes résidus. Le génome de 

Leishmania contient un nombre relativement élevé de ces kinases et de phosphatases [163]. 

Chez Leishmania, plusieurs kinases et phosphatases sont connues, qui sont impliqués dans 

differents phénomènes comme la régulation du cycle cellulaire (la croissance cellulaire) et de 

la différenciation [221–225] et le contrôle de la croissance du flagelle [226–228].  

3.3.2. La méthylation  

Les fonctions potentielles de la méthylation des protéines de Leishmania sot mal connues. 

Cependant, une étude suggère que la méthylation puisse jouer un rôle dans la stabilité des 

protéines chez ce parasite et ainsi permettre d’acroitre la synthèse de ces protéines [220]. 

3.3.3. L’acétylation 

L’acétylation du N-terminal des proteines peut les protéger de la  dégradation prématurée 

[229]. Chez Leishmania, les rôles possibles de l’acétylation des protéines sont peu connus 
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[220]. Cependant, une étude suggère qu’une régulation globale de l’initiation de la transcription 

polycictronique peut être dépendante du niveau d’acétylation des histones H3 [230]. 

3.3.4. La glycosylation  

La glycosylation ou l’ajout des polysaccharides à certaines protéines est très importante, 

car elle permet aux protéines d’acquérir des fonctions primordiales comme dans les interactions 

entre le parasite et son environnement, dans la sécrétion de certaines protéines [231] et dans la 

maturation et la stabilité de certin protéines retrouvées dans les différentes organelles [220]. 

3.3.5. L’acylation  

L’acylation des protéines facilite l’attachement à la membrane plasmique ainsi que les 

interactions protéine-protéine [232,233]. 

3.4.Analyse du protéome  

L’analyse protéomique permet une description dynamique de la régulation de l’expression 

des gènes, grâce à l’étude des protéines et de leurs modifications posttraductionnelles [234]. Il 

existe diverses méthodes connues permettant d’analyser le protéome d’un organisme : 

3.4.1. Méthodes classiques basées sur les gels de polyacrylamide (SDS-PAGE) 

L’électrophorèse sur gel de polyacrylamide consiste à la séparation des protéines selon leur 

poids moléculaire respectif [235]. Cette technique a été beaucoup utilisée pour l’étude du 

protéome des Leishmania  [236,237]. 

3.4.2. Analyse à grande échelle basées sur la spectrométrie de masse (MS) 

Les techniques basées sur la spectrométrie de masse présente plus d’avantages par rapport 

à la méthode classique au gel de polyacrylamide. Ils permettent d’obtenir plus d’informations 

sur le proteome total de Leishmania [238]. 

La spectrométrie de masse  est couplée à l’électrophorèse bidimensionnelle ou bien à  la 

séparation chromatographique des proteins [239,240]. Pour celà, il existe différents 

spectromètres de masse disponibles : MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation) 

[241–245]; SELDI (Surface-Enhanced Laser Desorption/Ionization) [246,247] et MS/MS 

(Tandem Mass Spectrometry) [248–250]. 

4. Le kinétoplaste (Génome mitochondrial) 

Outre l’ADN nucléaire, les Trypanosomatideae se caractérisent par leur ADN kinétoplastique 

(ADN mitochondrial). Il se compose d’un réseau de deux classes de molécules d’ADN 

circulaire interconnectées : plusieurs milliers de minicercles (5 000 à 10 000 copies par 

organelle  avec une taille de 0.65-2.5 kb) et 25-50 maxicercles (20-40 kb). La surface 
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membranaire contient des revêtements de rangés de microtubules rapprochés comme la 

structure d’un parapluie sur ses entretoises [45,251–253]. 

Les minicercles sont impliqués dans les phénomènes « d’editing » (insertion/délétion 

d’uridine) de l’ARN [254,255] et les maxicercles codant pour des ARN guides et des ARN 

ribosomiques. Le mécanisme « d’editing » commun à tous les kinétoplastidés permet 

d’exprimer les transcrits des maxicercles grâce à l’ancrage des ARN guides sur les ARN pré-

édités (Figure 13). La formule ‹‹insertion›› d’uridine semble être majoritaire, à tel point, que la 

taille du transcrit final peut quasiment avoir doublée [183,251]. 

 

Figure 13. Mécanisme d’U insertion et déletion Editing chez les mitochondries des 

Trypanosomatideae [255]. 

Les Us ajoutés sont représentés en rouge, la region d’ancrage des ARN guides en bleu et la région de guidage en vert, la queu oligo (U) en 

orange. 

Les ARN guides (en bleu et vert) viennent s’additionner aux ARNm préédités puis le couple 

subit une insertion (voie de gauche) ou une délétion (voie de droite) d’uridines [255]. 
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5. Les gènes exprimés différemment selon le stade de vie du parasite  

Afin d’identifier les gènes différemment exprimés entre les deux stades de Leishmania 

(promastigote et amastigote) il existe des méthodes de criblage différentiel de banques d’ADNc 

[177,256–258] ou de filtres de haute densité   [211,259,260]. Le problème principal avec ces 

techniques vient du fait que seul les ARNms abondants vont être détectés. 

5.1.Les gènes spécifiques au stade promastigote  

Les gènes préférentiellement exprimés au stade promastigote sont essentiellement : 

‐ Ceux qui codent pour des protéines de surface telles que LPG [261] et GP63 [262,263]. Ces 

molécules protègent les promastigotes des enzymes hydrolytiques intestinales de l’insecte, 

facilitent l’attachement à son épithélium intestinal et protègent les promastigotes contre la 

lyse du complément.  

‐ Les gènes qui ont un rôle dans la morphologie du parasite, le cytosquelette et la motilité. 

‐ Plusieurs gènes codant pour des protéines impliquées dans le transport du glucose [264] ou 

des enzymes impliquées dans la glycolyse [265–267] démontrent bien le rôle du glucose 

comme une source importante d’énergie au stade promastigote.  

‐ Les gènes HASP et SHERP soupçonnés de donner aux promastigotes une protection contre 

la lyse par le complément [268]. Les cystéines protéases semblent également avoir un rôle 

au niveau de la virulence [269]. 

5.2. Les gènes spécifiques au stade amastigote  

Les gènes exprimés différemment au stade amastigote jouent un rôle important dans la survie 

intracellulaire du parasite. Les plus essentiels sont : 

Le gène A2 qui code pour une protéine présente uniquement au stade intracellulaire qui semble 

être impliqué dans le processus de viscéralisation [176]. 

‐ Le gène amastigote LcPxnl impliqué dans la détoxication des radicaux d’hydrogène [270]. 

C’est un gène impliqué dans la réponse au stress oxydatif. 

‐  Plusieurs gènes impliqués dans le métabolisme des glucides, des lipides et des acides aminés 

sont plus abondants au stade amastigote. De même que plusieurs gènes impliqués dans le 

transport des acides aminés, ainsi que quelques transporteurs ABC (ATP-binding cassette 

transporters) et qui pourrait être impliqués dans le transport de plusieurs autres composés 

qui sont présents dans le phagolysosome des macrophages. Plusieurs autres transcrits codant 

pour des protéines de surface ont été décrits comme étant plus abondants au stade amastigote 

mais leurs rôles sont encore inconnus [177]. 

‐  
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6. Mode de reproduction 

Le mode de reproductionI des Leishmania est jusqu’à maintennant en débat. Deux 

hypothèses majeurs coexistent : clonale versus sexuelle [271]. Leishmania se reproduise de 

façon majoritairement clonale comme les autres Trypanosomadideae [185,272,273]. Malgrès 

ce mode de reproduction, ces organismes présentent la capacité de faire de la recombinaison  

sexuée et cela a été démentré grace à des hybrides mises en évidence dans les populations 

naturelles [274,275]. Les mécanismes moléculaires mis en jeu restent indéterminés [276] et ces 

événements n’ont pas pu être reproduits in vitro [277]. La fréquence des évènements de 

recombinaison sexuée étant estimée inferieure à 4x10-4 [278]. Ils ont donc un impact faible sur 

la structure génétique globale. 

7. La diversité génique 

Les espèces de Leishmania présentent une homologie génétique qui varie de  69% à 90%. 

À cause de cette homologie, les antigènes hétérologues ont été utilisés dans l’immunodiagnostic 

et le développement du vaccin contre les infections à Leishmania [279]. Les espèces de 

Leishmania sont mise en évidence par différents méthodes, comme : 

‐ L’analyse isoenzymatique. 

‐ Le caryotypage par l’éléctrophorèse en champ pulsé des chromosomes qui sont des 

indicateurs de variations génétiques : la variation de la longueur du chromosome à cause du 

nombre des séquences répétés en tandem (ADNr au chromosome 27)[52,280], mini-exon 

(chromosome 2) [281], gp63 (chromosome 10) [282]. Mais cette technique n’est pas efficace 

puisque les chromosomes subissent un grand nombre de mutations. 

‐ La PCR-RFLP qui mit en évidence les réarrengements chromosomiques : amplification du 

gène, ensuite le clivage par les enzymes de restriction pour étudier le polymorphisme. Ces 

techniques vont permettre d’avoir des informations de la diversité parasitaire [71]. 

La comparaison entre les génomes de Leishmania a identifié la présence de 25 gènes 

spécifiques chez les espèces de Leishmania infantum qui sont absents ou sont des pseudogènes 

chez Leishmania major et Leishmania braziliensis. Donc la génomique comparative a un rôle 

important pour comprendre les pathologies de Leishmania sp. et le rôle joué par les gènes 

spécifiques de différentes espèces de Leishmania dans le tropisme tissulaire et la virulence 

[136]. 
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Tableau 4. Comparaison entre les génomes de L. major, L. infantum et L. braziliensis [169]. 

 L. major L. infantum L. braziliensis 

Nombre de chromosomes 36 36 35 

Contigs 36 562 1041 

Taille (pb) 32816678 32134935 32005207 

C+G (%) 59.7 59.3 57.76 

Gènes codants 8298 8154 8153 

Pseudogènes 97 41 161 

Par exemple le gène A2 représente le prototype des gènes spécifiques de L. donovani parce 

que son expression est préréglée dans le stade amastigote: il a été montré par la suite qu’il est 

un pseudogène chez L. major et L tropica et il est indispensable pour l’infection à la 

leishmaniose viscérale par L. donovani chez la souris [136]. 

8. Arrangement des gènes 

Les gènes chez Leishmania sont arrangés soit en copies uniques soit en plusieurs copies en 

tandem, formant des familles multigéniques sur un même chromosome ou sur des chromosomes 

différents. En général, les gènes copies unique sont des gènes de ménage (HKG genes) codant 

pour des protéines impliquées dans les processus cellulaires du métabolisme du parasite. Par 

contre, les gènes multicopies, spécifique du génome de Leishamania codant surtout pour des 

protéines de surface intervenant dans la virulence du parasite ou bien intervenant dans la 

régulation des processus de transcription et traduction. On va citer deux exemples des séquences 

fortement répétées : 

Les gènes 18S de l’ARNr : ou les gènes de la petite sous-unité de l’ARN ribosomal (SSU 

ARNr), c’est des séquences fortement répétées en multicopies dans le génome de Leishmania 

[283,284]. Environ 100 copies par cellule, consistant en des segments conservés entourées par 

des espaceurs variées ont été décrits. Ces gènes ont été utilisées pour l’identification du parasite 

Leishmania en genre et sous genre  [285–288]. 

L’espaceur transcrit interne de l’ARNr (1TS) correspond à la séquence qui sépare le gène 

codant pour la petite sous unité (SSU) et la grande sous unité (LSU) de l’ARN ribosomal. Cette 

séquence est divisé en deux régions ITS1 et ITS2 qui sont séparés par le gène codant pour la 

5.8S (Figure 14). Ces deux espaceurs ont été utilisés comme des marqueurs spécifiques pour la 

discrimination des espèces de Leishmania dans differents études : pour ITS1 voir [288–292] et 

pour ITS2 voir [291,293]. En effet, le polymorphisme de taille du produit d’amplification de la 

région TTS a permis d’identifier les différents espèces de Leishmania. De plus le séquençage 
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de cette région a révélé que la composition des nucléotides de cet espaceur varie selon l’éspèce 

[2]. 

 

Figure 14. L’espaceur transcrit interne (ITS) de l’opéron ribosomal et la position de 

toutes les amorces utilisées pour l’amplification de la séquence ITS [272]. 

L’espaceur transcrit interne (ITS) se trouve entre le gène codant pour la petite sous unité (SSU RNA) et le gène codant pour la grande sous 

unité (LSU RNA) de l’ARN ribosomal. Cette séquence est ciblée par les deux amorces LITSR et LITSV indiqué par les flèches. La séquence 

située entre le gène de la petite sous unité (SSU RNA) de l’ARN ribosomal et le gène 5.8S de l’ARN ribosomal (5.8S RNA) est (ITS1) ciblée 

par les deux amorces LTTSR et L5.8S. Alors que la séquence entre le gène de 5.8S de L’ARN ribosomal et le gène de la grande sous unité 

(LSU RNA) est (ITS2) ciblée par les amorces L5.8SR et LITSV. 

Les gènes mini-exon : ce sont des gènes répétés en tandem d’environs 200 copies, 

présent dans le génome nucléaire sur le chromosome 2. Chaque répétition contient une région 

fortement conservée transcrite, comprenant un exon de 39 nucléotide, une séquence 

modérément conservé de 53 à 58 pb et une région variable non transcrite, inter génique qui fait 

51 à 341 pb et qui diffère selon le genre et l’espèce tant dans la séquence que dans la taille 

(Figure 15) [294,295]. 

 

Figure 15. Les gènes mini-exon de Leishmania [295]. 

Chaque répétition contient un exon hautement conservée (39 pb), une région transcrite modérement variable (55 à 101 pb) et une séquence 

intergénique très variable non transcrite (51 à 341 pb). 
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CHAPITRE III. Diagnostic biologique des leishmanioses 

Le diagnostic des leishmanioses repose sur la mise en évidence du parasite, de son ADN 

ou sur la recherche des traces immunologiques de l’infection : anticorps circulants ou 

hypersensibilité retardée [296]. 

Le diagnostic de la leishmaniose quel que soit la forme clinique doit être fait avant tout 

traitement antileishmaniens afin d’éviter des faux résultats. 

1. Diagnostic clinique 

Les signes cliniques se diffèrent selon la nature de leishmaniose suspectée : 

1.1.Leishmaniose cutanée 

L’aspect clinique des lésions constitue l’élément d’orientation pour suspecter une LC [14]. 

1.2.Leishmaniose viscérale 

Il y a plusieurs élements qui permettent de suspecter une LV : 

‐ Numération-formule sanguine, plaquettes (FNS) 

‐ vitesse de sédimentation (VS), C-reactive proéine (CRP) 

‐ profil protéique et immunoélectrophorèse des protéines [14]. 

1.2.1. Pancytopénie 

L’anémie normochrome arégénérative apparaît d’abord. La leucopénie intéresse surtout 

les granulocytes. La thrombopénie est plus tardive. 

1.2.2. Hypergammaglobulinémie 

Elle est polyclonale et s’accompagne d’hypoalbuminémie. Le déséquilibre protéique est 

à l’origine de la positivité de l’historique réaction de formol-gélification. 

1.2.3. Syndrome inflammatoire 

La VS est de plus de 100 mm à la 1ère heure. Les marqueurs protéiques de l’inflammation 

sont augmentés [297]. 

2. Méthodes parasitologiques 

Il est indispensable de les réaliser. En plus du diagnostic, ils donnent la possibilité de 

cultiver la souche en vue de son identification précise. 

2.1.Les prélèvements 

Le diagnostic de certitude repose sur la mise en évidence du parasite à partir du matériel 

récolté de façon variable suivant la forme de leishmaniose en cause. 
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Dans la LV, c’est la ponction de moelle osseuse pratiquée au sternum ou à la crête iliaque 

chez le jeune enfant qui est le plus couramment utilisée. Le sang (total ou encore mieux : la 

couche leucocytaire : LCC) est de plus en plus privilégié pour la mise en culture chez 

l’immunodéprimé, en raison du caractère peu invasif du prélèvement. La recherche peut 

s’effectuer sur des prélèvements de foie, rate, ganglions lymphatiques, muqueuse digestive ou 

liquide bronchioloalvéolaire [58]. Toutefois, les ponctions de rate sont les plus efficaces mais 

elles peuvent être contre indiquées et dangereuses dans certains cas [13]. 

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

de la lésion. Il est pratiqué par grattage au vaccinostyle ou à la curette, ou par carottage à l’aide 

d’un tire-nerf (utilisé en chirurgie dentaire), ou encore sur du matériel de biopsie [58,298]. 

Dans la LCM, la lésion muqueuse est prélevée à la pince à biopsie [55]. 

2.2.Mise en évidence du parasite 

2.2.1. Examen microscopique 

Il permet la recherche des amastigotes intracellulaires (corps de Leishman-Donovan) 

dans les macrophages sur frottis. Les formes amastigotes sont, soit intracellulaires ou 

extracellulaires [58]. 

Dans les leishmanioses cutanées, les anticorps anti-leishmaniens des sérums peuvent 

être détectés avec une technique standard et sensible, cependant, en pratique le diagnostic est 

basé sur la microscopie par identification des amastigotes dans les differents échantillons [299]. 

Pour la leishmaniose viscérale, il est conseillé de faire la culture des échantillons pour 

augmenter le nombre de parasites présents car l’identification des amastigotes au microscope 

n’est pas toujours possible [130]. 

Réalisé par un opérateur expérimenté, la microscopie semble être le meilleur examen 

pour le diagnostic [300]. 

2.2.2. Culture 

Elle permet la croissance des formes promastigotes à partir des ponctions ou des 

biopsies, dans des milieux d’isolement appropriés (NNN, Schneider, RPMI, …) [14,23,301–

303]. 

Tous ces milieux sont additionnés d’antibiotiques : pénicilline streptomycine ou pénicilline- 

gentamycine et exceptionnellement d’antifongiques, la 5-fluorocytosine [22,304]. 

En cas de positivité, les formes promastigotes flagellées mobiles sont visibles. Les souches 

isolées pourront alors faire l’objet d’un typage iso-enzymatique [45]. 
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2.2.3. Inoculation aux animaux 

L’inoculation à I’animal n’est realisee que par de rares laboratoires specialises qui 

disposent d’une animalerie [305]. Le hamster doré de Syrie et le cobaye sont les animaux les 

plus réceptifs (aussi les souris BalbC, Meriones libycus ou M. shawi…) [305,306]. 

L’inoculation se fera dans le coussinet plantaire pour les parasites de la peau, par voie intra-

péritonéale pour les parasites viscéraux. Une période pré-patente de plusieurs semaines est 

souvent observée. Les animaux sont aussi utilisés comme intermédiaire entre un prélèvement 

impossible à stériliser et la mise en culture, lorsqu’il est important d’isoler la souche [307]. 

3. Méthodes sérologiques 

Le dépistage par les tests parasitologiques est loin d’être concluant, il est même envahissant 

comme ils exigent des biopsies d’organes affectés, et donne des résultats avec une sensibilité 

basse. Donc, l’usage de techniques sérologiques pour détecter les anticorps anti-Leishmania 

constituent un outil important pour le diagnostic de la leishmaniose viscérale en particulier 

[279]. 

Malgré leurs avantages, les méthodes indirectes de diagnostic des leishmanioses peuvent 

être limitées par de possibles réactions croisées avec d’autres maladies et la non-différentiation 

entre les formes cutanées et viscérales de Leishmania [279,308,309]. 

De nombreuses techniques immunologiques sont utilisées dans le diagnostic des 

leishmanioses (Tableau 6). Elles font appel à des antigènes de nature et de modalités de 

préparation variées. Les antigènes sont couramment préparés à partir des formes promastigotes 

de culture d’espèces viscérotropes de Leishmania. Les préparations contiennent soit des 

antigènes figurés, soit des extraits antigéniques [24,310]. 

La LV s’accompagne d’une réponse immunitaire humorale, avec apparition de titres élevés 

d’anticorps sériques, qui peuvent toutefois faire défaut chez l’immunodéprimé. Le diagnostic 

immunologique, technique diagnostique non invasive, présente toutefois un intérêt certain. 

Dans la LC et la LCM, la réponse immunitaire prépondérante est de type cellulaire et peut être 

explorée par un test d’hypersensibilité retardée (Tableau 6) [55]. 
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Tableau 5. Techniques sérologiques utilisées pour le diagnostic de la leishmaniose. 

 Méthode Sensibilité 

(%) 

Spécificité 

(%) 

Avantages Inconvégnants Références 

Détection 

d’anticorps 

IFI 87–100 77–100 

 

Positive dans les premiers stades de 

l’infection et indétectable 6 à 9 mois 

après la guérison. 

Nécessite un laboratoire sophistiqué. 

Aucune application sur le terrain. 

[311–313] 

ELISA (utilisant le CSA comme 

antigène) 

80–100 84–95 

 

Peut être utilisé pour cribler une 

grande échelle des études 

épidémiologiques. 

La sensibilité et la spécificité sont grandement 

influencées par l’antigène utilisé. 

Nécessite un personnel qualifié et des équipements 

sophistiqués. 

[314,315] 

avec le FML 95–100 95 

 

  [316,317] 

rK39 comme antigène 75–98 79–89   [318,319] 

Western blot 90–98 98–100 Fournit des réponses d’anticorps 

détaillées aux divers antigènes de 

Leishmania. 

Consommation de temps. 

Techniquement encombrante et coûteuse. 

[320–324] 

 

DAT 85–100 91–100 Rapid test, applicable in the field. Limitée à utiliser dans les régions d’endémie. 

Longue durée d’incubation est nécessaire. 

Indisponibilité de source commerciale de l’antigène 

positive. 

[325–329]  

IC test avec rK39 90–100 93–100 Peu coûteux, rapide, simple, et peut 

être réalisée par une personne non-

formée. 

 [330–334] 

Détection 

d’antigènes 

KAtex test dans les urines 79–100 60–100 

 

Simple, facile à utiliser. 

Utile dans le diagnostic des patients 

immunodéprimés. 

Difficile de distinguer les résultats faiblement positifs 

des résultats négatifs. 

L’urine doit être bouillie pour éviter des réactions 

faussement positives. 

[335–340] 

CSA : Antigène soluble complet; FML : le ligand de fucose-mannose; DAT : Direct Agglutination Test; IC test : immunochromatographic test; KAtex : latex agglutination test.
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Le diagnostic sérologique: en générale consiste à détecter les anticorps anti-Leishmania 

produits par le patient [308]. 

3.1.Hémagglutination indirecte 

Elle consiste à mettre en présence des dilutions croissantes de sérum et des globules rouges 

sensibilisés par un antigène leishmanien sur des plaques de microtitration. Si l’échantillon 

sérique contient des anticorps spécifiques, ceux-ci seront agglutinés par les érythrocytes 

sensibilisés. Au contraire, la négativité provoque la chute des hématies dans le fond des cupules 

formant un bouton. Le seuil de positivité est de 1/32 [341]. 

C’est une technique peu utilisée en raison de son défaut de sensibilité et de spécificité [342]. 

3.2.Immumofluorescence indirecte 

Elle consiste à mettre en présence un antigène figuré avec des dilutions successives de 

sérum suspect. Si le sérum contient des anticorps spécifiques, ceux-ci se fixent sur les parasites 

puis retiennent le conjugué fluorescent (anti-immunoglobuline marquée à l’isothiocyanate de 

fluorosceine). Le parasite apparaît fluorescent à l’examen en lumière UV. 

Cette technique donne d’excellents résultats si l’on respecte certaines règles : utilisation 

d’un matériel parasitaire convenable, élimination des fluorescences non spécifiques, 

détermination des titres significatifs [343]. 

3.3.ELISA 

C’est une technique qui utilise des antigènes solubles anti Leishmania fixés par absorption 

sur l’alvéole des plaques de microtitration. Aprés l’ajout des anticorps (IgG, IgM ou IgA) pour 

conjuguer des antigènes de Leishmania avec ces anticorps ajoutés. Les anticorps qui viennent 

s’y fixer sont révélés par des Ig humaines liées par une enzyme (souvent la peroxydase : horse 

reddish peroxidase ou : HRP) qui, en agissant sur un substrat incolore entraîne l’apparition 

d’une coloration plus ou moins intense en fonction de la quantité d’enzymes présentes, donc du 

complexe anticoprs-antiglobulines humaines fixés [96,343]. 

Les avantages de cette technique sont nombreux : grande sensibilité, automatisation, 

détection sélective (une technique qualitative: spécifiques à 100%) possible des 

immunoglobulines présents dans les échantillons des sérums (IgG, IgM, IgA), économie de 

réactifs et de sérums [96], peu ou pas de réactions croisées avec d’autres maladies [127,344], 

mais il n’existe toujours pas de trousse commerciale [13]. 

3.4.Agglutination directe (DAT) 

Elle consiste à mettre en présence des dilutions successives de sérum avec des formes 

promastigotes de Leishmania trypsinées et colorées au bleu d’Evans ou au bleu de coomassie. 
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Une réaction positive s’observe par un tapis d’agglutination. Le titre seuil de cette technique se 

situe aux environs de 1/1600 ou 1/3200. Le seuil élevé fait perdre à la technique sa valeur. Elle 

se négativerait plus précocement en post thérapeutique [345]. 

Le test DAT, il est bien adapté aux situations de terrain et a un bon rapport qualité-prix 

[346]. Malgrès celà, cette technique ne donne pas de bons résultats par rapport à la technique 

ELISA [96]. 

