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Serment d'fypocrate

Au moment d’étre admis a devenir membre de la profession médicale, je

m’engage solennellement a consacrer ma vie au service de [’humanité.
Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont dus.

Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de mes

malades sera mon premier but.
Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir ["honneur et les nobles

traditions de la profession médicale.
Les médecins seront mes freres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune considération

politique et sociale, ne s'interposera entre mon devoir et mon patient.
Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine dés sa conception.

Méme sous la menace, je n'userai pas mes connaissances médicales d une facon

contraire aux lois de [ humanité. 7
Je m’y engage librement et sur mon honneur.
Déclaration Genéve, 1948 (
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« Soyons reconnaissants aux personnes qui hous donnent du bonheur; elles
sont les charmants jardiniers par qui nos dmes sont fleuries »

Marcel Proust.

Je me dois d”avouer pleinement ma reconnaissance a toutes les personnes
qui m’ont soutenue durant mon parcours, qui ont su me hisser vers le haut
pour atteindre mon objectif. C’est avec amour, respect et gratitude que
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Je dédie cette these ... //"'Q



A Allah

Le tout miséricordieux; le tres miséricordieux, Le tout puissant, Qui m’a inspiré, Qui
) s (7 . . . e . . . .
m’a guidé sur le droit chemin. Je vous dois ce que j’étais, Ce que je suis et ce que je
serais Inchaallah. Soumission, louanges et remerciements Pour votre clémence et
miséricorde

A MON TRES CHER PERE

A celui qui m’a aidé a découvrir le ‘savoir' le trésor inépuisable. De tous les péres, tu
es le meilleur, tu as su m’entourer d attention, m’inculquer les valeurs nobles de la
vie, m apprendre le sens du travail, de [honnéteté et de la responsabilité.
Merci d avoir été toujours la pour moi, un grand soutien tout au long de mes études.
Tu as été et tu seras toujours un exemple a suivre pour tes qualités humaines, ta
persévérance et ton perfectionnisme. Des mots ne pourront jamais exprimer la
profondeur de mon respect, ma considération, ma reconnaissance et mon amour
éternel. Que Dieu te préserve des malheurs de la vie afin que tu demeures le flambeau
illuminant mon chemin. . .

Ce travail est ton ceuvre, toi qui m'a donné tant de choses et tu continues d le
faire...sans jamais te plaindre. J aimerais pouvoir te rendre tout lamour et la
dévotion que tu nous as offerts, mais une vie entiere n'y suffirait pas. J'espére au
moins que ce mémoire y contribuera en partie



A MA TRES CHERE MERE

A la plus douce et la plus merveilleuse de toutes les mamans. A une personne qui m’a

tout donné sans compter.

Aucun hommage ne saurait transmettre d sa juste valeur ; [amour, le dévouement et
le respect que je porte pour toi. Sans toi, je ne suis rien, mais grice d toi je deviens
médecin. J'implore Dieu qu’il te procure santé et qu’il m'aide a te compenser tous les
malheurs passés.

Pour que plus jamais le chagrin ne pénétre ton ceeur, car j'aurais encore besoin de ton
amour. Je te dédie ce travail qui grdce d toi a pu voir le jour. Je te dédie a mon tour
cette thése qui concrétise ton réve le plus cher et qui n'est que le fruit de tes conseils
et de tes encouragements. Tu n'a pas cessé de me soutenir et de m'encourager, ton
amour, ta générosité exemplaire et ta présence constante ont fait de moi ce que je suis
aujourd hui.

Tes priéres ont été pour moi un grand soutien tout au long de mes études. J espére
que tu trouveras dans ce modeste travail un témoignage de ma gratitude, ma
profonde affection et mon profond respect. Puisse Dieu tout puissant te protéger du
mal, te procurer longue vie, santé et bonheur afin que je puisse te rendre un minimum
de ce que je te dois. Je t 'aime maman.

A Mon CHER MARI

Aussi pur que la neige claire
Aussi clément qu’une mere

Ton amour est un don du dieu. Aucune dédicace, aussi expressive qu’elle soit, ne
saurait exprimer la profondeur de mes sentiments et ['estime que j'ai pour toi. Dans

tes yeux, j'ai toujours pu lire de la tendresse, tu m’as toujours soutenu, compris et

réconjforté tu es et resteras toujours ma source d inspiration.

Merci pour ta tendresse, ton attention, ta patience et tes encouragements; Merci

pour tout. Puisse Dieu nous préserver du mal, nous combler de santé, de bonheur et
nous procurer une longue vie pour le service de Dieu.



A
mon cher frére et ma chere seur - TAHA FT HAJAR
Entre nous les mots n'ont pas leur place. Je souhaite simplement que Dieu nous
accorde
longue vie et une bonne santé pour que nous puissions cheminer ensemble sur la
route
du destin avec amour, respect mutuel, solidarité comme nous lont enseigné nos
parents.
Je vous dédie ce travail, pour tous les moments de joie et de taquinerie gu’on a pu
partager ensemble. Puisse DIEU, le tout puissant, vous préserver du mal, vous
comblee de santé et de bonheur.

A
MON FPUTUR FNFANT

jete remercie d’avoir été gentil et patient durant mes nuits d’ études. Ta
présence me tenait compagnie, chacun de tes petits mouvements
m'apportait joie et bonheur.
Dans quelques jours, Inchaallah, tu seras parmi nous .Puisse Dieu te
protéger, te procurer santé et longue vie.

A mes beaux-parents
Je ne pourrais jamais exprimer le respect que j'ai pour vous.
VYous avez fait de votre fils un époux parfait et exemplaire. Je suis en
paix grdce d ['éducation qu'il a recue de vous.
Je prie Dieu le tout puissant de vous accorder santé, bonheur et longue
vie.

A

mes beaux-freres et seurs
Merci de m’avoir accueilliv parmi vous. Puisse ce travail témoigner de
ma profonde affection et de ma sincére estime.
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ma deuxieme sceur Hanane F Hammaour .
Aucune dédicace, aussi expressive qu'elle soit, ne saurait exprimer la
profondeur de mes sentiments et Lestime que j'ai pour toi.

Tu m’as toujours soutenu, compris et réconforté tu es et restera toujours
ma meilleure amie.

Merci pour, ton attention, ta patience et tes encouragements
Puisse Dieu te préserver du mal, te combler de santé, de bonheur et te
procurer une longue vie pour le service de Dieu
Toute mon affection pour ton admirable famille, que je remercie
beaucoup

A
LA MEMOIRE DE MES GRANDS PARENTS

Jaurais tant aimé que vous soyez présents. Que Dieu ait vos dmes dans sa
sainte miséricorde

A

mes tantes et oncles, cousins et cousines
Que ce travail traduise toute mon affection et mes souhaits de bonheur, de
santé et de longue vie. Que dieu vous garde et vous préserve

A
la famille BOUXLOU

Que ce travail soit le symbole de ce que je ressens envers vous. Que dieu
vous bénisse et vous accorde longue vie pleine de joie et de réussite.
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A
MES trés chers Amis .....

Je ne peux vous citer toutes, car les pages ne le permettraient pas, et je ne
peux vous mettre en ordre, car vous m’étes toutes chevres.....

En souvenir de notre sincére et profonde amitié et des moments agréables
que nous avons passés ensemble. Veuillez trouver dans ce travail
Cexpression de mon respect le plus profond et mon affection la plus
sincére.

A
ma famille adoptive

Celle des médecins internes
AMIM.A
A laquelle j’y crois beaucoup
C'est une grande fierté pour moi d’étrve parmi vous. Et je vous remercie
pour la confiance dont vous m’avez fait part.

A tous mes enseignants du primaire, secondaire et de la
faculté de médecine et de pharmacie de Marrakech.

A toute Céquipe Médicale et paramédicale du Service de
parasitologie, Pédiatrie et de Radiologie

A tous les médecins dignes de ce nom.
A tous ceux dont Loubli du nom n'est guére celui du
caeur.






Maitre et président de Jury Monsieur M. CHAKOUR Professeur
d’Hématologie a [hopital Militaire Avicenne, Marrakech

Je suis trés sensible a [honneur que vous me faites en acceptant la présidence du jury

de notre thése.

) . M . ’ . .
C’est pour moi ["occasion de vous témoigner ma profonde reconnaissance pour vos
qualités professionnelles et humaines.

Veuillez accepter, cher maitre, [assurance de mon estime et mon profond respect.

A
notre Maitre et rapporteur de thése Mr R MOUTAY, Professeur de

Parasitologie Mycologie a [hopital Militaire Avicenne, Marrakech.
Je vous remercie, cher Maitre, de la bienveillance que vous m'avez

réservé en m'accordant ce travail. Vous n'avez jamais hésité d me
réserver une larvge part de votre temps précieux pour me diviger et me
conseiller dans Célaboration de ce travail.

Ma reconnaissance n'a d’ égal que mon admiration pour vos qualiteés
intellectuelles et humaines. Je vous prie, cher maitre, de vecevoir mes
remerciements renouvelés ainsi que Lassurance de ma trés haute et mon
profond respect

A
notre Maitre et juge de thése, Mr H. QACIF, Professeur agrégé de
Médecine interne a Lhopital Militaire Avicenne, Marrakech.
Votre présence au sein de notre jury constitue pour moi un grand
honneur. Par votre modestie, votre gentillesse, votre disponibilité pour
tout conseil ou avis,

Qu’il me soit permis de vous présenter a travers ce travail

le temoignage de mon grand respect et Lexpression de ma profonde
reconnaissance



A
notre Maitre et juge de thése, Professeur . BOUKHIRA. Professeur de
Biochimie d [hopital Militaire Avicenne, Marrakech.
Nous vous remercions de nous avoir honorés par votre présence.Cet
honneur nous touche infiniment et nous tenons d vous exprimer notre
profonde reconnaissance.

Nous vous exprimons notre grande admiration pour vos hautesqualités
movales, humaines et professionnelles.

Veuillez accepter, cher maitre, dans ce travail Cassurance de notre estime
et notre profond respect.

A
notre Maitre et juge de thése, Mme A. BOURREHOUAT, Professeur

agrégée de Pédiatrie au CH'U Mohammed VI

Nous sommes particuliérement reconnaissants pour Chonneur que vous

nous faites en acceptant de juger notre travail.

Notre gratitude est grande pour intérét que vous lui avez porté.
Veuillez trouwvé dans cet ouvrage le témoignage de notre profonde
reconnaissance et respect
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ADP
ADN
AEG
AMG
AmB
AMM
ATB
ATP
CHU
CRP
DPA
ED
EMC
DAT
HPM
HAI
HMA

IFI

LCC
LvI

LVA

Liste des abriviation

: Adénopathie
: Acide désoxyribonucléique
: Altération de I’état général
: Amaigrissement
:L’amphotéricine B
:Autorisation de mise au marché
: Antibiotique
: Adénosine triphosphate
: Centre Hospitalier universitaire
: Proteine C réactive
:Dérivés pentavalents de I’antimoine
: Examen direct
:Encyclopédie Médicochirurgicale
: Direct Agglutination Test
: Hépatomégalie
: Hémagglutination indirecte
: Hopital Militaire Avicenne
: Immuno fluorescence indirecte
: Immunoglobuline
: Intramusculaire
. Intraveineuse
: Leucocyto-concentration
: Leishmaniose viscérale infantile

: Leishmaniose viscérale anthroponotique



Lvz
NFS
OMS
PCR
Pq
Sbv
SPM
TDR
VIH
A

WB

: Leishmaniose viscérale zoonotique
: Numération Formule sanguine

: Organisation mondiale de la santé

: Polymérase Chaine Reaction

: Plaquettes

:Antimoine Pentavalent

: Splénomégalie

: Test de diagnostic rapide

: Virus d’immunodéficience humaine

: Vitesse de sédimentation

: Western-blot
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Les leishmanioses sont des parasitoses du systéme réticulo -endothélial dont I'agent
pathogéne est un protozoaire flagellé du genre Leishmania. Il s’agit d’'une anthroponose ou une
anthropozoonose, transmise par un moucheron hématophage, le phlébotome. Ces maladies
incluent des formes viscérales (LV), des formes cutanées localisées (LCL), cutanées diffuses (LCD)
et des formes cutanéomuqueuses (LCM). Cette multiplicité de tableaux cliniques résulte a la fois

d’un large éventail d’especes et de la variation de la réponse immunitaire de I’h6te infecté. [1]

Les leishmanioses sont endémiques dans les zones tropicales et subtropicales de 88 pays
et quatre continents : Afrique du nord et de I’est, Amérique centrale et du Sud, Asie du sud et

Europe du sud.

Au total, 370 millions de personnes sont exposées au risque de la maladie dont 12
millions sont atteintes, on compte 500 000 nouveaux cas par an de leishmaniose viscérale, et
1000000 a 1 500 000 nouveaux cas par an pour la leishmaniose cutanée [2]. Un tiers seulement

des nouveaux cas étant officiellement déclarés [1].

Au Maroc, La Leishmaniose viscérale infantile constitue un probléme de santé public. Elle
est classée, depuis 1995, parmi les maladies a déclaration obligatoire. A fin d’éradiquer cette

pathologie, un programme de lutte a été établi.

Dans sa forme typique, la leishmaniose viscérale infantile est de diagnostic facile devant
la triade classique : anémie, fievre anarchique et splénomégalie. Le diagnostic de certitude
repose sur la mise en évidence de corps leishmanies sur le frottis du sang médullaire, ou la
recherche de traces immunologiques par les sérologies dont les techniques ne cessent de se
développer. Les méthodes génomiques en pleine essor et dotées d’une grande performance,

offrent des possibilités de diagnostic et aussi d’identification des especes Leishmaniennes.

