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DIAGNOSTIC DELOCALISE PAR PCR TEMPS REEL DE LA LEISHMANIOSE
CUTANEE SEVISSANT DANS LE FOYER DE CONSTANTINE (ALGERIE)

I. Minousl, F. DE MONBRISON, N. ROMEUF, T. MOULAHEM, S. PicoTr

Med Trop2006; 66 : 39-44

RESUME * Compte tenu de la réémergence de la leishmaniose dans le monde, de la variabilité géographique de 1’épidémio-
logie et de I’augmentation du nombre de voyageurs, une étude pilote sur le diagnostic de la leishmaniose cutanée a été réali-
sée a Constantine, I’un des foyers de I’est-algérien. 143 prélevements ont été récoltés sur buvards et testés par PCR en temps
réel et les résultats comparés a ceux de ’examen direct. Le diagnostic de leishmaniose par PCR a été positif dans 81% des cas
pour la PCR contre 48 % pour la microscopie. La PCR en temps réel a montré une différence quantitative significative entre
les patients pour lesquels le diagnostic microscopique a été positif et ceux dont ’examen direct a été négatif. Les résultats pré-
sentés dans cette étude ont montré Defficacité et la sensibilité de la PCR dans le diagnostic de la leishmaniose cutanée a par-
tir des buvards. Avec cette technique, il a été possible de réaliser sur place un prélevement a chaque malade et d’obtenir des
résultats dans un délai court. Une collab o ration Nord-Sud basée sur I’utilisation de moyens simples de transmission des échan-
tillons pour le diagnostic moléculaire a permis de créer un partenariat efficace en terme de diagnostic quotidien et de favori-
ser ainsi I’échange de chercheurs afin de préparer le transfert de technologie.

MOTS-CLES * Leishmaniose cutanée - Diagnostic - PCR - Algérie.

OUTSOURCED REAL-TIME PCR DIAGNOSIS OF CUTANEOUS LEISHMANIASIS IN THE OUTBREAK REGION OF
CONSTATINE, ALGERIA

ABSTRACT ¢ Taking into account the re-emergence of leishmaniasis in the world, the geographic variability of its epidemio-
logy and the growing numbers of travellers, a pilot study on the diagnosis of cutaneous leishmaniaasis was undertaken in
Constatine, one of the outbreak regions in eastern Algeria. A total of 143 specimens were collected on blotters and tested by
real-time PCR. Results were compared with those of direct examination. Diagnosis was positive for leishmaniasis in 81% of
cases using PCR versus 48 % of cases using microscopy. Real-time PCR showed a significant quantitative difference between
patients for whom microscopic diagnosis was positive and those for whom direct examination was negative. The results pre-
sented in this study demonstrated the effectiveness and sensitivity of PCR in the diagnosis of cutaneous leishmaniasis from blot-
ter specimens. This technique enabled in-field collection of specimens from each patient and provided prompt results. North-
South cooperation based on the use of simple means for transmission of specimens for molecular diagnosis allowed creation
of an effective partnership for daily diagnosis and promoted exchangebetween investiga orsin preparation for technology trans-

fer.
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I > Algérie, qui compte parmi les pays les plus concernés
par cette maladie (1), est caractérisée par plusieurs étages
bioclimatiques (2) allant du climat méditerranéen au Nord au
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climat saharien au Sud, en passant par de vastes zones semi-
arides. De part sa forte population rurale, elle présente un ter-
rain favorable a la propagation des formes cutanées et vis-
c érales de la leishmaniose. La leishmaniose cutanée occupe
deux zones distinctes. Au Sud, & 1’étage aride, sévit la forme
endémo-épidémique due a Leishmania major. Au Nord, a
I’étage sub-humide, s’observe une forme endémique dont
I’ agent path ogene est un variant enzymatique de Leishmania
infantum habituellement responsable de la leishmaniose vis-
cérale. La leishmaniose cutanée se singularise par son exten-
sion rapide a partir des foyers anciens et devient de plus en
plus fréquente au Nord, au sein méme des zones d’endémie
de la leishmaniose viscérale.