3.5.Test au Latex 

Il consiste à mettre en présence le sérum avec des billes de latex sensibilisées par l’antigène 

leishmanien. Une réponse positive donne une agglutination visible à l’œil nu. Ce test est 

appliqué au cours des enquêtes éco-épidémiologiques. Il a une bonne sensibilité avec cependant 

un inconvénient: test qualitative seulement. 

Il trouve son intérêt surtout dans le diagnostic de la leishmaniose canine à L. infantum avec 

des applications éco-épidémiologiques [347]. 

3.6.Electrosynérèse 

C’est une technique d’immunoprécipitation, elle consiste à faire migrer conjointement 

l’antigène et l’anticorps sous une différence de potentielle. Au point de rencontre, il se forme 

un complexe Ag-Ac matérialisé par un arc de précipitation [55]. 

L’électrosynérèse est plus sensible en début de la maladie qu’à la fin. La concentration 

d’anticorps précipitant diminue avec le traitement spécifique, ce qui la rend aussi adaptée au 

suivi thérapeutique [348]. 

3.7.Western Blot (électrophorèse de SDS-PAGE et immunoblotting) 

La réponse humorale au cours de la LV est détectée en routine par des techniques 

immunologiques (l’IFI, l’ELISA, …) sensibles et spécifiques. Cependant, la recherche de cette 

maladie sur des terrains immunologiques particuliers (comme les personnes atteintes de SIDA) 

nécessitent la mise au point de moyens diagnostics encore plus sensibles tout en conservant une 

excellente spécificité [323]. 

L’identification d’antigènes très spécifiques de l’espèce Leishmania serait désirable pour le 

diagnostic rapide de l’infection. Ces antigènes très spécifiques de Leishmania ont été identifiés 

par la méthode de l’immunoblotting [279]. Les antigènes recherchés sont ceux correspondant 

aux poids moléculaires suivants : 14-16 KDa, 30-46 KDa et la 90 KDa qui se révèlent 

immunogènes et spécifiques, notamment ceux de 16 et 14 KDa dont leur présence seule suffit 

pour poser le diagnostic [322]. 
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L’extrait protéique résolu par électrophorèse verticale sur gel de polyacrylamide en 

présence de SDS (SDS-PAGE) est transféré sur une membrane de nitrocellulose par 

électrophorèse transversale permettant d’avoir une réplique fidèle des protéines transférées. 

Les protéines ainsi transférées sont incubées avec les sérums et les couples Ag-Ac sont révélés 

par l’adjonction d’anti-immunoglobuline marquée à la phosphatase alcaline. La révélation du 

ligand immunoenzymatique se fait par l’addition du substrat spécifique de l’enzyme. 

3.8.L’immuno-chromatographie avec un antigène recombinant (K39) 

Une méthode sérologique très sensible et spécifique [327,330,332,334], mais elle représente 

quelques inconvegnants : son incapacité de differencier entre le sujet cliniquement atteint et le 

porteur sein et elle donne de résultats positifs après traitement [349]. 

3.9.Test d’hypersensibilité retardée (Intradermo-réaction de Monténégro à la 

leishmanine) 

Un test d’hypersensibilité retardée par intradermoréaction a été mis au point en 1926 par 

Montenegro au Brésil [350] et a été utilisé depuis largement dans les divers types de LC et 

LCM. 

Les antigènes les plus courants sont constitués par des suspensions de promastigotes de 

cultures de diverses espèces de Leishmania tuées par la chaleur et phénolées (appelés : 

leishmanine). L’injection intradermique d’une suspension de parasites est suivie de l’apparition 

d’une zone indurée dont le diamètre est supérieur ou égal à 5 mm en cas de positivité. 

La réaction d’hypersensibilité retardée possède un bon degré de spécificité, bien que des 

réactions croisées avec diverses maladies infectieuses (lèpre, tuberculose, …) existent. Sa 

positivité persiste de nombreuses années après la guérison de la lésion cutanée. 

Le facteur limitant l’utilisation de ce test est la disponibilité du produit qui n’est plus 

fabriqué [55]. 

En Algérie, l’exploitation de I’immunite cellulaire par I’IDR de la leishrnanine ou test de 

Montenegro n’est plus utilisee [305]. 

4. Outils moléculaires utilisés dans le diagnostic et l’étude du 

polymorphisme de Leishmania sp. 

5.1.Identification du parasite 

Il existe différents outils qui permettent l’idantification des Leishmania et qui sont 

comparés dans le Tableau 6 : 
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Tableau 6. Comparaison des outils moléculaires utilisés pour les études épidémiologiques de 

la leishmaniose méditerranéenne [351]. 

Cible Isoenzymes Empreinte ADNk cpB/gp63 ITS1 Gènes de 

ménage 

Microsatellites 

Méthode MLEE DNA-FP PCR-RFLP PCR-RFLP Séquençage MLST 

séquençage 

MLMT fragment 

analysis 

Résolution  

Espèces 
  

- 
   

- 

Clade 
  

- 
    

Souche - 

 
 

  

- 
 

Type 

d’échantillon 

Culture Culture échantillon 

clinique 

échantillon 

clinique 

échantillon 

clinique 

échantillon 

clinique 

échantillon Clinique 

Reproductibilité Bonne Pauvre Pauvre Bonne Bonne Bonne Bonne 

Comparaison 

inter laboratoires 

Possible avec 

la même 

méthodologie 

Difficile Difficile 
    

Haut debit - - - - 
   

«  »: oui; «- » : non; «  » : signifie un pouvoir discriminatoire limité pour la différenciation des souches en fonction des espèces étudiées. 

5.1.1. Différentiation au niveau du Genre 

La différentiation au niveau du Genre est basée en général sur l’amplification de l’ADN 

kinétoplasmique (kDNA) qui se trouve avec environ 10000 copies par cellule, ou une petite 

séquence de l’ADN ribosomale (the variable sequences of the SSU rDNA genes) qui sont de 

40 à 200 copies par cellule [284,288,289]. 

Les amorces du kDNA et SSU rDNA permettent l’identification des Trypanosomatideae 

comme: Leishmania, Sauroleishmania et Trypanosoma. Ces amorces sont utilisées dans la PCR 

en temps réel afin de déterminer la charge parasitaire dans les échantillons des patients 

[352,353]. 

5.1.2. Différentiation au niveau de l’espèce 

La différenciation entre les espèces de Leishmania est essentielle au cours du diagnostic, 

pour le choix du traitement et pour des mesures de contrôle du parasite surtout dans les zones 

ou plusieurs espèces de Leishmania coexistent. 

Plusieurs PCRs qui ciblent différents régions du génome de Leishmania ont été utilisés comme 

: « the ITS genes » [288], « the mini-exon genes » [295], « gp63 genes » [354–356], « hsp70 

genes » [357–360] et « cpB gene » sequences [361–363]. 
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RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA) 

Cette technique a été mise au point en 1990 par William et al., Welsh et Mc Clelland [364]. 

C’est une technique basée sur une PCR pour amplifier des fragments d’ADN en utilisant 

seulement une courte amorce choisis arbitrairement. Le fragment d’ADN est amplifié si les 

deux sites d’hybridation sont proches (distance inférieure à 3 kb) l’un de l’autre sur les brins 

opposés. Les produits d’amplification obtenus sont généralement analysés par électrophorèse 

sur gel d’agarose. Cette technique permet la discrimination entre les espèces de Leishmania et 

l’estimation des relations génétiques à l’échelle inter et intra-spécifique. 

La RAPD peut être appliquée à n’importe quel organisme sans avoir besoin de 

connaissances prérequis sur son génome [353,364,365]. 

Le problème de la technique RAPD vient du fait qu’elle est particulièrement sensible à la 

concentration initiale d’ADN lors de l’amplification. Ainsi il peut facilement y avoir des 

variations d’intensité entre bandes même si elles sont présentes chez différentes souches [273]. 

PCR-RFLP 

La PCR-RFLP est l’une des techniques de génotypage les plus connues et les plus utilisées. 

Elle est basée sur la comparaison de la longueur des fragments de restriction d’une région bien 

déterminée du génome préalablement amplifiée par PCR afin de déterminer le polymorphisme 

au niveau des sites de restriction des endonucléases au niveau de l’allèle. Cette approche permet 

la détection et l’identification des espèces de Leishmania en ayant recours à différents gènes 

cibles  tels que : les gènes de l’ARN ribosomaux, les gènes mini-exon et l’ADN kinétoplastique 

[366–368]. Son pouvoir discriminatif avec différentes cibles a été prouvé dans plusieurs études. 

Les inconvénients de cette technique résident dans le fait que les bandes sont parfois très 

complexes à analyser et elle requiert une grande quantité d’ADN et son coût relativement élevé. 

PCR quantitative 

Elle permet la quantification du produit de la PCR de façon fiable et routinière. La PCR en 

temps réel est basée sur la détection et la quantification d’un «reporter» fluorescent. 

L’augmentation du signal fluorescent est directement proportionnelle à la quantité d’amplicons 

générés durant la réaction de PCR. En observant la quantité de fluorescence émise à chaque 

cycle, il devient possible de suivre la réaction PCR durant ses différents phases [369]. 

AFLP (Amplified fragment length polymorphism) 

Les AFLP sont des marqueurs moléculaires nucléaires qui mettent en évidence un 

polymorphisme de sites de restriction et un polymorphisme d’hybridation d’amorce arbitraire. 

Ils sont reproductibles et révèlent un grand nombre de locus qui sont répartis régulièrement sur 
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le génome et très polymorphes. Elle a été mise au point en 1995 [370]. Elle est comparable à la 

technique des RAPD et repose sur trois phases successives : une digestion-ligation, une 

amplification pré-sélective et une amplification sélective. 

Tout comme la RAPD, l’AFLP ne requiert aucune connaissance préalable du génome 

étudie, synthèse d’amorces ou caractérisation de sondes. Elle permet ainsi une mise au point 

rapide, présente une bonne reproductibilité et génère une grande quantité de marqueurs 

[370,371]. 

Le recours à la technique AFLP pour caractériser et identifier les espèces de Leishmania 

est limité par rapport à d’autres techniques [372–374]. 

LAMP (Loop-mediated isothermal Amplification) 

La réaction LAMP est une méthode d’amplification d’acide nucléique simple et rapide, 

développée exclusivement par Eiken Chemical Co., Ltd et qui amplifie l’ADN avec une 

spécificité, une efficacité et une rapidité élevées dans des conditions isothermes. Elle se 

caractérise par l’emploi de quatre amorces spécifiquement conçues qui reconnaissent un total 

de six séquences distinctes sur l’ADN cible. La réaction utilise une ADN polymérase dotée 

d’une activité de déplacement du brin, et se déroule à une température constante avoisinant les 

65°C/1 heure. Les opérations d’amplification et de détection de la séquence cible peuvent ainsi 

être effectuées en une seule étape [375,376]. 

C’est une méthode de diagnostic rapide, précise et rentable pour les maladies infectieuses 

[377] notamment le diagnostic des Leishmania sp. [378–380]. 

5.2.Typage des souches 

5.2.1. Analyse biochimique des isoenzymes (MLEE) 

C’est une technique très utilisée dans plusieurs études du polymorphisme de Leishmania 

sp. [381,382] et son relation avec la clinique et l’épidemiologie des leishmanioses [383]. Elle 

est considérée comme la technique «gold standard» pour l’identification des parasites 

Leishmania aux niveaux spécifiques et subspécifiques et pour les études sur la diversité 

génétique, a été largement utilisé depuis son introduction [285]. MLEE détecte les différents 

allèles des gènes de ménage indirectement, en marquant la mobilité électrophorétique des 

enzymes qu’ils codent. Les différences de nucleotides dans les gènes codant pour les enzymes 

se reflètent par leurs différences de mobilité. Ainsi, les parasites sont identifiés par leur profil 

enzymatique et sont regroupés en unités taxonomiques appelé zymodèmes, dont chacun se 

compose de toutes les souches présentant exactement les mêmes profils pour tous les systèmes 

enzymatiques de l’étude. Des combinaisons distinctes de mobilités des isoenzymes pour un 
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maximum de 15 enzymes ont été attribué des numéros de zymodème (Exemple : MON-1) 

[185,384]. 

La MLEE fait appel à deux techniques: l’électrophorèse en gel épais d’amidon utilisant 15 

systèmes enzymatiques et l’isoélectrofocalisation (IEF) [51]. 

Les enzymes utilisés sont: malate déshydrogénase; enzyme malique; isocitrate déshydrogénase; 

6-phosphogluconate déshydrogénase; glucose-6-phosphate déshydrogénase; glutamate 

déshydrogénase; NADH diaphorase; purine nucléoside phosphorylase; purine nucleoside 

phosphorylase; glutamate-oxaloactétate transaminase; glutamate-oxaloacétate transaminase; 

phosphoglucomutase; fumarate hydratase; mannose phosphate isomérase; glucose phosphate 

isomérase [51,385]. 

Cependant, cette technique présente beaucoups d’inconvegnants; elle a besoin de culture 

en masse des parasites Leishmania parasites avec une grande quantité de protéines, elle est 

longue, labourieuse, coûteuse et techniquement exigeante [384,386]. 

5.2.2. Multilocus sequence typing (MLST) 

Il s’agit d’examiner les séquences nucléotidiques de plusieurs locus codant des gènes de 

ménage (housekeeping genes) ou des fragments de gènes de ménage (judicieusement choisis 

au départ) [387,388]. 

Elle est basée sur la comparaison de séquences partielles de 700 pb habituellement d’un site 

définie des gènes de ménage. Comme la MLEE, les allèles sont comparés s’ils sont identiques 

ou non, dans ce cas-là, la détermination du nombre de polymorphisme de loci aura lieu.  

MLST permet aussi de déterminer le co-dominant SNP (single nucleotide polymorphisms) 

et peut être utilisé pour l’étude des populations et l’analyse phylogénétique. En variante, les 

données peuvent être analysées comme des séquences [351,353,384]. 

MLST est susceptible de devenir la technique standard pour la taxonomie et l’identification 

des Leishmania grace au polymorphisme entre les souches de Leishmania sp. [384,389]. 

5.2.3. Multilocus microsatellite typing (MLMT) 

Les microsatellites (SSR : Simple Sequence Repeats) sont des répétitions en tandem de 

motifs d’ADN composées de 1 à 6 pb (qui présentent des variations de longueur allélique) 

omniprésentes dans tous les génomes procaryotes et eucaryotes. Ils permettent le 

développement de marqueurs hautement polymorphes (variation basée sur le nombre de 

répétitions), multi-alléliques et codominants (distinction des homozygotes et hétérozygotes) 

[351,390,391]. 
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La présence de motifs microsatellites est expliquée par l’effet mutationnel de la réplication de 

l’ADN qui entraine un dérapage de l’ADN polymérase (slippage) et des crossing-over inégaux 

ayant pour conséquence une variation du nombre de répétition des motifs [392]. Ce type de 

marqueur est d’une grande utilité pour la cartographie génétique chez de nombreuses espèces. 

Ils ont une grande importance à cause de la rapidité de mutations à leur niveau, par 

conséquent, 10 à 20 marquers indépendants doivent être analysés pour chaque souche 

leishmanienne [351]. 

Le génome leishmanien est relativement riche en séquences microsatellites. Ces Marqueurs ont 

été utilisés avec succès pour la caractérisation et la détection de la variation génétique pour 

quelques souches appartenant au Genre Leishmania : L. donovani/ L. infantum complexe 

[391,393–395], L. major [396,397], L. tropica [398] et pour les espèces du sous-genre L. 

(Viannia) [399,400]. 

5.3.Le séquençage 

Il est basé sur l’analyse de la composition de la séquence nucléotidique. Le principe diffère 

selon la technique utilisée : Méthode de Sanger, de Maxam-Gilbert, Séquençage par 

hybridation (utilisation de puces à ADN ), méthode Shotgun, Séquençage haut débit 

(NGS: next-generation sequencing) [401]. 

Le séquençage du génome entier des Leishmania donne un aperçu de la structure de la 

population ainsi que les mécanismes de résistance aux médicaments [170].



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIEL ET METHODES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  Matériel et Méthodes 

52 

 

Ce chapitre est composé de la description du matériel utilisé, la région d’étude, des 

différentes techniques d’étude (méthodes de diagnostic parasitologique et immunologique, 

méthodes de diagnostic et d’identification des espèces de Leishmania) et enfin, l’analyse des 

données obtenus. La démarche générale suivie lors de ce travail est résumée dans la Figure 16 

ci-dessous : 

 

Figure 16. Protocole de l’étude. 
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I. Matériel biologique 

1. Prélèvements 

Il s’agit d’une étude prospective réalisée sur 3 ans (du 2 Janvier 2011 au 31 Décembre 

2013). 651 cas suspects de leishmaniose ont été recensés pendant cette période : 282 cas 

suspects de leishmaniose cutanée et 369 cas suspects de leishmaniose viscérale (Figure 16). Les 

prélèvements des patients reçus au niveau du laboratoire de Parasitologie/Mycologie (CHU 

d’Annaba) sont de différentes natures: 

 Prélèvements des sérosités cutanées des patients suspects d’avoir une LC 

 Ponctions de moelle osseuse (PMO) des patients suspects d’avoir une LV 

 Sang veineux périphérique sur tubes secs pour une sérologie leishmanienne. 

2. La zone d’étude 

La région incluse dans l’étude est très vaste. Elle inclut les prélèvements reçus de differents 

origines géographiques. On compte au total 14 wilayas représentées dans la Figure 17. 

3. ADN de souches de référence 

Les ADN parasitaires de références utilisés au cours de ce travail sont issus d’isolats 

appartenant aux espèces de l’ancien monde avec des origines géographiques différentes. 

Les 26 souches de Leishmania (Tableau 7) utilisées dans ce travail sont distribuées comme suit: 

12 souches appartenant à l’espèce L. infantum, 7 souches de l’espèce L. major, 7 souches de 

l’espèce L. tropica. Les isolats, des espèces, des zymodèmes, des formes cliniques et des 

origines géographiques sont décritent dans le tableau 7.
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Figure 17. Région incluse dans l’étude. 

(A) : Carte de l’Algérie; (B) : région de l’étude. 
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Tableau 7. Caractéristiques de souches utilisées dans ce travail. 

LC : Leishmaniose cutanée; LV : Leishmaniose viscérale 
1 L’hôte/le pays/l’année de l’isolement/le code du laboratoire 
2 Espèce définie par électrophorèse des isoenzymes 
3 Zymodème 

* souches de références OMS.

La culture in vitro des parasites et l’extraction de l’ADN a été réalisée selon différents 

protocoles. 

 

 

 

Notation Code international1 Espèce2 Zymodème3 Pathologie Origine géographique 

LV10  MHOM/TN/93/LV10  L. infantum MON-80  LV  Tunisie 

LV49  MHOM/TN/94/LV49  L. infantum MON-24  LV  Tunisie 

LV50  MHOM/TN/94/LV50  L. infantum MON-1  LV  Tunisie 

KA412  MHOM/TN/87/KA412  L. infantum MON-1  LV  Tunisie 

KA413  MHOM/TN/87/KA413  L. infantum MON-1  LV  Tunisie 

Drepl4  MHOM/TN/96/Drepl4  L. infantum MON-24  LC  Tunisie 

Drep05  MHOM/TN/96/Drep05  L. infantum MON-1  LC  Tunisie 

Drep5  MHOM/TN/96/Drep5  L. infantum MON-1  LC  Tunisie 

Drepll  MHOM/TN/96/Drepll  L. infantum MON-24  LC  Tunisie 

Drepl3  MHOM/TN/96/Drepl3  L. infantum MON-24  LC  Tunisie 

Drepl4  MHOM/TN/96/Drepl4  L. infantum MON-24  LC  Tunisie 

Drepl5  MHOM/TN/96/Drepl5  L. infantum MON-24  LC  Tunisie 

L3171*  MHOM/IL/80/Friedlin  L. major  MON-103  LC  Israël 

IL24  MHOM/IL/83/IL24  L. major  MON-66  LC  Israël 

IL32  MHOM/IL/83/IL32  L. major  MON-68  LC  Israël 

Ronll4  MPSA/TN/87/Ronll4  L. major  MON-25  LC  Tunisie 

FMH  MHOM/TN/90/FMH  L. major - LC  Tunisie 

SDTBM  SAL/IN/73/STDBM L. major  LON-6 LC  Tunisie 

Bag9*  MHOM/IQ/76/Bog9  L. tropica  MON-53  LC  Iraq 

Bagl7  MHOM/IQ/76/BAG17  L. tropica  LON-24  LC  Iraq 

LA28  MHOM/GR/00/LA28  L. tropica  LON-16  LC  Iraq 

L75  MHOM/IQ/65/L75  L. tropica  MON-6 LC  Iraq 

Gabai 159  MHOM/IL/00/Gabail59  L. tropica  LON-9 LC  Israël 

Rachnan  MHOM/IL/78/Rachnana L. tropica  MON-60 LC  Israël 

AM  MHOM/TN/06/AJM L. tropica - LC  Tunisie 

LEM3171*  MHOM/IL/80/Friedlin L. major MON-103  LC  Israël 
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4. Les amorces 

Pour atteindre les objectifs de ce travail nous avons choisis plusieurs couples d’amorces : 

Ainsi, pour vérifier la qualité de l’ADN extrait, le couple d’amorces POF et POR (Tableau 8) 

ont été utilisé pour amplifier un gène des mammifères : « acidic ribosomal phosphoprotein 

fragment, PO gene » [402]. 

Egalement, pour étudier la région ITS1 (Internal Transcribed Sequences) au niveau des gènes 

de l’ARNr, le couple d’amorces LITSR et L5,8S (Tableau 8) ont été utilisés pour amplifier cette 

région [289,291,403]. 

Et enfin, pour cibler le gène mini-exon (Spliced Leader RNA) nous avons utilisés un couple 

d’amorces Fme/Rme (Tableau 8) décrit précédemment [404]. 

Tableau 8. Caractéristiques de chaque couple d’amorces utilisées. 

Gène Amorces Séquences (5’→3’) Paire de 

bases (pb) 

Tm 

(°C) 

Tm PCR 

(°C) 

Taille de 

l’amplicon 

(pb)* 

Reference 

 

PO POF (F) TCATTGTGGGACAGACA 17 50 53 470 [402] 

POR (R) GGAGAAGGGGGAGATGTT 18 56 

ITS1 LITSR (F) CTGGATCATTTTCCGATG 18 52 54 300-350 [289,291,403] 

L5,8S (R) TGATACCACTTATCGCACTT 20 56 

Mini-

exon 

Fme (F) TATTGGTATGCGAAACTTCCG 21 60 62 400-450 [404] 

Rme (R) ACAGAAACTGATACTTATATAGCG 24 64 

(F) = forward amorce; (R) = reverse amorce; pb = paire de base; Tm= melting temperature; ˚C = degré Celsius  

* La taille de l’amplicon diffère selon les differents espèces de Leishmania. 

5. Les enzymes de restriction 

Afin d’identifier les espèces étudiés, nous avons utilisé deux enzymes de restriction 

spécifiques aux produits amplifiés : 

Les produits d’amplification de la séquence ITS1 ont été digérés par l’enzyme de restriction 

HaeIII, tandis que l’enzyme Eael a été utilisé pour la digestion des produits d’amplification des 

gènes mini-exon (Tableau 9). 

Tableau 9. Les enzymes de restriction et les conditions de réaction utilisées en RFLP. 

Gène cible Enzyme de 

restriction 

Sources Site de restriction Conditions de 

restriction 

References 

ITS1 HaeIII Haemophilus aegypticus 5’-GG_CC-3’ 1heure à 37°C [291,403] 

Mini-exon Eael Enterobacter aerogenes 5’-Py_GGCCPu-3’ 1heure à 37°C [295,404] 

Selon la taille de l’amplicon, les espèces de Leishmania de l’ancien monde peuvent être 

différenciées par RFLPs (Tableau 10). 
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Tableau 10. Taille de l’amplicon obtenu après digestion par les enzymes de restriction (RFLP). 

Espèce Pathologie Taille de l’amplicon (pb)/ Référances 

ITS1 RFLP [405] Mini exon RFLP [404] 

L. infantum LV et LC 190, 76 et 62 328 et 108 

L. major LC 200 et 120 125, 119, 92, 70 et 21 

L. tropica LC 190 et 64 227 et 178 

II. Matériel de laboratoire 

Le principal matériel de laboratoire utilisé lors de ce travail est représenté dans le tableau 

11 ci-après. 

III. Logiciels 

1. QGIS 2.10.1-Pisa 

Nous avons utilisé QGIS avec l’extension « Open Layers Plugin » suivant le chemin 

d’accès: Internet \Open Layers Plugin\Google maps\Google satellite.  

QGIS est un outil GIS (Geographic Information System) dans la communauté du logiciel libre 

et open-source (the free and open-source software community : FOSS). 

Il fonctionne sur Linux, Unix, Mac OSX, Windows et Androïd et supporte de nombreux 

vecteurs, raster et formats et fonctionnalités de base de données. Il est téléchargeable à partir 

de son site officiel : https://www.qgis.org/en/site/forusers/download.html. 

2. Legend SVG   

QGIS ne crée pas une légende appropriée pour les cartes avec des graphiques circulaires ou 

des cercles de taille variable. Pour cela, nous avons utilisé un programme pour produire des 

légendes dans le format SVG (Scalable Vector Format). Dans le QGIS Compositeur, le résultat 

peut être ajouté à la carte comme une image. Si nécessaire, la légende peut d’abord être modifiée 

avec un SVG-éditeur comme Inkscape. 

Les cercles proportionnels de la légende ont été réalisé avec « Legend SVG 2011-2012: 

Create SVG-legend for pie charts». 