L’évolution spontanée est fatale, alors qu’avec un traitement précoce et bien mené,

habituellement, la guérison est obtenue en quelques jours.
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La tendance actuelle a I'augmentation de la fréquence de la maladie, la constatation des
formes de plus en plus atypiques et graves, la résistance au traitement par les dérivés de
I’antimoine, et la fréquence des cas de rechutes ,font de la leishmaniose viscérale infantile, un

sujet d’actualité, méritant une attention toute particuliére, qu’il convient de rappeler.

L’objectif de la présente étude est de discuter [I'apport des différents moyens de
diagnostic biologique de la leishmaniose viscérale infantile avec mise au point sur les

caractéristiques épidémiologiques, cliniques, paracliniques, thérapeutiques et évolutives de cette

parasitose.
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|l. Patients

Il s’agit d’une étude rétrospective descriptive intéressant les dossiers des enfants
hospitalisés pour suspicion de leishmaniose viscérale, au sein du service de pédiatrie au CHU
Mohamed VI de Marrakech et chez qui la confirmation du diagnostic a été faite au service de

parasitologie de [I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech, entre Janvier 2010 et septembre

2016.

Il. Matériels :

1. Dossiers médicaux :

Les données ont été recueillies a partir des dossiers des patients a l'aide d’une fiche

d’exploitation (Annexel).

2. Registre du service de parasitologie :

Utilisé pour recueillir les résultats des examens parasitologiques demandés, a fin de confirmer le

diagnostic.

3. Equipements :

+ Microscope optique
%+ Microscope a fluorescence

+ Automate pour ELISA
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. Méthodes :

Une fiche d’exploitation, (Annexel), est réalisée pour recueillir les données,

épidémiologiques, cliniques, para cliniques, thérapeutiques et évolutives de la maladie.

1. Diagnostic direct :

Le prélevement de moelle est obtenu par une ponction de la créte iliaque le plus souvent, la
ponction sternale est exceptionnellement pratiquée chez I’enfant.

Le prélévement est recu au laboratoire, étalé sur des lames en frottis mince, puis fixé et
coloré au May-Grunwald Giemsa (MGG) ou par des kits de coloration rapide tels que Kit RAL

555¢,

4+ Coloration au Giemsa :

a) Fixation :

La fixation des frottis doit se faire avant toute coloration par le Giemsa, Elle consiste a
déposer unequantité suffisante de méthanol a fin de couvrir toute la lame et laisser en contact

pendant 05 minutes.

b) Coloration :

Parallélement a la fixation, on procéde a la dilution du Giemsa au 1/10éme et cette
derniere doit étreprécédée par une simple filtration de ce colorant.
La coloration des frottis fixés se fait en versant le Giemsa d’une facon a couvrir toute la

surface des lames et en les laissant en contact pendant 30 a 40 minutes.

c) Lavage et séchage :

Aprés I'achévement du temps de coloration, le Giemsa doit étre chassé par un faible jet
d’eau, puis on passe au séchage des lames a I’air libre. (Photos 1,2)

La lecture au microscope se fait a I'immersion x 1 000.

-6 -
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Figurel : Les étapes de coloration des frottis par le May-Grunwald Giemsa (MGG).

Figure 2 : Kit de coloration RAL555 ©.
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2. Diagnostic Indirect :

21ELISA:

% Principe :

La détermination immuno-enzymatique qualitative et quantitative des anticorps contre

I'leishmania infantum est basée sur la technique d'ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Des puits dans les bandes de la plague microtitre sont recouverts d’antigenes de

leishmania infantum pour attacher les anticorps correspondants du spécimen.

Aprés le lavage des puits ayant pour but d’enlever I’échantillon détaché, la protéine ‘A’

conjuguée est ajoutée.

Ce conjugué s’attache aux anticorps spécifiques pour I'’Leishmania Infantum.

Le complexe immun constitué par le conjugué attaché est visualisé en ajoutant le substrat

de Tetramethylbenzidine (TMB) qui donne un produit de réaction bleu.

L'intensité de ce produit est proportionnelle a la quantité d'anticorps spécifiques pour

I’leishmania infantum dans le spécimen.

De I'acide sulfurique est ajouté pour arréter la réaction. Ceci produit une couleur jaune.

L'absorbance a 450 nm est lue en utilisant un lecteur plague microtitre (microwell plate

reader) d'ELISA.
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Figure 3 : Principe de la technique ELISA.
2.2 Immunofluorescence indirecte (IFI) :
e Principe:
Il consiste a mettre en présence un antigene figuré avec des dilutions successives de
sérum. La fixation des anticorps spécifiques sur I’antigéne figuré correspondant forme le
complexe antigéne -anticorps révélé par l'adjonction d’anti-immunoglobuline marquée a

I’isothiocyanate de fluorescéine.
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Figure 4 :Principe de la technique d’immunofluorescence indirecte.

e Mode opératoire :

- Les lames sorties du congélateur sont séchées sous ventilation puis fixées dans un

bain d’acétone pendant 10min.

- On effectue des dilutions de sérum dans du tampon PBS pH 7,2 dans des tubes de

khan au 1/20, 1/40 et 1/80. Si c’est positif, on poursuit les dilutions.

- On dépose une goutte de chaque dilution par spot et on incube en chambre

humide a 37°C pendant 30 min.

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

- On ajoute une goutte par spot d’anti-immunoglobuline marquée diluée au 1/30

dans du PBS pH7,2 et on incube en chambre humide a 37°C pendant 30 min.

- Deux lavages en tampon phosphate de 5 min chacun.

- Enfin la contre coloration au bleu d’Evans au 1/10.000, 30 min a 37°C en chambre

humide.

- 10 -
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- Les deux derniers lavages sont suivis par le montage avec de la glycérine
tamponnée (9 volume de glycérine et un volume de tampon PBS pH 7,2). On
recouvre d’une lamelle et on fait la lecture au microscope a ultra-violet.

e Lecture:
- Une réaction positive s’exprime par un liseré vert fluorescent autour de toute la

forme promastigote, flagelle compris. Une fluorescence limitée au noyau
correspond soit a une réaction croisée dans le cadre d’une connectivite soit a un
portage asymptomatique lié a la présence d’anticorps anti 14 et/ou 18 Kd en
immunoempreinte. Il y a des interférences sérologiques (faux positif) chez les
sujets atteints de paludisme ou de trypanosomose .

- Une réaction négative, la leishmanie est rouge. Chaque série de malade est

traitée en paralléle avec un témoin positif, un témoin négatif et un témoin réactif.

2.3 Test de diagnostic rapide : IT LEISH
e Principe:

IT LEISH est un test de diagnostic rapide (TDR) , immuno-chromatographique de référence,
utilisant I'antigéne rK39 pour conférer une grande spécificité et une sensibilité élevée de
détection.

Ce test est basé sur la détection d’anticorps anti -leishmaniens dirigés contre la protéine

rk39.

-11 -
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Les composants :

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Figure 5 : Les composants du test IT LEISH.

Protocole :

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

Ecrire sur le dispositif le nom et le prénom du malade et aussi la date du
prélévement.

Mettre une goutte de tampon dans le lier puits conjugué avec I'antigéne rk39 (a)
et quatre goute sur I'autre puits et laisser le pendant Tmin (b).

Prélever a I'aide de pipette par capillarité le sérum jusqu’au trait noir (sur la
pipette).

Déposer le sur le Tier puits et agiter avec la pipette pendant 1T min.

Mettre la bandelette du test sur le puits de sérum pendant 10 min .

Aprés que la bandelette absorbe tout le sérum, déplacer la bandelette sur le 2¢&me
puits pour qu’elle absorbe aussi le tampon seul et laisser pendant 10 min.

Lecture de bandelette : (photo5)

-12 -
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> le test est positif, si on trouve deux traits L (leishmaniose) et C (controle).

> le test est négatif, si on trouve que le trait C de controle.

Figure 6 :Les étapes de la sérologie leishmanienne par le test IT LEISH.

- 13-
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Figure 7 : Les résultats de la sérologie leishmanienne (-) et (+) par le test IT LEISH

2.4 Immunempreinte ou Western-Blot :
Le western-blot est une technique d’immunoempreinte, introduite comme technique de
diagnostic pour la premiére fois par Towbin et Al en 1979.
e Principe :

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

électrophorése transversale permettant d’avoir une réplique fidele des protéines transférées.

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

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

- 14 -
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La révélation du ligan d immunoenzymatique se fait par I'addition du substrat spécifique

de I’enzyme.

£ Les différentes étapes de cette technique sont :

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

- Transfert électrique du profil protéique obtenu sur un support solide, la membrane de

nitrocellulose.

%+ Au laboratoire :
-Mise en contact de la membrane avec les sérums a tester, dilués au 1/10&me ainsi
que les sérums témoins positif et négatif.

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

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

- Incuber Theure 30min sous agitation.

- Lavage en tampon phosphate concentré.

- Révélation avec un substrat spécifique de I'’enzyme pendant 5 a 10 mn sur
agitateur, a I'obscurité puisarrét de la réaction par un rincage a I’eau.

+ Lalecture:

Consiste en une comparaison entre la bandelette test et les bandelettes témoins et un

marqueur de taille.

Tout l'intérét de cette technique réside dans la mise en évidence des anticorps

spécifiquesd’antigene de Leishmania.

- 15 -
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Les antigénes recherchés sont ceux pour lesquels il n’existe pas de réactions croisées

connues, dont les plus importants sont ceux correspondant aux poids moléculaires suivant :

14-16 KDa, 30-46 KDa et la 90 KDa qui se révelent immunogénes et spécifiques,

notamment ceux de 16 et14 KDa dont leur présence seule suffit pour poser le diagnostic
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Figure 8 : Résultats du diagnostic de leishmaniose par le western blot.
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Figure 9 : KIT de la sérologie western blot (WB) .

-17 -
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l. Profil de la population d’étude :

1. Répartition de la population selon les données démoqgraphiques :

1.1Age:

e Le nourrisson et le petit enfant sont les plus touchés par la maladie.
e En effet la tranche d’age entre 6 mois et 2 ans constitue 61.7% du total des cas, celle
entre 2-4 ans en représente 23.45%.

e L’age moyen de nos patients est de 2,5 ans avec des extrémes de 6 mois a 15 ans

(72} /
1} /
o
]
a1 /
v
Tl
e
=
5 /
p4 /
i a
6mois_2a 2_4ans 4_10ans 10_15ans
ns
Nombre de patients 50 19 9 3

Figure 10 : Répartition des patients selon I’age.

1.2 Sexe :

e Parmi les 81 cas de leishmaniose viscérale infantile étudiés, on a enregistré 34 filles et
47garcons.

e Le sex-ratio est de 1,38 et on note alors une nette prédominance masculine.

- 19 -
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1.3 Origine géographique :
e la majorité de nos patients provenaientde la région de Marrakech -Safi avec un taux de
48,46% du total des patients (Selon le nouveau découpage administratif marocain).
e 35,43% des cas provenaient de la région de Draa Tafilalt : Zagora (20.98%) et Ouarzazat
(14,81%) ; alors que 9,05% étaient de la région de Béni Mellal Khénifra, et 7,06% de la

région de Souss massa.

Tableau | :Répartition des malades selon leurs provenances

Région Province /Préfecture Nombre de cas Pourcentage des cas
Marrakech 15 18,51%
Marrakech Safi Safi 4 4.93%
Essaouira 5 6.17%
Youssoufia 4 4,93%
Chichawa 4 4,93% 48,46%
El Kelaa 7 8,64%
Draa Tafilalt Zagora 17 20.98%
35,43%
Ouarzazat 12 14,81%
Beni Mellal Béni Mellal 3 3.70%
Khénifra Azilal 2 2.46%
9,05%
Demnat 2 2.46%
Souss Massa Agadir 6 8.46% 7.06%

2. Symptomatologie clinique :

e Motif de consultation
Des signes généraux de la maladie ont été rapportés chez la plupart des patients, en
particulier la fievre chez 97,5% des cas. Elle représentait le motif de consultation le plus fréquent

suivie de la paleur (95,06 %des cas) et la distension abdominale (83,95%)

- 20 -
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e Examen clinique a I'admission :

La triade classique (fievre, paleur et splénomégalie) est retrouvée chez 92,98% des cas.

Ictére

ADP

Hépatomégalie

Splenomégalie

Paleur

Fiévre
| | | |

0,00% 20,00%  40,00% 60,000 80,00% 100,00% 120,00%

Figure 11 : Signes cliniques retrouvés chez nos patients.
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Il. Méthodologie diagnostic :

1. Bilan de présomption :

1.1 Hémogramme:

On constate que l'anémie était retrouvée chez tous les enfants, suivie par ordre de

fréquence par la thrombopénie 95, 78 % et la leucopénie 55.85%.

Tableau Il : les anomalies de I’lhémogramme chez nos patients.

NFS Nombre de cas Pourcentage
Anémie 81 100%
Thrombopénie 77 95,78%
Leucopénie 45 55,85%

e Une pancytopénie a été retrouvée chez 60 patients soit 74,07% des cas .
e Une bicytopénie a été constatée chez 19 patients soit 23,45% des cas

e Une anémie associée a une thrombopénie chez 16 cas

e Une anémie et une leucopénie chez 3 cas.

e 2 cas ont présenté seulement une anémie soit 2.46 %.

- 22 -
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| @ Pancytopenie
i Bicytopenie

I monocytopenie

Figure 12 : Anomalies de I’hémogramme.