La leishmaniose cutanée du Nord (LCN) décrite sous
le nom de «clou de Mila» par Sergent et Gueidon en 1923
(3) sévit a I’état endémique tout le long du littoral et du Tell
Algérien. Sa répartition se confond avec celle de la leish-
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maniose viscérale. Elle est signalée dans des régions encore
indemnes : Oran, Tlemcen pour 1’Ouest du pays et Annaba,
Sétif, Collo a I’Est (4). Les foyers de Tizi Ouzou, Bouira,
Béjaia, Constantine, Jijel, Mila et Ténes sont responsables
du plus grand nombre de cas. L’agent mis en cause appar-
tient au complexe Leishmania infantum. On trouve les zymo-
demes MON-1, MON-24 et MON-80, le MON-24 ayant été
isolé d’une femelle Phlebotonus perfiliewi a Ténes (5) et le
résenoir est représenté par le chien. La LCN touche souvent
les enfants et se localise préférentiellement au visage. Son
évolution est longue et nécessite souvent un traitement afin
d’accélérer le processus de cicatrisation qui ne se fait spon-
tanément qu’au-dela d’une année.

Apres avoir été cantonnée aux deux foyersde Biskra
a I’Est et d’Abadla a I’Ouest, la leishmaniose cutanée zoo-
notique (LCZ) connait une extension ve rsles hauts plateaux
avec une surve nue d’épidémie en 1982 a M’sila suivie d’une
autre en 1985 a Ksar Challal (Tiaret). D’autres foyers sont
apparus : El Oued, Ghardaia, Bechar, Laghouat (Sud). Les
nouveaux foyers du Nord concernent Batna, Medea, Tiaret
et Bordj Bou Ariridj. A I’heure actuelle, les souches isolées
de ces régions sont toutes identiques a Leishmania major
MON-25. L’animal réservoir est le «rat des sables» ou
Psammomys obesus (6). Le vecteur de la LCZ est
Phlebotomus papatasi. La fréquence exacte de la LCZ est
difficile a apprécier, on estime son incidence a plus de
2000 nouveaux cas par an. Elle se manifeste aprés une courte
incubation et siege au niveau de la face et des membres. Les
Iésions sont multiples et évoluent vers la guérison sponta-
née en laissant une cicatrice inesthétique (7).

Le diagnostic repose surtout sur la clinique et la
confirmation est apportée par la mise en évidence du para-
site par microscopie et apres culture. Il est malheureusement
assez fréquent de ne pouvoir déceler le parasite des I’examen
direct pour peu que la 1ésion soit surinfectée ou le préleve-
ment mal effectué, particulierement en dehors des centres
spécialisés en zone endémique. La culture du parasite néces-
site une infrastructure et du matériel qui ne sont pas partout
disponibles et le risque de contamination est important.

L’objectif de cette étude était d’évaluer la possibilité
d’effectuer un diagnostic différé par PCR sur des échantillons
prélevés a Constantine par apposition de papiersbuvards sur
les 1ésions et envoyés ensuite par la poste, dans des condi-
tions d’acheminement normal, a un laboratoire spécialisé a
Lyon.

La PCR a partir des buvards a été appliquée avec suc-
ces dans le cadre du paludisme (8) et il était logique de ten-
ter de I’ utiliser pour le diagnostic de la leishmaniose. L’ intérét
était de s’affranchir des contraintes techniques dans les labo-
ratoires de zone d’endémie tout en bénéficiant de méthodes
tres performantes de diagnostic.

PATIENTS ET METHODES

Il s’agit d’une étude prospective réalisée au labora-
toire de Parasitologe et de Mycologie du CHU de
Constantine, sur une période d’une année et ayant porté sur
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185 sujets orientés dans ce service apres diagnostic dinique
de leishmaniose cutanée. Les criteres d’inclusion de ces
malades dans I’étude étaient : 1€sion cutanée cliniquement
évocatrice de leishmaniose cutanée, absence de traitement
spécifique préalable, évolution clinique favorable sous trai-
tement spécifique. Les criteres d’exclusion étaient : surin-
fection de la 1ésion, impossibilité de prélevement ou traite-
ment anti-leishmanien dans les trois mois précédant I’étude.
Tous les patients ont été examinés par le méme médecin spé-
cialiste et ont recu un traitement adapté au cours de 1’étude.

Pour chaque patient, un prélevement de sang et/ou de
sérosités a été réalisé, apres avoir obtenu leur consentement
éclairé, par application d’une bandelette de papier Whatman
3 MM, sur la lésion débarrassée de sa crofite. En parallele,
le produit de raclage de la 1ésion a été étalé sur lame (3
lames/malade), puis fixé par du méthanol pendant 1 minute
et coloré au May - Grunwald-Giemsa pendant 20 minutes. Un
examen microscopique des lames a été réalisé par le méme
biologiste spécialiste.