Legend SVG est aussi téléchargeable à partir du site : http://www.qgis.nl/2012/02/03/legenda-

maken-met-legendsvg/?lang=en. 
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Tableau 11. Les plus importants matériels de laboratoire utilisé lors de ce travail. 

Pièces utilisées Appareillage Réactifs/ Produits chimiques Milieux de culture/ Autres 

-Salle de prélèvements 

-Pièce de parasitologie 

-Pièce de culture cellulaire des 

Leishmania 

-Pièce de Biologie Moléculaire 

-Pièce Post PCR 

-Chambre froide 

-Agitateur magnétique, agitateur vortex 

-Thermocycler 

-Autoclave 

-Balance de précision 

-Bain marie 

-Becs Bunsen 

-Centrifugeuse de paillasse 

-Cryoconservateur 

-Cuves d’électrophorèse horizontale 

-Etuve d’incubation à 37°C et à 24°C 

-Fluorimètre QUBIT 

-Générateurs de tension pour électrophorèse 

-Hottes à flux laminaire, hotte chimique et hotte à flux 

-Lecteur de microplaque ELISA avec filtre de mesure à 450 nm et 

filtre de référence à 620 nm.  

-Micropipettes de 5μl, 20μl, 50μl,100μl,1000μl réglables. 

-Microscopes (à fluorescence, optique et inversé) 

-pH mètre de paillasse 

-pipettes multicanaux de l00ul.  

-Pipetus 

-Plaque chauffante 

-Poupinel 

-Réfrigérateurs à +4°C, -20°C et -80°C 

-Agarose en poudre 

-Anti-immunoglobuline marquée 

à la Fluorescéine 

-Bleu de bromophénol 

-Bleu d’Evans 

-Chloroforme 

-Citrate de Sodium 

-Bromure d’éthidium (BET) 

-Diméthylsulfoxazide (DMSO) 

-Eau oxygénée 

-EDTA 

-Ethanol 

-Giemsa 

-Méthanol  

-MgCl2 

-NaCl  

-Phénol 

-Protéinase K 

-SDS 

- Tris- Acétate-EDTA (TAE) 

-Tampon de l’enzyme 

-TMAC 

-Tris-HCl 

-Antibiotiques (pénicilline, streptomycine) 

-Bacto agar « A » 

-Filtres Millipore 0.22μ 

-RPMI 1640 

-Sang et sérum de lapin 

-Sérum de vœu fœtal (SVF) 

-Tubes (à fond conique avec bouchons stériles, eppendorf stériles à 

1.5μl et 2 μl, eppendorf pour PCR, de cryoconservation, Tubes secs 

-Vaccinostyles 
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3. GIMP 2.8 ou Inkscape-0.91-1 

Nous avons utilisé ces deux logiciels pour le traitement d’images selon les cas. Ils sont avec 

licence en libre accès 

GIMP : (GNU Image Manipulation Program) est un éditeur d’image multi-plateforme, 

diffusé sous la licence GPLv3 comme un logiciel gratuit et libre. Il en existe des versions pour 

la plupart des systèmes d’exploitation dont GNU/Linux, OS X, et Microsoft Windows. Il est 

téléchargeable directement à partir du site officiel: https://www.gimp.org/. 

Inkscape : est un logiciel libre de dessin vectoriel sous licence GNU GPL. Il gère des 

fichiers conformes avec les standards XML, SVG et CSS du W3C. 

Il s’agit d’un logiciel multiplateforme, disponible notamment sous Windows, Mac OS 

X, GNU/Linux et FreeBSD. 

Il a des fonctionnalités assez similaires au logiciel propriétaire Adobe Illustrator. 

Il est téléchargeable directement à partir du site : https://inkscape.org/fr/download/. 

Remarque : L’utilisation de GIMP est préférable lorsqu’on travaille sous windows, tandis que 

Inkscape sous LINUX. 

4. XLSTAT 

La version utilisée est : XLSTAT 2015.4.01.22368 (32bit), version d’évaluation (30 jours). 

Il est téléchargeable à partir du site : www.xlstat.com/fr/. 

XLSTAT est le logiciel d’analyse de données et de statistiques pour Microsoft Excel® le plus 

complet et le plus utilisé. 

XLSTAT fonctionne avec toutes les versions d’Excel, depuis la version 97 jusqu’à la version 

2016 sous l’environnement Windows ou Mac OS. 

5. NetLogo 5.3.1 

NetLogo est un langage de programmation et un environnement de modélisation pour le 

développement de système multi-agents. Il est utilisé pour modéliser des phénomènes liés. 

De même, il est particulièrement adapté pour la modélisation de systèmes complexes sur un 

parcours de temps. De nombreux modèles (biologie, physique, chimie, …) y sont présents et 

l’utilisateur a la possibilité d’y en ajouter ou d’en modifier [406]. 

Il peut être téléchargé à partir du site : https://ccl.northwestern.edu/netlogo/. 
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IV. Méthodes 

1. Recrutement de malades 

L’orientation des patients au laboratoire de Parasitologie/Mycologie de l’hôpital Ibn Sina 

CHU d’Annaba se fait généralement par un spécialiste (dermatologue, pédiatre, 

infectiologue,…) selon le tableau clinique : 

 En présence d’un tableau clinique typique: confirmation d’une suspicion de 

leishmaniose cutanée ou viscérale 

 En absence d’un tableau clinique typique: un diagnostic éliminatif d’une leishmaniose: 

orientation du diagnostic vers d’autres pathologies (essentiellement les leucémies en cas 

d’une suspicion d’une LV). 

 En cas d’une maladie opportuniste: pour exploiter la co-infection (essentiellement co-

infection leishmaniose viscérale-VIH) 

Les renseignements cliniques et épidémiologiques des patients sont enregistrés dès la réception 

du prélèvement dans la fiche de renseignements (Annexe I et II) correspondante à : 

 Fiche de renseignements de la leishmaniose cutanée 

 Fiche de renseignements de la leishmaniose viscérale 

 Fiche de renseignements de la sérologie leishmanienne 

Le diagnostic biologique à notre niveau se fait après étude des fiches de renseignements de 

chaque malade. Il est basé sur les techniques suivantes: 

2. Etude parasitologique des prélèvements 

2.1. Prélèvements cutanées 

Ces prélèvements sont effectués au sein du laboratoire de Parasitologie/ Mycologie CHU 

d’Annaba. 

Dans le cas de suspicion d’une LC et après avoir bien désinfecté la lésion avec de l’eau 

oxygénée et enlever la croûte si elle a eu lieu, le prélèvement se fait au niveau de la périphérie 

de la lésion à l’aide de vaccinostyle stérile pour avoir le maximum de sérosités cutanées (Photo 

4). 

Des fois il y a écoulements de sang de la lésion qui peut diluer le prélèvement, il doit être enlevé 

avant tout prélèvement. 

Il faut aussi faire le prélèvement en dehors de la zone purulente dans le cas des lésions 

surinfectées. 
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Ces prélèvements ont été étalés sur lames, colorés au MGG et archivées pour une éventuelle 

étude moléculaire. Des fois, et selon les cas, une mise en culture du parasite a eu lieu. 

   

Photo 4. Prélèvements à partir de lésions suspectes de leishmaniose cutanée. 

(A) Prélèvement à partir de lésion au niveau du bras; (B) Prélèvements à partir de lésion au niveau du pied. 

2.2. Prélèvements de moelle osseuse 

Dans le cas de suspicion d’une LV, souvent le prélèvement est une PMO étalée sur lames, 

colorées au MGG et archivées pour une exploration moléculaire. Et/ou du sang total prélevé 

dans un tube sec pour une sérologie. 

La ponction de moelle osseuse est effectuée par un médecin hématologue sous anesthésie 

périphérique. Elle est réalisée sois au niveau sternal ou illiaque. 

Elle est ensuite étalée sur des lames et envoyé au laboratoire pour étude parasitologique. 

Les frottis sont colorés au MGG et observés en immersion à la recherche des formes 

amastigotes du parasite. Souvent, la recherche est longue et très difficile à cause des moelles 

osseuses diluées ou la faible charge parasitaire existante. 

2.3. Examen direct 

Les sérosités prélevées sont étalées sur des lames propres. La coloration au MGG se fait 

dans deux étapes: la première est la fixation des frottis au méthanol absolu pendant 2 à 3 

minutes, ensuite la coloration au Giemsa dilué à 1/10 avec de l’eau de robinet pendant 30 

minutes. Après avoir rincé les lames avec de l’eau du robinet (pour enlever l’excès du colorant) 

et les faire sécher à l’air libre. L’observation microscopique se fait à l’immersion (GX100) à la 

recherche des formes amastigotes de Leishmania sp.  

2.4. La mise en culture du parasite 

Est une technique d’isolement du parasite sur différents milieux de culture (NNN, 

SLAP,…). Pour cette étude, nous avons choisis de procéder à la mise en culture du parasite sur 

milieu diphasique : NNN. Pour cela, différents étapes sont nécessaires :  

(B)(A) 
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2.4.1. La ponction cardiaque du lapin 

Ce prélèvement permet de prélever la dose maximum de sang de lapin (Photo 6). Avant 

d’effectuer ce prélèvement, il faut :  

‐ Utiliser pour la ponction cardiaque du lapin: La G 14, Seringue à 50 cc glycérinée. 

‐ Autoclaver tous le matériel, réactifs, tubes, géloses… 

‐ La paillace : nettoyer juste avant l’utilisation. 

 

Photo 5. Ponction cardiaque du lapin. 

On commence par maintenir et étendre le lapin sur son côté droit. Localiser le coeur, insérer 

l’aiguille et ensuite enfoncer le tube vacutainer (Photo 5). 

Exsanguiner le lapin jusqu’à la mort (saigner à blanc l’animal). 

2.4.2. La préparation du milieu de culture NNN 

‐ Pour 200 ml de la gélose du milieu NNN mettre dans un flacon 1.2g de NaCl, ajouter 

200 ml d’eau distilé, ensuite 2g de la gélose NNN en poudre. Mélanger le tout et 

autoclaver le milieu à 121°C/1 Bar pendant 20 minutes 

‐ Mettre dans des tubes à vis stériles: 7cc de la gélose préalablement préparer avec 1 cc 

de sang de lapin additionné de citrate à 5 et d’antibiotique. Veuiller à ce que la gélose 

aura une température de 45°c approximativement pour ne pas cuire le sang (su elle est 

trop élevée) et ne pas se solidifier et former des bules d’air (si elle est moins de 45°C). 

‐ Mettre les tubes préparés à une température de  +4°C pour que l’exuda se forme. 

2.4.3. La mise en culture (isolement du parasite) : 

L’isolement des parasites en culture sur milieu NNN a eu lieu au laboratoire de 

Parasitologie/Mycologie, CHU d’Annaba.  

Le prélèvement se fait à l’aide d’une seringue stérile contenant de l’eau physiologique stérile 

pour aspirer les sérosités en périphérie de la lésion (Photo 6). 
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Photo 6. Prélèvement pour la mise en culture du parasite. 

Le contenu de la seringue est ensuite versé stérilement dans un tube préparé préalablement 

contenant le milieu de culture de base bi-phasique des leishmanies : l’NNN (milieu de Novy 

Mc Neal et Nicolle). 

La lecture a lieu à partir du septième jour (figure 18). Elle se fait à partir d’une goutte 

de la partie liquide du milieu enlevée stérilement et mise entre lame et lamelle pour la recherche 

des formes promastigotes de Leishmania sp. par microscope optique (objectif : X40). 

 

                  7 jours                            14 jours                             21 jours                             28 jours 

1ère culture                 1er repiquage                     2ème repiquage                     3ème repiquage                    4ème repiquage 

Figure 18. Schéma de lecture des cultures parasitaires. 

Pour 1 tube : 4 lectures (ou 1 mois) ensuite à jeter; pour 1 prélèvement : 4  repiquages 

La coloration au MGG peut se faire aussi à partir de ces lames pour visualiser les formes 

promastigotes de Leishmania sp. Cette coloration se fait de la même façon décrite avant (pour 

les amastigotes), la différence est dans le temps de coloration au Giemsa qui est de 25 minutes. 

Les manipulations qui suivent l’isolement s’effectuent sous une hotte à flux laminaire afin 

d’éviter toute contamination. Les souches de Leishmania, conservées vivantes dans l’azote 

liquide, sont décongelées et mises en culture, sous leur forme promastigote, dans des flacons 

(couramment appelés : flasks) contenant du RPMI 20% à 22°C en conditions stériles. 
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2.5. Culture en masse des souches 

Une culture en masse des parasites repose sur le même principe de la culture cellulaire sur 

milieu RPMI 1640. Elle est effectuée afin d’avoir une énorme quantité parasitaire nécessaire 

pour d’autre techniques comme l’immuno-chromatographie des iso-enzymes, la MLMT 

(multilocus microsatellite typing) ou tout simplement pour les utiliser comme réserve de 

témoins positive des différents PCRs, et c’est le cas dans cette étude. Elle nécessite un suivi 

rigoureux de plusieurs étapes : 

2.5.1. Décongélation de la souche 

Avant de mettre les parasites en culture, il faut réaliser la décongélation des souches conservés 

préalablement dans de l’azote liquide. La plus simple méthode est effectuée comme suit : 

 Choisir la souche à décongeler à partir de la liste des emplacements exacts des 

souches du stock 

 La faire sortir rapidement et la mettre dans un bac de glace 

 Mettre le tube eppendorf de cryoconservation directement dans un bain marie 

préchauffé à 37°C pendant 2 à 3 minutes. 

 Sous la hotte à flux laminaire, mettre tout le contenu du tube de conservation dans 

un flask contenant 2 ml du milieu de culture (Tableau 12). 

Tableau 12. Composants du milieu de culture utilisé pour la culture en masse. 

Composant Quantité 

RPMI 1640 pur (contenant : L. Glutamine 300mg/ml) 85% 

Sérum de vœux fœtal (SVF) 10% 

Antibiotique (pénicelline/ streptomycine) 5% 

 

 Au même temps, effectuer une observation microscopique pour savoir l’état de la 

souche après la décongélation (mobilité, viabilité, richesse, éventuelle 

contamination) 

 Homogéniser délicatement avec le pipetus équipé de pipette graduée de 2 ml afin de 

disperser le milieu de congélation dans le milieu de culture 

 Mettre le flask en incubation à 22°C 

En générale, une culture cellulaire de Leishmania deviendra positive au bout de 2 à 3 jours 

après la première mise en culture dans un nouveau milieu. Elle est caractérisée par un virage de 

coloration du rose au jaune (culture vielle) due au changement du pH du milieu. Pour chaque 

culture positive, 3 procédures sont effectués : 
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2.5.2. Maintenir la viabilité de la souche 

En cas de besoin, il est impératif de maintenire la souche en culture avec une série de 

passages selon le protocole : 

 Enlever le milieu de culture 

 Ajouter le tampon (10 ml) pour enlever les risidus de l’ancien milieu 

 Enlever le tampon 

 Ajouter la trypsine pour dissossier les cellules (les leishmanies) l’une de l’autre 

 Incubation des cellules à 22°C pendant 2 à 4 minutes 

 Mettre un nouveau milieu de culture 

 Enlever le tout du flask et les mettre dans des tubes coniques de 50 ml stériles 

 Centrifuger à 1800 rpm//25°C/4 minutes 

 Mettre un nouveau milieu et bien homogéniser le milieu avec le pipetus équipé de 

pipette graduée de 20 ml 

 Mettre le tout dans un nouveau flask et incuber à 22°C 

 

2.5.3. La conservation de la souche 

Mettre dans chaque tube eppendorf de cryoconservation (tube à vis thermorésistant) 0,5 ml 

de la culture avec 0,5 ml de la solution de conservation (Tableau 13) et mettre le tube 

rapidement dans un bac de glace et le transmettre dans l’immédiat à la chambre froide afin le 

plonger dans de l’azote liquide pour une très longue conservation du stock parasitaire. S’assurer 

de bien noter l’emplacement de la souche au sein des cylindres de conservation. 

Tableau 13. Composants du milieu de conservation. 

Composant Quantité 

RPMI 1640 pur 60% 

Sérum de vœux fœtal (SVF) 35% 

DMSO 5% 

 

2.5.4. Culot parasitaire pour extraction d’ADN 

 Mettre la culture dans des tubes coniques de 50 ml et la centrifuger à 

3000rpm/10minutes/+4°C.  

 Enlever le surnageant 

 Ajouter 5 ml du dPBS (Dulbecco’s phosphate-buffered saline) et centrifuger à 

3000rpm/10minutes/+4°C. 
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 Enlever le surnageant 

 Garder le culot à -20°C jusqu’à utilisation 

 Procéder à l’extraction d’ADN à partir du culot parasitaire par la méthode standard 

du Phénol/Chloroforme décrite après (voir : page N° 71). 

3. Etude sérologique des prélèvements 

Le sang périphérique est prélevé sur tubes secs qui sont suffisants pour les tests sérologiques 

qui suivront. 

Pour la recherche des anticorps anti-Leishmania sp. 3 techniques de sérodiagnostic ont été 

utilisées: l’immunofluorescence indirecte (IFI), l’ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay) et l’IT-Leish® test. 

3.1. La technique de l’immunofluorescence indirecte (IFI) 

Principe : Une technique quantitative permet de détecter la présence des anticorps anti-

Leishmania sp. dans le sérum du patient. Ces anticorps sont visualisés grâce à la fluorescence  

émise après leur fixation sur les promastigotes figurés sur la lame de l’IFI. 

La mise en évidence de l’antigène figuré est réalisée avec une série de dilutions. La révélation 

du complexe Ag-Ac correspondant se fait par addition d’une anti-immunoglobuline marquée 

par l’isothiocyanate de fluorescéine. Le seuil de positivité est de 1/80.  

Les lames de l’IFI sont préparées à partir des promastigotes en culture (selon le 

protocole ci-dessous). Les promastigotes choisis sont ceux responsables de la forme viscérale, 

spécifiquement les MON-1 et selon le protocole de la préparation de lames à spots : 

- Isoler la suspension parasitaire à partir de culture positive d’une souche leishmanienne 

viscérotrope 

- Filtrer la suspension à travers la gaze pour éliminer les débris de gélose du milieu de culture 

(NNN: Neal Novyl Nicolle, SLC: sérum de lapin coagulé…) 

- Centrifuger à 2500 rpm/10 minutes 

- Jeter le surnageant 

- Laver le culot avec de l’eau physiologique (0.3%) et centrifuger à 2500 rpm/10 minutes. A 

répéter trois fois 

- Ajouter un peu d’eau physiologique sur le dernier culot et homogéniser. 

- Comptage des leishmanies par cellule de malassez afin d’obtenir 2x106 cellules/ml, ou bien 

20 promastigotes/champ (objectif x40). 

- Répartir la suspenssion sur les spots à raison de 10μl/spot 
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- Sécher à l’étuve (37°C/30 minutes) 

- Conserver à -20°C jusqu’à utilisation. 

Protocole de l’IFI: 

- Faire sortir les lames du congélateur (-20°C) et les sécher pendant 10 mn. 

- Faire sortir les sérums des patients et les sérums témoins positifs et négatifs du congélateur (-

20°C). 

- Effectuer des dilutions des sérums de malades dans un tampon PBS pH 7,2 (Annexe V) dans 

des tubes secs au 1/20, 1/40 et 1/80. En cas de positivité, les dilutions sont poursuivies (1/160, 

1/320 et 1/640). 

- Déposer une goutte de chaque dilution par spot et on incube en chambre humide à 37°C 

pendant 30 mn. 

- Effectuer deux lavages en tampon phosphate de 5 mn chacun. 

- Ajouter une goutte par spot d’anti- immunoglobuline marquée par l’isothiocyanate de 

fluorescéine diluée au 1/30 dans du PBS pH 7,2 et incuber en chambre humide à 37°C pendant 

30 mn. 

- Effectuer deux lavages en tampon phosphate de 5 mn chacun. 

- La contre coloration est réalisée par le bleu d’Evans au 1/10 000 avec incubation pendant 30 

mn à 37°C. 

- Réaliser encore deux derniers lavages en tampon phosphate de 5 mn chacun. 

- Faire le montage avec de la glycérine. 

- Recouvrir avec une lamelle et faire la lecture au microscope à ultra-violet. 

- Une réaction est positive lorsqu’on voit une couleur verte fluorescente autour de toute la forme 

promastigote y compris le flagelle. Une fluorescence limitée au noyau correspond soit à une 

réaction croisée soit à un portage asymptomatique. 

- Lorsque la réaction est négative, la leishmanie est rouge. 

3.2. La technique ELISA 

Principe : Le test ELISA se base sur la réaction des anticorps du sérum à tester avec les 

antigènes adsorbés sur la phase solide de polystyrène pour former un complexe antigène – 

anticorps. Les immunoglobutines en excès sont éliminées lors d’une étape de lavage. Le 

conjugué enzymatique s’associe spécifiquement aux complexes antigènes-anticorps formés. 

Une deuxième étape de lavage élimine le conjugué en excès. Ensuite, l’ajout du substrat 

(solution de TMB) donne une coloration bleue qui vire au jaune après ajout d’une solution 
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d’arrêt : c’est une réaction colorimétrique révélée par une courbe après lecture avec lecteur de 

microplaque ELISA. 

Réactifs et composants du coffret ELISA: La technique utilisée est VIRCELL T1000 

Leishmania IgG+IgM (single Test ELISA Kit). La plaque comporte 96 tetes.  

La date de validité des kits doit être contrôlée avant toute mise en œuvre. 

La température de stockage des kits est de : +2 à +8 °C. 

Dans les coffrets, les réactifs sont prêts à l’emploi et doivent être utilisés selon les instructions 

du fournisseur. 

Le coffret contient : 

- VIRCELL LEISHMANIA PLATE : microplaque de 96 puits sécables sensibilisés avec 

l’antigène soluble du Leishmania infantum. 

- VIRCELL SERUM DILUENT : 25 ml de diluant des sérums coloré en bleu contenant un 

tampon phosphate additionné de stabilisant protéique et de Proclin. Prêt à l’emploi. 

- VIRCELL IgG+IgM POSITIVE CONTROI : 500 μl de sérum de contrôle positif additionné 

de Proclin. 

- VIRCELL IgG+IgM CUT OFF CONTROI : 500 μl de sérum Seuil additionné de Proclin. 

- VIRCELL IgG+IgM NEGATIVE CONTROI : 500 μl de sérum de contrôle négatif additionné 

de Proclin. 

- VIRCELL IgG+IgM CONJUGALE : 15 ml de conjugué: immunoglobuline anti-humaine 

conjugué à la peroxydase dans une solution tampon additionnée de Proclin. Prêt à l’emploi, 

(solution rouge). 

- VIRCELL TMB SUBSTRATE SOLUTION : 15 ml de solution substrat : 

tétraméthylbenzidine (TMB), Prêt à l’emploi. 

- VIRCELL STOP REAGENT : 15 ml solution d’arrêt: acide sulfurique 0.5 M. 

- VIRCELL WASH BUFFER : 50 ml de solution de lavage concentrée 20x contenant un 

tampon phosphate additionné de Tween et de Proclin. 

Matériel nécessaire non fourni : 

 Micropipettes de 5 μl et de 100 μl. 

 Pipettes mullicanaux de 100 μl. 

 Laveur de microplaque ELISA. 

 Etuve ou bain-marie termostatié. 

 Lecteur de microplaque ELISA avec filtre de mesure à 450 nm et filtre de référence à 

620 nm. 
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 Eau distillée. 

Protocole: 

- Avant toute utilisation, mettre les réactifs à une température ambiante environ une heure avant 

l’utilisation tout en laissant la microplaque dans son enveloppe. 

-Bien agiter les réactifs 

-Faire sortir la microplaque de l’enveloppe avec le nombre exacte des cupules à utiliser: 

Le nombre de cupules à utiliser=nombre d’échantillons à tester+ 4 cupules pour les contrôles+ 

2 cupules pour les sérums seuil+ 1 cupule pour le sérum de contrôle négatif+ 1 

Cupule pour le sérum de contrôle positif. 

-Déposer 100 μl de diluant de sérum dans tous les puits. 

-Déposer par ordre: 5 μl de chaque échantillon, 5 μl de contrôle positif, 5 μl de sérum seuil et 5 

μl de contrôle négatif. 

-Couvrir la microplaque avec un film et incuber à 37°C/45 minutes. 

-Enlever le film, éliminer le contenu de tous les puits et laver 5 fois avec 0,3 ml de solution de 

lavage par puits. Eliminer tout le liquide de lavage. 

-Ajouter immédiatement 100 μl de conjugué dans chaque puits. 

-Couvrir la microplaque avec un film et incuber à 37°C/30 minutes. 

-Enlever le film, éliminer le liquide de tous les puits et laver 5 fois avec 0,3 ml de solution de 

lavage par puits. Eliminer tout le liquide de lavage. 

-Ajouter immédiatement 100 μl de substrat (TMB) dans chaque puits. 

-Recouvrir avec un film et incuber à température ambiante pendant 20 minutes à l’abri de la 

lumière (chambre noire). 

-Enlever le film et arrêter la réaction en ajoutant 50 μl de solution d’arrêt dans tous les puits. 

-Effectuer la lecture avec le lecteur de microplaque dans l’heure qui suit l’arrêt de la réaction. 

Interprétation des résultats : 

L’interprétation des résultats par le calcul de la moyenne des DO (Densité Optique) des sérums 

seuil (Tableau 14). 

Titre en index = (DO échantillon / DO moyenne du sérum seuil) x 10. 