1.1-1  Anémie:

e L[’anémie est présente chez tous nos malades, elle est normochrome normocytaire dans
57,32% des cas, hypochrome microcytaire dans 42,68% des cas, avec un taux variable :
v’ 24 enfants ont présenté une anémie profonde avec un taux d’Hémoglobine
inférieur a 5 g/dl.
v 50 patients ont eu un taux d’hémoglobine compris entre 5 et 8g/dlI.
v 7 malades ont eu un taux d’Hémoglobine supérieur a 8 g/dl mais toujours

inférieur a la valeur normale.

- 23 -
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43%

57%

Figure 13 : Anémie chez nos malades.

1.1-2  thrombopénie :

e 96,29% des cas ont présenté une thrombopénie avec un taux variable :

- 32 cas de thrombopénie sévere avec un taux de plaquettes inférieur a 50000
Eléments/mm3, soit 40,32% des cas.

- 49 cas de thrombopénie avec un taux de plaquettes compris entre 50000 et

150000/ mm3, soit 59,68 %des cas .

Tableau lll: Répartition des cas selon le taux de plaquettes

Taux de plaquettes Nombre de cas
Inferieur a 50000 32
Entre 50000 et150000 49

-24-
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1.1-3  la leucopénie :

Dans notre série :

Un taux de Globules blancs bas est retrouvé chez 62,45% des cas.

e Une Leucopénie modérée avec un taux de GB compris entre 1500 et 4000/mm3
est notée chez 44 cas.

e Une Leucopénie sévere avec des GB inférieurs a 1500 /mm3 est retrouvée chez 6
malades.

e La neutropénie était notée chez 71 patients soit 87,65% des cas. (Certains de ces
malades avaient une neutropénie avec un taux de globules blancs normal) :

e Lalymphopénie était trouvée chez 9 malades soit 11,11% des cas .

Tableau IV : Taux de GB chez nos malades

Taux de GB Nombre de cas
1500 < T <4000 44
1500 < T 6

1.2 les marqueurs de I’inflammation :

1.2-1 VS

e La VS a été pratiquée chez 75.48%de nos malades, avec 39.45% des cas ou la valeur a

dépassé 100mm a la premiere heure.

Le graphique suivant illustre les variations de la VS et sa fréquence chez les malades de notre

série.

- 25 -




Apport du laboratoire au diagnostic de la leishmaniose viscérale : Experience du service de Parasitologie de

I’ Hopital Militaire Avicenne de Marrakech .

40% -
35% /
30% -
& o0
g 25% -/—
g 20% - 39,:45%
i
=
g, 15% ‘/ 26%
10% 1 16%
/ :
5% -
0%
<20 20S<50 SOS<100 >100
Figure14 : Distribution des taux de la VS
1.2-2 CRP:

Dans les 75 cas ou la CRP a été pratiquée, 85,96 % des résultats étaient positifs

Tableau V : Les résultats de la CRP observés dans nos dossiers.

CRP Total des cas Pourcentage (%)
Positive 66 88%
Négative 9 12%
Total 75 100

2. Diagnostic de certitude :

2.1 Résultats de la recherche directe du parasite :

e La lecture au microscope se fait a I'immersion x 1 000.

e Les formes amastigotes paraissent sous forme de petits corps arrondis ou ovalaires,

présentant un cytoplasme clair, un noyau de couleur rouge pourpre et un kinétoplaste

- 26 -
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punctiforme ou bacilliforme, pourpre plus foncé. Les corps peuvent étre regroupés en
amas ou dispersés dans le stroma.

e L’aspect typique du parasite intramacrophagique est rarement retrouvé en pratique.

Figure 15 : Formes amastigotes extracellulaires et intramacrophagiques de Leishmania
infantum
e Larecherche parasitologique était pratiquée chez tous les patients de notre série.
e L’analyse microscopique des frottis médullaires a révélé des corps de leishmanies chez
62 cas, soit chez 76,54% des patients.

e L’examen était négatif chez 19 malades soit 23,45% des cas (tableauVl)

- 27 -



Apport du laboratoire au diagnostic de la leishmaniose viscérale : Experience du service de Parasitologie de
I’ Hopital Militaire Avicenne de Marrakech .

Tableau VI : Résultats la recherche parasitologique au niveau du sang médullaire chez nos

patients.
Année Nombre de cas Frottis médullaire Frottis médullaire
positif négatif
2010 10 7 3
2011 5 5 0
2012 12 10 2
2013 15 14 1
2014 15 13 2
2015 9 6 3
2016 15 7 8

2.2 Résultats de la recherche indirecte du parasite :

Par faute de moyen, la sérologie ne se demandait que lorsque le myélogramme ne révélait

pas de corps de leishmanies.

A partir de I’année 2015 on a essayé de faire bénéficier la majorité des malades chez qui
on suspecte une LV du couple : Etude du frottis sanguin médullaire et sérologie, pour confirmer
le diagnostic de LV et mener une étude comparative entres les différentes techniques

sérologiques disponibles.
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Le tableau en dessous illustre les résultats des sérologies réalisées chez nos patients :

Tableau VIl : Résultats des sérologies réalisées chez nos patients.

Année Sérologie TDR IFI WB

ELISA IT -Leish

Nég | Pos Nég Pos Nég Pos Nég Pos
2010 1 2 1
2011
2012 1 1
2013 1 1
2014 1 1 1
2015 2 1 1
2016 7 9 6 10

2.3 Comparaison des performances des techniques :

Chez quelques enfants avec examen direct positif une comparaison des performances des

techniques sérologiques a été faite comme le résume les tableaux (8,9) si dessous

Tableau VIl : Comparaison entre la technique d’ELISA et le test de diagnostic rapide chez

des malades avec examen direct positif

Technique Positive Négative
ELISA 7 0
TDR 6 1
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Tableau IX: Comparaison entre la technique d’ELISA et le test de diagnostic rapide chez un

malade avec examen direct positif

Technique Examen direct ELISA TDR

Résultat + + _
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lll. Modalités thérapeutiques:

1. Traitement spécifique :

Nos malades ont été mis sous traitement a base de N-Méthylglucamine : GLUCANTIME® a
raison d’une injection en intramusculaire profonde a la dose d’une moyenne de 60mg/Kg/J) (20

mg SbV+/Kg /j) . La durée de traitement varie entre 21 et 28 jours.

Les Macrolides ont été utilisés chez 9 enfants, vu la non amélioration ou l'intolérance au
N-Méthylglucamine, leur efficacité sur la leishmaniose cutanée et la non disponibilité d’autres

traitements.

2. La surveillance:

Tous les malades ont été surveillés de facon rigoureuse, pour évaluer I'amélioration

clinique et la tolérance au traitement.

3. L’Evolution :

La guérison était obtenue aprés la premiere cure de N-méthyl Glucamine chez 78,94% des
patients, avec une apyrexie obtenue dans une durée moyenne de 8 jours et une régression des

perturbations biologiques dans 1 a 2,5 mois.

Nous avons déploré 9 déces dans notre série.
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. Généralités : Annexe?2

Il._ EPIDEMIOLOGIE :

1. La Fréquence de la Leishmaniose viscérale :

1.1. Dans le monde :

Les leishmanioses sont des maladies parasitaires a transmission vectorielle observées sur

tous les continents, a I’exception de I’Amérique du Nord et de I’Australie.

D’aprés les données de I'Organisation mondiale de la santé, 350 millions de personnes,

soit 6 % de la population mondiale, sont exposées a ce risque infectieux dans un total de 98 pays.

Il est estimé que prés de 500 000 nouveaux cas de leishmanioses viscérales (LV) sont
observés par an dans le monde dont 90% des cas sont recensés en Inde, Népal, Bangladesh,

Soudan, Sud soudan, Brésil et Ethiopie [1].

L'espéce leishmanienne anthroponotique Leishmania donovani est localisée a la Chine,
I'Inde et I'Afrique de I'Est, alors que |'espéce zoonotique L. infantum (a réservoir canin) s'étend de
la Chine au Brésil. L'Inde est certainement le plus important foyer de LV dans le monde. Depuis le
début du XXeme siecle, la maladie s'y révélée sous forme d'épidémies meurtriéres, apparaissant

dans I'Etat d'Assam selon des cycles réguliers d'environ 15 ans. [2]

La leishmaniose viscérale se partage entre les deux mondes, elle est due au complexe

Leishmania qui est composé de :

Dans I’ancien monde : L. donovani : en Asie et Afrique de I’Est responsable de la LV
anthroponotique (LVA) avec I'hnomme comme seul réservoir. L. infantum : sur le pourtour du

bassin méditerranéen responsable de la LV zoonotique (LVZ) ; ayant comme réservoir le chien.
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Dans le nouveau monde : L.chagasi : en Amérique latine [1]

Selon les régions, ces parasitoses se rencontrent sous forme endémique (habituellement
chronique), sporadique (frappe les étrangers en région endémique), ou épidémique (meurtriere
souvent aigue ou subaigué). L’allure épidémique est en relation étroite avec I’espéce du parasite,

son aire de distribution et la structure du foyer en cause.

Les grands foyers historiques de Leishmaniose viscérale sont localisés d’est en ouest, en

chine, Inde, Asie centrale, Afrique de I’Est, bassin méditerranéen et Brésil.

Cas de LV rapportis

- Pays regroupant 90%
diet cas mondiaund sl

B. Faucher, R, Piarroux [ La Revue de médecine interne 32 (2011) 544=-551

Figure 16 : Leishmaniose viscérale : Principaux foyers d’endémie

1.2. Dans le bassin méditerranéen :

La LV méditerranéenne est due a L. Infantum. Son cycle biologique est zoonotique avec un

réservoir animal essentiellement canin [3].

L’incidence annuelle est estimée a 1200 a 2000 cas/an [1].
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La LV est fréquente dans le Nord des trois pays du Maghreb (Maroc, Algérie, Tunisie) ou

elle atteint dans 95 % des cas des enfants de moins de cing ans.

Sur la rive nord de la Méditerranée (Portugal, Espagne, France, Italie) et depuis le début
des années 1980, la LV atteint I’adulte deux fois sur trois, souvent infecté par le VIH, transplanté

d’organe ou recevant un traitement immunomodulateur [4].

La LV humaine évolue a bas bruit dans la majorité des pays du pourtour méditerranéen.
En France par exemple, le centre national de référence pour les leishmanioses a rapporté 366 cas

dont 268 étaient autochtones, sur une période de 14ans allant de 1999 a 2012 [5].

L’Italie, ’'Espagne et I’Albanie rapportent plus de 100 cas par an [6].

La LV est en recrudescence en Tunisie également depuis le début des années 90 avec une

incidence annuelle moyenne autour de 100 a 150 cas [7].

En Algérie,Entre 1995 et 2003, 1 654 cas ont été déclarés a I’'Institutnational de santé
publique algérien [8].

1.3. Au Maroc :

La LV est une maladie évoluant sous forme sporadique avec une distribution tres
éparpillée, endémique dans les zones subhumides au front nord du pays et s’étalant sur les
régions de Tétouan, Chefchaouen, Ouezzane, Al Hoceima, Nador, Taounate, Taza, Fés et Meknés,

mais elle touche fréquemment les régions centrales du pays(Agadir, Tafraout...) [3].

La LV au Maroc est vraisemblablement due a L./nfantum, le réservoir de parasites est le

chien et le vecteur le plus fortement soupconné est Phlebotomus longicuspis [4]

Remlinger a rapporté la premiére observation de Kala-azar en 1913 et I’a publié en 1921,

puis d’autres observations ont été rapportées a Meknes, Ouazzane, Rif et Erfoud.
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En 1974, CADI SOUSSI, LAHRECH et BOURDILLON ont étudié la répartition géographique
des deux formes cliniques de la leishmaniose. En 1991, AGOUMI et LAHRECH ont fait uneanalyse
de la situation épidémiologique au Maroc sur un travail de 216 cas entre 1957 et 1989 et ils ont
attiré I’attention sur le caractere extensif de la parasitose du Nord au Sud Marocain et 'atteinte

inhabituelle de I'adulte et de I’enfant en bas age [5,6].

L’année 1956 correspond aux derniéres publications de cas isolés. Avant 1957,

plusieursauteurs dont BLANC et GAUD ont remarqué I’extréme rareté du Kala-azar au Maroc [7]

L'incidence annuelle a été de 30 cas jusqu’aux années 70. Actuellement elle atteint

plusd’une centaine de cas par an [8].

Depuis le 31 Mars 1995, les leishmanioses sont devenues des maladies a déclaration
obligatoire. Ce qui a permis une estimation plus réelle de leur incidence (on estime une incidence
de 100 cas de leishmaniose viscérale par an) et une mise en place du profil épidémiologique de

la maladie au Maroc [5].

Le graphique si dessous illustre la répartition du nombre de cas de leishmaniose viscérale

enregistrés au Maroc, en fonction des années (de 2004 a 2013) [3,9].
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Figure 17 : Répartition annuelle des cas de Leishmaniose viscérale au Maroc de 1995 a 2013

A partir de 1999, une nette recrudescence est notée avec une centaine de cas par an. La
fréquence moyenne de la LV ces dix derniéres années est stationnaire estimée a 100 jusqu'a 150

cas par an, avec un maximum de cas recensés en 2006 (170 cas).

La leishmaniose viscérale au Maroc a connu une évolution de I’endémicité dans le

temps,l'augmentation de l'incidence s'expliquerait, d'une part par I'amélioration de la déclaration
etde la prise en charge des malades et d’autre part par la recrudescence effective du nombre de

cas, favorisée par le développement agricole et I'exploitation de nouvelles

ressourceshydrauliques (barrages, lacs collinaires, puits artésiens...) a l'origine de

modificationsécologiques créant des microclimats humides favorables auxdéveloppement des
phlébotomes et donc aux cycles des leishmanioses. Ces modifications écologiques seraient aussi
a l'origine de I'extension géographique de la parasitose [9].