Les prélevements sur papier ont été completement
séchés a I’air libre et séparés les uns des autres avec du papier
absorbant, afin d’éviter d’éventuelles contaminations. Les
é chantillons ont été référencés et conservés ensuite dans des
sacs hemétiques, & I’abri de la chaleur et de I’humidité. Les
sacs ont ensuite été mis sous plis fermés, puis envoyés par
courrier normal (par voie aérienne), en vue du diagnostic
moléculaire au laboratoire de Lyon.

Diagnostic moléculaire

Labandelette de papier Whatmann est découpée, dans
un tube Eppendorf stérile, en petits morceaux et incubée a
température ambiante dans une solution de saponine a 5%
pendant une heure. Apres avoir éliminé le surnageant, I’ ADN
est extrait avec la résine Instagene (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France). 200 pl de résine sont ajoutés et le tube est
placé pendant 30 minutes a 56°C au bain-marie, puis dans
I’eau bouillante pendant 8 minutes. Apres centrifugation, le
surnageant est dilué au 1/5 dans de 1’eau stérile et conservé
a-20°C avant la PCR.

LaPCR en temps réel du genreLeishmania a été réa-
lisée par Lightcy cler selon la technologie SybrGreen, en tubes
capillairs L’intensité lumineuse émise par le fluoro-
chrome, mesurée a la fin de chaque cy cle d’amplification, est
propottionnelle a la quantité de I’ADN cible présent dans
I’ échantillon. L’identifi c aion du produit de PCR est faite au
coursd’une phase de melting post amplification par I’analyse
de la température de fusion spécifique du produit amplifié.

Le volume final par capillaireest de 20 pl réparti entre
5 ul dADN, 2 pl de tampon Fast Start DNA master
SybrGreen I (Roche Molecular Biohemicals), 4 mM de
MgCP*, 0,5 uM de chaque amorce JW11, JW12) et ’eau sté-
rile.Les amorces JW11 et JW12 ont été choisies sur la par-
tie conservée de I’ ADN des genes codant les minicircles pour
permettre I’amplification du genre Leishmania (9). Les condi-
tions de la PCR sont les suivantes : apres une dénat u ration de
4 minutes a 95°C, I’amplification se déroule pendant 35 cycles
avec une étape de dénat u ration (95°C pendant 10 secondes),
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Figure I - Courbes d’amplification et de fusion obtenues avec les amorces JWI1 et JW12

Haut : courbes d’amplification.

Bas : courbes de fusion et température de fusion spécifique du produit amplifié (84,5°C).
Un témoin positif (L. infantum) et un témoin négatif (sang humain non parasité) sont inclus dans chaque série.
Un échantillon est positif quand il présente une courbe d’amplification et une température de fusion identiques a celles du témoin positif.

d’hybrdation (62°C pendant 10 secondes) et d’élongation
(72°C pendant 10 secondes). La température d”hybridation est
pour la phase de melting de 67°C pendant 15 secondes. La
température de fusion du produit obtenu est 84,5°C. Un
contrdle négatif (sang humain total non parasité) et un contrdle
positif (L. infantum)sont inclus dans chaque série (Fi g. 1).

Le typage enzymatique n’a pas été réalisé dans cette
premiere phase du programme dont 1’objectif était 1’amé-
lioration du diagnostic individuel.

RESULTATS

Patients

Pendant la période de Iétude, 135/185 (73 %) paients
ont été inclus. Le sex-ratio estde 1,33 (77 hommes/58 femmes).
L’age moyen est de 28,7 ans (médiane : 24) pour les hommes

et 36,9 ans (médiane : 39,5) pour les femmes, avec des
extrémes allant de 1 an a 84 ans. Les enfants (moins de 16
ans) représentent 17,5 % de I’ensemble des malades. Les
malades provenaient de Constantine et de ses environs (Ibn
Ziad, Zighoud Youcef, Didouche Mourad, El Khroub,
Hamma Bouziane, Athmania) ainsi que d’autres wilaya
(Skikda, Guelma, Sétif, Mila, Oum El Bouaghi). La répar-
tition géographique des lieux d’habitation des malades est
représentée sur la carte de la région de Constantine (Fig. 2).
Quelques malades (8/135) étaient originaires du Sud (El
Oued, Boussaada, Hassi Messaoud).

Cliniquement, les 1ésions siégeaient le plus souvent
sur les parties découve rtes : la face (61 patients, 45 %) et les
membres (42 paients, 31 %). Les 1ésions étaient parfois mul-
tiples et présentaient différents aspects illustrés sur la figure 3.
Elles variaient entre 1 et 4 cm de diametre.