Tableau 14. Interprétation des résultats de lecture des DO. 

Interprétation Titre en index 

Positif >11 

Négatif < 9 

Douteux 9-11 
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3.3. L’immunochromatographie pour la détection de l’antigène recombinant : 

rK39 

Principe : C’est une technique qualitative appliquée à la recherche de l’antigène recombinant 

rK39. C’est une technique très rapide et pratique, elle permet d’avoir un résultat à partir du sang 

total ou sérum en 20 minutes uniquement. 

Protocole : Le kit utilisé est celui de Bio-Rad IT LEISH 710124 selon un protocole simple et 

rapide (Figure 19) : 

 

Figure 19. Protocol de l’utilisation de l’IT-Leish® test. 

 

L’interprétation des résultats se fait selon la figure ci-après : 

 



Matériel et Méthodes 

71 

 

   

 

Figure 20. L’interprétation des résultats de l’IT-Leish® test. 

(A) test négatif; (B) test positif; (C) test invalide 

4. Etude Moléculaire des prélèvements 

4.1. Extraction d’ADN parasitaire par phénol/chloroforme 

Principe : Cette méthode utilise la solubilité différentielle des molécules (acides nucléiques / 

contaminants comme les protéines et les lipides) entre deux phases non-miscibles. Le procédé 

classique est l’extraction par le couple : phénol-chloroforme. 

‐ L’EDTA est un agent chélateur des cations (Ca++ et Mg++) qui sont des cofacteurs 

d’ADNase donc il inhibe l’action de cette enzyme sur l’ADN; 

‐ Le NaCl crée une pression osmotique et favorise la précipitation; 

‐ Le SDS est un détergent, il permet la désorganisation de la double couche des 

phospholipides membranaires des cellules pour libérer les acides nucléiques; 

‐ La protéinase K est une protéase permettant la dissociation des protéines. 

‐ Le phénol est un excellent agent dénaturant des protéines, il permet de séparer 

efficacement les protéines et les acides nucléiques. Il est ensuite éliminé par le 

chloroforme (non-miscible avec l’eau). 

‐ La séparation des phases aqueuse et organique se fait par centrifugation. La phase 

aqueuse contient alors les acides nucléiques qui peuvent être finalement récupérés sous 

forme solide à la suite de précipitation par l’alcool éthylique ou par l’alcool 

isopropylique. 

Protocole : On a essayé de minimiser le nombre de lavages pour ne pas perdre l’ADN qui est 

dès le départ en faible quantités dans les lames (augmenter le rendement de l’extraction). 

(A) (B)

(C) 
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L’ADN génomique des parasites, colorés au Giemsa et fixés sur des lames, est extrait par la 

méthode du Phénol/chloroforme selon les étapes suivantes : 

1. Décollement des parasites de la surface de la lame : en utilisant 250 µl de la solution 

de lyse : 

‐ Tris-HCl pH= 7,4 : 50mM 

‐ EDTA : 10 mM 

‐ NaCl : 50 mM 

Ce décollement se fait à l’aide d’un scalpel stérile à usage unique en frottent dans tous le sens 

la surface de la lame (sans risque de dégrader l’ADN) pendent quelques minutes (jusqu’au 

décollement total des parasites). Récupérer le tout dans un tube eppendorf. 

2. Dégrader les protéines membranaires et cytoplasmiques : par ajout de : 

‐ Protéinase K: 2,5 µl (10 mg/ml) 

‐ SDS: 10 µl (10%) 

Homogénéiser la solution. On a un volume total de 250µl dans chaque tube eppendorf. 

3. Incubation : dans un bain marie toute la nuit à 55°C 

4. Ajouter le phénol/chloroforme : 1volume/1volume (phénol: 125µl, chloroforme: 

125µl) et centrifuger à 12000 rpm/15 min, ce qui permet la séparation des deux phases 

(organique et aqueuse). 

5. Transvaser le surnageant : dans un tube eppendorf sans toucher l’interphase. 

         

6. Ajout de l’éthanol absolu froid (100%) : 600 µl, pour précipiter l’ADN. 

7. Incubation à -20°C : pendant 2 à 3 heures. 

8. Centrifugation : à 12000 rpm/10 min (pour récupérer le culot d’ADN). 

9. Lavage à l’éthanol froid (70%) : mettre 1ml pour enlever l’excès de sels. 

10. Centrifugation : à 12000rpm/10min. 

11. Re-suspendre le culot : dans de l’eau distillée stérile (20µl). On laisse le culot d’ADN 

se réhydrater pendant 2 à 3 heures. 

12. Conserver l’ADN : à +4°C. 
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4.2. Contrôle quantitatif et qualitatif de l’ADN 

4.2.1. Contrôle quantitatif de l’ADN 

Mesure de la DO à 260 nm : pour savoir la concentration de l’ADN de nos échantillons, on 

mesure la densité optique (DO) à : 260nm (longueur d’onde = 260nm). 

Sachant que la DO = 1 correspond à 50 µg d’ADN/ml. 

Mesure de la DO à 280nm : la mesure de l’absorption à 280nm est pour évaluer la présence 

des protéines. 

Protocole de la mesure de la DO : 

On réalise habituellement la lecture de densité optique (DO) à l’aide du spectrophotomètre 

Nano Drop® ND-1000 (Labtech International). Pour cela, il suffit de mettre une goutte de la 

suspension d’ADN dans l’endroit spécifié sur l’appareil et lire la DO. 

Pour ce travail, la DO a été mesurée pour chacun des tubes à l’aide du fluorimètre QUBIT selon 

le protocole ci-après [407] : 

 
Figure 21. Protocole de dosage de la dansité optique pour quantifier l’ADN dans les 

échantillons [407]. 

4.2.2. Contrôle qualitatif de l’ADN 

Electrophorèse sur gel d’agarose : pour évaluer l’état de dégradation de l’ADN, on fait une 

électrophorèse sur gel d’agarose à 0,8% dans un tampon TAE 1X (EDTA pH8 0,5mM, Tris 

acétate pH 7,8) (Annexe VI). On observe : 

 Obtention de smear : indique un état dégradé de l’ADN. 
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 Une bande nette de forte intensité: indique un état non-dégradé de l’ADN. 

Evaluation de la qualité par le rapport de la pureté : 

 Premier rapport de pureté=DO260nm/DO280nm. Il est compris entre 1,8 et 2. Si on 

obtient : 

 Un rapport inférieur à 1,8 : l’ADN est contaminé par les protéines. 

 Un rapport supérieur à 2 : l’ADN est contaminé par les sels. 

 Deuxième rapport de pureté= DO260nm/DO230nm. Il est compris entre 2 et 2,2.  Au-

delà de ces valeurs, l’ADN est contaminée par des détergents (alcool, phénol,…). 

4.3. Outils bioinformatiques 

4.3.1. BLAST 

Blast est utilisé pour exécuter des comparaisons de séquences rapides et des recherches de 

similarité montrant des relations fonctionnelles ou évolutives entre les séquences triés à partir 

de plusieurs bases de données et peut nous aider à identifier les membres d’une même famille 

de gènes. Les séquences utilisées sont relatives aux espèces de Leishmania. 

4.3.2. PCR électronique (e-PCR) 

La PCR électronique (e-PCR) est une méthode de calcul basée sur l’algorithme BLAST. 

Elle est développée essentiellement pour déterminer si une « Séquence Tagged Sites » (STS) 

qui se situe dans une séquence génomique donnée. Elle permet également la validation de la 

spécificité des amorces PCR et pour prédire les résultats de la PCR [408]. 

Le choix des amorces utilisés « primer design » peut se faire directement à partir du site : 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe 

4.3.3. Agent set model 

Il s’agit de la construction d’un modèle d’ensemble d’agents qui simule la propagation de 

l’infection à Leishmania sp. dans notre région d’étude tout en tennant compte des espèces 

parasitaires, du vecteur et du reservoirs de la leishmaniose en Algérie (Voir : Chapitre 1).  

Ce modète à été réalisé par le langage de programmation : « NetLogo » qui est un 

environnement de modélisation pour le développement de système multi-agents [409,410]. Il 

permet la simulation et la visualisation et la compréhension des comportements d’un modèle 

[406]. 

4.4. Amplification de l’ADN par PCRs 

Principe : Cette technique permet d’obtenir à partir de traces d’ADN, un nombre important de 

copies d’une séquence choisis d’ADN (jusqu’à un million).C’est une méthode basée sur le 

principe d’amplification enzymatique in vitro d’une séquence connu d’ADN. 
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Il est nécessaire d’avoir des informations sur les séquences étudiées de l’ADN cible. 

Ces informations vont servir pour élaborer deux oligonucléotides d’environ 15 à 25 paires de 

bases : les amorces. Ils doivent s’hybrider spécifiquement aux deux extrémités de la séquence 

à amplifier de telle sorte que chaque oligonucléotide se fixant à l’un des deux brins (Figure 22). 

 

Figure 22. Position des amorces sur les séquences cibles. 

Cette technique a connu un essor considérable grâce à l’utilisation d’une ADN 

polymérase thermostable, ce qui va éviter de rajouter d’enzyme à chaque cycle de PCR. Cette 

enzyme est la Taq polymérase qui fonctionne correctement avec une concentration en MgCl2 

entre 2 et 3 mM, au-delà elle produit davantage des mésappariements. 

Protocole : On a utilisé 3 cibles : 

4.4.1. PCR PO (acidic ribosomal phosphoprotein fragment, PO) 

La PCR PO permet d’amplifier l’ADN des mammifères [402]. Les produits amplifiés sont 

analysés sur un gel d’agarose à 1,5% en présence d’un marqueur de taille 100 pb (Vivantis- 

Malaisie). 

On utilise les amorces POF et POR selon les concentrations suivantes : 

Tableau 15. Mélange réactionnel de la PCR PO. 

Réactifs Concentration finale Le MIX (1X) 

H2O  17 µl 

Tampon de l’enzyme (10X) 1X 2,5 µl 

dNTP (10 mM) 0,2Mm 0,5 µl 

MgCl2 (50 mM) 1,5Mm 0,75 µl 

POF (10 pM) 0,6 pMol 1,5 µl 

POR (10 pM) 0,6 pMol 1,5 µl 

Taq polymérase (5U/µl) 1,25 Unités 0,25 µl 

ADN génomique (1ng) 20 ng 1 µl 

Total  25 µl/Réaction 
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Les conditions de la PCR PO figurent dans le tableau 16. 

Tableau 16. Programme de la PCR PO 

 T°/temps Nombre de cycles 

Dénaturation initiale 94°C/5min 1 

Dénaturation 94°C/30sec  

35 Hybridation 51°C/30sec 

Elongation 72°C/1min 

Elongation finale 72°C/10min 1 

˚C = degré Celsius, sec = seconde, min = minute. 

4.4.2. PCR-ITS1 

On utilise les amorces LITSR et L5,8S pour amplifier les régions ITS1 des ARNr (Tableau 

17). 

Les réactions PCR sont réalisées avec l’enzyme Taq polymérase (Platenium, Invitrogen 

France). Le volume final de la réaction est de 25 ul. Les composants des réactions PCR ont été 

ajoutés aux concentrations finales suivantes : le tampon de la Taq IX, MgCl2 1.5mM, dNTPs 

0,2mM, les amorces sens et anti-sens 0,5µM, la Taq polymérase 2 Unités par réaction et de 

l’ADN génomique à 20 ng par réaction. Le volume est ajusté à 25 µl par l’ajout de l’H20. 

Tableau 17. Mélange réactionnel de la PCR ITS1 

Réactifs Concentration finale Le MIX (1X) 

H2O  17,35 µl 

Tampon de l’enzyme (10X) 1X 2,5 µl 

dNTP (10 mM) 0,2Mm 0,5 µl 

MgCl2 (50 mM) 1,5Mm 0,75 µl 

LITSR (10 pM) 0,5pMol 1,25 µl 

L5,8S (10 pM) 0,5pMol 1,25 µl 

Taq polymérase (5U/µl) 2 Unités 0,4 µl 

ADN génomique (1ng) 20 ng 1 µl 

Total  25 µl/Réaction 

 

Les trois étapes, constituant un cycle de PCR, sont effectuées à des températures 

différentes permettant de contrôler l’activité enzymatique : 

• l’étape de dénaturation, est réalisée à 95°C, pour une dissociation complète des deux brins 

d’ADN. 
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• L’étape d’hybridation des amorces se fait à une température qui sera définie selon la nature 

des amorces (cette température varie de 50 à 70°C). Cette température va déterminer la stabilité 

des hybrides une fois que l’appariement amorces/matrice est réalisé. 

• L’étape de l’extension se fait à 72°C, température de « travail » de l’ADN polymérase 

thermorésistante utilisée. Au cours de cette étape, les brins complémentaires d’ADN sont 

synthétisés à partir des extrémités 3'OH libre des amorces hybridées (Tableau 18). 

Tableau 18. Programme de la PCR ITS1. 

 T°/temps Nombre de cycles 

Dénaturation initiale 95°C/2 min 1 

Dénaturation 95°C/20 sec  

35 Hybridation 53°C/30 sec 

Elongation 72°C/1 min 

Elongation finale 72°C/6 min 1 

˚C = degré Celsius, sec = seconde, min = minute. 

Les températures de dénaturation et d’extension sont fixes, seule la température d’hybridation 

devra être calculée pour chaque nouvelle PCR. Cette température d’hybridation dépend de la 

composition en bases des oligonucléotides amorces. Elle est inférieure de 2°C à 5°C que la 

température de l’amorce qui est la température de demi-dénaturation (Tm ou melting 

temperature). 

4.4.3. PCR-mini-exon 

On utilise un couple d’amorces : Fme et Rme permettant d’amplifier les régions mini-exon 

(Tableau 19). Ces PCRs sont réalisées avec l’enzyme Taq polymerase (Platenium). 

Le volume final de la réaction est de 25μL Les composants des réactions PCR ont été ajoutés 

aux concentrations suivantes : le tampon I X, MgCl2 1,5mM, dNTPs 0,2mM, DMSO 12%, les 

amorces sens et anti-sens 0,5 pmol/u.1, la Taq polymerase 1 Unité par réaction et de l’ADN 

génomique 20 ng par réaction. Le volume est ajusté à 25 µl/Réaction par l’ajout de l’H2O 

également. 
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Tableau 19. Mélange réactionnel de la PCR mini-exon. 

Réactifs Concentration finale Le MIX (1 X) 

H2O  12,5 µl 

Tampon de l’enzyme 10X) 1X 2,5 µl 

MgCl2 (50 mM) 1,5 mM 0,75 µl 

dNTP (10 mM) 0,2mM 0,5 µl 

DMSO 12% 3 µl 

TMAC 50 mM 1,25 µl 

Fme (10 pM) 0,5pMol 1,25 µl 

Rme (10 pM) 0,5pMol 1,25 µl 

Taq polymerase (5U/µl) 1 Unité 0,2 µl 

ADN génomique (1ng) 20 ng 1 µl 

Total  25 µl/Réaction 

Nous avons ajouté un additif qui est le tenraméthylammonium chloride (TMAC) avec 

une concentration finale de 50 mM. Le TMAC permet l’amélioration de la stabilité thermique 

des régions riche en AT au cours de l’amplification par PCR [411]. 

Les conditions finales de la PCR mini exon sont illustrées dans le tableau 20. 

Tableau 20. Programme final de la PCR mini-exon. 

 T°/temps Nombre de cycles 

Dénaturation initiale 94°C/5 min 1 

Dénaturation 94°C/30 sec  

30 Hybridation 54°C/30 sec 

Elongation 72°C/45 sec 

Elongation finale 72°C/8 min 1 

˚C = degré Celsius, sec = seconde, min = minute. 

4.5. PCR RFLP 

Principe : La technique PCR-RFLP est l’association entre les techniques d’amplification et 

d’observation de polymorphismes des fragments digérés par des enzymes de restriction. 

D’un point de vue technique, la méthode RFLP est utilisée pour refléter directement des 

variations dans la séquence primaire de l’ADN. Cette technique a permis d’observer de 

nombreuses variations à différentes échelles taxonomiques de la population à l’espèce. Les 

polymorphismes de restriction s’appuient sur des propriétés particulières des enzymes de 

restriction. Celles-ci coupent indifféremment les ADN codant et non-codant en reconnaissant 

les sites de restriction spécifiques qui peuvent être présents en plus ou moins grand nombre. 
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La petite taille des sites de restriction, et leur grand nombre dans un génome, les rendent 

particulièrement sensibles à tout changement de séquence nucléotidique : mutations par 

délétion, insertion, translocation chromosomique ... 

Les enzymes de restriction sont donc des endonucléases capables de couper l’ADN double 

brin à des sites spécifiques de 4 à 6 paires de bases (parfois plus). Les séquences reconnues 

comportent 4 à 10 nucléotides et sont le plus souvent palindromiques. Les enzymes de 

restriction sont isolées le plus souvent de bactéries. 

4.5.1. ITS1 PCR RFLP par l’enzyme Hae III 

Après avoir amplifié par PCR la région ITS1 de nos isolats de Leishmania sp., on procède 

à la digestion par enzyme de restriction de ces produits amplifiés par l’enzyme Hae III selon le 

protocole : 

1. Fixer le bain marie à 37°C. 

2. Préparer le MIX de la digestion (Tableau 21) : 

Tableau 21. Composants de la RFLP ITS1. 

Réactifs Concentration finale Le MIX (1X) 

H20  3 µl 

Tampon (10X) (1X) 5 µl 

Enzyme (10U/µl) (20U/µl) 2 µl 

AND  40 µl 

Total  50 µl/Réaction 

3. Incubation des tubes de la digestion pour toute la nuit à 37°C afin d’assurer une 

meilleure digestion des produits PCR. 

4. Préparation de gel d’agarose à 3% avec du TAE (1X) et le BET à raison de 2,5 µl/50ml. 

5. Mettre le colorant de la migration dans chaque tube RFLP (1 µl avec 5 µl de produit). 

6. Faire le dépôt des produits selon l’ordre suivant: 

Marqueur de taille (MT=100pb), témoins positifs (L. infantum, L. major, L. tropica), les 

échantillons, marqueur de taille (MT = 50 pb). 

7. Mettre un grand voltage pour que les produits rentrent dans le gel (environ 95V pendant 

5 minutes à 10 minutes), ensuite régler le voltage entre 50V et 60V (optimum : 55V). 

Le temps de migration est au moins 5 heures. 

8. Révélation des bandes de migration par UV et photographier le gel. 
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4.5.2. Mini-exon PCR RFLP par l’enzyme Eae I  

Du même pour l’RFLP mini exon, après avoir amplifié par PCR la région mini exon des isolats 

de Leishmania sp., les produits amplifiés subissent la digestion par enzyme de restriction Hae I 

selon le protocole suivant: 

1. Fixer le bain marie à 37°C. 

2. Préparer le MIX de la digestion (Tableau 22) : 

Tableau 22. Composants de la RFLP mini-exon. 

Réactifs Concentration finale Le MIX (1X) 

H20  3 µl 

Tampon (10X) (1X) 5 µl 

Enzyme (10U/µl) (20U/µl) 2 µl 

AND  40 µl 

Total  50 µl/Réaction 

3. Incubation des tubes de la digestion pour toute la nuit à 37°C afin d’assurer une 

meilleure digestion des produits PCR. 

4. Préparation de gel d’agarose à 3% avec du TAE (1X) et le BET à raison de 2,5 µl/50ml. 

5. Mettre le colorant de la migration dans chaque tube RFLP (1 µl avec 5 µl de produit). 

6. Faire le dépôt des produits selon l’ordre suivant: 

Marqueur de taille (MT=100 pb), témoins positifs (L. infantum, L. major, L. tropica), les 

échantillons, marqueur de taille (MT = 50 pb). 

7. Mettre un grand voltage pour que les produits rentrent dans le gel (environ 95V pendant 

5 minutes à 10 minutes), ensuite régler le voltage entre 50V et 60V (optimum : 55V). 

8. Révélation des bandes de migration par UV et photographier le gel. 

4.6. Révélation des produits amplifiés et digérés 

L’ADN, après extraction cellulaire et amplification par PCR, peut être analysé sur gel 

d’électrophorèse. L’électrophorèse sur gel d’agarose est une technique qui permet la séparation 

des fragments d’ADN selon leur poids moléculaire par migration sur gel dut à la charge négative 

de l’ADN. Cette migration dépend de la taille des fragments d’ADN, du % du gel utilisé et du 

voltage appliqué (Tableau 23). 
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Tableau 23. Relation entre la taille de fragment d’ADN à révéler et le pourcentage du gel 

d’agarose à utiliser. 

Taille du fragment d’ADN (kb) % du gel d’agarose à utiliser 

5 à 60 0,3 

1 à 20 0,6 

0,8 à 10 0,7 

0,5 à 7 0,9 

0,4 à 6 1,2 

0,2 à 3 1,5 

0,1 à 2 2 

 Principe : Le contrôle des produits PCR se base sur le principe de la séparation et 

l’identification des fragments d’ADN amplifié des éventuels fragments non spécifiques en 

fonction de leur taille et leur purification des restes des réactifs d’amplification dans un champ 

électrique homogène. Les ADN sont des macromolécules polyanioniques uniformément 

chargées négativement, la charge relative de l’ADN étant constante. De ce fait, l’ADN peut 

migrer dans un champ électrique de la cathode (-) vers l’anode (+) dans un tampon de migration 

1X, soit dans du TAE ou dans du TBE. 

Les échantillons sont mélangés à un colorant : 

 Le bleu de charge (le bleu de bromophénol) : de masse moléculaire faible par rapport 

au fragment d’ADN pour marquer le fond de migration et de les suivre au cours de 

l’électrophorèse.  

 Tampon de charge ADN vert: le tampon est coloré par un colorant vert le green. 

On additionne aussi au gel le BET, réactif intercalant qui se fixe entre les bases nucléiques à 

l’intérieur de la double hélice. Cette molécule naturellement non fluorescente présente une 

fluorescence orange lorsqu’elle est intercalée entre les bases nucléiques et après excitation aux 

longueurs d’ondes ultraviolettes. 

Après migration, on place le gel au-dessus d’un éclairage ultraviolet qui servira à exciter les 

molécules de BET fixées aux molécules d’ADN, lesquelles vont émettre une lumière rougeâtre 

visible et photographiable, permettant de visualiser la position des fragments d’ADN sur le gel. 

 Préparation du gel d’agarose pour la migration 

Le contrôle a été réalisé par électrophorèse horizontale sur un gel d’agarose à 1,5% pour les 

produits de la PCR et un gel de 3% pour les produits de la digestion par les enzymes de 

restriction, colorés par le BET.  
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Pour préparer le gel d’agarose dans la cuve à 1,5% : On ajoute 0,9 g d’agarose à 60 ml de 

tampon TAE 1 X (Tris- Acétate-EDTA). Le mélange est porté à ébullition. Après 

refroidissement, on additionne le BET (0,5 µg/ml). Après refroidissement, le gel polymérisé est 

recouvert de TAE 1X. 

On dépose 5 µl des échantillons et le marqueur de taille, les témoins positifs et le témoin négatif 

avec une goutte de bleu de bromophénol de 1µl pour chaque échantillon selon l’ordre de dépôt 

prédéfinit. [412]. 
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La présentation de nos résultats se fera en premier lieu selon les données 

épidémiologiques des cas reçus de la leishmaniose (cutanée et viscérale) avec les résultats des 

techniques de diagnostique parasitologique et immunologique obtenus, ensuite une description 

des échantillons utilisés dans l’étude moléculaire et à la fin, les résultats de l’identification des 

espèces en cause. 

Ces résultats seront présentés du point de vue épidémiologique, clinique et biologique. 

Afin de faciliter la compréhention des résultats, nous avons représenté nos résultats sous 

forme de tableaus suivis par des graphes explicatifs. 

I. Résultats et interprétations du diagnostic biologique des 

leishmanioses 

1. L’examen direct 

L’observation des formes amastigotes après coloration au MGG se réalise avec un 

grossissement x100 (Photo 7-(A)). Toutefois, si le prélèvement est très riche en amastigotes, ils 

peuvent être visualisés avec le grossissement x40 (Photo 7-(B)). 

   

Photo 7. Formes amastigotes observées au microscope optique après coloration au MGG. 

(A) Grossissement : x100; (B) Grossissement : x40. 

La coloration montre un élément arrondit avec un cytoplasme violacé, un volumineux 

noyau violet, un kinétoplaste et absence du flagelle. 

Le corps de Leishmania est la forme intracellulaire des leishmanies que l’on retrouve 

dans les macrophages. Ce sont de petits corpuscules ovalaires ou arrondis de 2 à 6 μm de 

diamètre, immobiles, enveloppés d’une membrane bien définie, présentent en microscopie 

(A) (B)



Résultats 

84 

 

optique après coloration panoptique de routine (MGG) deux inclusions pourpres juxtaposes 

caractéristiques: le noyau, arrondi, et le kinétoplaste en bâtonnet plus sombre à la base de la 

poche flagellaire. 

Cette technique permet la mise en évidence du parasite. Elle est facile à réaliser (ne nécessite 

qu’une simple coloration) mais l’interprétation du résultat dépend du lecteur de la lame. La 

durée de la lecture des lames de chaque patient peut varier entre quelques minutes si la PMO 

est riche de parasites jusqu’à une semaine pour prononcer un résultat négatif ou si la PMO est 

pauvre en parasites. 

2. Culture cellulaire des leishmanies 

Elle est peu utilisée dans le diagnostic (laborieuse, couteuse et le grand risque de 

contamination) mais c’est la technique de base dans la recherche scientifique. 