Notre étude a colligé 81 cas sur une période de 6ans allant de Janvier 2010 a septembre

2016, dans le service de parasitologie de I'HMA de Marrakech.
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Le tableau suivant illustre le nombre de cas recensésdans des études faites aux

différentes régions du Maroc concernant la Leishmaniose viscérale infantile.

Tableau X : Nombre de cas de LVI colligés dans des études marocaines

Auteurs Lieu Période d’étude Nombre de cas
Zougaghi [9] Hopital enfant Rabat 1997_2001 93
Idrissi [21] CHU Hassan Il Fés 1998_2004 209
Blamhitou [22] CHP Tétouan 2010_2012 42
Aboudourib [72] CHU Marrakech 2009-2014 62
Notre Série HMA de Marrakech 2010_2016 81

2. Age :

La LV reste ’apanage de I'enfant et en particulier le tout petit 4gé de 1a 2ans.

Dans notre série, La moyenne d’age de nos patients était de 2,5ans, avec des extrémes de

6 mois a 15ans. La tranche d’age la plus touchée était celle de moins de 2ans (61.7%).

Ces résultats sont presque identiques a ceux rapportés par Minodrier [11], Zait [10] et

Tamimy [12].

3. Sexe:

Dans notre série, Les 81 patients se répartissent en 47 garcons (58,02%) et 34 filles

(41,97%).0n constate qu’il y a une prédominance masculine avec unsex-ratio de 1.28

Ceci concorde avec les résultats d’ldrissi [13], Zougaghi [14] et Tamimy [ 12].
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Cette prédominance masculine peut étre expliquée par le fait que les garcons portent
souvent des habits trés peu couvrant et qu’ils aient une activité extérieure intense, les exposants

davantage a la piqdre du phlébotome vecteur

Par contre, on note une légere prédominance féminine chez Minodier [11], et Aissi [15].

4. |'origine géographique :

La maladie survient fréquemment au décours de la saison chaude, avant la tombée des
pluies. Les foyers de la leishmaniose viscérale infantile se concentrent dans les milieux

bioclimatiques arides et semi-arides.

L’analyse de I'origine géographique des enfants atteints confirme qu’il existe au Maroc

une répartition du Kala Azar suivant 3axes :

- Un axe principale représenté par les foyers de I'’extréme nord du pays qui prolonge
celui de I’Algérie, comportant les principales villes de Nador, Alhoceima, Tétouan
etOuezzane .

- L’autre paralléle au premier et qui s’infléchit pour se terminer a Marrakech.

- Le 3éme axe, moins important, situé au pied du haut Atlas, comprenant les foyers

d’lghrem et de Rachidia [14].

Dans notre étude réalisée,48,46%des cas étaient originaires de la région de Marrakech-Safi.

Le climat de la région se distingue par une variabilité apparente de la température et de
I’lhumidité ainsi que par une pluviométrie relativement faible sur toute I'année. Il reste soumis
aux influences de I’Océan Atlantique et aux altitudes trés élevées du Haut Atlas. Le caractére

aride et semi aride domine dans toute la région, il est favorable au développement de la LVI.
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L’hygrométrie est faible, la température élevée et les écarts journaliers et saisonniers sont
importants [16].

74,95% de nos malades sont d’un milieu rural, ce qui concorde avec les résultats des autres
séries : Zougaghi (85,5%) [14],Aissi (87,1%) et Ballamhitou( 78,57%) ,Aboudourib[71].

Le milieu rural réunit des conditions favorables a la transmission du parasite ;les chiens y
sont nombreux et les phlébotomes y trouvent en abondance des animaux et des humains,
sources de repas de sang pour les femelles ,des matiéres organiques nécessaires au

développement des larves et des lieux de ponte protégés du vent [17].
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lll. symptomatologie clinique :

+ La fievre:
Constitue le principal élément clinique initial de la maladie.
Dans notre série, la fievre est présente chez 97,5% de nos malades.
Nos résultats concordent avec ceux de Idrissi [13] ,un pourcentage moins important est
retrouvé dans les séries deZougaghi (92,4%) [14], Zait (77,4%) [10] Aissi (79,9%) [15] et
Aboudourib [71}.

+ La pdleur:
Est, tout particulierement, évidente sur la peau claire dont la teinte cireuse attire I'ceil.
Dans notre étude, ce sighe est retrouvé chez 76 patients (95,05%).
Les données des autres études sont variables : 50% est notée dans la série Idrissi [13] ,74%
dans I’étude de Tamimy [12], 85,71% dans la série de Balamhitou[18],

A noter que I'importance de ce signe clinique est subjective et variable selon I’estimation

de I'examinateur.

+ Triade:

La triade : paleur, splénomégalie et fievre, est retrouvée chez97,5%de nos patients

Sa découverte est tres évocatrice dudiagnostic de LVI [13].

Nos résultats concordent avec ceux de Zougaghi [14] IDRISSI[13] et Aboudourib[71].
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Tableau XI : Les signes cliniques de la LVI et leurs pourcentages selon les études

Auteurs Nombre Fieévre Paleur SPM HPM ADP
de Cas

Totan [28](Turky) 40 100% 75% 100% 85% 25%
Lito [29](Albani) 50 100% 100% 100% 100% 8%
Minodier [12](France) 59 90% 64% 100% 63% 36%
Zait [10](Alger) 71 77,4% 43,6% 83% 57,7% 9,8%
Aissi [11]Tunisie 240 79,9% _ 97,9% 47,3% _
Idrissi [21]Maroc_Fes 209 94,5% 50% 97,7% 47.,4% 9%
Moufarreh [27] 47 97,88% 95,94% 100% _ 2,12%
Maroc_Chefchaoun
ABOUDOURIB [72] 62 93,54% 93,54% 96,77% | 43,54% 6,45%
Maroc Marrakech
Notre étude 81 97,5% 95,05% 92,50% 39,50% 5,23%
Maroc Marrakech
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IV. Démarche diagnostique :

Le tableau biologique de la LV méditerranéenne de I’enfant associe une atteinte des lignées
cellulaires sanguines avec une bicytopénie ou une pancytopénie, un syndromelnflammatoire et

une dysprotéinémie.

1. Bilan de présomption :

1.1. L’anémie :
Est un signe majeur de la leishmaniose viscérale. Elle est le plus souvent normochrome
normocytaire arégénérative avec une anisocytose et une poikylocytose. L’hémoglobine peut

s’effondrer a moins de 4g/dl en cas d’évolution chronique.

Elle résulte de deux mécanismes différents :
e le premier est central, dii a une dysérythropoiése par irritation de la moelle osseuse au
contact des antigenes du parasite [19].
e le second mécanisme, est périphérique; il est di, d’une part, a I’hypersplénisme et,
d’autre part, a un mécanisme auto-immun faisant intervenir le complément activé par la
formation du complexe antigéne anticorps. De ce fait, I'allongement de la durée du

parasitisme contribue a aggraver progressivement I’anémie [20].

Dans notre série, I'anémie était retrouvée chez tous les malades. Ce qui concorde avec les

résultats de Zoughari (92,4%) [14], Zait (77,4%) [10] et Aissi (79,9%) [15].

1.2. Lathrombopénie : [32]

Définie par un taux de plaquettes inférieur a 150 000 éléments /mm3

Le taux des plaquettes est aussi diminué au cours de la LVI. Elle reste longtemps
modérée. Enfin de I’évolution de la maladie, elle devient majeure et s’associe parfois a une
altération dans la synthese des facteurs de coagulation par le foie, ce qui provoque des

hémorragies pouvant étre graves.
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Elle est due essentiellement a une séquestration splénique. Certains auteurs soulignent
I’existence d’anticorps antiplaquettaires au cours de la leishmaniose viscérale et excluent

I'origine centrale.

Dans notre série, une thrombopénie est notée chez 95,78% des cas., dont 39,50% avaient
un taux de plaquettes inférieur a 50 000 éléments/mm3. Ceci témoigne du stade évolué de la

maladie chez nos malades.

1.3. La leucopénie :

Est liée a une neutropénie. Elle reste un élément biologique non spécifique mais tres
évocateur de la leishmaniose viscérale dans une zone endémique surtout quand elle est associée

a une splénomégalie.

L’hypersplénisme est encore une fois incriminé dans la destruction périphérique de ces
cellules et expose le malade a de nombreuses complications infectieuses pouvant aggraver le

pronostic et compliquer la prise en charge thérapeutique [14].

Dans notre étude, la leucopénie est observée chez 55,85% des cas, et ceci rejoint les

résultats de la majorité des séries.

Dans notre étude, I'hémogramme a été pratiqué de facon systématique pour tous les
malades. On constate que I'anémie a été retrouvée chez tous les enfants (100%), suivie par ordre

de fréquence par la thrombopénie 95,78% puis par la leucopénie 55,85%.

Des résultats similaires ont été rapportés dans d’autres séries comme le montre le tableau

suivant :
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Tableau XII: Anomalies de I’hémogramme dans la LVI selon les études

Auteur Nombre de cas Anémie Thrombopénie Leucopénie
Idrissi [13] 209 100% 76,33% 63%
Zoughari [14] 93 97,8% 90,3% 68,1%
Belhamitou [18] 42 100% 92,85% 57,17%
Zait [10] 71 56,3% 33,8% 28,1%
Minodrier [11] 59 100% 100% 100%
Aboudourib [71] 64 100% 96,77% 69,35%
Sihna [21] 264 100% 79% 59%
Notre série 81 100% 95,87% 55,85%

Une pancytopénie a été trouvée chez 74,07% de nos malades.
Une bicytopénie a été mentionnée dans 23,45% des cas.
Ceci concorde avec les résultats publiés par Belhamitou [18]. Dans I’étude de Minodier [11],

tous les patients ont présenté une pancytopénie (100%).

1.4. La Vitesse de Sédimentation et Proteine C réactive : [12]

Les réactions de I’hote au parasitisme sont d’abord celles de tout sujet face a une
agression avec un syndrome inflammatoire et une augmentation du TNFx témoignant et

expliquant en partie la fievre.

Plus spécifiquement, il existe au cours de la leishmaniose viscérale une
immunodépression cellulaire et une dysprotidémie importante qui se traduisent par des

modifications biologiques.

La vitesse de sédimentation est élevée, supérieure a 100mm a la premiere heure. Elle

refléte le syndrome inflammatoire et I’hypergammaglobulinémie.

La protéine C réactive et I'orosomucoide sont augmentées.
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Dans notre série, seuls 16% des cas avaient une VS normale.

Une VS accélérée supérieure a 50 mm la premiére heure est notée 57,65% des cas.
L’ensemble de ces résultats confirme I'intérét de la mesure de la VS qui reste un bon élément
d’orientation dans le diagnostic de la LVI, et dont I'accélération a été retrouvée dans toutes les

séries publiées [20,21].

La CRP est positive chez 88% des patients chez qui le bilan a été réalisé.

1.5. Protidémie et électrophorese des protéines :

La protidémie globale atteint 80 a 100 g/I.

Cette élévation releve d’une hypergammaglobulinémie polyclonale, portant
principalement sur les IgG et les IgM prouvée a I’électrophorése des protides qui montre

également un effondrement de I'albuminémie.

Par faute de moyen ce bilan n’a pas été demandé chez nos malades.

L’analyse des résultats du bilan de présomption, nous a mené a conclure, qu’on peut

avoir plusieurs atypies biologiques telles :

Le taux de GB et de PLQ normal , retrouvé respectivement chez 37,55% et 3,7% de nos

malades .

CRP négative chez 12% des cas.

VS non accélérée rencontrée chez 42% des cas .

IL parait donc judicieux d’évoquer de telles situations biologiques qui non seulement
n’avancent pas le clinicien dans sa démarche diagnostique, mais plus grave encore, peuvent

I'induire en erreur et constituent ainsi des piéges diagnostics.
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2. Diagnostic de certitude :

2.1La recherche dans le sang médullaire :

L’examen direct de la moelle osseuse représente, du fait de sa grande sensibilité et de la
précocité du résultat, le moyen de référence et de premiere intention pour le diagnostic de la
leishmaniose viscérale [20].

Néanmoins, cet examen peut étre négatif en raison d’une mauvaise manipulation du frottis
(ponction blanche, coloration défectueuse) ou d’une erreur de I'opérateur.Ce dernier doit étre
expérimenté pour ne pas passer a coté des petites formes amastigotes situées a I'intérieur ou

autour des cellules histiomonocytaires de la moelle osseuse.

La recherche de corps de leishmanies peut s’effectuer au niveau du : foie, rate (mais
risquée), ganglions lymphatiques, muqueuse digestive ou le liquide broncho-alvéolaire (LBA)

[22].

Bien que la spécificité de I’examen microscopique soit élevée, sa sensibilité varie selon les
tissus prélevés : elle est de 93% a 99% pour la rate, 53% a 86% pour la moelle osseuse et de 53%

a 65% pour le suc ganglionnaire [22].

En effet, la ponction splénique est considérée comme la plus performante mais elle est moins
pratiquée en raison du danger qu’elle présente en cas de rupture et de trouble de I’hémostase
[14].La ponction-biopsie hépatique est possible, mais comporte les mémes risques que la

ponction splénique.

Dans notre étude, le myélogramme est réalisé chez tous les malades. Il a permis de confirmer

le diagnostic chez 76,54% des cas.

Nos résultats concordent avec ceux de Zougaghi [14], Idrissi [13] , ZAIT [10] ,Aboudourib[71]

alors qu’a I’étude de MINOUDIER [11] 100 % des malades avaient un myélogramme positif .
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2.2 Leucocyto-concentration (LCC):

Son principe consiste a concentrer les parasites sanguins sur la plus petite surface possible

d’une lame porte-objet en éliminant les globules rouges et les plaquettes.