Il est a noter que la majorité des patients présentant un
examen direct positif provenait de la ville de Constantine
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Figure 2 - Carte représentant la wilaya de Constantine et les
régions concernées par l’étude.

(35,93 %) suivie des régions de Ibn Ziad, Zighoud Youcef. Les
zones de Didouche Moura d, EI Khroub et Hamma Bouziane
présentaient un nombre de malades équivalent. Les autres
wilaya : Skikda, Guelma, Mila et Oum El Bouaghi repré-
sentaient un nombre de malades nettement inférieur a celui
de Constantine. I n’y avait pas de différence concernant la fré-
quence de positivité de I’examen direct ou de la PCR selon
I’ori gine géographique des patients ou le type de 1ésion.

Examen parasitologique

143 examens parasitologiques des 1ésions cutanées
ont été examinés pour les 135 malades, certains d’entre eux
présentant plusieurs 1ésions. L’ examen microscopique était
positif pour 69 des 143 échantillons (48,25 %), ce qui cor-
respondait a 64 malades positifs sur 135 (44,75 %).

Figure 3 - Leishmaniose cutanée localisée a Constantine (Algérie).

Diagnostic moléculaire

La PCR quantitative en temps réel a été positive pour
117/143 prélevements (81,81 %), correspondant a 110/135
patients (81,5 %). L’augmentation de la sensibilité du dia-
gnostic biologique obtenu par I utilisation de la PCR par rap-
port a I’examen direct était donc de 46/135 malades, soit
34 %.

Tous les malades ayant présenté un résultat négatif par
PCR avaient un examen microscopique négatif. Par ailleurs,
pami les malades ayant deux prélevements (8 malades), un
seul avait un résultat de PCR positif pour ’'une des 1ésions
et négatif pour I’autre, 1’examen direct étant négatif pour les
deux.

La PCR en temps réel sur Light-Cycler nous a mon-
tré qu’il existait une diff é rence quantitative significative entre
les patients pour lesquels le diagnostic microscopique était
positif et ceux qui étaient négatifs. En effet, les malades pour
lesquels I’examen microscopique était positif présentaient
une limite de détection moyenne de 19,56 + 0,108 cy cles de
PCR pour une moyenne de 28,47 + 0,059 (p < 0,01) chez les
patients dont I’examen direct était négatif.

Aucune donnée prospectie n’était disponible
concemnt I'incidence de la leishmaniose cutanée dans la
ré gion de Constantine. Compte-tenu de la réémergence de
cette maladie dans le monde, de la vari abilité géographique
de I’épidémiologie et de 1’augmentation des voyageurs, il
était important de mettre en place une étude pilote sur le dia-
gnostic de la LC dans cette zone (10). Cette pemiere étude
prospective nous a permis de mieux cerner I’ampleur que
p renait cette maladie au sein de I’'un des foyers de 1’Est algé-
rien.

Bien que I’examen direct aprés coloration soit
I’examen le plus adapté pour le diagnostic de la leishmaniose
cutanée en zone d’endémie (7), son taux de positivité n’est
que de 'ord rede 20 % (11). La culture donne également des

. .e

Les lésions observées sont verruqueuses (photo 1), nodulaires indurées recouvertes d’une croiite adhérente (photo 2), ulcéro-croiiteuses

(photo 3).
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résultats assez remarquables, mais comporte un certain
nombred’inconvénients, notamment lorsque les 1ésions sont
surinfectées (12). Il est donc intéressant de compléter ces exa-
mens par un diagnostic moléculaire : la PCR en temps réel,
en I’occurrence.

La PCR en temps réel a été utilisée en raison de ses
perfo rmances techniques et de la possibilité ultérieured’ adap-
ter cette méthode a d’autres types de prélevements, au dia-
gnostic d’espece et a la recherche de polymorphismes nucléo-
tidiques (9).

Les résultats présentés dans cette étude ont montré
I’efficacité et la sensibilité de la PCR dans le diagnostic de
la leishmaniose cutanée. Selon Rodriguez (13), la collection
des exsudats sur buvards serait une meilleure altern ative que
les biopsies pour le diagnostic des LC par PCR. Ces buvards
ont été pratiques et faciles a réaliser, notamment dans les
pays du Sud ne possédant pas d’équipements nécessaires
pour établir un diagnostic spécialisé ou permettant d’en-
treprendrece type d’initiative. Avec cette technique, il a été
possible de pratiquer un prélevement sur place a chaque
malade moyennant un colit déris oire.Les résultats sont obte-
nus dans un délai court, toujoursinférieur a celui d’une cul-
ture, tout en attendant un transfert de technologie vers le pays
d’endémie.