Toutefois, il y a une nécessité d’une autre technique de diagnostic dans le cas d’une suspicion 

de leishmaniose cutanée avec l’examen direct : 

 Pour confirmer le résultat de l’examen direct dépendant du lecteur qui doit être 

expérimenté. 

 L’utilisation de la sérologie n’est pas fiable pour la LC. 

 Le laboratoire dans les zones d’endémie n’est pas équipé pour une identification 

moléculaire. 

L’un des intérêts de ce modèle biologique est que le manipulateur peut mimer le cycle 

biologique des Leishmania au laboratoire. 

   

Photo 8. Formes promastigotes observées à l’état frais au microscope optique (X 40). 

(A) Promastigotes en forme de rosasses; (B) Promastigotes libres 

L’observation à l’état frais montre un élément avec un cytoplasme transparent, un 

volumineux noyau gris, un kinétoplaste et un flagelle propre. Cette observation nous permet de 

visualiser le mouvement du parasite et la formation des rosasses (Photo 8). 

(A) (B)
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La culture cellulaire des leishmanies peut être poursuivie afin d’obtenir un nombre assez 

élevé du parasite, on parle ainsi de la culture en masse des leishmanies (Photo 9). Cela s’effectue 

dans des flasks contenant le milieu de culture cellulaire composé essentiellement de RPMI 1640 

(Tableau 12). L’observation du parasite s’effectue par microscope inversé (Grossissement x40) 

(Photo 9). 

 

Photo 9. Culture en masse d’une souche de Leishmania sp. (X 40). 

3. L’immunofluorescence indirecte 

Il y a différents seuil de positivité. Pour la technique appliquée dans notre laboratoire, elle 

est de 1/80. Un résultat positif se traduit par l’observation de promastigotes fluorescents comme 

montre la photo 10 : 

 

Photo 10. Observation de corps de Leishmania sp. fluorescents par IFI. 

Une fluorescence limitée au noyau correspond soit à une réaction croisée soit à un 

porteur asymptomatique. 

Lorsque la réaction est négative, la leishmanie est rouge. 
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4. L’ELISA 

L’ELISA est une réaction colorimétrique (Photo 11) : L’ajout du substrat (TMB) donne une 

coloration bleue qui vire directement au jaune après l’ajout de la solution d’arrêt. 

Les résultats peuvent être observés à l’œil nu avant la validation des résultats par lecture de 

la DO. La lecture se fait à l’œil nu, après dilutions successives, le titre étant l’inverse de la plus 

forte dilution ayant donné un résultat encore positif, soit au spectrophotomètre (absorbance à 

450 nm), par la mesure d’une densité optique sur une seule dilution [96,343]. 

 

Photo 11. Plaque d’ELISA. 

5. IT Leish test 

L’IT Leish® est un test rapide et facile à réaliser. Un résultat positif est représenté par la 

photo 12. 

 

Photo 12. Plaque de l’IT-Leish® test. 

II. La leishmaniose cutanée 

Cette étude concerne les patients suspects de leishmaniose cutanée et orientés par un 

dermatologue ou un généraliste au laboratoire de parasitologie/Mycologie, Hôpital « Ibn Sina » 

CHU Annaba pour la confirmation du diagnostic clinique. 

Les résultats ont été organisés selon les données épidémiologiques, la clinique des patients, 

enfin la technique parasitologique et/ou immunologique utilisée pour confirmer le diagnostic 

de la LC. 
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1. Données épidémiologiques des patients 

La période d’étude s’étends sur 3 ans : de Janvier 2011 jusqu’à Décembre 2013. Nous avons 

reçu 282 patients suspects d’avoir une leishmaniose cutanée au laboratoire. Le diagnostic a été 

confirmé pour 85 patients soit un pourcentage total de 30,14 (Tableau 24). 

Tableau 24. Représentation des prélèvements cutanés positifs en fonction du résultat obtenu. 

Patients Effectif  
Atteints (LC positive) 85 30,14 

Indemnes (LC négative) 197 69,86 

Total 282 100 

 

Ces résultats globaux ont été répartis en fonction de l’année et représentés dans le 

tableau suivant : 

Tableau 25. Représentation des prélèvements cutanés étudiés selon l’année. 

Patients Année Total  
2011 2012 2013 

Atteints (LC positive) 19 27 39 85 30,14 

Indemnes (LC négative) 78 71 48 197 69,86 

Total 97 98 87 282 100 

 34,40 34,75 30,85 100  

Durant les trois années, on note que le nombre de patients succeptibles d’avoir une LC 

est est presque identique. Cependant, le nombre des cas confirmés positifs était croissant. 

Nous avons aussi réparti les prélèvements positifs par mois (Tableau 26) et par saion 

(Tableau 27). 
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Tableau 26. Représentation générale des prélèvements cutanés positifs durant la période 

d’étude (mois). 

Mois Effectif % 

Janvier 14 16,47    

Février 2 2,35    

Mars 15 17,65    

Avril 12 14,12    

Mai 2 2,35    

Juin 6 7,06    

Juillet 5 5,88    

Aout 5 5,88    

Septembre 2 2,35    

Octobre 3 3,53    

Novembre 17 20,00    

Décembre 2 2,35    

Total 85 100 

On remarque que les prélèvements positifs sont enregistrés durant toute l’année. Le 

nombre maximum des cas était enregistré durant le mois de Novembre (20,00%). 

Concernant la saison, les cas de la LC sont plus dominants en Hiver avec 31 cas 

(36,47%) et sont moins abondants en Eté avec 12 cas uniquement (14,12%) (Tableau 27). 

Tableau 27. Représentation générale des prélèvements cutanés durant la période d’étude 

(saisons). 

Saison Effectif % 

Hiver 31 36,47    

Printemps 20 23,53    

Eté 12 14,12    

Automne 22 25,88    

Total 85 100 

 

Afin de voir les tranches d’âges à risque, nous avons divisé nos patients positifs en 

tranches d’âges (Tableau 28). 
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Tableau 28. Répartition des prélèvements cutanés positifs selon l’âge. 

Tranche d’âge/ans Effectif  
[0,5[ 9 10,59 

[5,10[ 10 11,76 

[10,15[ 6 7,06 

[15,20[ 14 16,47 

[20,25[ 3 3,53 

[25,30[ 9 10,59 

[30,35[ 9 10,59 

[35,40[ 5 5,88 

[40,45[ 4 4,71 

[45,50[ 4 4,71 

[50,55[ 5 5,88 

[55,60[ 2 2,35 

[60,65[ 4 4,71 

[65,70[ 0 0,00 

=70 1 1,18 

Total 85 100 

 On remarque que toutes les tranches d’âge sont touchées (entre 0 et 70 ans). Les tranches 

d’âge allant de 15 à 20 ans sont les plus touchées avec un pourcentage de 16,47%. 

En raison de voir le sexe le plus succeptible d’avoir une LC, nous avons classé nos 

patients positifs selon leurs sexe (Tableau 29). 

Tableau 29. Répartition des prélèvements cutanés positifs selon le sexe. 

Sexe Effectif  
Masculin 47 55,29 

Féminin 38 44,71 

Total 85 100 

 Le sexe masculin est le plus touché par la maladie que le sexe féminin avec un 

pourcentage de 55,29%. Le sexe ratio est égal à 1,24. 

Le lieu de contamination est un caractère très important dans les études 

épidémiologiques. Il permet surtout de détecter des nouvaux foyers et étudier la situation 

actuelle des foyers connus. Les cas positifs proviennet de 14 wilayas avec 2 cas qui ont été 

contaminés hors l’Algérie (Tableau 30). 

 Nos patients ont été contaminés dans leur wilaya d’origine. Cependant, deux cas 

résidents à Annaba ont déclarés qu’ils ont été contaminés hors l’Algérie, l’une à Tunis (Tunisie) 

et l’autre à Aleb (Syrie). 
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Les cas positifs proviennet principalement de la wilaya d’Annaba avec 25 cas (29,41%) suivi 

de Souk Ahras et Guelma avec un pourcentage de 18,82% et 17,65% respectivement. 

Tableau 30. Répartition des prélèvements cutanés positifs selon le lieu de contamination. 

Wilaya 
Année 

Total % 
2011 2012 2013 

Annaba 13 7 5 25 29,41 

Guelma 1 2 12 15 17,65 

Souk Ahras 1 6 9 16 18,82 

Skikda 0 2 0 2 2,35 

Biskra 0 1 7 8 9,41 

El oued 0 1 0 1 1,18 

Tebessa 0 2 0 2 2,35 

Constantine 1 1 0 2 2,35 

Taref 1 0 3 4 4,71 

Khenchela 0 3 0 3 3,53 

Oum El Bouaghi 0 1 0 1 1,18 

M’Sila 1 0 0 1 1,18 

Laghouat 1 1 0 2 2,35 

Ouergla 0 0 1 1 1,18 

Tunisie (Tunis) 0 0 1 1 1,18 

Syrie (Aleb) 0 0 1 1 1,18 

Total 19 27 39 85 100 

 

2. Clinique des patients 

Cette section est reservée à quelques signes cliniques habituels observés lors de l’infection 

avec une LC (Photo 13). 

   

Photo 13. Lésions cutanées dues au parasite Leishmania sp. 

(A) Lésion cutanée au niveau du front, (B) Lésion cutanée au niveau du bras gauche. 

(B)(A) 
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Au début, nous avons classé nos patients avec le nombre de lésions observées chez 

chaque patient (Tableau 31). 

Tableau 31. Représentation des prélèvements cutanés positifs selon le nombre de lésions. 

Nombre de lésions  Effectif % 

1 71 83,53 

2 3 3,53 

3 5 5,88 

4 2 2,35 

5 1 1,18 

6 2 2,35 

>17 1 1,18 

Total 85 100 

 Le nombre des patients avec une seule lésion est prédominant avec un effectif de 71 cas, 

soit 83,53%. Le reste des patients présentent des lésions multiples allant jusqu’à 17 lésions. 

Les lésions sont localisées soit au visage, aux membres supérieurs ou membres 

inferieurs. Il faut noter que les patients avec plus d’une lésion ont la possibilité d’avoir differents 

localisations de lésions sur leurs corps (Tableau 32). 

Tableau 32. Représentation des prélèvements cutanés positifs selon la localisation de la lésion. 

Localisation Effectif % 

Visage/cou 39 45,88 

Membres supérieurs (bras, mains et coudes) 17 20,00 

Membres inferieurs (pieds et jambes) 12 14,12 

Visage + Membres supérieurs 4 4,71 

Membres: supérieurs + inferieurs 11 12,94 

Autres localisations 2 2,35 

Total 85 100 

 Le nombre prédominant des cas a des lésions au niveau du visage/cou avec 39 cas 

(45,88%) suivi par ceux qui présentent des lésions aux membres supérieurs soit 17 cas 

(20,00%). 

Tenant compte de la nature de la lésion, elle peut être croûteuse, sèche, nodulaire,… 

(Tableau 33). 
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Tableau 33. Représentation des prélèvements cutanés positifs selon la nature de la lésion. 

Nature de lésions Effectif % 

Croûteuse 23 27,06 

Sèche Squameuse 13 15,29 

Nodulaire 12 14,12 

Infectée 10 11,76 

Ulcérée 10 11,76 

Ulcérée/ Croûteuse 10 11,76 

Inflammatoire 6 7,06 

Creuse 1 1,18 

Total 85 100 

 L’aspect clinique des lésions est très variable. Les lésions croûteuses sont les plus 

rencontrées avec un pourcentage de 27,06% suivi des lésions squameuses (15,29%) puis les 

lésions nodulaires (14,12%). 

Dix lésions (11,76%) ont été très infectées ce qui ne permet pas la mise en évidance du 

parasite via culture cellulaire. 

 

Chaque lésion diffère par la durée d’évolution qui peut être courte de moins d’un mois, 

comme elle peut être très longue (voir plus de 3 ans) (Tableau 34). 

Le nombre prédominant est celui des patients avec une année d’évolution avant toute 

demande de diagnostic avec 15 cas (17,65%). 

Selon la notion de la présence de piqûre par le phlébotome, les patients sont classés en 

3 groupes (Tableau 35). 

Selon ces résultats, seulement 34 patients (40,00%) ont moontionnés qu’ils se rappelent 

d’avoir été piqué par un insecte à l’emplacement de la lésion. 
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Tableau 34. Représentation des prélèvements cutanés positifs selon l’évolution de la lésion. 

Durée d’évolution Effectif % 

>1 mois 2 2,35 

1 mois 4 4,71 

1,5 mois 2 2,35 

2 mois 11 12,94 

3 mois 7 8,24 

4 mois 10 11,76 

5 mois 2 2,35 

6 mois 11 12,94 

7 mois 8 9,41 

8 mois 3 3,53 

9 mois 1 1,18 

10 mois 2 2,35 

11 mois 0 0,00 

12 mois 15 17,65 

1,5 ans 4 4,71 

2 ans 1 1,18 

3 ans 2 2,35 

Total 85 100 

 

Tableau 35. Représentation des prélèvements cutanés positifs selon la notion de présence de 

piqûre. 

Présence de piqûre Effectif % 

Oui 34 40,00 

Non 26 30,59 

Inconnu 25 29,41 

Total 85 100 

3. Diagnostic biologique 

Parmi le total des patients reçus et qui sont succeptibles d’avoir une LC et selon la 

disponibilité du milieu de culture, nous avons effectué sur 75 d’eux deux techniques de 

diagnostique parasitologique : l’examen direct et la culture cellulaire des parasites Leishmania. 

Les deux techniques combinées ensembles ont permis le diagnostique de la LC chez 57 patients, 

voir 76% (Tableau 36). 
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Tableau 36. Représentation des résultats obtenus lors du diagnostic de la leishmaniose cutanée. 

Patients Effectif  
Atteints (LC positive) 57 76 

Indemnes (LC négative) 18 24 

Total 75 100 

 

Chaqu’une des deux techniques à permi seule de détecter la LC chez 44 patients soit 

58,67% (Tableau 37) malgrès le pourcentage des cultures contaminés (25,33%). 

Tableau 37. Les résultats obtenus selon la technique de diagnostic (Examen direct et culture 

parasitaire). 

Résultat Examen direct Culture (NNN) 

Positif Négatif Total Positive Négative Contaminée Total 

Effectif 44 31 75 44 12 19 75 

 58,67 41,33 100 58,67 16 25,33 100 

 

Les deux techniques ont donné le même pourcentage de positivité, alors que certains cas 

(26 cas voir 34,66%) n’ont pu être diagnostiqués que par l’une des deux comme le montre le 

tableau comparatif ci-après (Tableau 38).  

Tableau 38. Comparaison des résultats obtenus selon la technique utilisée (Examen direct 

versus culture). 

Résultat Examen direct 

Positif Négatif 

Culture (NNN) Positive 31/75 13/75 

 41,33 17,33 

Négative / Contaminée 13/75 18/75 

 17,33 24,00 

 

III. La leishmaniose viscérale 

Cette étude concerne les patients suspects d’avoir une leishmaniose viscérale dont les 

prélèvements sont envoyés au laboratoire de parasitologie/Mycologie, Hôpital « Ibn Sina » 

CHU d’Annaba pour la confirmation du diagnostic clinique. 

Les résultats ont été organisés selon les données épidémiologiques, cliniques des patients et 

enfin les techniques utilisées pour confirmer le diagnostic de la LV. 
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1. Données épidémiologiques des patients 

La période d’étude est de 3 ans allant de Janvier 2011 à Décembre 2013. Nous avons reçu 

les prélèvements de 369 patients suspects d’avoir une LV au laboratoire. Le diagnostic a été 

confirmé pour 35 patients soit un pourcentage total de 9,49 des patients reçus. 

Les résultats globaux ont été représentés dans le tableau suivant : 

Tableau 39. Les résultats globaux des cas de LV diagnostiqués. 

Patients Effectif  
Atteints (LV positive) 35 9,49 

Indemnes (LV négative) 334 90,51 

Total 369 100 

 

Les patients reçus sont divisés selon leurs status immunitaire en deux catégories : les 

immunodéprimés (due à la co-infection au VIH) et les immunocompétents (Tableau 40). 

Tableau 40. Nature des cas de LV diagnostiqués. 

Patients LV infantile Co-infection VIH-LV Total  
Atteints (LV positive) 30 5 35 9,49 

Indemnes (LV négative) 275 59 334 90,51 

Total 305 64 369 100 

 La LV infantile est prédominante avec l’enregistrement de 30 cas. Malgrès les rares cas 

signalés de la co-infection VIH/LV en Algérie, nous avons pu enregistrer 5 cas. 

Il faut noter que tous les cas de la LV infantile sont concidérés comme des patients 

immunocompétents et tous les cas de la co-infection VIH/LV est une LV de l’adulte à l’exeption 

d’un seul cas qui représente une LV infantile avec une co-infection au VIH. 

Concernant la LVI, nous avons enregistré une augmentation du nombre de patients 

atteins durant l’année 2013 avec 14 cas avec l’augmentation du nombre des cas suspectés 

(Tableau 41). 

Tableau 41. Les résultats globaux des cas de LV infantile diagnostiqués. 

Patients Année Total  
2011 2012 2013 

Atteints (LV positive) 9 7 14 30 9,84 

Indemnes (LV négative) 82 68 125 275 90,16 

Total 91 75 139 305 100 

Quand à la co-infection LV/VIH, elle a été enregistrée uniquement en 2012 avec 5 cas 

(7,81%) (Tableau 42). 
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Tableau 42. Les résultats globaux des cas de co-infection LV-VIH diagnostiqués. 

Patients Année Total  
2011 2012 2013 

Atteints (LV positive) 0 5 0 5 7,81 

Indemnes (LV négative) 19 20 20 59 92,19 

Total 19 25 20 64 100% 

 La LVI a été enregistrée presque durant l’année mais avec une augmentation du nombre 

des cas durant le mois de Juin (20,00%) et Février (17,14%) pour la LV infantile et durant le 

mois d’Avril (11,43%) pour la co-infection VIH/LV (Tableau 43). 

Tableau 43. Représentation générale des prélèvements de LV durant la période d’étude (mois). 

LV Mois Effectif % 

LV infantile Janvier 0 0 

Février 6 17,14 

Mars 3 8,57 

Avril 2 5,71 

Mai 3 8,57 

Juin 7 20 

Juillet 1 2,86 

Aout 2 5,71 

Septembre 2 5,71 

Octobre 0 0 

Novembre 3 8 ,57 

Décembre 1 2,86 

Co-infection VIH-LV Février 1 2.86 

Avril 4 11.43 

Total 35 100 

Selon la saison, le Printemps est la saison où il y a un pic de cas de LV : la LVI avec 

34,28% et la co-infection VIH-LV avec 11.43% (Tableau 44). 

Concernant les tranches d’âges touchés par la LVI, c’est les nourissons entre [2,3[ ans 

avec un pourcentage de 31,43%. 

Les patients co-infectés VIH/VL sont des adultes avec l’âge qui varie entre [25,32[ ans à 

l’exeption d’un seul cas qui est un enfant avec 6 ans d’âge (Tableau 45). 
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Tableau 44. Représentation générale des prélèvements de LV durant la période d’étude 

(saisons). 

LV Saison Effectif % 

LV infantile Hiver 9 25,71 

Printemps 12 34,28 

Eté 5 14,29 

Automne 4 11,43 

Co-infection VIH-

LV 

Hiver 1 2.86 

Printemps 4 11.43 

Total 35 100 

 

Tableau 45. Répartition des prélèvements de LV positifs selon l’âge. 

 Tranche d’âge/ans Effectif  

LV infantile [0,1[ 1 2,86 

[1,2[ 9 25,71 

[2,3[ 11 31,43 

[3,4[ 7 20,00 

[4,5[ 1 2,86 

[5,6[ 0 0,00 

[6,7[ 1 2,86 

Co-infection VIH-LV =6 1 2,86 

[25,30[ 2 5,71 

[30,32[ 2 5,71 

Total 35 100 

 

Selon le sexe, la LV infantile touche plus le sexe Feminin avec un pourcentage de 

51,43% (Tableau 46). Le sexe ratio est de 0,67. 

Tableau 46. Répartition des prélèvements de LV selon le sexe. 

Sexe Effectif  
Masculin 12 34,29 

Féminin 18 51,43 

Inconnu (patients VIH+) 5 14,29 

Total 35 100 

 

La répartition des cas en fonction du lieu de contamination est représentée dans le 

tableau ci-après. 
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Tableau 47. Répartition des prélèvements de LV positifs selon le lieu de contamination. 

Wilaya Effectif  

Annaba 2 5,71 

Guelma 4 11,43 

Souk Ahras 10 28,57 

Tébessa 7 20,00 

Biskra 1 2,86 

Inconnu 11 31,43 

Total 35 100 

La plupart des patients infectés par la LV sont d’origine de Souk Ahras avec 28,57% 

des cas suivi de Tébessa avec 20,00% des cas (Tableau 47). 

2. Clinique des patients 

Les signes cliniques sont typiques dans le cas de la LV infantile (Photo 14). 

 

Photo 14. Forme clinique de la leishmaniose viscérale. 

Les signes cliniques majeurs durant une LV infantile pour nos patients sont par ordre 

décroissant : la splénomégalie (73,33%), la fièvre (56,67%), l’hépatomégalie (50,00%) et la 

pâleur cutanéo-muqueuse (23,33%), respectivement (Tableau 48). 

Tableau 48. Représentation des cas de la LVI selon les signes cliniques. 

Clinique Fièvre SPM HPM PCM 

+ - + - + - + - 

Effectif 17 13 22 8 15 15 7 23 

 56,67 43,33 73,33 26,67 50,00 50,00 23,33 76,67 
SPM = Splénomégalie; HPM = Hépatomégalie; PCM = Pâleur cutanéo-muqueuse. 

L’hémogramme a pu nous renseigner que nos patients présentent : une pancytopénie 

(46,67%), anémie (26,67%), bicytopénie (20,00%) ou thrombopénie (6,67%) respectivement 

(Tableau 49). Danc, aucun FNS de l’ensemble de nos patients n’est normal. 
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Tableau 49. Représentation des cas de la LVI selon l’hémogramme. 

 FNS Anémie Bicytopénie Thrombopénie Pancytopénie 

Effectif 8 6 2 14 

 26,67 20,00 6,67 46,67 

FNS = Formule Numération Sanguine. 

3. Diagnostic biologique 

Le diagnostic de la LV à été posé soit par l’examen microscopique d’une PMO et/ou une 

sérologie leishmanienne. Parmi nos 369 patients, 325 ont subit une PMO à la recherche du corps 

de Leishmania, et 306 ont bénéficié d’une sérologie par IFI, ELISA ou IT Leish test. 

Le tableau 50 montre le nombre de cas diagnostiqués de la LV par chaque technique 

séparément. 

Tableau 50. Distribution des cas de la LV selon la technique de diagnostic utilisée. 

Technique utilisée LVI Co-infection VIH/LV Total % 

Examen direct 26 1 27 77,14 

IFI 21 4 25 71,43 

ELISA 2 0 2 5,71 

IT Leish test (rK39) 2 0 2 5,71 

Total 30 5 35 100 

L’examen direct à permi de poser le diagnostic pour 27 patients (77,14%), alors que 

l’IFI a pu diagnostiquer 25 patients (71,43%). On note que la plupart des cas de la co-infection 

VIH/LV ont été diagnostiqués par l’IFI. 

Le seuil d’anticorps en IFI (de 1/40ème jusqu’à 1/320ème) varie du seuil de positivité de 

la technique (1/80ème) (Tableau 51). 

Tableau 51. Représentation des résultats obtenus par IFI des cas de la LV positifs. 

IFI (seuil) LVI % Co-infection VIH/LV % 

Negative* 3 10 0 0 

Negative* (1/40) 4 13,33 1 3,33 

Positive (1/80) 10 33,33 4 13,33 

Positive (1/160) 2 6,67 0 0 

Positive (1/320) 6 20 0 0 

Total 25 83,33 5 16,67 

* Des sérologies negatives par IFI qui viennent de patients avec une LVI confirmée avec d’autres techniques. (Examen direct, ELISA ou IT 

Leish test). 
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La technique de l’IFI était la méthode immunologique la plus exploitée. Toutefois, elle 

n’a pas pu détecter la présence de l’Ag anti Leishmania chez 8 patients soit 26,66% des cas. 

Enfin, la comparaison des résultats de l’examen direct de la PMO avec la sérologie 

appliqués tous les deux sur une série de 25 patients atteints de la LV a permi de trouver 9 cas 

(voir 36,00%) qui n’ont pu être diagnostiqués que par l’une des deux techniques (Tableau 52). 

Ceci souligne l’intérêt de l’application de ces deux techniques à la fois pour un diagnostic 

correct de la LV.  

Tableau 52. Comparaison de l’examen direct avec la sérologie. 

Resultats  Examen direct 

Positif Négatif 

Sérologie Positif 16 4 

(%) 64% 16% 

Négatif 5 0 

(%) 20% 0% 

 

IV. Identification des espèces Leishmania 

Notre étude a été focalisée sur l’identification et la caractérisation des espèces Leishmania 

chez des patients atteints de la leishmaniose et qui sont de différentes origines géographiques 

de l’Algérie (Nord-Est Algérien surtout). Cette identification a été réalisée au moyen de 

techniques moléculaires incluent la PCR et la digestion du produit amplifié (PCR-RFLP). La 

première partie a concerné l’amplification et la digestion de la séquence inter-génique non 

codante ITS1 des gènes ARNr (voir : chapitre II 8- arrangement des gènes), alors que la 

deuxième partie a l’amplification des gènes mini-exon (voir : chapitre II 8- arrangement des 

gènes) suivie par la digestion par des enzymes de restriction. Plusieurs réactions PCRs ont été 

réalisées et ont été suivis par une digestion enzymatique sur des parasites entretenus en culture 

in vitro et qui ont été typés comme appartenant au complexes : L.major, L. tropica, et L. 

infantum (voir : Tableau 7). 