Cette technique est décrite par la plupart des auteurscomme étant un moyen de diagnostic
préconisé essentiellementpour les patients immunodéprimés [6, 19, 20]. Mais J. Chemli et al, ont
remis cette notion en question a traversleur étude qui a intéressé 84 enfants
immunocompétentschez lesquels est pratiquée, a «coté du médullogramme,une
leucocytoconcentration du sang périphérique qui a permisd’objectiver la présence de corps de

Leishmanie dans 56 % des cas [20].

2.3 Culture :

Les prélevements sanguins ou médullaires peuvent étre ensemencés en culture, avec des
sensibilités proches pour les deux types de prélevement méme chez les sujets

immunocompétents ; cette sensibilité est variable entre 60% et 100% selon les études.

La culture permet, a coté du diagnostic de certitude de la parasitose, I'isolement de la

souche de Leishmania en vue de son identification.

Les milieux proposés pour la culture des leishmanias sont nombreux, et pourtant le milieu
de Novy Mc Neal et Nicolle (NNN )reste,100 années aprés sa mise au point ,le plus utilisé en

pratique courante.

La culture est lente et le délai de pousse des leishmanias est d’autant plus retardé que la
charge parasitaire est faible, d’ou la nécessité de garder les cultures en incubation quatre
semaines, avec la réalisation de cing repiquages a 1 semaine d’intervalle avant de conclure a une

négativité [20].
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La sensibilité des cultures de MO des sujets atteints de LV était de 70,8 % .1l est retenu de
nos jours que I'isolement des leishmanies, en culture chez les sujets atteints de LV, est possible
a partir du sangpériphérique et ce non seulement chez les immunodéprimés, mais également

chez les immunocompétents[23]..

En effet, la parasitémie est suffisamment élevée dans le sang de patients atteints de LV, tel
que l'ont prouvé les dosages quantitatifs d’ADN [15]. La charge parasitaire sanguine reste
cependant inférieure a celle dans la MO faisant que certaines cultures ne sepositivent que
tardivement [23]. Des faux négatifs sont aussi possibles lorsque la quantité du sang prélevé est

faible [23].

Les cultures des corps de leishmanies sont principalement motivées en pratique courante
par la facilité et I'innocuité des prélevements de sang comparativement aux traumatisantes

ponctions médullaires [23].

Malgré les bonnes performances des cultures, 70,8 % de positivité au cours de la LV,

I’examen direct du frottis médullaires reste significativement plus sensible, 93,4 % (p < 0,001) .

Dans tous les cas, I’examen direct des frottis médullaires pour la LV, reste la technique de

premiere intention pour le diagnostic des leishmanioses.

La mise en culture permet toutefois de rattraper certains examens directs négatifs,
particulierementquand les prélevements sont pauvres en parasites ou sont lus par des

microscopistes peu expérimentés.
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Tableau XIII: Sensibilité de I’examen direct et de la culture [23].

Examen Culture Examen direct

Sensibilité 70,8% 93,4%

2.4 La recherche d’antigénurie :

Elle a récemment été évaluée pour Leishmania infantum et Leishmania donovani, chez
I'immunodéprimé en cas de sida. Les premiéres études montraient des résultats encourageants

avec une sensibilité supérieure a 85 % et une spécificité a 96 %.

La valeur prédictive négative parait donc insuffisante pour que I’on puisse se contenter de

ce test sur le terrain. Cette technique détecte parfois aussi le portage asymptomatique [34].

2.5 La biologie moléculaire :

Elle a récemment été évaluée pour Leishmania infantum et Leishmania donovani, chez
I'immunodéprimé en cas de sida. Les premieres études montraient des résultats encourageants

avec une sensibilité supérieure a 85 % et une spécificité a 96 %.

La valeur prédictive négative parait donc insuffisante pour que I’on puisse se contenter de

ce test sur le terrain. Cette technique détecte parfois aussi le portage asymptomatique [34].

2.6 La biologie moléculaire :

Le diagnostic moléculaire est basé sur la détection et I’analyse des acides nucléiques du
parasite dans le sang ou la PMO méme si le prélevement est plus pauvre. Il compléte les

approches parasitologiques et sérologiques dans le cadre du diagnostic initial.
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Elle permet un diagnostic précoce avant que le tableau clinique ne soit complet, elle a
montré son efficacité dans la mise en évidence du portage asymptomatique du parasite chez le
sujet infecté par le VIH.et elle permet aussi de distinguer les souches sensibles des souches
résistantes au traitement, ce qui contribue a une meilleure prise en charge thérapeutique et un

meilleur suivi des patients [2][40][38][39] .

Plusieurs techniques sont utilisées et différentes séquences génomiques peuvent étre
recherchées. Les PCR-ELISA et RT-PCR semblent les plus couramment employées Les résultats
atteignent souvent 100 % de leishmanioses diagnostiquées contre seulement 60 a 80 % pour la

sérologie ou I’examen direct et la culture.

L’amplification et la détection de I’ADN parasitaire par PCR, méthode sensible, spécifique et
rapide, elle présente I’avantage d'éviter les contaminations mais elle nécessite un matériel

colteux et une formation spécialisée des personnels [38].

3. Le diagnostic parasitologigue indirect:

Chez les patients immunocompétents, la LV engendre une réponse immunitaire humorale
suffisamment forte pour justifier son exploration. En effet, la recherche d’anticorps spécifiques
circulants reste une technique de diagnostic non invasive ayant un grand intérét pratique, car sa

positivité constitue une forte présomption diagnostic.

Les techniques disponibles sont nombreuses, elles utilisent des préparations antigéniques
contenant soit des parasites entiers, obtenues a partir des promastigotes de culture, soit des

extraits de parasites

La Sensibilité des techniques sérologiques diminue chez I'immunodéprimé, avec un risque

de réaction croisée avec certaines parasitoses (Trypanosomiases, toxoplasmose...)
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3.1 ELISA:

Cette technique immunoenzymatique utilise des antigénes solubles bruts: Ag
membranaire et Ag cytoplasmique (Ag AS) et sa sensibilité, spécificité varie en fonction de

I’antigene utilisé : Ag ES (métabolique), Ag purifié, Ag recombinant.

Plusieurs variantes : [26]

» Ld-ESM ELISA :

e Sensibilité et Spécificité : 100%

e VPP:99,99% et VPN : 95,45%
> rGBP ELISA:

e Géne B L.major (homologue du géne B de L. donovani Ld- rGBP)
> rORFF ELISA:

e Gene de L.infantum .

> rGp63:
e Gene de L.major
> K39 ELISA:
= Gene kinésine spécifique du complexe Donovani.
» Sensibilité élevée et excellente VPP.
> rK26 & rK9:
e Geéne kinésine de L. chagasi
> TrKE16:

e L. donovani en Inde

e 100% sensibilité et spécificité
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Cest un test de diagnostic rapide et sensible pour la LV, on utilisant Il'antigéne
solublespécifique des leishmanies appartenant au complexe Leishmania donovani, le rK39. Elle
présente unesensibilité et une spécificité de 99 % pour les patients immunocompétents avec une
LV. Chez les patients VIHpositif, le rK39-ELISA a montré une sensibilité plus élevée (82 %) que

I'IF1 (54 %).

Dans cette technique, il y apeu ou pas de réactions croisées avec d’autres maladies

[25][20]..

Ce sont desréactions rapides et faciles, mais elles sont plus couteuses, et nécessitent un

matériel de lecture adapte, ce qui limiteleur utilisation de facon courante.

3.2 . Limmunofluorescence indirecte :

Elle est la technique de référence. Elle consiste a la mise en évidence d'une réaction
antigéne-anticorps sur une lame mettant en contact les dilutions de sérum avec des
promastigotes de culture, et ceci aprés I'addition d’une substance fluorescente et la contre-
coloration au bleu d’Evans .Cette technique a une sensibilité de 91% avec une spécificité de
99%. [28]

Mancianti et Meciani [29] ont conclu que I'IFI était bien corrélée au diagnostic de certitude
de la LVI mais qu’elle pouvait étre négative aux stades précoces de la maladie en raison d’une

faible quantité d’anticorps circulants [29] .

3.3 Test de Diagnostic rapide (TDR) : [27]

Les TDR anticorps ont une importance majeure dans les zones d’endémie des pays en voie
de développement dont I’environnement biologique, sur le terrain, est pauvre méme si les

grands centres disposent de tous les moyens modernes de diagnostic.
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Les TDR leishmaniose-anticorps sont des tests immunochromatographiques sous forme
de cassette ou de bandelette sensibilisée avec un antigéne recombinant, soit le rKE16, soit le

rk39.

Deux références bibliographiques principales, la méta-analyse conduite par F. Chappuis et
al et I'évaluation conduite sous I’égide de I'OMS [26] font le point sur I'intérét de ces réactifs.
L’enseignement principal tiré de ces deux publications est que le choix du réactif doit tenir
compte des souches circulantes dans la région considérée, un mauvais choix pouvant entrainer

un sous-diagnostic considérable.

Les TDR sont suffisamment spécifiques pour confirmer le diagnostic de LV lorsque la
définition du cas suspect (2 semaines ou plus de fiévre et splénomégalie) est respectée dans le
sous—continent indien. En Afrique de I'Est et au Brésil en revanche, la sensibilité se situe au
mieux entre 40 et 90 %. En France l'utilisation d’un test rapide en premiére intention sur une
suspicion de leishmaniose viscérale a L. infantum permet d’avoir rapidement une approche
diagnostique qui pourra étre confirmée secondairement par les méthodes classiques et la mise

en évidence du parasite et de son ADN.

34 .WESTERN-BLOT :

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

diagnostic pour la premiere fois par Towbin et al en 1979.

Tout I'intérét de cette technique réside dans la mise en évidence des anticorps spécifiques

d’antigéne de Leishmania.

Les antigénes recherchés sont ceux pour lesquels il n’existe pas de réactions croisées

connues, dont les plus importants sont ceux correspondant aux poids moléculaires suivant : 14-
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16 KDa, 30-46 KDa et la 90 KDa qui se révelent immunogenes et spécifiques, notamment ceux

de 16 et 14 KDa dont leur présence seule suffit pour poser le diagnostic. [30]

Le western blot ou immunoempreinte est actuellement une des techniques sérologiques les
plus sensibles (sensibilité 100% , spécificité 99% ). Réalisée dans les laboratoires spécialisés, c’est
un test de confirmation qui permet notamment de différencier des profils de sujets malades et

de porteurs asymptomatiques [20].

La technique de choix reste 'immunoempreinte ou le « western blot » du fait de sa grande
sensibilité et spécificité. Mais vu son colt élevé, elle représente un test de confirmation réservé a

des laboratoires spécialisés [20].

Tableau XIllI: Sensibilité, spécificité, VVP et VPN des quatre tests sérologiques de la LV

[20].
Sensibilité spécificité VPP VPN
ELISA 99% 99% - -
IFI 91% 99% 94% 98%
TDR 97% 98% 89% 94%
WB 100% 99% 95% 100%

3.5 Techniques d’agglutination :

+ L’agglutination directe (DAT) :

Elle consiste a 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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La présence d’anticorps se traduit par un tapis d’agglutination. Le titre seuil se situe autour

de 1/1600 ou de 1/3200, des titres élevés persistent au décours de la maladie.

Le seuil élevé fait perdre a la technique sa valeur. Des améliorations proposées par El
Harith et coll, en1996, comme le traitement de I'antigene lui méme par le B- mercapto-éthanol
ou l'adjonction d’urée au milieu réactionnel, seraient susceptibles de répondre, en partie, aux

critiques habituelles sur le défaut de spécificité [31] .

+ Agglutination passive (AP) ou test au latex :

Le sérum du patient est mis en contact avec des particules inertes (latex) sur lesquelles ont
été fixés des antigenes leishmaniens solubles. La positivité de la réaction se manifeste par
I’agglutination de ces particules (voile), la négativité par le dépdt, en « bouton », des particules

dans le fond de la cupule.

Ce test aurait une sensibilité comparable et parfois méme supérieure a I'lFl avec le gros

inconvénient de n’étre que qualitatif [32] .

L’hémagglutination indirecte est peu utilisée car elle est peu sensible, et un résultat positif

nécessite une confirmation par une autre technique.

Dans la série de Zougaghi [14] intéressant 93 enfants, 43 % des cas avaient bénéficié
d’une HAI : 17 réactions se sont avérées négatives alors que la recherche de corps de leishmania

était positive.

La négativité de I’'HAI peut avoir plusieurs raisons :

% manque de sensibilité.
< Etat immunitaire du patient (dénutrition, immunodépression)

< Stade précoce de la maladie, avec une réponse humorale insuffisante et donc un taux

d’anticorps indétectable par la réaction[14].
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3.6 Eléctrosynérése (ES):

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

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

La sensibilité de I'ES est de 96,8% et elle est supérieure a celle de I'immunofluorescence,
sa spécificité est de 100% [20] . L’Eléctrosynérése est plus sensible en début de la maladie qu’a la
fin. La concentration d’anticorps précipitant diminue avec le traitement spécifique, ce qui la rend

aussi adaptée au suivi thérapeutique [30].

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

infectionVIH/LV, les sensibilités des différents kits disponibles n’atteignent que 20 %[34] .

3.7 Test d’hypersensibilité retardée :

Il est provoqué par l'injection intradermique des promastigotes de culture (réaction de
Monténégro), lavés et mis en suspension dans une solution saline contenant 0,5% de phénol.

L’espéce de leishmanie utilisée n’a pas d’importance (il n’y a pas de spécificité d’espece).