L’étude présentée ici a permis d’obtenir une carto-
graphie partielle de la transmission de la LC a Constantine
et en périphérie pendant I’année 2004. Conformément a ce
qui est exprimé de facon info rmelle par les médecins locaux,
la transmission de la LC était une réalité inquiétante. En effet,
au cours de cette étude non exhaustive, 135 cas de LC ont pu
étre diagnostiqués cliniquement et 117 confirmés biologi-
quement.

Face a la difficulté de réalisation des méthodes per-
formantes de diagnostic biologique de la LC en zone d’en-
démie et face a la précarité des moyens mis en ceuvre par les
acteurs locaux, nous avons voulu mettre en place une colla-
boration Nord-Sud. Elle était basée sur 1’utilisation de
moyens simples de transmission des échantillons (courrier
nomal), des techniques efficaces de diagnostic moléculaire
(PCR temps réel) et des outils tres répandus de communi-
cation des résultats (Internet). Un tel partenariat a été efficace
en terme de diagnostic quotidien. Il a été également porteur
d’avenir car il a favorisé la constitution de réseau Nord-Sud,
I’échange de chercheurs, et a préparé le transfert de techno-
logie qui était I’objectif a atteindre a terme.

La PCR est une technique spécifique et sensible (14,
15). La détection de I’ ADN paasitaire par PCR, a partir des
prélevements cutanés, est la technique la plus sensible dans
le diagnostic de la leishmaniose cutanée (16). Par ailleurs,
son applicaion pour la détection des leishmanies, a partir
des différents échantillons cliniques, des réservoirs et des
vecteurs, trouve son intérét dans les études épidémiologiques
a7.

La PCR en temps réel a ’avantage d’étre rapide
(moins d’une heure) et diminue les risques de contamination
(18). Elle pourrait, dans 1’avenir, compléter les techniques
conventionnelles de diagnostic des leishmanioses (9) et étre
utilisée, a des fins épidémiologiques et expérimentales, dans

le cadre de I’évaluation de la charge parasitaire durant la
phase post-thérapeutique (19). De plus, La PCR quantitative
semble étre le meilleur marqueur de I’efficacité clinique du
traitement dans les LC (20). L'inconvénient majeur est que
ces tests sont onéreux et souvent réservés aux pays riches qui
ne sont pas les plus concernés par ce genre d’épidémie.

Nos résultats ont corroboré d’une part les travaux
d’Osman (21) effectués sur la leishmaniose viscérale, ot les
auteurs notent un seuil de positivité de la PCR des ponctions
de mecelle et des ponctions spléniques nettement plus élevé
que pour I’examen direct et d’autre part, les travaux de
Wortmann (18), sur les prélevements cutanés.

De plus, face a I’ampleur prise par cette zoonose dans
le Maghreb, il serait intéressant de faire une étude multi-
centrique et exhaustive afin de mieux cerner le fonctionne-
ment éco-épidémiologique de ce foyer et de définir une
démarche prophylactique adéquate en plus d’une orientation
diagnostique et thérapeutique contrdlée. Une information
éclairée de la population sur cette affection ne pourrait que
contribuer a la régression de cette zoonose.
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Le Workshop du GESH
Réunir les bailleurs de fonds et les acteurs de 'humanitaire
9 Juin 2006 - Lyon

e CESH organise un Workshop qui réunira 30 experts internationaux de I’action humanitaire. Il propose d’appro-

fondir les mécanismes d’anticipation, de prédiction des crises humanitaires et d’élab o ration des stratégies de finan-
cement qui s’appuient sur la capitalisation des expériences collectées sur le terrain et I’utilisation des NTIC (nouvelles
technologies de I’information et de la communication) dans les actions de prévention des crises au niveau local.

* Entre urgence et développement, quelle est la place de la mitigation ?

* Quels roles pour les Etats, les ONG, les bailleurs de fonds et les acteurs de terrain dans les stratégies d’évitement
des crises humanitaires ?

* Quels financements pour la mitigation ?

Tels sont les enjeux de ce Workshop.

Le WORKSHOP du CESH
Anticiper et prévoir les crises humanitaires d’urgence :
vers quelles stratégies de financement ?

Renseignements et inscriptions : www.cesh.org
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