L’extraction de l’ADN parasitaire a été effectuée par la méthode puissante du 

phénol/chloroforme. Pour chaque prélèvement testé, la mesure moyenne a été calculée. 

1. Evaluation de la qualité de l’ADN par la PCR PO 

Avant toute PCR, une PCR PO est nécessaire. Elle a pour but de vérifier l’absence de tous 

inhibiteurs dans les ADNs extraits qui pourrait bloquer les PCR spécifiques des parasites 



Résultats 

101 

 

Leishmania. Elle permet d’amplifier l’ADN des mammifères [402,413]. Les produits amplifiés 

ont une taille de 470 pb. 

Le résultat d’amplification est représenté par la photo 15. On note que le témoin négatif est 

exempt de toute amplification. D’autre part, le témoin positif (CO24) et les  ADNs testés 

présentent une amplification à la taille attendue (470 pb). D’après le profil obtenu, on note 

l’absence de toute inhibition qui pourrait bloquer l’éventuelle amplification de l’ADN 

parasitaire. 

 

Photo 15. Profils des produits PCR PO chez les espèces de la leishmaniose de l’Ancien 

Monde. 

L. tropica : Bag9; L. major : Ron l l4; L. infantum : LV50; T+ : contrôle positif ADN humain (CO24); T- : témoin négatif. 

2. Identification des espèces Leishmania par PCR-RFLP ciblant la région 

ITS1 des gènes ARNr 

2.1. Validation de la PCR ITS1 pour détection des parasites Leishmania en culture 

La région ITS1 qui sépare les deux gènes ssu ARNr et 5.8S ARNr varie selon l’espèce de 

Leishmania par la taille mais aussi la séquence nucléotidique [291]. Cette région une fois 

amplifiée par un couple d'amorces spécifique permet de révéler la présence du parasite 
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Leishmania dans un échantillon donné si le produit PCR obtenue possède une taille 

approximative entre 300-350 pb. Nous avons ainsi appliqué cette PCR sur des ADN extraits de 

promastigotes en culture des 3 espèces de Leishmania de l’Ancien Monde : L. infantum, L. 

major et L. tropica. Nous avons obtenu des bandes amplifiées correspondant à la taille attendu 

dont l’intensité est convenable. Chaque PCR effectuée a intégré un témoin négatif constitué par 

le mélange réactionnel exempt d’ADN afin de s’assurer de l’absence de toute contamination 

par un ADN étranger qui pourrait fausser les résultats. La qualité des produits amplifiés a été 

testée par électrophorèse sur gel d’agarose et la taille de la bande amplifiée est d’environ 320 

pb (Photo 16).  

 

Photo 16. Profils des produits PCR ITS1 chez les espèces de la leishmaniose de l’Ancien 

Monde. 

L. tropica : Bag9; L. major : L3171; L. infantum : D5; T-: témoin négatif. 

2.2. Identification des espèces de leishmanies en culture par PCR-RFLP ITS1 

Après avoir amplifié par PCR la région ITS1 de plusieurs isolats de Leishmania sp. de 

l’Ancien Monde, les produits amplifiés ont été digérés par l’enzyme de restriction HaelII. 

Les produits de digestion ont été ensuite séparés par électrophorèse sur gel d’agarose. Cette 

étape de digestion enzymatique utilisant l’enzyme HaelII. a été appliquée en premier lieu sur 
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les produits PCR 1TS1 à partir de l’ADN extrait d’isolats de différentes espèces qui ont été 

entretenues en culture in vitro. Les résultats sont représentés dans la photo 17. 

Des profils discriminatifs entre les espèces de leishmanies de l’Ancien Monde ont été 

trouvés. 

En effet, un profil spécifique de l’espèce L. major composé de 2 fragments de tailles respectives 

220 pb et 140 pb a été trouvé. Alors que le profil de l’espèce L. tropica a des tailles de 200 pb 

et 60 pb. Le profil de digestion de l’espèce L. infantum a été trouvé avec des tailles de 200 pb, 

80 pb et 60 pb (Photo 17). 

Il faut noter que cette PCR-RFLP 1TS ne peut discriminer entre les espèces du complexe 

L. donovani.  

 

Photo 17. Profils de restriction des différentes espèces de leishmanies par PCR-RFLP ITS1. 

L. infantum : D5; L. tropica : Rachnan; L. major : SDTBM. 

3. Identification des espèces de Leishmania par PCR-RFLP du gène mini-

exon. 

Nous nous sommes intéressés dans cette partie du travail à l’exploitation des gènes mini-

exon par PCR-RFLP afin de détecter le parasite Leishmania chez nos patients. Notre choix a 
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porté sur ces gènes en raison de leur forte répétitivité au sein du génome de Leishmania. La 

PCR ciblant les gènes mini-exon a été appliquée sur l’ADN de plusieurs échantillons 

représentatifs des espèces de l’Ancien Monde. L’ADN de lames archivées a été ensuite utilisé 

comme cible pour amplifier les gènes mini-exon et déterminer l’espèce du parasite Leishmania 

par PCR-RFLP. 

3.1. Amplification d’isolats Leishmania de l’Ancien Monde par PCR mini-exon 

En ciblant les gènes mini-exon par les amorces Fme et Rme, cette PCR devrait donner un 

produit de taille entre 400 pb et 450 pb [295]. 

Nous avons effectué une amplification des souches représentant différentes espèces de 

l’Ancien Monde. Le profil des produits amplifiés nous a permis d’observer les bandes attendues 

avec une différence de taille entre les différentes espèces. Pour l’espèce L. infantum nous avons 

obtenu une bande de taille 435 pb, pour L. major la taille de la bande amplifiée est de 427 pb, 

alors qu’elle est de 403 pb pour L. tropica (Photo 18). Par ailleurs, il faut noter ici que les 

différences de tailles notées pour les différents isolats, sont difficiles à observer sur gel 

d’agarose. Un gel polyacrylamide serait, en effet, plus approprié. 

 

Photo 18. Résultat de l’amplification par PCR mini-exon de différents isolats de l’Ancien 

Monde. 

M : marqueur de taille l00pb; L. infantum : LV50; L. major : IL24; L. tropica : LA28; T- : témoin négatif. 
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3.2. Identification des espèces Leishmania par la PCR-RFLP du gène mini-exon 

Etant donné que les différences de tailles des produits PCR mini-exon constatées entre les 

complexes d’espèces Leishmania ne sont pas faciles à observer sur gel d’agarose et vu la 

difficulté et la lourdeur de manipulation des gels polyacrylamide, il est plus approprié de faire 

des digestions des produits PCR (PCR-RFLP) afin de pouvoir discriminer entre les espèces. 

Ainsi, plusieurs enzymes de restriction ont été testés lors de travaux précédents et il a été 

montré que la digestion avec l’enzyme Eael donne les profils les plus informatifs, qui 

permettent la discrimination à l’échelle spécifique de l’espèce Leishmania [295]. 

Les résultats de l’électrophorèse sur gel d’agarose des produits de digestion montrent que 

L. major donne 5 bandes de tailles 125, 119, 92, 70 et 21 pb (Photo 19). Cependant, il est 

difficile de visualiser ces fragments sur la figure étant donné que leur taille est très petite. Ainsi, 

il serait préférable de faire migrer ces produits sur un gel polyacrylamide ou sur un gel d’agarose 

avec une concentration plus élevée, afin de mieux séparer les bandes. 

Le fragment amplifié de L. tropica donne un profil à 3 bandes de tailles 403, 227 et 178 pb. 

Deux fragments de taille 330 et 108 pb en plus du fragment non coupé qui fait 435 pb sont 

obtenus pour L. infantum (Photo 19). 

 

Photo 19. Profils de restriction des souches de culture par PCR-RFLP mini-exon. 

M: marqueur de taille l00pb; L. infantum : LV50; L. tropica : Rachnan ; L. major : L3171. 
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4. Description des échantillons utilisés dans l’étude moléculaire 

Afin d’atteindre les objectifs de ce travail, nous avons choisis d’effectuer l’étude 

moléculaire directement sur des lames archivées de LC et LV. Les lames représentent un outil 

puissant qui permet d’étudier non seulement des échantillons très anciens mais aussi elles ne 

nécessitent pas des conditions particuliers de conservation ni de transport aux laboratoires 

spécialisés [33,414]. 

Pour réaliser une identification moléculaire de l’agent responsable de la leishmaniose dans 

notre région d’étude, 86 cas confirmés de la leishmaniose par examen direct de moelle osseuse 

(pour la LV) ou de sérosités cutanées (pour la LC) étalés sur lames et colorées au MGG ont été 

inclus dont : 66 cas de LC (76,74%) et 20 cas de LV (23,26%) (Tableau 53). 

Tableau 53. Description des échantillons utilisés selon la nature du prélèvement. 

Clinique Effectif % 

LC 66 76,74 

LV 20 23,26 

Total 86 100 

Comme nous avons déjà remarqué, le nombre des cas de LC est plus important de celui 

des LV. Cela est due au fait que la LC est plus fréquente que la LV dans le monde en générale 

et en Algérie en particulier [19]. 

Cette étude a été réalisée sur des échantillons reçus sur une période de 3 ans (Tableau 

54). L’année 2013 représente l’année la plus exploitée avec un pourcentage de 40,70% suivi de 

l’année 2011 (31,40%). L’année 2012 compte le nombre le plus minime de cas avec un 

pourcentage total de 27,91%. 

Tableau 54. Description des échantillons utilisés selon l’année du prélèvement. 

Année Clinique Total % 

LC LV 

2011 19 8 27 31,40% 

2012 18 6 24 27,91% 

2013 29 6 35 40,70% 

Total 66 20 86 100% 

Il faut aussi noter que pour toutes les années, le nombre des cas de LC utilisés est 

toujours supérieur de celui de la LV. 

Cette étude concerne les cas confirmés de leishmaniose dont leur origine géographique 

est le Nord-Est Algérien (Figure 17). Douze wilayas sont concernées : la moitié des cas sont de 

Souk Ahras et Annaba (28,68% et 27,94% respectivement) (Tableau 55). 
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Tableau 55. La distribution géographique des échantillons utilisés. 

Origine géographique  Clinique  % 

LC LV Total 

Annaba 22 2 24 27,91 

Guelma 12 4 16 18,60 

Souk Ahras 14 8 22 25,58 

Tebessa 2 5 7 8,14 

Biskra 6 1 7 8,14 

Constantine 1 0 1 1,16 

El Taref 2 0 2 2,33 

Khanchela 3 0 3 3,49 

Laghouat 2 0 2 2,33 

Skikda 1 0 1 1,16 

M’sila 1 0 1 1,16 

Total 66 20 86 100% 

 

La richesse des lames en parasites (corps de Leishmania sp.) a été aussi investiguée 

(Tableau 56). Les lames les moins riches (lames +) sont les plus fréquentes (47,67%) et ainsi 

les plus utilisées dans cette étude. 

Tableau 56. Description des échantillons utilisés selon la richesse de la lame en parasites. 

Richesse en parasites Clinique Total % 

LC LV 

Lame + 28 13 41 47,67% 

Lame ++ 11 2 13 15,12% 
Lame +++ 27 5 32 37,21% 

Total 66 20 86 100,00% 
Lame +++: 1 parasite ou plus/1 à 10 champs; Lame ++: 1 à 10 parasites/10 à 100 champs; Lame +: 1 à10 parasites/100 à 1000 champs. 

5. Evaluation des PCRs et PCR RFLPs appliqués sur des lames archivés 

5.1. Evaluation des ADNs extraits par la PCR PO 

Nous avons procédeé à l’application de la PCR PO sur tous les ADNs extraits des lames 

archivés avant toute PCR afin de s’assurer de l’absence de toute inhibition possible (Photo 20). 

Ainsi, cette PCR a été appliquée pour les échantillons d’ADN provennants de tous nos 86 

patients (66 échantillons de la LC et 20 échantillons de la LV). La photo ci-après est un example 

du résultat obtenu : ici, 4 échantillons sont négatifs. 
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Photo 20. Résultats de la PCR PO sur de l’ADN de lames archivées. 

MT : marqueur de taille (l00 pb); T+ : contrôle positif ADN canin (LN80); T-: témoin négatif. 

5.2. Evaluation de la PCR ITS1 sur des ADN parasitaires extraits de lames de 

patients 

5.2.1. PCR ITS1 

En fait, une amplification par PCR de la région ITS1 (Photo 21) a été réalisée pour 66 

patients atteints de la LC et 20 patients atteints de la LV (Annexe VII). Les 86 patients recrutés 

au CHU d’Annaba ont été diagnostiqués par examen direct à la recherche de corps de 

Leishmania sp. 

Ainsi, au moins une lame contenant les parasites étalés est disponible pour chaque patient. 

A partir de ces lames, l’ADN des parasites a été extrait par la méthode du Phénol/Chloroforme. 

Afin d’améliorer les signaux faibles et essayer d’avoir un signal positif pour les isolats qui n’ont 

pas pu être amplifié, une deuxième ou troisième amplification a été effectuée en utilisant 

comme cible l’ADN extrait à partir d’autres lames du même patient (en cas de disponibilité). 

Tous les échantillons avec de résultats négatifs ont été amplifiés par la 2ème et éventuellement 

la 3ème PCR. 

Sur les 86 échantillons, 79 (91,86%) isolats ont donné un résultat positif, alors que les 7 

(8,14%) autres n’ont pas donné un signal (résultat négatif) (Tableau 62). Cette difficulté 

Echantillons 
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d’amplification est probablement due à la présence d’inhibiteurs qui ont persisté pendant les 

étapes d’extraction d’ADN ou tout simplement à l’état de l’ADN qui est dégradé. 

 

Photo 21. Résultats de la PCR ITS1 sur de l’ADN de lames archivées. 

MT : marqueur de taille (l00 pb), Souches de références : L.  infantum: LV50, L. major: Ronl14, L. tropica : Bag 9. 

5.2.2. Identification des espèces de Leishmania à partir des patients par PCR-RFLP 

ITS1 

Afin d’identifier l’espèce du parasite en question, les produits PCR ITS1 qui ont été trouvé 

positifs ont été digérés par l’enzyme de restriction HaelII. Des échantillons représentant les 

souches de références de l’Ancien Monde ont été inclus afin de faciliter l’identification des 

espèces par comparaison du profil de digestion avec celles-ci. 

L’électrophorèse des produits de digestion (Photo 22) a montré des profils de restrictions 

différents : 19 échantillons montrent un profil de restriction concordant avec celui de la souche 

de référence L. major, alors que 36 échantillons de LC et 12 échantillons de LV montrent un 

profil de restriction comme celui du complexe L. donovani identique avec le profil de l’espèce 

L. infantum. Uniquement 1 échantillon a présenté un profil identique à l’espèce L. tropica. Deux 

échantillons de LC se sont révélés faiblement positifs en PCR, c’est pourquoi nous avons eu 

des difficultés à visualiser leur profil de restriction ce qui nous donne un résultat non-

interprétable. 

Echantillons 
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Photo 22. Résultat de la PCR-RFLP après la digestion avec l’enzyme de restriction HaelII. 

M : marqueur de taille l00pb; L.  infantum : LV50; L. major : Ronl14; L. tropica : Bag 9. 

5.3. Evaluation de la PCR mini-exon sur les échantillons prélevés de patients 

5.3.1. PCR mini-exon 

Dans cette partie du travail, nous nous sommes intéressées à la détection et l’identification 

du parasite Leishmania chez des patients atteints de la leishmaniose, par la PCR mini-exon. 

Pour ce faire, nous avons appliqué la PCR mini-exon (Photo 23) pour détecter la présence du 

parasite et ensuite en digérant le produit amplifié par l’enzyme de restriction Eael pour 

déterminer avec précision l’espèce responsable. 

Ainsi, les ADNs extrait de lames archivés précieuses correspondant à des patients atteints 

de leishmaniose ont été utilisé pour une amplification utilisant les amorces spécifique du gène 

mini-exon. Dans le cas où aucune amplification n’est obtenue, une deuxième voir une troisième 

amplification utilisant un autre extrait d’ADN parasitaire provenant du même patient a été 

réalisé. Ceci a été fait dans le but d’augmenter les chances d’obtenir une amplification et 

contourner les problèmes d’inhibitions. 

Sur les 86 échantillons prélevés de patients, 62 échantillons (72,09%) ont été trouvés 

positifs après amplification (Tableau 62). 

Echantillons 
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Photo 23. Résultats de la PCR mini-exon sur de l’ADN de lames archivées. 

MT : marqueur de taille (l00 pb), Souches de références : L.  infantum: LV50, L. major: Ronl14, L. tropica : Bag 9. 

5.3.2. Identification des espèces Leishmania prélèvent des patients par PCR-RFLP 

mini-exon 

Pour pouvoir identifier les espèces Leishmania à partir des lames archivées provenant de 

patients atteints de leishmaniose, les produits PCR qui ont montré des signaux positifs ont été 

digérés avec l’enzyme de restriction Eael. De plus, pour pouvoir comparer les profils et 

identifier l’espèce, différents isolats de cultures correspondants aux espèces de références de 

l’Ancien Monde ont été ajouté à chaque expérience. 

Concernant les échantillons de la LC, l’électrophorèse des produits de digestion a montré 

que 33 échantillons correspondent à l’espèce L. infantum, alors que 14 échantillons sont du L. 

major. Alors qu’un seul échantillon a montré un profil de restriction comme celui de l’espèce 

L. tropica. La visualisation du profil de digestion de 3 échantillons s’est avérée impossible 

(Tableau 66). 

Pour les patients de la LV, les échantillons positifs en PCR ont aussi subit une digestion 

enzymatique avec l’enzyme Eael, de même que les souches de références, afin de pouvoir 

identifier l’espèce en question. Le résultat de digestion a montré que les échantillons possèdent 

un profil de digestion comme celui de l’espèce L. infantum (Photo 24). 

Echantillons 
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Ces résultats sont retrouvés en concordance avec ceux obtenus par PCR-RFLP ITS1, 

réalisée dans la partie précédente de ce travail. 

 

Photo 24. Résultats de la PCR mini-exon RFLP Eael sur de l’ADN de lames archivées. 

MT : marqueur de taille l00 pb et 50pb, Souches de références : L.  infantum: LV50, L. major: Ronl14, L. tropica : Bag 9. 

6. Résultats des PCRs et PCR RFLPs appliqués sur des lames archivés 

Dans les paragraphes qui suivent, nous allons représenter les résultats détaillés des 

PCRs/RFLPs appliqués. 

6.1. Résultats obtenus selon la concentration initiale de l’ADN extrait 

La concentration initiale d’ADN extrait obtenu à partir de chaque échantillon après est 

divisée en 3 groupes : une grande concentration (>20ng/µl ramenée à =20ng/µl), une 

concentration moyenne (entre 0,16ng/µl et 20ng/µl) et l’obtention des traces d’ADN 

(<0,1ng/µl) (Tableau 57). 

Tableau 57. La concentration initiale d’ADN extrait à partir des lames archivées. 

Concentration d’AND Effectif Total % 

LC LV 

<0,1ng/µl 7 2 9 10,47% 

[0,16ng/µl-20ng/µl[ 41 10 51 59,30% 

=20ng/µl 18 8 26 30,23% 

Total 66 20 86 100% 

  Presque la moitiée des ADNs obtenus (59,30%) avec une concentration moyenne et 

uniquement 10,47%  des échantillons avec des traces d’ADN. 

Echantillons 
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 Afin de tester l’effet de la concentration d’ADN sur l’amplification, nous comparons 

ces concentrations avec le nombre des PCRs positives pour les prélèvements de la LC (Tableau 

58) ensuite de la LV (Tableau 59). 

Tableau 58. Résultats des PCRs selon la concentration initiale d’ADN extrait à partir des lames 

de LC archivées. 

PCR Résultats* 

Concentration d’AND 

Total % 
<0,1ng/µl [0,16ng/µl-20ng/µl[ =20ng/µl 

PCR ITS1 
PCR + 4 36 18 58 87,88% 

PCR - 3 5 0 8 12,12% 

PCR Mini- exon 
PCR + 3 31 17 51 77,27% 

PCR - 4 10 1 15 22,73% 

Total 7 41 18 66 100% 

*Résultats : PCR+: PCR positive; PCR-: PCR negative (pas d’amplification).  

Malgré la faible concentration d’ADN (<0,1ng/µl), nous avons pu amplifier 4 

échantillons avec la PCR ITS1 et 3 échantillons avec la PCR Mini- exon. Par contre, on trouve 

un seul échantillon non-amplifié par la PCR Mini- exon au dépit de sa forte concentration 

d’ADN. 

 Contrairement aux prélèvements de la LC, nous n’avons pa pu obtenir une amplification 

avec les échantillons qui ont des traces d’ADN (<0,1ng/µl) (Tableau 59). 

Tableau 59. Résultats des PCRs selon la concentration initiale d’ADN extrait à partir des lames 

de LV. 

PCR Résultats* 

Concentration d’AND 

Total % 
<0,1ng/µl [0,16ng/µl-20ng/µl[ =20ng/µl 

PCR ITS1 
PCR + 0 7 5 12 60% 

PCR - 2 3 3 8 40% 

PCR Mini- exon 
PCR + 0 6 5 11 55% 

PCR - 2 4 3 9 45% 

Total 2 10 8 20 100% 

*Résultats : PCR+: PCR positive; PCR-: PCR négative (pas d’amplification). 
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6.2. Résultats obtenus selon la richesse des lames en parasites 

La richesse des lames en parasites (les leishmanies) est un critère très important qui peut 

influencer les résultats des PCRs. Pour cela, nous allons comparer la richesse avec les PCRs 

obtenus pour les échantillons de la LC (Tableau 60) et de la LV (Tableau 61). 

Tableau 60. Résultats des PCRs selon la richesse des lames de LC en parasites. 

PCR Résultats* 

Positivité des lames** 

Total % 
(+) (++) (+++) 

PCR ITS1 
PCR + 21 11 26 58 87,88% 

PCR - 7 0 1 8 12,12% 

PCR Mini- exon 
PCR + 14 11 26 51 77,27% 

PCR - 14 0 1 15 22,73% 

Total 28 11 27 66 100% 

*Résultats: PCR+: PCR positive; PCR-: PCR negative (pas d’amplification).  

**La positivité des lames en amastigotes: (+): pauvre: 1 à 10 parasites dans 100 à 1000 champs; (++): abondante: 1 à 10 parasites dans 10 à 

100 champs; (+++): très abondante: plus d’un parasite dans 1 à 10 champs. 

Les deux PCRs étaient en parfaite concordance pour les échantillons très riches (+++) 

et riches (++) en parasites avec l’amplification de 26 échantillons pour la première et 11 

échantillons pour la deuxième. 

 Concernant les échantillons de la LV, les deux PCRs étaient aussi en concordance except 

pour un seul échantillon (très riche en parasites) qui était positif par PCR ITS1 et négatif par 

PCR Mini- exon. 

Tableau 61. Résultats des PCRs selon la richesse des lames de LV en parasites. 

PCR Résultats* 

Positivité des lames** 

Total % 
(+) (++) (+++) 

PCR ITS1 
PCR + 5 2 5 12 60% 

PCR - 8 0 0 8 40% 

PCR Mini- exon 
PCR + 5 2 4 11 55% 

PCR - 8 0 1 9 45% 

Total 13 2 5 20 100% 

*Results: PCR+: PCR positive; PCR-: PCR negative (pas d’amplification).  

**La positivité des lames en amastigotes: (+): pauvre: 1 à 10 parasites dans 100 à 1000 champs; (++): abondante: 1 à 10 parasites dans 10 à 

100 champs; (+++): très abondante: plus d’un parasite dans 1 à 10 champs. 
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6.3. Résultats comparés des PCRs 

Au total, chaqu’une des trois PCRs a donné le taux de positivité exprimé dans le tableau 62. 

La PCR PO à donné un pourcentage de positivité très élevé avec 91,86%, tandisque la PCR 

ITS1 était positive 70 fois (81,40%) et enfin, la PCR Mini-exon positive 62 fois avec 72,09%. 

Tableau 62. Résultats globaux des PCRs. 

PCR LC+LV % LC % LV % 

PO Positive 79 91,86 60 
90,91 

19 
95,00 

Negative 7 8,14 6 9,09 1 5,00 

ITS1 Positive 70 81,40 58 87,88 12 60,00 

Negative 16 18,60 8 12,12 8 40,00 

Mini-exon Positive 62 72,09 51 77,27 11 55,00 

Negative 24 27,91 15 22,73 9 45,00 

Total 86 100 66 100,00 100 100,00 

 

Dans le tableau ci-dessous, nous comparont les résultats de la PO PCR avec les autres 

PCRs. 

Tableau 63. Comparaison des résultats de la PO PCR (acidic ribosomal phosphoprotein 

fragment, PO) avec les autres PCRs. 