La « leishmanine » contient un million de parasites par ml. La dose individuelle comporte
0,1 ml (100.000 parasites). Une injection de 0,1 ml de solution phénolée sans parasites est faites

a proximité, comme témoin d’une éventuelle sensibilité du patient au phénol.

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

Les degrés sont exprimés de 1 a 4, d’apres le diamétre (de 8 mm) [37] .

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

apres plusieurs mois de la guérison. Son intérét est épidémiologique [36] [25]
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4, Evaluation des performances des méthodes adoptées dans I’étude :

Selon différentes études :

L’examen direct est le gold standard, le moyen de référence et de premiéere intention pour
le diagnostic de la leishmaniose viscérale mais Cet examen peut étre négatif en raison
d’une mauvaise manipulation du frottis (ponction blanche, coloration défectueuse) ou
d’une erreur de l'opérateur. ce qui nécessite un complément par d’autres méthodes
sérologiques a fin de confirmer le diagnostic. [20]

la technique immunofluorescence indirecte est la plus utilisée, en raison de sa grande
sensibilité et spécificité. Des faux négatifs ont été observées chez les nourrissons de mois
de 4 mois et chez les immunodéprimés des faux positifs ce voir en raison de réactions
croisées avec le paludisme et I'infection a trypanosoma. [72]

La méthode ELISA est de plus en plus employée, car elle est trés sensible et permet de
distinguer parmi les anticorps spécifiques, ceux qui sont des IgG et des IgM (dont la
présence affirme le caractere récent en cours de l'infection. Dans cette technique, il y a
peu ou pas de réactions croisées avec d’autres maladies .Ce sont des réactions rapides et
faciles, mais elles sont plus couteuses, et nécessitent un matériel de lecture adapté, ce
qui limite leur utilisation de facon courante. [72]

Le TDR est moins spécifique que les IFI et I’Elisa mais il est peu coliteux et ne nécessite
pas de matériel sophistiqué. Il est de plus en plus utilisé sur le terrain, utilisant des
bandelettes sensibilisées par une protéine antigénique recombinante, Il permet d’avoir
rapidement une approche diagnostique qui doit étre confirmée secondairement par les
méthodes classiques et la mise en évidence du parasite et de son ADN. [21]
L'immunoempreinte, ou Western-Blot, trés sensible et trés spécifique, permettant de
différencier les sujets malades des porteurs asymptomatiques, proposé comme test de
confirmation d'un résultat positif ou équivoque obtenu par les tests classiques de
dépistage mais vu son colit élevé, elle représente un test de confirmation réservé a des

laboratoires spécialisés. [21]
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Dans notre série : Malgré les limites rencontrées au cours de notre travail, représentées par

la non réalisation de tous les moyens de diagnostic, vu leur cout élevé, on a pu avoir une idée

générale sur les performances des techniques utilisés au sein de notre laboratoire :

>

le myélogramme est réalisé chez tous les malades. Il a permis de confirmer le
diagnostic chez 76,54% des cas

les 19 cas avec examen direct négatif, étaient rattrapés et confirmés par la sérologie.
La technique d’ELISA a permis de confirmer le diagnostic de LV chez tous les
malades chez qui elle a été réalisée et aucun controle par cette technique chez les
malades qui avaient un examen direct positif ne s’est révélé négatif.

Contrairement au TDR, dont le controle chez un malade qui avait un sang médullaire
parasité, est revenu négatif avec une ELISA positive.

Nos résultats ont permis de confirmer aussi, que la technique d’ELISA a une meilleure
sensibilité que le TDR.

5 cas ont bénéficié d’un test IFl qui a confirmé le diagnostic chez tous ces malades.

Le WB a été réalisé chez 4 malades comme test de confirmation.
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5. CAT: Diagnostic biologique de la LV

A l'issue de notre étude nous proposons cette conduite a tenir devant toute

suspicion de leishmaniose viscérale :

- Orientation épidémiologique : Origine du malade.
- Orientation clinique :Enfant ,splénomégalie , hépatomegalie , fiévre prolongée ,
paleur , asthénie ..

-Nfs :Pancytopénie , bycytopénie.
.VS, CRP: Elevées Attention aux atypies
- EPP: Hyperyglobulinémie(lgG+), hypoalbuminémie

- 1.Examen du sang médullaire: le Gold standard . sensibilité 100% . [20]

+2. LCC : Plus sensible chez le sujet immunodéprimé [20],

- 3. Biologie moleculaire: Meilleure sensibilité que la sérologie ou I'ED, permet un
diagnostic précoce , distingue entre les souches résitantes et sensibles au
traitement , mais nécessite une formation spécialisée despersonnels et un matériel
coliteux.[2],[40].

4. Culture : Permet de rattraper certains examens directs négatifs (Si les
prélevements sont pauvres en parasites ou sont lus par des microscopistes peu
expérimentés).[23]

- 1.TDR: Sensibilité 97%, , test rapide permet une approche diagnostique qui
pourra étre confirmée secondairement par les méthodes classiques .[21]

- 2. ELISA: Facilité et rapidité d'éxecution , automatisable ,sensibilité a 99%, mais
elle est couteuse et nécessite un materiel de lecture adpaté .[25],[20]

-3. WB : Technique de choix vu sa grande sensibilité(100%) et spécifité mais son
colit est élevé.[20]

4. IFl: Sensiblité 91%, peut-é&tre négative au stade précoce de la maladie ,
équipement colteux..[28]
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V.Modalité thérapeutique et évolutive :

1. Le traitement spécifique :

La thérapeutique de la leishmaniose est dominée, depuis le début du siécle, par les
dérivés stibiés qui demeurent encore de nos jours les médicaments de premiére intention.
Cependant I'apparition de souches de leishmania résistantes a I'antimoine pentavalent ainsi que
I’apparition des effets secondaires toxiques et I’accroissement des cas de LV /SIDA au cours des

dernieres décennies, ont conduit a rechercher d’autres alternatives thérapeutiques [42,25].

Les options de traitement de la Leishmaniose viscérale sont les sels pentavalents
d’antimoine, I'amphotéricine B et ses dérivés lipidiques, la miltefosine, I’aminosidine

(paromomycine) et la pentamidine [41].

Dans notre série tout les malades ont été mis sous traitement a base de N-
Méthylglucamine : Glucantime a raison d’une injection en intramusculaire profonde a la dose
d’'une moyenne de 60mg/Kg/) (20 mg SbV+/Kg /j), pour une durée de traitement qui varie

entre 21 et 28 jours.

Les Macrolides ont été utilisés chez 9 enfants, vu la non amélioration ou I’intolérance au
N _Méthylglucamine, leur efficacité sur la leishmaniose cutanée et la non disponibilité d’autres

traitements

2. Evolution :

La LV est une maladie chronique a évolution lente qui peut durer plusieurs mois, voire
plusieurs années.

- Sans traitement, I’évolution est marquée par la majoration progressive des

symptomes cliniques et des signes biologiques : I’amaigrissement, I'anémie et la

leucopénie s’aggravent, la splénomégalie devient énorme. Un état de cachexie
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impressionnante s’installe avec détérioration de I’état général et susceptibilité accrue
aux infections. Le déces survient le plus souvent lors d’une infection intercurrente
(principalement respiratoire) ou lors d’une insuffisance hépatocellulaire importante
avec syndrome hémorragique [44].

- Sous traitement anti-leishmanien précoce et bien mené, la guérison est obtenue en

qguelques jours et le déces survient exceptionnellement ; cela est en rapport avec

le mauvais état général au départ, les complications du traitement (stibio-

intolérance et/ou stibio-toxicité) ou de la maladie (hémorragie/infection).

La guérison est marquée par l'obtention de [|'apyrexie dés les premiers jours du
traitement. La régression de I’lanémie et de la splénomégalie est plus lente et peut prendre des
mois. Une hépato-splénomégalie peut persister jusqu’a six mois apres la fin du traitement sans

gu’elle ne soit pathologique. Les signes biologiques s’améliorent progressivement [43,13, 44] .

Suivi post thérapeutique par la PCR: C’est une techniquerapide permettant d’avoir le
résultat dans les heures quisuivent le prélévement, sans risque de contamination,avec une
sensibilité proche de 100 % [26] méme pourles charges parasitaires les plus faibles. Elle est
particulierementutile pour le suivi évolutif des malades traitéset pour I’étude des sujets porteurs

asymptomatiques du parasite [20].

2.1 .Evolution favorable :

Le taux d’évolution favorable dans les séries étudiées varie de 75% et 97,12% (tableau 14).

Ce qui concorde avec nos résultats (88,88%).
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Tableau XV: Evolution de la LV selon les études .

Séries Notre BALHAMIDOUI[18] | IDRISSI | THIMOU[44] | MOUFFREH[45] | TAMIMY[12]
série [13]
Evolution | 88,88% 88% 97,12% 75% 93,6% 95,7%
favorable
2.2 Mortalité :

Le taux de mortalité lié a la leishmaniose viscéral infantile a connu une évolution

croissante au fil du temps. Il peut trouver son explication dans trois principales étiologies a

savoir les infections intercurrentes, les hémorragies séveres et le syndrome d’activation

macrophagique [45].

Toutefois le taux de mortalité dans notre série reste un peu élevé par rapport aux autres

études :

IDRISSI[13] 5,6% ,BALHAMIDOU{18]2 ,3% ,TAMIMY[12] 4,1% ,ZAIT[10] 5,6% ).

Cela peut étre expliqué par :

v’ La difficulté d’accés aux soins, surtout dans les régions rurales et enclavées.

v Les conditions socioéconomiques des patients.

v' Consultation a un stade avancé de la maladie
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Les leishmanioses sont des maladies a transmission vectorielle (MTV) et représentent
unprobléme de santé publiquedans le monde y compris le Maroc.

La déclaration de cette affection est obligatoire dans le but d’obtenir une cartographie de la
répartition de I’endémie, de surveiller de facon documentée les foyers habituels et d’alerter en
cas de foyer émergent.

Une splénomégalie et une fievre irréguliére et prolongée dans un contexte de séjour dans une
zone endémique, constituent les principaux éléments devant orienter vers une leishmaniose

viscérale.

L’outil de diagnostic par excellence est représenté parl’examen direct des différents frottis du
sang médullaire pour mettre en évidence le parasite : Leishmania infantum

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

Cet examen lorsqu’il est associé a des techniques sérologiques (ELISA,TDR, IFl, WB) permet la

confirmation du diagnostic dans 100% des cas comme |I’a montré notre étude.

Notre travail a heurté la contrainte de couverture médicale des patients ce qui explique la non
réalisation de toutes les techniques sérologiques disponibles. Toutefois, on a pu donner une
description générale des leishmanioses diagnostiquées au sein de notre laboratoire ainsi que

leurs caractéristiques.

Notre étude est un argument supplémentaire d’une part; de I'apport irréfutable du
laboratoire de parasitologie dans le diagnostic et la surveillance de la LVet d’autre part du
bénéfice de la collaboration entre cliniciens et biologistes pour une bonne prise en charge des

malades.

- 65 -



Apport du laboratoire au diagnostic de la leishmaniose viscérale : Experience du service de Parasitologie de
I’ Hopital Militaire Avicenne de Marrakech .

RESUMES
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Au Maroc, la leishmaniose viscérale infantile est une parasitose due a un protozoaire
flagellé : Leishmania infantum.Elle est transmise par la piqlire d’un insecte hématophage appelé

Phlébotome et touche essentiellement les enfants en bas age issus de milieux défavorisés.

L’objectif de ce travail, était de discuter I’apport des moyens du diagnostic biologique avec
mise au point sur les caractéristiques épidémiologiques, cliniques, paracliniques, thérapeutiques
et évolutives des cas de leishmaniose viscérale infantile. 1l s’agissait d’une étude rétrospective,
effectuée au service de Parasitologie Mycologie de I’hdpital militaire Avicenne de Marrakech et le
service de Pédiatrie au Centre hospitalier universitaire de Marrakech, sur une période de 6 ans,

allant de Janvier 2010 au septembre 2016,et qui avait colligé 81 cas.

L’Age moyen de nos patients était de 2,5ans( 6 mois a 15ans). Le sex ratio H /F était de
1,29. 74,95% des cas étaient d’origine rurale. La triade fievre, paleur, splénomégalie était

retrouvée chez 97,5% des cas.

L’hémogramme a révélé une anémie dans tous les cas, une leucopénie et une
thrombopénie dans respectivement 55,85% et 95,78% des cas. Le bilan inflammatoire a

objectivé une CRP positive chez 88% des cas et une VS accélérée chez 57,65% des cas.

Le bilan de présomption a révélé certaines atypies biologiques (Absence de thrombopénie
et de leuco-neutropénie chez respectivement....CRP normale chez ...et VS non accélérée chez..)

qui peuvent induire en erreur et constituer donc des piéges diagnostics.

Le diagnostic a été retenu aprés mise en évidence des leishmanies dans le sang
médullaire chez 76,54% % des patients. Les techniques sérologiques par ELISA, IFl et Western-

blot ont permis de récupérer et confirmer le diagnostic chez les 23,46% des cas restants.

Une évaluation des performances des techniques de diagnostic direct et indirect
adoptées dans I'étude a été réalisée. Elle a confirmé la supériorité de [I'examen direct qui

demeure le moyen diagnostic de référence mais qui doit étre complété par des méthodes
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sérologiques pour une meilleure approche diagnostique. IT-LEISH qui est un TDR nouvellement
mis sur le marché ne doit pas étre utilisé tout seul et doit étre interprété avec prudence. La PCR

en temps réel constitue le meilleur moyen de diagnostic et de suivi de la leishmaniose viscérale.

La prise en charge thérapeutique s’est basée initialement, chez tous les malades, sur N-
Méthyl Glucamine (GLUCANTIME®), administré par voie intramusculaire avec une surveillance

clinique et biologique.

La guérison aprés la premiére cure était notée chez des 88,88% des cas . Nous avons

déploré 9 déces.

La présente étude souligne le rble indéniable du laboratoire de parasitologie dans le
diagnostic de la leishmaniose viscérale et I'importance de la collaboration entre cliniciens et

biologistes pour une bonne prise en charge de cette maladie parasitaire.
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Abstract

In Morocco, infantile visceral leishmaniasis is a parasite due to a flagellated protozoan:
Leishmania infantum. It is transmitted by the bite of a haematophagous insect called

Phlebotomus and mainly affects young children from disadvantaged backgrounds.

The objective of this work was to discuss the contribution of the means of biological
diagnosis with the development of the epidemiological, clinical, paraclinical, therapeutic and
evolutionary characteristics of cases of visceral infantile leishmaniasis. This was a retrospective
study carried out at the Department of Parasitology Mycology of the Avicenne Military Hospital in
Marrakech and the Pediatric Department at the Marrakech University Hospital Center over a

period of 6 years from January 2010 to September 2016 , And which had collected 81 cases.

The mean age of our patients was 2.5 years (6 months to 15 years). The sex ratio M / F was
1.29. 74.95% of the cases were of rural origin. The triad fever, paleness, splenomegaly was found

in 97.5% of cases

The hemogram revealed anemia in all cases, leukopenia and thrombocytopenia in 55.85%
and 95.78%, respectively. Inflammatory evidence showed positive CRP in 88% of cases and

accelerated SV in 57.65% of cases.

The presumptive assessment revealed certain biological atypias (Absence of
thrombocytopenia and leuko-neutropenia in respectively ... .CRP normal in ... and non-

accelerated VS in ..) which can be misleading and thus constitute diagnostic traps.

The diagnosis was retained after evidence of leishmanias in the medullary blood in
76.54%% of patients. The serological techniques using ELISA, IFl and Western blot recovered and

confirmed the diagnosis in 23.46% of the remaining cases
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An evaluation of the performance of the direct and indirect technicaldiagnostic adopted in
the study was carried out. It confirmed the superiority of the direct examination which remains
the diagnostic reference method but which must be supplemented by serological methods for a
better diagnostic approach. IT-LEISH which is a rapid diagnostic test newly marketed should not
be used on its own and should be interpreted with caution. Real-time PCR is the best way to

diagnose and monitor visceral leishmaniasis

Therapeutic management was based initially, in all patients, on N-Methyl Glucamine

(GLUCANTIME®), administered intramuscularly with clinical and biological monitoring.

The cure after the first cure was noted in 88.88% of the cases. We deplored 9 deaths.

This study highlights the undeniable role of the laboratory of parasitology in the diagnosis
of visceral leishmaniasis and the importance of the collaboration between clinicians and

biologists for a good management of this parasitic disease.
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ANNEXE 1 : Fiche d’exploitation .

Fiche d’Exploitation

Leishmaniose viscérale, aux services de parasitologie de I’HMA et de Pédiatrie
CHU Med VI ,Marrakech

Identité :
e Nom et Prénom e IP:
e Age s
Sexe M [] F []
e Origine géographique : Ouarzazat [ | Zagoura [ ] Demnat [ ] Marrakech ]
o Autre APréciser: ......cooviiiiiiiiien,
e Milieu : Urbain H Rural [_]
e Niveau socioéconomique : Bas [] Moyer ] Haut [ ]
e Num de Téléphone s
e Adresse e
Motif de consultation :
Fievre Prolongée [ ] Paleur [ ] Distension abdominale [ ]
Autre [] PréCiser ... .oooiiiiiii e
Clinique :
e Signes Fonctionnels :
Fievre : oui [ ] Non []
Réguliére [ ] Anarchique []
Distension Abdominale : Oui Non B
Paleur . Oui Non
e Signes Physiques :
Etat général :
Température :............. Febrile [] Apyrétique
Poids . Kg Normal  Surpoids [] -2DS[] -3DS [] []
Taille e cm Normal [ ] -2DS [ ]-3DS []
Signes de denutrition : Oui [] Non []
Splénomégalie ; Oui [] Non []
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Hépatomégalie : Oui [] Non []

Adénopathies : Oui [] Non []
Signes d’insuffisance hépatocellulaire :

Biologie :
e NFS,pq:
Hb:.......... g/dl, Normal [] Anémie []
<4 [ <<7 [ >7 [0
Si anémie :CCMH :....... TCMH :........ /
Normochrome [7] Hypochrome[ ]
VGM :...........
Microcytaire L Macrocytaire[ ] Normocytaire []
Réticulocytes :............. Régénérative [ ] A régénérative | |
Plaquettes :...................

Normaux [ |  Thrombopénie [ ]
<50000 [] 50000<<150000 [ | >150000 []

GB

Normaux [ ] Leucopénie Modérée []  Leucopénie Séveére []

PNN

Normaux  [_] Neutropénie modérée [ ] Neutropénie sévere []

Lymphocytes :................

Normaux [ ] Lymphopénie modérée [] Lymphopénie Sévere []
CRP:......coiiiins Positive [] Neégative []
VS Normale [] Accélérée ]
Protidémie:............ Normale[ ] Hypoprotidémie [7] Hyperprotidémie []
Electrophoréese des protéines :  Non faite [] Faite []

Sifalte o
Médullogramme :
Présence de corps de leishmanies a I’examen direct ]
Alaculture []
Présence de leishmanies au Sang Périphérique :

Leucoconcentration ] Culture []
Sérologies : Faite [] Non faite []
Positive Négative [] [] SiP, Taux:............
IFI [ ] ELISA [] TODR  wB []
Traitement :
Traitement spécifique : Date du début :................... []
Glucantime
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Dose : 20mg/Kg <20mg /Kg []
Durée e 21j ] >215 [ <215 [
Evolution :
Favorable : Oui [] Non []
Défervescence : .......ocvvvvvnnnnnn. ]
SPM . Régression progressive [ ] Stationnaire [ | Augmentation [ ]

Atteinte Hématologique :
Amélioration [] Stationnaire [ ] Augmentation [ ]

Grave : Oui [] Non

Si oui : D’emblée [ ] Au cours de I’évolution []
Suivi :

SPM
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Annexe 2 : Généralités :

® HISTORIQUE :

e En 1900, Sir William LEISHMAN eut découvert I'agent de la leishmaniose dans des
frottis de la rate d’un soldat mort de fievre a Dum-Dum en Inde [46,47,48]. Les
résultats de cette découverte n’ont été publiés qu’en 1903.

e La méme année, Charles Donovan identifia le méme parasite dans une biopsiede rate.
Ce parasite fut nommé leishmania Donovani.

e En 1904, Rogers [49} décrit dans une culture in vitro de sang citraté des
formesflagellées, probablement des promastigotes.

e En 1909, Nicolle décrit L.infantum en Afrique du nord et en 1913, Chagasidentifia la
maladie, tandis que Migone retrouva le parasite, appelé L.chagasi, enAmérique du sud.
Toutefois, il s’avére qu’actuellement L.chagasi appartient auméme type parasitaire que
L.infantum et L. Donovani [50,51,52]

e La L.chagasi est en fait L.infantum du bassin méditerranéen qui a étéprobablement
importée par les colons espagnols de I’Amérique du sud au XVéemesiécle par le biais
des chiens ou des rats.

e La transmission par le phlébotome a été découverte en Inde en 1924 par lesfréres
Sergent pour L.donovani et au Maghreb en 1926 par Parrot et Donatien
pourL.infantum. Ces deux derniers ont démontré les huit années suivantes le role
deschiens dans le cycle de L.infantum [46,56,54].

e Au Maroc, Remlinger rapportera la premiére observation de leishmanioseinfantile en
1913 et la publia en 1921. D’autres observations ont été rapportées : aMeknes
parKippel et Monier-Vinard en 1922, a Ouazzane par Fabien Luengo en1929 et a

Kalaat Sraghna par Blanc en 1933 [54,55,56].
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Gaud (1935) et Blanc (1940) ont remarqué I’extréme rareté de la leishmanioseviscérale
au Maroc et se demandaient s’il s’agissait d’une rareté ou d’uneméconnaissance de la
maladie.

A partir de 1957, plusieurs travaux ont été réalisés. En effet, Cadi Soussi, M.et al.
(1974) ont étudié la répartition géographique de la leishmaniose viscérale etcutanée au
Maroc.

Agoumi A. et al.ont proposé de leur part une mise au point sur le
profilépidémiologique de la leishmaniose viscérale humaine au Maroc pendant la
période1975-1989.

A partir de Mars 1995, les leishmanioses sont devenues des maladies adéclaration

obligatoire ce qui a permis une meilleure connaissance de leur profil.

PARASITOLOGIE :

Classification taxonomique :

e Embranchement : Sarcomastigophora
e sous embranchement : Mastigophora
e Classe : Zoomatigophora

e Ordre : Kinetoplastida

e Famille : Trypanosomatidae

e Genre: Leishmania

Cette classification repose sur des criteres morphologiques. Cependant lessous divisions

du genre leishmania en espéeces ou en sous espéces nécessitent untypage moléculaire ou

biochimique.

En effet, I’électrophorese des iso-enzymes constitue aujourd’hui la méthode la plus

courante pour l'identification des souches de leishmania etl’élaboration des classifications
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phénétique et phylogénétique, déterminant ainsides zymodémes de chaque espéce.

[55,56,57,58].

La leishmaniose viscérale est due au complexe leishmania donovani.

Celui -ci est composé de : [48,55]

e |eishmania donovani donovani
e leishmanie donovani infantum
e leishmania donovani chagasi

e |eishmania donovani archibaldi

Agent pathogéne :

Le parasite est un protozoaire flagellé sanguicolle, qui présente au cours de son cycle

deux stades évolutifs distincts. [56,109,61]

Le stade promastigote : sont des parasites extracellulaires, mobiles vivants dans le
tube digestif de dipteres hématophages piqueurs, connus sous le terme générique de
phlébotome. IlIs présentent un corps plus ou moins fuselé de 5 a 20um de longueur et
1 a 4um de largeur, prolongé par un flagelle qui peut atteindre jusqu’a 20um de
longueur et qui émerge de leur pdle antérieur. Dans ces formes parasitaires le
kinétoplaste, une partie spécialisée du compartiment mitochondrial qui contient I’ADN

de cet organite, est située entre le noyau et la base du flagelle[57].
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MNovau -

agelle

Figure 18: forme promastigote

e La forme amastigote: le parasite est un petit corpuscule arrondi ou ovalaire de 2 a 6
um de diametre, le noyau occupe le tiers du cytoplasme et le kinétoplaste est situé
tout prés du noyau, le flagelle est réduit a sa portion cytoplasmique. Le parasite est
immobile et intracellulaire dans les cellules du systéme des phagocytes mononuclés.

[57,61]
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Figure 20: Forme amastigote
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Vecteur :

L’insecte vecteur est un petit diptére velu, bossu, de 2 a 3 mm de taille, seule la femelle
est hématophage. La piqlre est douloureuse. Son rayon de vol est court et ne dépasse pas 50 a

100m sauf en cas de vent.

Les larves se développent dans le sol ou dans les anfractuosités des murs etde pierres

seches ou une humidité de 70% leur est favorable.

Leurs genres sont différents en fonction du continent. En Europe et dans le pourtour
méditerranéen, il s’agit du genre phlebotomus et en Amérique du Sud des genres Lutzomiya et
Psychodopygus. Chez cet hote, les parasites sous forme amastigote présents dans le repas
sanguin vont se transformer dans le tube digestif en promastigotes. lls vont se multiplier pour
aboutir au 9éme jour a une présence massive de promastigotes dans le pharynx de l'insecte,
bloquant I'intestin. Il y a régurgitation du repas sanguin emportant les parasites. Un écrasement
du phlébotome aboutit au méme résultat en libérant des formes promastigotes infectantes,
capables d’infester les macrophages. Ces formes disposent de lipophosphoglycanes et une

glycoprotéine a activité protéinasique, indispensables au parasitisme.[62-63-64]
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Figure 21 : Phlébotome

Réservoir du parasite [53]:
Selon les especes et les régions, on distingue 3 types de foyers :

- foyer primaire : le réservoir est constitué par la faune sauvage (rongeurs, renard)
c’est une zoonose ; les cas humains apparaissent de facon sporadique avec
localement des poussées épidémiques.

- foyer secondaire :

Il s’agit d’une zooanthroponose. Le réservoir se compose d’animaux domestiques
et la maladie évolue sous forme endémique (LV méditerranéenne)

- foyer tertiaire : I'homme est a la fois le réservoir et le vecteur; il s’agit d’une
anthropozoonose, la maladie est endémo-épidémique (kala azar indien due a L

donovani).
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Transmission:

La piqlre infestante du phlébotome représente le mode habituel de contamination.

D’autres modes de contamination plus rares ont été décrits. Il s’agit de la transmission par
les transfusions sanguines ou les greffes d’organes ou encore par l'utilisation commune de
seringues et aiguilles non stérilisées par les toxicomanes.

Des cas exceptionnels de transmission transplacentaire ont été rapportés également,

[66,67,68,69,70]

Cycle évolutif du parasite [63-64] :

C’est un cycle hétéroxéne présentant deux hotes, un hote invertébré(phlébotome) et un
hote vertébré (homme, chien, renard...).

C’est au cours du repas sanguin pris sur un animal ou un sujet infecté que lephlébotome
absorbe les leishmanies sous la forme amastigote, parasiteintracellulaire du systéme réticulo-
histiocytaire du sang et de la peau des vertébrés.