  LC + LV LC LV 

PCR PO* Positive Negative Positive Negative Positive Negative 

79/86 

(91,86%) 

7/86 

(8,14%) 

60/66 

(90,91%) 

6/66 

(9,09%) 

19/20 

(95,00%) 

1/20 

(5,00%) 

PCR ITS1 Positive 64/70 6/70 53/58 5/58 11/12 1/12 

Negative 15/16 1/16 7/8 1/8 8/8 0/8 

PCR Mini–exon Positive 59/62 3/62 48/51 3/51 11/11 0/11 

Negative 20/24 4/24 12/15 3/15 8/9 1/9 

*PCR PO : Cible un gène de la phosphoprotéine mitochondriale chez les mammifères (acidic ribosomal phosphoprotein fragment, PO); LC : 

leishmaniose cutanée; LV : leishmaniose viscérale. 

 Le nombre des PCRs ciblants gène des mammifères PO positives est prédominant que 

ce soit avec les échantillons de la LC (90,91%) ou la LV (95,00%) ce qui nous rensegne sur la 

bonne qualité de nos extraits. 

 On remarque aussi l’existance d’amplifications avec les PCRs des gènes ITS1 et les 

gènes Mini–exon des échantillons négatifs avec la PCR PO : au total, 6 échantillons avec la 
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PCR ITS1 et 3 échantillons avec la PCR Mini–exon. Le seul cas exceptionnel est celui de la 

PCR Mini–exon où on n’a pas pu amlifier le cas négatif selon la PCR PO. 

 Les résultats comparés des deux PCRs des gènes ITS1 et Mini-exon sont représentés 

dans le tableau 64. 

Tableau 64. Résultats des PCR-ITS1 versus PCR-Mini-exon. 

 LC LV LC+LV 

PCR-Mini-exon Positive Negative Positive Negative Positive Negative 

PCR-ITS1 Positive 51 7 12 1 63 8 

Negative 0 8 0 8 0 16 

On observe que les deux PCRs ont revenu positives chez 63 échantillons : 51 de la LC et 

12 de la LV. 

On remarque aussi que la PCR ITS1 à pu détecter la présence de l’ADN parasitaire dans 8 

échantillons de la LC+LV que la PCR-Mini-exon était négative. 

6.4. Résultats obtenus des PCRs selon l’ancienneté des lames archivées 

Pour savoir l’impact de l’ancienneté des prélèvements biologiques (lames archivés) sur les 

résultats des PCRs, nous avons classé nos résultats selon l’année du prélèvement. Les résultats 

sont représentés dans le tableau ci-après (Tableau 65). 

Tableau 65. Représentation des résultats des PCRs selon l’ancienneté des lames archivées. 

  PCRs Année Total 

2011 2012 2013 

LC + LV ITS1 

% 

21/27 

(77,78) 

15/24 

(62,50) 

34/35 

(97,14) 

70/86 

(81,40) 

Mini-exon 

% 

18/27 

(66,67) 

11/24 

(45,83) 

33/35 

(94,28) 

62/86 

(72,09) 

LC 

  

ITS1 

% 

16/19 

(84,21) 

13/18 

(72,22) 

29/29 

(100,00) 

58/66 

(87,88) 

Mini-exon 

% 

13/19 

(68,42) 

9/18 

(50,00) 

29/29 

(100,00) 

51/66 

(77,27) 

LV ITS1 

% 

5/8 

(62,50) 

2/6 

(33,33) 

5/6 

(83,33) 

12/20 

(60,00) 

Mini-exon 

% 

5/8 

(62,50) 

2/6 

(33,33) 

4/6 

(66,67) 

11/20 

(55,00) 

LC: leishmaniose cutanée; LV: leishmaniose viscérale. 
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  On remarque que les résultats d’amplification de l’ADN parasitaire étaient meilleurs 

pour les lames fraiches (datant de l’année 2013), que ce soit pour les échantillons de la LC ou 

la LV. 

6.5. Résultats comparées des RFLPs obtenus 

On va aussi comparer les résultats des digestions des produits amplifiés (Tableau 66) avec 

les espèces obtenus (Tableau 67) : seuls les PCRs positifs sont inclus. 

Tableau 66. Résultats comparées des RFLPs selon les PCRs positives. 

RFLPs LV+LC LV LC 

RFLPs 

positives 

PCRs 

positives 

% RFLPs 

positives 

PCRs 

positives 

% RFLPs 

positives 

PCRs 

positives 

% 

ITS1 RFLP 68 70 97,14% 12 12 100% 56 58 96,55% 

RFLP 

Mini-exon 

59 62 95,16% 11 11 100% 48 51 94,12% 

 Au total, la RFLP ITS1 était positive 68 fois (97,14%), alors que la RFLP Mini-exon 59 

fois (95,16%). Tous les échantillons de la LV ont pu donner un profil de digestion interprétable. 

Tableau 67. Résultats comparées des espèces identifiées. 

 Leishmaniose viscérale Leishmaniose  cutanée 

L. infantum Total L. infantum L. major L. tropica Total* 

ITS1 RFLP 

% 

12 

100,00% 

12 36 

62,07% 

19 

32,76% 

1 

1,72% 

58 

RFLP mini-exon 

% 

11 

100,00% 

11 33 

64,71% 

14 

27,45% 

1 

1,96% 

51 

* Le total des RFLPs éffectués et non-pas le total des espèces identifiées. 

Concernant les échantillons de la LV, la seule espèce trouvée responsable de cette 

pathologie était L. infantum, alors que pour les cas de la LC, trois espèces le sont 

responsables (avec un ordre décroissant) : L. infantum chez 36 cas (62,07%), L. major chez 19 

cas (32,76%) et enfin L. tropica chez un seul cas (1,72%). 

Afin de mieux visualiser et comprendre les résultats combinés des deux tableaux 66 et 

67 sont représentés par la figure 23 ci-après. 
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Figure 23. Résultats comparées des RFLPs selon les PCRs positives et les espèces identifiées. 

Nous avons aussi comparé les résultats de la RFLP ITS1 versus la RFLPs Mini exon 

(Tableau 68). 

Tableau 68. Résultats comparés des RFLPs. 

 Outils d’identification Total 

RFLP ITS1+ RFLP Mini 

exon* 

RFLP ITS1 RFLP Mini exon 

LC L. infantum 33 3 0 36 

L. major 14 5 0 19 

L. tropica 1 0 0 1 

LV L. infantum 11 1 0 12 

LC : leishmaniose cutanée; LV : leishmaniose viscerale. 

* Les résultats obtenus par les deux outils correspondent dans tous les cas. 

 Les résultats d’identification des espèces de Leishmania avec les deux RFLPs étaient en 

concordance pour tous les échantillons. Néanmoins, la RFLP ITS1 a pu identifier plus 

d’échantillons (9 échantillons) que la RFLP Mini exon. 

 La distribution géographique des espèces identifiées est représentée dans le tableau 69 

ci-après. 
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Tableau 69. Distribution géographique des espèces identifiées responsables de la leishmaniose. 

Origine géographique LV LC Total 

L. infantum L. infantum L. major L. tropica 

Annaba 2 10 7 1 20 

Guelma 2 11 0 0 13 

S/Ahras 5 10 1 0 16 

Tebessa 2 2 0 0 4 

Biskra 1 0 6 0 7 

Constantine 0 0 1 0 1 

El Taref 0 1 0 0 1 

Khanchela 0 0 2 0 2 

Laghouat 0 0 2 0 2 

Skikda 0 1 0 0 1 

M’sila 0 1 0 0 1 

Total 12 36 19 1 68 

  

Les cas de la LV à L. infantum ont été trouvé dans 5 wilayas (Figure 24), S/Ahras 

englobe le plus nombre des cas (5 cas). Quand aux cas de la LC à L. infantum, Guelma regroupe 

le nombre le plus élevé (11 cas). La LC à L. major a été trouvé surtout à Annaba avec 7 cas et 

la LC à L. tropica aussi à Annaba avec un seul cas (Figure 25). 
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Figure 24. Distribution des espèces identifiées de la LV selon l’origine géographique. 

 

Figure 25. Distribution des espèces identifiées de la LC selon l’origine géographique. 
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7. Etude statistique 

L’étude statistique génerale des résultats obtenus a été réalisé par l’outil ACP (Analyse en 

Composantes Principales) à l’aide du logiciel de statistique XLSTAT pour MS Excel (Voir la 

section : III-4 du Matériel de Méthodes). 

Afin d’analyser statistiquement les résultats précédents via ACP, nous avons d’abord établi 

le nombre des axes factoriels représentants les variables : les 11 wilayas, les PCRs 

positifs/négatifs, les RFLPs/espèces de Leishmania, la richesse des lames en parasites (faible, 

moyenne ou élevée). 

Les résultats obtenus sont représentés respectivement par la figure 26 pour la LC, la figure 

27 pour la LV et la figure 28 pour les résultats totaux des deux formes cliniques (LC et LV). 

Au début, on remarque que les trois cercles de corrélations renferment 100% des 

informations des données d’origine. 

 

Figure 26. ACP appliquée sur les résultats de la leishmaniose cutannée. 
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Figure 27. ACP appliquée sur les résultats de la leishmaniose viscérale. 

 

Figure 28. ACP appliquée sur les résultats de la leishmaniose. 
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7.1. Interprétation de l’ACP appliquée sur les résultats de la LC 

Concernant les résultats de la LC, (Figure 66) : 

Les variables suivants sont en parfaite corrélation : 

 La PCR ITS1 et la PCR Mini-exon. 

 L’ITS1 RFLP et la Mini-exon RFLP qui ont identifiés L. major. 

 L’ITS1 RFLP et la Mini-exon RFLP qui ont identifiés L. tropica. 

Les variables suivants sont corrélés positivement : 

 La PCR PO positive avec les deux autres PCRs.  

 L’examen direct ED+++ avec les autres PCRs et RFLPs. 

 L’ITS1 RFLP et la Mini-exon RFLP qui ont identifiés L. infantum. 

 L’ED+ avec les PCRs (ITS1 et Mini-exon) négatives avec les RFLPs non-déterminés 

avec les RFLPS non-identifiés. 

 Les RFLPs qui ont identifiés L. infantum et L. major  sont plus corrélées avec les cas 

enregistrés à Guelma. 

Les variables suivants sont négativement corrélés : 

 L’ITS1 RFLP et la Mini-exon RFLP qui ont identifiés L. tropica avec les résultats des 

PCRs et l’ED+++. 

Les variables suivants sont indépendants : 

 Les RFLPs qui ont identifiés L. tropica sont indépendants avec les cas enregistrés à 

Annaba, Constantine et M’Sila. 

7.2. Interprétation de l’ACP appliquée sur les résultats de la LV 

Quand aux résultats de la LV, (Figure 67) : 

Les variables suivants sont en parfaite corrélation : 

 La PCR Mini exon et la RFLP Mini exon non déterminés. 

 La PCR ITS1 et la RFLP ITS1 non déterminés. 

 La PCR ITS1 et la RFLP ITS1 positives. 

 La PCR Mini exon et la RFLP Mini exon positives. 

 L’ED++ avec la PCR ITS1 positive. 

 La RFLP qui a identifié L. infantum est corrélée parfaitement avec les cas appartennants 

à Annaba. 

Les variables suivants sont liés positivement : 

 L’ED+ avec la PCR PO + 

 La RFLF mini exon qui à identifié L. infantum avec les cas enregistrés à Guelma. 
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7.3. Interprétation de l’ACP appliquée sur les résultats de la leishmaniose 

Et enfin, sans tenir compte des formes cliniques, nous avons les résultats suivants (Figure 

68) : 

Les variables suivants sont en corrélation parfaite : 

 Les RFLPs qui ont identifié L. infantum entre eux et avec les cas appartennants à 

Guelma 

 RFLPs ITS1 qui ont identifié L. major et les RFLPs Mini exon qui ont identifiés L. 

major. 

 RFLPs ITS1 qui ont identifié L. tropica et les RFLPs Mini exon qui ont identifiés L. 

tropica. 

 RFLP ITS1 non-identifiée avec la RFLP Mini-exon non-identifiée. 

 RFLP Mini-exon non-déterminée avec la PCR Mini-exon négative. 

 RFLP ITS1 non-déterminée avec la PCR ITS1 négative. 

Les variables suivants sont liés positivement : 

 La PCR PO- avec l’ED ++ et l’ED+++. 

 La PCR ITS1+ avec la PCR Mini-exon+ avec l’ED ++ et l’ED+++. 

V. Construction d’un modèle du cycle de transmission et infection à 

Leishmania sp. 

La propagation d’une épidémie dans une population dépendant de paramètres extrêmement 

nombreux (la clinique, déplacement des individus, espèces responsables/souches). En effet, la 

modélisation permette de prévoir les conséquences de la propagation de l’épidémie pour la 

population.  

Nous présentant une approche qui divise la population en classes épidémiologiques : les 

personnes susceptibles d’être infectés (sains), ceux qui sont infectieux, et ceux qui guérissent 

ou meurent qui interagissent avec les autres acteurs du cycle de transmission : vecteurs et 

reservoirs (un système multi-agents). Cette approche peut être utilisée pour modéliser le cycle 

de transmission de Leishmania sp. en Algérie. 

1. Données initiales 

Les données initiales utilisées pour construire le programme sont représentés dans le 

tableau 70 ci-après. 

.
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Tableau 70. Caractéristiques des agents utilisés dans le modèle NetLogo. 

Agents Nature 

(Rôle dans le 

cycle de vie de 

Leishmania) 

Clinique Nominations des agents (“Turtles”) Couleur/clinique/Leishmania sp. Forme Âge de 

chaque 

agent 

Durée de vie 

("Lifespan") Pluriel Singulier Sain LV LC 

L. infantum L. infantum L. major L. killicki 

Personnes Hôte LV, LC "Persons" "Person" Gris Rouge Jaune Vert Bleu "person" au hasard 500 

Phlebotomus 

longicuspis 

Vecteur LV, LC "P.longicuspises" "P.longicuspis" Rouge Jaune / / "Phlebotomus" 100 

Phlebotomus 

perfiliewi 

Vecteur LV, LC "P.perfiliewies" "P.perfiliewi" Rouge Jaune / / "Phlebotomus" 100 

Phlebotomus 

perniciosus 

Vecteur LV, LC "P.perniciosuses" "P.perniciosus" Rouge Jaune / / "Phlebotomus" 100 

Chiens Réservoir LV, LC "dogs" "dog" Rouge Jaune / / "dog" 300 

Canis aureus Réservoir LV "canises" "canis" Rouge / / / "canis" 300 

Phlebotomus 

papatasi 

Vecteur LC "P.papatasies" "P.papatasi" / / Vert / "Phlebotomus" 100 

Meriones 

shawi 

Réservoir LC "Merioneses" "Meriones" / / Vert / "Meriones" 200 

Psammomys 

obesus 

Réservoir LC "Psammomyses" "Psammomys" / / Vert / "Psammomys" 200 

Phlebotomus 

sergenti 

Vecteur LC "P.sergenties" "P.sergenti" / / / Bleu "Phlebotomus" 100 

Ctenodactylus 

gundi 

Réservoir LC "ctenodactyluses" "ctenodactylus" / / / Bleu "Ctenodactylus" 200 
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2. Le programme 

Le modèle obtenu (voir le code du programme : Annexe VIII) a été construit par le logiciel 

NetLogo (voir section III-5 du Matériel et Méthodes). Les résultats obtenus lors de 

l’identification des espèces des Leishmania sp. représentés ci-avant (voir la section : Resultats 

IV- Identification des espèces Leishmania) ont été prises en compte pour le développement de 

ce modèle. Les autres donnés nécessaires ont été complétés à l’aide d’une revue de littérature 

(pour les espèces de vecteurs et réservoirs trouvés en Algérie, voir le Chapitre I). 

Au début, (Figure 29), nous mettons l’état initial de l’infection de tel sorte que : 

‐ La leishmaniose viscérale est due à L. infantum et transmise par espèces des vecteurs : 

P. longicuspis, P. perfiliewi et P. perniciosus. Le reservoir est : le chien et Canis aureus.  

‐ La leishmaniose cutannée est due à : L. infantum, transmise par le vecteur : P. 

longicuspis, P. perfiliewi, P. perniciosus. Le reservoir est le chien. L. major, le vecteur 

est : P. papatasi. Le reservoir : Meriones shawi et Psammomys obesus. L. killicki, son 

vecteur est : P. sergenti. Son reservoir: Ctenodactylus gundi. 

Nous ne tennons pas compte les zymodèmes de chaque espèceou la co-infection de Leishmania 

sp. en une seule personne.
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Figure 29. Interface du programme « NetLogo » quand il est initialisé 
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Au fil du temps "ticks", le programme déssine les graphes de l’infectivité demandés (Figure 30). 

 

Figure 30. Interface du programme « NetLogo » quand il est terminée (Après 1000 Tiques de temps).
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Les leishmanioses sont très répandues dans le monde. Elles évoluent, cependant, dans des 

écosystèmes différents et entrainent des atteintes cliniques dont l’évolution peut être différente 

selon l’espèce du parasite en question, d’où l’intérêt de la mise en place d’un diagnostic précis 

du parasite et de son espèce qui a aussi des retombées importantes pour les études 

épidémiologiques et cliniques [19,185]. 

Le diagnostic biologique repose essentiellement sur la mise en évidence du parasite à 

l’examen direct, son isolement en culture in vitro ou par les méthodes sérologiques. Cependant, 

les chercheurs depuis plusieurs années, se sont orientés vers les outils de biologie moléculaire 

[90,415]. Malgré leurs intérêts, les méthodes de diagnostic parasitologique/immunologique ne 

permettent pas d’identifier l’espèce. C’est l’analyse isoenzymatique qui représente la méthode 

standard de référence qui est pratiquée pour l’identification et la classification des espèces de 

leishmanies. Cette technique s’avère, cependant, lourde à pratiquer et nécessite un équipement 

spécialisé [351]. Elle se pratique par ailleurs, sur des leishmanies issues de la culture in vitro 

posant ainsi le problème des cultures négatives et des contaminations par d’autres 

microorganismes, qui peuvent engendrer des difficultés de diagnostic. 

L’objectif de notre travail a consisté à l’étude approfondie de la situation épidémiologique 

des formes cliniques de la leishmaniose humaine dans notre région (Nord-Est Algérien). Cette 

étude trouve son intérêt du fait que la leishmaniose cutanée est en extension à partir des foyers 

anciens et devient de plus en plus fréquente au Nord coexistant avec la forme viscérale ce qui 

soulève des questions sur la situation épidémiologique actuelle. 

Afin d’atteindre cet objectif, différents démarches ont été suivi, commençant par les 

arguments cliniques, parasitologiques (examen direct, culture in vitro) et immunologiques qui 

permettent de détecter la présence ou non du parasite chez les patients suspectés. 

Ensuite, nous nous sommes dirigés vers la mise en place d’outils PCR-RFLP permettant le 

diagnostic de la leishmaniose et l’identification de l’espèce à partir de lames archivées de 

patients de différentes origines géographiques. 

Classiquement, le diagnostic parasitologique de certitude repose sur la visualisation du 

parasite sur un prélèvement de moelle osseuse (réalisé à partir du sternum chez l’adulte ou de 

la crête iliaque chez l’enfant) coloré au May-Grünwald-Giemsa (MGG). Le prélèvement de 

sang périphérique, après leucocytocentrifugation, peut permettre le diagnostic de certitude avec 
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toutefois une sensibilité plus grande chez le malade immunodéprimé [416]. Au microscope, les 

parasites se présentent sous forme amastigote en position typiquement intramacrophagique 

mais plus souvent extracellulaire [417]. Leur petite taille (2 à 5 µm) et l’appariement d’un noyau 

rond ou ovalaire, pourpre et d’un kinétoplaste punctiforme ou bacilli- forme, pourpre plus 

foncé, est typique [42]. 

Concernant le choix des techniques de diagnostic immunologique des leishmanioses, il est 

très variable, mais chaque technique présente des inconvénients avec ses avantages. Par 

exemple, l’hémagglutination indirecte, l’électrosynérèse et l’immunoélectrophorèse ne sont 

presque plus employées du fait de leur sensibilité diminuée [305]. Il existe également des 

bandelettes de détection rapide qui utilisent des réactions d’agglutination directe, mais qui sont 

peu fiables [327]. Finalement, la technique de choix reste le western blot du fait de sa grande 

sensibilité et spécificité. Mais vu son coût élevé, elle représente un test de confirmation réservé 

à des laboratoires spécialisés [42,323,344]. 

La technique de référence est l’immunofluorescence indirecte (IFI) réalisée sur 

promastigotes de culture, mais elle est de plus en plus remplacée par les tests ELISA dont la 

spécificité et la sensibilité varient beaucoup selon les antigènes utilisés. Le western blot est très 

sensible et très spécifique, permettant de différencier les sujets malades et les porteurs 

asymptomatiques. C’est un test de confirmation réservé à des laboratoires spécialisés [42]. 

Dans notre étude prospective portant sur trois années (2011-2013), 651 cas suspects de 

leishmaniose ont été examinés, dont 120 se révélaient positifs, avec 85 cas de LC (Tableau 24) 

et 35 cas de LV (Tableau 39), ce qui concorde avec presque toutes les études où la LC constitue 

la forme la plus rencontrée en Algérie [19,418]. 

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

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

La LC est enregistrée au cours de l’année avec une augmentation du nombre de cas d’une 

année à l’autre. Les cas de la LC sont plus fréquents en hiver (36,47%), en particulier en mois 

de Novembre (20,00%). cela est lié probablement au cycle de vie du phlébotome.  

Selon une étude, la variation saisonnière était plus élevée en hiver (35,2%) et au printemps 

(36,6%) [419]. Par contre dans une autre étude, les auteurs n’ont observé aucune saison de 

prédilection, selon eux, la LC est vue toute l’année avec une moyenne de 17,75 cas par mois, 

et un discret pic de recensement en Mars, Avril et Juillet [420]. 
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La LC touche toutes tranches d’âge mais elle est un peu plus observée chez les adolescents 

de 15 à 20 ans (16,47%). 

Ceci est en désaccord avec l’étude faite par Fendri et al, où la classe modale se situe entre 20 

et 30 ans avec 67 cas [18]. 

Néanmoins, chez certains auteurs, on remarque que les enfants étaient les plus atteints comme 

c’est le cas dans le travail de Zait et al qui a montré que la tranche d’âge de 0 à 10 ans était la 

plus touchée avec 143 cas voir 37 % [421]. 

La LC est plus observée chez les patients de sexe masculin (55,29%, sex-ratio = 1,24), ce 

qui ne concorde pas avec une étude où le sex-ratio était de 0,95 [421]. 

Le plus nombre des cas a été observé à Annaba avec 29,41% ce qui est tout à fait normal, 

puisque c’est la Wilaya où siège le laboratoire. Toutefois, ça n’empêche pas d’observer 

l’existence de la LC dans 13 autres wilayas. 

La clinique était aussi variable : le nombre de lésions retrouvé chez nos patients allant d’une 

seule à plus de 17 lésions, dont la seule lésion représente la majorité des cas (83,53%). Des 

études précédents ont décrit que la majorité de patients présentent une seule lésion dans 52 % 

des patients [421] ou dans 186 cas dans une autre étude [420]. 

Les lésions uniques, siégeant à face et de durée d’évolution de plus d’un an sont celles de la 

LCS, alors que les lésions de la LCZ sont multiples, siégeant à la face et aux membres avec une 

durée d’évolution de 3 à 5 mois [422]. 

Le siège des lésions de notre série se voit surtout au niveau du visage/cou (45,88%). 

Cette observation concorde avec d’autres études faites par Zait et al. qui ont trouvé que le visage 

était le siège de prédilection dans leur séries de malades à un pourcentage de 52.5%. 

Selon sa nature, la lésion croûteuse est la plus dominante avec 27,06%, 

L’évolution des lésions, variait entre moins d’un mois (2,35%) à plus de 3 ans (2,35%). 

Ces observations peuvent être expliquées par l’aspect douloureux des lésions alarmant par 

conséquent les patients du premier groupe, par contre, le caractère indolent des patients retarde 

la consultation ou bien, la suspicion clinique de leishmaniose n’a pas été évoquée pour le second 

groupe. 

Et enfin la présence de notion de piqure à seulement 40% des cas malgré la piqure 

douloureuse du phlébotome. 

Selon la littérature, l’examen direct après coloration au MGG est l’examen le plus adapté 

pour le diagnostic de la leishmaniose en zone d’endémie [145,423].  
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Par ailleurs, d’autres chercheurs soutiennent l’idée que l’examen parasitologique seul n’est pas 

toujours concluant chez les patients présentant un diagnostic clinique de LC [424]. Par contre, 

sa combinaison avec la culture, par exemple, augmenterait la sensibilité du diagnostic à plus de 

85% [299,425,426]. 

Une évaluation prospective de l’apport des cultures de leishmanies sur milieu 

diphasique NNN dans le diagnostic des leishmanioses a été réalisée sur les données de 75 

cultures provenant de cas de LC recrutés consécutivement au niveau du Laboratoire de 

Parasitologie Mycologie CHU d’Annaba. La sensibilité globale au cours de la LC a été de 76%. 

Ces résultats sont comparables à ceux obtenues par d’autres études similaires [22]. 

Malgré les inconvénients que comporte la culture in vitro des Leishmania, notamment le risque 

de surinfections bactérienne ou mycosique [427,428], elle nous a permis de mettre en évidence 

le parasite dans 58,67% de même que l’examen direct des sérosités cutanées. 

Cependant, il faut noter qu’il y a de nombreux cas qui ont été diagnostiqués par une seule 

technique (n = 26). Ces résultats sont contradictoires aux autres résultats qui trouvent que le 

nombre des cas positives uniquement à l’examen directe est nettement plus élevé que celui 

obtenus uniquement de la culture [22]. 

Donc, la pratique systématique de la culture en parallèle avec l’incontournable examen 

direct est fortement recommandée. 