La rupture des cellules hautes intervient au cours de l'ingestion et les amastigotes sont
libérées.

Chez les insectes, le repas sanguin est rapidement entouré par la membranepéritrophique
secrétée par les cellules intestinales abdominales.

En effet, au cours des 24-48h qui suivent le repas sanguin, les leishmanies se multiplient
une ou deux fois dans l'intestin du phlébotome sous la formeamastigote. Il semblerait qu’il
existe dans le sang de I’hote vertébré un facteur inhibant leur transformation en forme
promastigote qui ne pourrait intervenir qu’apres destruction de ce facteur par les enzymes
protéolytiques secrétées par l'insecte. Ainsi, ce n’est qu’apres ce temps de latence que les
formes promastigotes apparaissent et se multiplient. Au bout de 3 a 4 jours, elles s’échappent
de la membrane péritrophique qui est déchirée et gagnent leur lieu de multiplication qui varie en

fonction de I'espéce de leishmanie.
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Les phlébotomes infectés ont des difficultés a prendre leurs repas sanguin, ce qui peut

étre un facteur de multiplication des piqlres et donc l'augmentation du

transmission.(Figure 9)

risque de

Etape du phlébotome Le plébotome prend um 1epas de sang Etape humaine

([rjection de promastigotes dams la o Les promastigotes sont

Division dans lintestin et peny)
migration vers les trompes. ﬂ - =

o\ \ﬁ/ T;__—.

ﬂLes amastigotes se transforment au
stade promastigotes danz lintestin.

Les promastigotes se

Le phléhotorne prend
un repas de sang.

Ingestion d'une cellule
parazitée a 3
hgestion de macophages A

infectes par des amastigotes
,ﬁ; Infactive Stage P

£= Diagnostic Stage . .
Leishmaniose

phagocytés par les macrophages.

transforment en amastigotes
dans les macrophages.

Les amastigotes se multiplient

dans les cellules (y compris les
x__‘nacrnphages 1 de différents tizsus.

Figure 22 : Cycle de vie du parasite

e IMMUNITE ET INVASION PARASITAIRE : [56,64]

Non spécifique :

Le phlébotome télmophage, par régurgitation libere le promastigote métacyclique au site

de la piqdre.

Une réaction inflammatoire déclenche et entraine ['activation des

protéines du

complément par la voie classique et la fixation du C3 sur la membrane de la leishmania et son

clivage en C3b. Le C3b se fixe soit sur le LPG, soit sur la gp63 et induit la destruction de la
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membrane par formation du complexe lytique c5.6....9. Le parasite riposte par la protéolyse du
C3b en C3bi par la protéinegp63 et une protéine kinase les inactive par phosphorylation. Le LPG

bloque I'accés au complexe lytique.

Les parasites qui ont échappé a la lyse par le complément sont soumis a I’action des
macrophages qui portent a leur surface des récepteurs pour les fractions C3b et C3bi ainsi que
des facteurs pour le fragment FC des immunoglobines. Les parasites opsonisés sont ainsi
phagocytés. lls se multiplient dans la vacuole parasitophore, pH et température leur sont
favorables. Les macrophages envahis induisent la production de facteurschimiotactiques et de
cytokines (TNFy, IL). Le métabolisme oxydatif produit des dérivés de I’oxygene et du monoxyde

d’azote, toxiques pour les parasites.

La encore, les leishmanies peuvent contrer cette action en bloquant les voies de
signalisation dépendant de la protéine kinase C et en inhibant la production des dérivés toxiques

par le LPG et la gp63.

Spécifique :

Les macrophages présentent les antigénes apprétés associés aux molécules du CMH de
classe | aux lymphocytes TCD8 (cytotoxiques) et associés aux molécules du CMH de classe Il, aux
lymphocytes T CD4+ helpers, qui sécretent de I'INF (interféron). Mais pour une réponse

amplifiée, 'expansion deslymphocytes T CD4+ est nécessaire.

L’épiderme contient des cellules de Langerhans et des cellulesdendritiques. Celles- ci
migrent dans le derme ou se trouvent des fragments de parasites et les parasites qui ont

échappé a la destruction, et les phagocytent.

Elles se dirigent alors vers le ganglion lymphatique drainant le site de I'infection et

présentent les peptides des antigenes sous forme de complexes stables associés aux molécules
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du CMH de classe Il. Des modeles expérimentaux ont permis de déterminer I'expansion des
lymphocytes T antiparasites de type Thldans la zone T du ganglion. Ces cellules apparaissent
ensuite dans la circulation sanguine, la rate et le foie.
- Ces lymphocytes sécrétent de I'INF vy.
- Les cellules NK sont également activées sous I’action de la cytokine IL- 12 sécrétée
par les cellules dentritiques. Ces cellules activées sécretent de I'INFy.
- -Une molécule de la famille des TNF- « est exprimée a la surface des lymphocytes
Th1, et son récepteur a la surface des macrophages, augmenté par l'interféron. Cette

molécule induit la mort par apoptose.

Résultats de cette activation :
- Destruction des macrophages infectés et relargage des amastigotes dans le milieu
extracellulaire.
- Cette activation entraine I'induction de la synthese de I’enzyme iNOS (NO synthase)

qui catalyse la synthese du monoxyde d’azote (NO) toxique pour les leishmanies.
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ANNEXE 3 : Traitement des leishmanioses

Miolecules Mode d'action Pharmacocinétique Indication/Posologie Effets
indésirables
Antimonies -Action mhibince sur -Absorption dgestive nulls -GlncantimeE : -Type
pemtavalents I"oxydation glycolytique et | -Possibilite d”acommulation | 20mzke].Dd pdr 20§ (LC) | anaphylactique
- Ghaantime® | la production & ATP -Elimimation urinaire rapide | on 28 j (LV, LCM) Frizsom,
(antimonixte de | -Concenmation dans les -Denat 4" adminismation est | byperthermis,
megiumine) | macrophages et progressif jusqu'a LB
- Pentostam® | Tansformation en l'obtention de dose complet | Troubles digestives
{stibogloconat | metabolites actifs a3 j du traitement, et cardiagques,
de soduing}
Amphotericing B : -Modification de la -Copceniraten plasmatique | - Perfusion lente en IV | - Sizmes
permeabilite de membrane | efficace est rapidement 152 d'infolérances
-Desoxychalat® des leizhmanies. afteinte - adminisratsen progressive | (fmsson, cephaless,
-Artion sur les macrophazess | - Demi-vie courte jusqua la doss masimale bypotension,
. en stimlant Jeur production | - eliminaton mrmaire lente en 47 Vertige...)
pr':”:_"-""“ et lear capacite phaporyiaine. - O ajoutant 2 1a - Touicite rénale et
dassiques [rEparation un anti- bematalogique
histaminigue ou corticokde
ponm eviier less minlemncas.
Amphotericms B - Acomrulation dans les - Demi-vie lomzoe = 15-18h | - Perfusion lante en IV - Toxicite
lipozomals tissns infertes ef les celliles. | - accumulatson dans - foie |, - Indigue poar la LV ;dose | mfeneurs a celle
-Abeloetl - Pas de dissociation dans la | rate 5 inj quotidien de 334 de [a drozoe litre
cirrulation sanguine ou elle mgky
sg capte par les celhiles - Une injection
phagocytaires. supplementaine au 1077 T,
Pentamidine : - inhibition de synthess - Absorption digestive pulls |- Dose -4 mpkeajeunen | - type allergiques
-Pemtacarinark d"ADN parasitaire par - Dizribution mpide 1§73y ; woie paremterals de 3
blocage de la thymidins - Elimination \ringirs lente | a 5 mjections:.
synihetase et par fxation da
I"ARNt
-Active sur [a membrane des | - Absorption intestinale - 5/ comprime de 50 mg - Troubles
leishmanies  sur la synthese | rapide -Diosze : 50 a 100 mzj digestives
) des phospholipides) -TLi2=08j (selon l= poids soit =25 kg | leperes
Mitefosine® - Activite immunomaode- ou <225 kg) pdt 04 Vomissement,
(AniEhmmorale) Lairice sur : Lym T =t semames, et enfant diarrhee. ...
macrophagss. 2.5mgke
- Traitement de LV
Tesisant aux anOmonies..
- CL: fenme enceimte
- inhibition de synthese - Pic plasmarique 20mg 1. - LV : iy IM ou perfosion | -Texicite renale
Amingsidine sulfate Proique parasitains en 1h (voeie parenterals) IV : dose de 15mzke] pdt
-Paromo oy ine® [fixarion an mhosems) 10 j
] - Dhismiburion dans les - Eetoconazale - Bares,
[midazales - mhibe le cyt P450 organss profonds comprimes de 20mg - Ketoconazols
Produits -Iimaconazoled - Bloque la synthese des - Salubilite accrue en milisu | - Iraconazole - gehile de sigmes
; -Eetoconazole® sterols membranaires. acide et riche en graizse 10:ms. d imtoleTances
alternatifs - Indiqué pour la LC - digestives at
adulee ;200 2200ms ] pdt Cutanees sont
la 3mnis Exceptiomnels.
- Elimmarion urinaire - Efficacite in vitmo -Troubles
rapide. digestives et des
-Incorporation avec 1" ARN mfolerances
Allopurinol des leishmamies ; effst leal cutanees. )
-Hypersensibilite
zeneralises rars
Afoaguons -Inhibitenr selectif des oanspomeurs d" e mitochandriamg
-Active coptre les sporozoainss
Inferferon samma - Inmmmeonaode lateur -En associaton avec 1'antimonsate de
meplnmine
-Effirace pour la LV et LCM
-Pas urilise en pratique Courante
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ANNEXES 4 :Prévention :[65]

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

actionrépulsive contre les moustiques permet de mieux protéger ’homme.

La prophylaxie individuelle :
Est basée sur I’application des répulsifs et des moustiquaires surla peau et les vétements.
Afin d’augmenter I'efficacité de ces moustiquaires, ils doivent étre imprégnéesd’insecticides ou

constituées de mailles tres fines les rendant difficilement supportables en climatchaud.

La prophylaxie collective :

La lutte anti-vectorielle diminue le risque de contamination mais n’a pas amené de
succésdurables a I’échelle des populations. Elle comporte la lutte contre les vecteurs par des
insecticides aactivité rémanente a I'intérieur et autour des habitations (sans oublier la niche du
chien, les murs depierre, ainsi que les poulaillers et clapiers ou se reproduisent les

phlébotomes...).

Elle doit tenir comptedes différences de comportement des vecteurs liées aux différences
d’espéces. L’utilisation massive deDDT (diméthyldichloro........ ) ou d’autres molécules a montré

une efficacité certaine.

L’aspersion péridomiciliairede répulsifs, si le vecteur est domestique, a montré une
efficacité partielle, au moins dans laleishmaniose cutanée, mais il est difficile a appliquer sur de

longues périodes.

La lutte ciblant le réservoir a été essayée pour la zoonose a Leishmania infantum. La
protectiondu réservoir canin par des colliers imprégnés de deltaméthrine et I’ectoparasiticide a

base de perméthrine est porteuse d’espoir sur la diminution de la LVhumaine [8].
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La vaccination :

Un premier vaccin polyprotéique a été autorisé au Brésil apreés avoir montré 90 %
d’efficacité adeux ans au Brésil puis en France. La vaccination canine au Brésil s’est accompagnée
d’une diminutionde l'incidence des cas humains. Chez I'homme, des essais de vaccination

préventive de phase | et Il ontété initiés en Amérique du Sud et en Inde.
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ANNEXE 5 : Programme de lutte contre les leishmanioses [71]

1.0bjectifs du Programme :

v' Objectifs Généraux :

Prendre en charge de maniére précoce les cas de leishmaniose viscérale
Circonscrire et contréler la maladie dans les foyers de leishmanioses cutanées.

v Objectifs spécifiques :

2.Population

Organiser les activités de surveillance et de dépistage clinique et
parasitologique selon le type de leishmaniose.

Prendre en charge en milieu hospitalier et assurer le suivi de tous les cas de
leishmaniose viscérale.

Traiter en ambulatoire par des soins locaux et / ou par un traitement au
Glucantime les atteintes cutanées .

Entreprendre des actions de lutte préventive contre le vecteur et le réservoir.
Assurer le recyclage et la formation des microscopistes ;

Organiser des journées d’information et de sensibilisation au profit du
personnel de santé et de la population exposée au risque.

cible :

Population rurale exposée

3.Stratégie et activités développées par le programme :

4.Principaux

e Le dépistage et le traitement des cas de leishmaniose ;

e La lutte contre le réservoir par des actions chimiques et physiques ;

e La lutte contre le vecteur par des actions chimiques ou physiques ;

e Le renforcement de la collaboration intersectorielle avec les départements
ministériels de I'Intérieur et de I’Agriculture ;

e L'éducation sanitaire des populations des zones a risque pour les sensibiliser
au probleme des leishmanioses et les inciter a participer a la lutte contre la
maladie.

indicateurs :

e Taux d’incidence par type de leishmaniose.
e Taux de réalisation des différentes activités.

5.Les principales activités a développer en 2014

Renforcement de I’action intersectorielle de lutte contre les leishmanioses
(action 213)

Evaluation de la stratégie

Elaboration d’un plan intersectoriel.
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6.Partenaires

Prise en charge de qualité des cas de leishmaniose (action 214)

Formation, information et recyclage du personnel notamment les
microscopistes et les techniciens d’hygiéne,

Dotation des provinces en médicaments, matériel et réactifs nécessaires.

Le ministére de I'Intérieure
Le ministére de I’Agriculture et de la Péche Maritime.
L'O.M.S.
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