Nous présenterons dans un deuxième temps nos résultats du diagnostic parasitologique de 

la leishmaniose viscérale comparés avec des études antérieurs. 

Le pourcentage des cas de la leishmaniose viscérale apparait faible (9,49%), mais en 

comparant ce résultat avec l’incidence de la LV déclaré dans toute l’Algérie (111 cas/an) [19], 

on voie que c’est un bon pourcentage. Il faut noter aussi l’existence des cas de la Co-infection 

LV/VIH au sein de la région d’étude (7,81%) malgré la rareté de la LV de l’adulte et la co-

infection LV/VIH. 

La LV a été enregistré durant les 3 années de l’étude (du 2011 à 2013) à l’exception des cas 

de la co-infection VL/VIH qui ont été reçu uniquement durant l’année 2012. Le mois de Juin  

et le mois d’avril comptent le nombre des cas le plus élevé pour la LV infantile et la co-infection 

LV/VIH respectivement. Donc, en terme de variation saisonnière, nous avons observé que le 

nombre des malades était maximal au Printemps que ce soit pour les cas de la LVI avec 34,28% 

ou les cas de la co-infection VIH/LV avec 11,34% du pourcentage total des cas enregistrés. 
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Cela est due peut être raison des conditions climatiques [429] et la transmission saisonière de 

L. infantum de Mai à Octobre [430,431]. 

Les nourrissons sont les plus touchés par la LV (entre 1 et 4 ans soit 77,14% des cas) et les 

jeunes par la co-infection LV/VIH (entre 25 et 32 ans soit 11,42% des cas) ce qui est en relation 

avec la dégradation de l’état général et immunitaire de ces patients. 

Dans une étude, 84% des cas sont âgés de 6 mois à 4 ans [422]. 

Contrairement à la LC, le sexe féminin est le plus touché par la LVI avec un sex-ratio de 

0,67. 

Ces résultats sont contradictoires à des précédentes études où une prédominance masculine a 

été rapportée [37,422]. 

Et enfin, le foyer de Souk Ahras offre le plus grand nombre de cas de LV (28,57%). 

En Algérie, la LV sévit dans les régions du Nord, le foyer le plus connu étant celui de la Grande 

Kabylie coexistant avec la leishmaniose canine [11,102,113,419,430,432]. 

L'enfant peut avoir une infection complètement asymptomatique ou une maladie oligo-

symptomatique [59]. La splénomégalie et la pancytopénie étaient présentes dans la plupart des 

cas positifs (73,33% et 46,67% respectivement) (Tableau 48 et 49). 

Ces résultats sont discordants avec d'autres études [37,430]. Dans d’autres études, les cas atteint 

de la LVI présentent une splénomégalie et une fièvre dans 100% et 90% des cas respectivement 

[433]. D’autres auteurs trouvent aussi la splénomégalie dans 94% des cas avec une fièvre dans 

100% des cas [37]. 

La méthode couramment utilisée pour diagnostiquer la LV est la recherche des parasites 

dans l’aspiration splénique ou de moelle osseuse. La présence du parasite dans les ganglions 

lymphatiques, la biopsie du foie ou les échantillons aspirés ou la couche leucosytaire du sang 

périphérique peut également être démontrée [23,434]. 

Quant à la présente étude, le diagnostic de la LV a été essentiellement basé sur l’examen 

microscopique de la moelle osseuse pour les patients susceptibles d’avoir une LV et sur la 

sérologie pour les patients touchés par l’infection chronique au VIH étant donné que la ponction 

de la moelle osseuse est déconseillée voir dangereuse pour eux. 

Par contre la combinaison de l’examen direct avec la culture cellulaire des Leishmania afin 

d’étudier la sensibilité du diagnostic a été écartée. Cette dernière comporte un gros risque de 

contaminations puisqu’elle se base sur la moelle osseuse ou la couche leucocytaire (LCC) pour 
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effectuer la culture [22]. Il serait donc, intéressant, voir indispensable, de compléter cet examen 

microscopique par un diagnostic immunologique. 

L’examen microscopique de la moelle osseuse s’est avéré positif dans 77,14% et l’IFI dans 

71,43% des cas. Cependant, certains cas (n = 9 cas) n’ont pu être diagnostiqués que par la 

combinaison de l’examen direct de la moelle osseuse avec une technique sérologique. 

Selon certains auteurs, l’IFI est plus sensible que le myélogramme dans 91,3% versus 87,9% 

des cas, respectivement [37]. D’autres ont obtenu un pourcentage de positivité de l’IFI de 89% 

[433]. 

Enfin, l’IFI a montrée qu’elle est une technique très adaptée en matière de diagnostic de la 

LV, elle nous a révélé des résultats forts intéressants dans notre étude. En effet, elle nous a 

permis de poser un diagnostic positif chez 71,43% du total des cas positifs. Pour de nombreux 

auteurs, l’IFI reste la technique de référence pour la sérologie leishmanienne [37,305,423]. 

Néanmoins, l’association de l’IFI avec un autre test immunologique sera un avantage. 

Donc, le diagnostic parasitologique reste la technique « gold standarddans » pour le 

diagnostic de la leishmaniose en raison de sa haute spécificité [435] mais il est obligatoire 

d'examiner les lames pour une durée plus longue et par un grand nombre de champs de 

microscope. 

Ces résultats montrent que l’association  des méthodes séro-immunologiques avec l’examen 

direct de la leishmaniose viscérale permet d’améliorer le  diagnostic de la LV. 

Le diagnostic moléculaire est basé sur la détection et l’analyse des acides nucléiques du 

parasite dans le sang, la moelle osseuse [42] ou même le sérum [436]. Il complète les approches 

parasitologiques et sérologiques dans la cadre du diagnostic initial. Il est particulièrement utile 

pour le suivi post-thérapeutique et pour l’étude des sujets porteurs asymptomatiques du parasite 

[42]. 

Concernant le choix des cibles des PCRs, aucune étude en Algérie n’a étudié les espèces 

Leishmania par le biais des gènes ITS1 ni des gènes Mini-exon. Au Maghreb, uniquement les 

gènes ITS1 ont été utilisés en Tunisie [437,438] et au Maroc [439–441]. Au monde, la PCR 

ITS1 est plus exploitée. Uniquement quelques études ont été trouvées sur la PCR Mini-exon 

[367]. 

Afin de mettre en place d’outils PCR-RFLP permettant le diagnostic de la leishmaniose et 

l’identification de l’espèce leishmanien, la mise au point de PCRs suivis de digestion avec des 
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enzymes de restriction (PCR-RFLP) a été effectuée sur de l’ADN extrait à partir d’isolats de 

culture et par la suite sur les prélèvements de leishmaniose cutanée et viscérale étalés sur des 

lames porte-objet archivés. Au début, la qualité d’ADN a été mesurée grâce à la PCR PO. 

Ensuite, une deuxième PCR ciblant la région non transcrite des gènes ARNr (ITS1), suivie 

d’une digestion par l’enzyme HaeIII a été validée. Aussi, une troisième PCR, ciblant les gènes 

codant pour les mini-exons, suivis par une digestion par EaeI, a été mise au point puis validée. 

L’avantage de l’outil PCR ITS1-RFLP et PCR Mini-exon-RFLP est l’utilisation d’une 

seule enzyme de restriction qui donne des profils capable de différencier entre toutes les espèces 

Leishmania de l’ancien Monde. D’autres travaux ont montré par ailleurs, la présence de 

variations intra-spécifiques dans la région ITS1 alors qu’aucune variation n’est observée dans 

la région ITS2 [291,442]. 

Plusieurs cibles ont été précédemment étudiées par la technique PCR-RFLP, la majorité 

d’entre elles cible des gènes présents en plusieurs copies chez Leishmania. On peut citer : (i) 

Les gènes kinétoplastiques tel que l’ADN des minicercles [443–445] (ii) Les gènes nucléaires 

telles que les séquences codant pour la sous-unité de l’ARNr (SSU rRNA) [285,446,447], les 

régions ITS [442,448,449] et les séquences du gène mini-exon [404,450] (iii) Les séquences 

répétitives chez les leishmanies telles que les microsatellites [359]. 

En Algérie, la PCR-RFLP a été réalisées pour l’étude du polymorphisme des espèces de 

Leishmania ciblant les gènes gp63 et cpb [451]. 

Concernant les méthodes d’extractions de l’ADN total, plusieurs méthodes ont été 

utilisées auparavant, comme la méthode du phénol/chloroforme [286,445,447,452], les kits 

commercialisés [414,453], ainsi que la lyse par des températures élevées [33,454]. Au cours de 

notre travail, nous avons choisi d’utiliser la méthode puissante du phénol/chloroforme car elle  

donne des très bons résultats, peu couteuse et faisable au niveau du laboratoire (disponibilité 

du matériel approprié). 

L’extraction d’ADN à partir des lames en utilisant un tampon de lyse et purification au phénol-

chloroforme a été utilisée avec succès par plusieurs auteurs [288,452,455–457]. Elle permet 

d’obtenir une très bonne qualité de l’ADN. Cependant, le phénol et le chloroforme sont très 

toxiques et leur utilisation nécessite une infrastructure appropriée (hotte chimique adaptée, 

élimination des déchets …). D’autre auteurs ont par ailleurs montré que l’ADN extrait par 

simple chauffage était très approprié pour l’amplification, sans le recours à d’autres méthodes 

d’extraction plus astreignantes comme l’extraction au phénol/chloroforme ou par des méthodes 
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couteuses comme les kits d’extraction commercialisés [458]. Cependant, le chauffage donne un 

ADN avec une faible qualité par rapport aux deux méthodes précédentes. 

 La richesse de la lame en amastigotes est aussi un facteur qui devrait être pris en compte 

lors de l’extraction de l’ADN et de la réalisation des PCRs. En effet, certains auteurs ont 

recherché une corrélation entre la richesse des lames et la détection d’ADN de Leishmania et 

ont montré que le résultat de la PCR ne parait pas être influencé par la richesse en amastigotes 

[452]. Par contre, d’autres auteurs ont trouvé que le pourcentage de PCRs positives serait liée 

à l’abondance des parasites au sein de la lame [455]. Dans les autres études, la richesse des 

lames n’a pas été évaluée [33,288,456,459]. Dans la présente étude, nous avons aussi étudié ce 

facteur et nous avons trouvé que la richesse des lames en parasite influence les résultats des 

PCRs (Tableau 60 et 61). 

La quantité de l’ADN obtenu peut influencer les résultats de la PCR. Cependant, on a 

pu obtenir des amplifications par les deux PCRs même avec de très petites quantités d’ADN 

extraits de lames voir <0,1ng/µl (Tableau 58 et 59). 

Il faut noter aussi que même avec une mauvaise qualité de l’ADN confirmée avec une 

PCR PO négative, nous avons pu obtenir des PCR ITS1 et PCR Mini-exon positives (Tableau 

62). 

Concernant les résultats comparés des PCRs, la PCR ITS1 était plus pertinente (87,88%) 

par rapport à la PCR mini-exon (77,27%). Ceci pourrait être expliqué par la taille du produit 

d’amplification par la PCR ITS1est plus petite que celle obtenue par la PCR mini-exon ce qui 

serait en faveur de l’obtention de produits d’amplification même si l’échantillon d’ADN n’est 

pas d’une grande qualité. 

En ce qui concerne l’identification moléculaire des parasites, différentes techniques 

basées sur les PCRs ont été auparavant utilisées pour caractériser les parasites Leishmania isolés 

à partir des lames archivées. Les cibles les plus utilisées sont : l’ITS [288,455,456] et les régions 

conservées des mini cercles des ADNs kinétoplastiques [458]. La PCR ITS1-RFLP est connue 

pour sa valeur taxonomique largement validée dans la littérature. Par ailleurs, les gènes répétés 

mini-exon ont été aussi validés dans la littérature comme étant un bonne cible de discrimination 

entre les espèces Leishmania de l’Ancien Monde et aussi du Nouveau monde. Dans ce travail, 

les PCR-RFLP ciblant les gènes ITS1 et mini-exon ont été validées en utilisant de l’ADN de 

plusieurs échantillons représentatifs des espèces de l’Ancien Monde. Nous avons ainsi prouvé 

la capacité de ces outils à être appliqués sur de petites quantités d’ADN extraits de lames. 
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Des lames archivées provenant de patients atteints de leishmaniose cutanée et viscérale 

ont été utilisées pour identifier l’espèce leishmanien en question. Ce travail a porté sur 86 lames 

réalisées lors de l’examen direct de patients (66 lames de LC et 20 lames de LV). Les ADNs 

correspondants aux lames de patients ont été extraits par la méthode du Phénol/chloroforme. 

Sur les 86 ADNs de lames archivés, nous avons obtenu au total 70 et 62 résultats positifs 

par la PCR ITS1 et la PCR mini-exon respectivement (Tableau 62). La digestion par PCR-

RFLP (ITS1 et mini-exon) a montré des profils de restrictions semblables à ceux des isolats de 

référence, ce qui a permis une identification de l’espèce en question. Pour certains échantillons, 

nous n’avons pas pu identifier l’espèce Leishmania étant donné que l’intensité de la bande issue 

de la PCR était faible, ce qui a engendré un profil RFLP presque non visible. Concernant les 

autres échantillons, où les produits PCR étaient de bonne intensité, que ce soit en PCR ITS1 ou 

mini-exon, les profils de restriction ont permis de faire l’identification précise de l’espèce 

causale. 

Tous les résultats de l’identification des deux PCRs sont en concordance. Douze 

échantillons de la LV ont été confirmés qu’ils contiennent L. infantum, alors que 36 échantillons 

de la LC contiennent aussi L. infantum et 19 autres échantillons sont correspondants à l’espèce 

L. major, et enfin, un seul échantillon porte l’espèce L. tropica (Tableau 67). 

La distribution géographique de ces espèces montre que L. infantum responsable de la 

LV est localisée surtout à Souk Ahras suivi de Annaba, Guelma et Tebessa. Aussi L. infantum 

responsable de la LC se trouve surtout à Guelma, Annaba et Souk Ahras. Tandis-que L. major 

est localisée à Annaba et Biskra. Le seul cas de L. tropica siège à Annaba (Tableau 69). 

Cette étude a montré que la majorité des souches identifiées à partir de nos prélèvements cutanés 

appartient au complexe L. infantum avec une co-existance avec d’autres espèces responsables 

de la LC et la LV. 

Ces résultats sont en concordance avec d’autres études qui ont trouvés que L. infantum est 

responsable de la LV, LC et la leishmaniose canine [106,107,460–462]. Tandis que la 

leishmaniose cutanée-zoonotique (LCZ) à L. major [94,101,106,111] et la leishmaniose cutanée 

chronique à L. tropica [95,463,464]. Il faut noter que la plupart de ces études se sont basés sur 

la MLEE. 
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Le complexe pathogène leishmanien (parasite, vecteur, réservoir) évolue dans une aire 

géographique définie par des paramètres biologiques. L’équilibre entre ces paramètres et les 

hôtes assure la permanence du cycle épidémiologique de la parasitose en question. 

Donc, l’émergence ou la réémergence des leishmanioses est directement liée à la présence 

de l’ensemble de ces facteurs de risque. 

Adossée aux données biologiques, la modélisation mathématique permet d’intégrer ces 

connaissances dans une construction dynamique et quantitative, et de proposer à terme une aide 

à la réflexion et à la prédiction. C’est pourquoi nous proposons le développement d’un modèle 

exploratoire multi-agents du cycle de transmission de la leishmaniose. 

En Algérie, les leishmanioses présentent tout un ensemble de syndromes du fait de la 

variété des parasites et chacun d’entre eux est lié à un vecteur et à un réservoir spécifique. 

Le modèle NetLogo permet l’étude du comportement des systèmes complexes au fil du 

temps et de l’espace [465]. Nous avons mis en place notre modèle sur cette idée. 

Les graphes obtenus montrent que la population subit des rechutes d’infection à Leishmania 

successives suivis des périodes de guérisons très rapides. Selon l’espèce de Leishmania 

responsable de l’infection, on remarque que L. infantum responsable de la LC reste l’espèce 

dominante, suivi de L. infantum responsable de la LV ensuite L. major et enfin L. killicki (Figure 

30). 

Ces résultats sont en accord avec nos résultats obtenus de la distribution des espèces de 

Leishmania dans notre région sauf pour L. major. Le nombre élevé des cas de L. major signalés 

dans la partie de l’étude moléculaire des échantillons est due peut être à l’infestation du Nord 

de l’Algérie par la L. major provenant des foyers classiques du Sud du pays [466]. 

Ces résultats suggèrent que L. infantum responsable de la LC continuera à s’accroitre au 

profit des autres espèces (Figure 30). 

Ce modèle pourrait être amélioré en prenant en compte d’autre éléments tel que les 

facteurs environnementales [467]. 
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La leishmaniose demeure une maladie endémique en Algérie, caractérisée par ses 

panoplies de manifestations cliniques et son extenssion à des nouvaux foyers. Un diagnostic 

précis est alors requis pour un meilleur traitement et prise en charge de la maladie. 

Notre  étude souligne la complexité de  la mise en évidance  de  la leishmaniose. Le   

diagnostic   est difficile car   les   formes   cliniques   sont parfois atypiques.  

La LC touche différentes tranches de la population. Les effets pathogéniques de 

l’infection à la LV se potentialisent chez les enfants à jeune âge (LVI) et les adultes 

immunodéprimés  par  le VIH, majorant  la  morbidité/mortalité, avec  une  moindre efficacité  

des traitements. 

Le diagnostic clinique est  confirmé  par  des outils parasitologiques ou immunologiques 

ou bien la  mise  en évidence d’ADN de Leishmania par PCR  dans  les sérosités cutanées et les 

moelles osseuses (MO). 

Deux PCRs à partir des échantillons étalés sur lames ont été appliquée avec succès et 

qui ont permis la confirmation du diagnostic de la leishmaniose et l’identification des 

différentes espèces de Leishmania dans la zone de l’étude qui est considérée comme étant une 

zone d’endémie.  

Pour toute forme de leishmaniose, un diagnostic précoce et un bon suivi thérapeutique 

est nécessaire pour augmenter les chances de guérison. La prévention reste difficile dans les 

zones à risque en période d’activité des moustiques. 

Quant à la LC, non seulement elle est causée par 3 espèces de Leishmania co-existants 

dans la même région, mais aussi la LC due à L. infantum qui n’est plus sporadique au sein des 

foyers classiques de la LV (région d’Alger et la grande Kabylie) [114]. 

Au terme de cette étude, les outils PCR-RFLP que nous avons utilisés ce sont révélés 

sensibles et spécifiques. Leur application nous a permis d’identifier les espèces Leishmania en 

utilisant de petites quantités d’ADN prélevées à partir des lames de patients. 

Ainsi, il serait intéressant de poursuivre ce travail en effectuant un séquençage des 

produits amplifiés, puisque ce dernier va permettre non seulement l’identification de l’espèce 

grâce aux séquences spécifiques mais aussi de détecter tout polymorphisme potentiel entre 
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isolats. En addition, une étude du polymorphisme des souches de Leishmania isolés par culture 

cellulaire à l’aide de l’outil MLST est envisageable. 

Enfin, une  étude  minutieuse approfondie des auteurs  du cycle de transmission des 

leishmanies s’avère nécessaire dans  le  but de  l’établissement d’un plan sur  la  stratégie de 

lutte contre ce parasite en Algérie. 
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Résumé 

Deux formes de leishmaniose coexistent en Algérie : la leishmaniose cutanée (LC) et la 

leishmaniose viscérale (LV) à L. infantum. Cette dernière est la forme mortelle qui s’étend sur 

toute la partie Nord du pays. La LC est présente sous deux formes cliniques distinctes : la forme 

cutanée sporadique du Nord à L. infantum et la forme cutanée zoonotique à L. major. Suite à la 

réémergence de la leishmaniose dans le monde entier et en Algérie également, cette étude 

portant sur le diagnostic des leishmanioses cutanée et viscérale au sein du C.H.U d’Annaba, 

ainsi que l’identification moléculaire de l’agent causale au sein de l’IPT. Les résultats généraux 

obtenus montrent une augmentation du nombre de cas de LC par rapport à celui du LV avec 

une variabilité géographique et épidémiologique. 

Au total, 282 sérosités cutanées, 325 échantillons de moelle osseuse et 306 sérums qui 

ont été analysés en microscopie, par culture cellulaire, en sérologie et en PCRs/PCR-RFLPs. 

Les résultats obtenus montrent que le nombre de patients positifs est de 85 (30,14%) et 35 

(9,49%) pour la LC et la LV respectivement. Par ailleurs, trois PCRs et par la suite deux RFLPs 

ont été réalisées sur des lames archivées faites de 66 prélèvements cutanés et 20 autres de moelle 

osseuse. La PCR ITS1 était la technique la plus sensible que selon plusieurs critères comme la 

nature de l’échantillon ou son ancienneté. Ces techniques ont permis d’identifier 56 souches à 

partir des lésions cutanées : 19 L. major, 36 L. infantum et une seule souche appartenants à 

l’espèce L. tropica. Quant aux échantillons de moelle osseuse, ils nous ont permis de mettre en 

évidence la présence unique de l’espèce L. infantum chez 12 patients atteints de LV. 

Mots-clés : Leishmaniose cutanée – Leishmaniose viscérale – Epidémiologie – Diagnostic – 

PCR/PCR-RFLP – Nord-Est Algérien.
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Abstract 

Two forms of leishmaniasis coexist in Algeria: cutaneous leishmaniasis (CL) and 

visceral leishmaniasis (VL) due to L. infantum. The last one is lethal form which extends over 

the whole Northern part of the country. The CL is observed in two clinical forms: the sporadic 

cutaneous form of the North due to L. infantum and the zoonotic cutaneous form due to L. 

major. Taking into account the re-emergence of leishmaniasis worldwide as well in Algeria, 

this study on the diagnosis of cutaneous and visceral leishmaniasis was carried out in 

“University Hospital of Annaba” and the molecular identification of the parasite in the “IPT”. 

Global results shows increasing numbers of cases of CL compared to VL cases with 

geographical and epidemiological variability. 

A total of 282 cutaneous samples, 325 bone marrow aspirations and 306 serums were 

analyzed with microscopy observation, cell culture, serology and PCRs/PCR-RFLPs. Results 

shows 85 (30.14%) and 35 (9.49%) positive cases for LC and LV, respectively. 

In addition, three PCRs followed by two RFLPs were carried out on archived slides made of: 

66 cutaneous samples and 20 bone marrow aspiration. PCR-ITS1 found to be the sensible PCR 

according to several criteria such as the nature of the sample or its oldness. These techniques 

allowed to identify 56 strains from cutaneous lesions: 19 L. major, 36 L. infantum and a single 

strain belonges to the species L. tropica. As for bone marrow aspiration samples, they allows 

us to highlight the unique presence of L. infantum in 12 patients infected with VL. 

Key words: Cutaneous leishmaniasis – Visceral leishmaniasis - Epidemiology - diagnosis- 

PCR/PCR-RFLP – North-Eastern Algeria. 
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 ملخصال

 )VL) وداء الليشمانيات الحشوي (CLداء الليشمانيات في الجزائر: داء الليشمانيا الجلدي (شكلين من  تواجدي

في  CLيتواجد . ھذا الأخير ھو الشكل القاتل الذي يمتد عبر الجزء الشمالي من البلاد.  L. infantumالمسبب من طرف  

الحيواني المسبب  الجلدي الشكلو L. infantumالمسبب من طرف   المتفرق للشمال الجلدي الشكل: ينمختلف ينشكلين سريري

لج تعا . بعد عودة ظھور داء الليشمانيات في جميع أنحاء العالم، وكذلك في الجزائر، فإن ھذه الدراسةL. majorمن طرف  

. IPT  طفيلي في معھدة عنابة وتحديد الجزيئي للتشخيص داء الليشمانيات الجلدي والحشوي في مستشفى جامع موضوع

 .وبائيال و مع التباين الجغرافي VL بحالات مقارنة CLتظھر النتائج الإجمالية زيادة في عدد حالات 

بواسطة المجھر، زراعة  لامص 306و  عظم نخاع  ةعين 325  ،يجلدسائل مصلي  282وقد تم تحليل ما مجموعه 

) و ٪30.14( 85وھ ونيجابيالإ. وتظھر النتائج أن عدد المرضى PCR/PCR-RFLP بواسطةالأمصال و تحليل الخلايا،

 RFLP من اثنينب متبوعة PCRراء ثلاثة على التوالي. وبالإضافة إلى ذلك، تم إج VL و CL لبالنسبة ) 9.49٪( 35

 ITS1 PCR تنخاع العظام. كانل عينة أخرى 20و يةجلد ةعين 66مصنوعة من  رشيفمن الأ ح مجھريةائشر علىأجريت 

ن م انطلاقا ةسلال 56وقد حددت ھذه التقنيات  ھا.قدمطبيعة العينة أو لعدة معاييرك لإطلاق وفقاالتقنية الأكثر حساسية على ا

 .Lسلالة  واحدة تنتمي إلىو  L. infantumمسببة من طرف   L. major، 36مسببة من طرف   19الجلدية:  جروحال

tropica  ،ع نولالوحيد  وجودالتسليط الضوء على بسمحوا لنا فقد . أما بالنسبة لعينات نخاع العظامL. infantum  12في 

 .VL بمريضا 

 PCR / PCR-RFLP -التشخيص  - علم الأوبئة -داء الليشمانيات الحشوي  -الجلدي  ت: داء الليشمانياالمفتاحية كلماتال

شمال شرق الجزائر. -


