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Résumé :

Dans le cadre de surveillance et de préventionadsutvenue de nouveau foyer de
leishmaniose dans la wilaya de Tipaza, nous avargmne série d'échantillonnage dans cing
stations prospectés a savoir Hadjout, Fedjana kid@,ISidi boufadhal, et Bouyaghssane.

Nous avons abouti au recensement de 450 spécirhégtsofomiens, a l'aide de deux
techniques de capture, celles de pieges adhégieges lumineux. Ces spécimens identifiés
se répartissent en quatre espedegoerniciosus (180),P. longicuspis (168),P. papatasi (77),
Sergentomyia.minuta (25).Les deux espéecés perniciosus et P. longicuspis sont considérés
comme vecteur de la leishmaniose viscérale. CepeéRdpapatasi est le vecteur confirmé de
leishmaniose cutanéel& shmania major. L'échantillonnage dans son ensemble présent un

sex-ratio en faveur des femelles.

L’analyse parasitologique par PCR, sur 40 femdtiesntoriées du genre Phlebotomus en
vue de la recherche dleishmania sp a été négative. Ces résultats sont intéressartiegroaves
bien qu'il s'agit pas deeishmania major qui provoque la Leishmaniose cutanée zoonotique
correspondant au primers utilisé lors de notre mx@tation, donc ces résultats nous pousses a
rechercher d'autres especes de Leishmanioses netanuelle delLeishmania killicki qui
donnes les mémes manifestations cliniques quescddlda cutanée zoonotique mais avec des
ulcérations qui reste méme apres les traitementsGpacantime, Il serait particulierement
intéressant de rechercher et d’identifier des feties par des techniques plus développées
qui permettent une meilleure compréhension du cgpldémiologique des leishmanioses en

Algérie.

Mot clés: Hadjout, Phlebotomus, identification, PGQRjshmania sp., pieges.



Summary:

Under surveillance and prevention of the occurrerafe new outbreaks of
leishmaniasis in the wilaya of Tipaza, we conductederies of five sampling stations
surveyed namely: Hadjout, Fedjana, Bourkika Sidifadhal and Bouyaghssane.

We lead the census phlebotomiens 450 specimenh, tvé aid of two capture
techniques the pitfalls of adhesives and lighigra hese identified specimens are divided into
four speciesP. perniciosus (180) P. longicuspis (168), P. papatas (77) Sergentomyia. minuta
(25). Both speciesP. perniciosus and P. longicuspis are considered vector of visceral
leishmaniasis. Howevd?. papatas is the vector of_eishmania major. The sampling a whole
present a sex ratio in favor of females.

Parasitological analysis by PCR, 40 females ofgéreus Phlebotomus inventoried for
researchLeishmania sp was negative. These results are interesting praiteough this is not
Leishmania major which caused zoonotic cutaneous leishmaniasiegonding to the primers
used in our experiment, so these results we sheed@h for other species of the Leishmaniasis
is includingL. killicki which gives the same clinical than the zoonotiaiceous leishmaniasis
but with ulcerations which remains even after tresits by Glucantime events, it would be
particularly interesting to investigate and identiishmania by more developed techniques
that allow a better understanding of the epidengickal cycle leishmaniasis in Algeria .

Keywords: Phlebotomus, Hadjout, identification, PARjshmania sp, pitfalls.
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ADN : Acide Désoxyribonucléique

AE: Tampon d’élution(Elution Buffer)

AL: Lysis Buffer

ATL: Tampon de lyse tissulaire (Tissus lysis Buffer)
AW1: Tampon de lavage 1 (Wash bufferl)
AW2: Tampon de lavage 2 (Wash buffer2)
CDC: (Centers for Disease Control)

dNTPs :Déoxynucléotides

EDTA : Ethylene diamine tétra acétique acide
ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
IFI : Immunofluorescence Indirecte

LV : Leishmaniose viscérale

LC : Leishmaniose cutanée

LCM : Leishmaniose cutano-Muqueuse

LCS : Leishmaniose cutanée sporadique

LCZ : Leishmaniose cutanée zoonotique

Mm : Millimétre

mM : Milli Molaire

Mgclz : Chlorure de magnésium

MON : Désignation du laboratoire de I'Université 1Mentpellier
NNN : Novy-McNeal-Nicolle

OM S : Organisation Mondiale de la Santé

Pb : Paire de base

PH : piége huilé

PCR : Polymérase chaine réaction

TAE : Tris-Acétate-ADTA

UV : Ultra violet

U/ul : Unité par Microlitre

V : voltes

MM : Micro Molaire
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Introduction

Introduction

Les maladies a transmission vectorielle sont detadies pour lesquelles I'agent
pathogene (virus, bactérie ou parasite) est tramsian individu infecté (un hote vertébré :
homme ou animal) a un autre par lintermédiaire nd’arthropode (insecte, tique)
hématophage. Ces maladies, notamment humaines cdeisienaniose, les arboviroses
contribuent de fagon majeure a l'impact global shegadies dans le monde (Trarak2005).
Les changements climatiques contribuent de facopoitante dans l'augmentation et
I'extension de ces anthropozoonoses, notammeneddsnanioses (Rodhain, 2007).

Parmi les insectes hématophages, les phlébotomé&srdee des Dipteres (Dondji, 2001),
dont leurs classifications reconnaissent six geritasmi ces derniers, deux genres reconnus
d'importance médicale en épidémiologie tels drinkebotomus et Lutzomyia. lls posent un
probleme a la santé humaine et animale. Il estgaakr que le rdle vecteur de ces
phlébotomes a été démontré dans les arbovirosesinest les leishmanioses qui sont des
affections parasitaires dont la focalisation dépdada distribution de ces insectes (Killick-
Kendrick et Ward, 1981).

Les leishmanioses dues au protozohaishmania (Ashford, 2000), sont des maladies
émergentes étroitement liées a I'état de I'enviesnent (Desjeux, 2002). Elles sévissent a
I'état endémique dans 88 pays principalement dasmzdnes tropicales et subtropicales (De
La Rocque et Rioux, 2008). L’Algérie compte pargs pays les plus touchés dans le monde
par la leishmaniose avec 54 mille cas déclarég @00-2005 et une extension géographique
importante avec apparition de nouveaux foyers (Actgarchiche et Madiou, 2008). Elle est
concernée par trois formes cliniques sévissanétatl'endémique : la leishmaniose viscérale
(LV), leishmaniose cutanée sporadique du nord (L&3a leishmaniose cutanée zoonotique
(Harrat et Belkaid, 2003).

Les phlébotomes ont fait I'objet d’'importants traxamenés a linstitut Pasteur
d’Alger, sous la direction de Parrot et freres 8atgDes découvertes capitales concernant
tant leur systématique que leur pouvoir pathogénent été réalisées, nous citons en
particulier ceux qui ont trait entre 1972 et 1976rnaensemble de 201 stations sur la totalité
du territoire Algérien. D’autres inventaires fauitjges ont été effectuées dans plusieurs

foyers de la leishmaniose, dans la région de @atise (Moulahenet al., 1998), de Mila
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(Messai, 2006), d’Oum- EL -Bouaghi (kabboutakt2007), de Skikda (Bouleknafet, Z5)0
de Biskra, de Batna (Bencherif, 2010) et de Tizz@u (Barchiche eil., 2008).

En 2012, Boudrissa al., ont signalés une flambée épidémique de leishmardasmnée
(L.C.) aL. major transmise paP. papatasi dans le bassin de Soummam (Bejaia), ou proliféere
habituellementL. infantum. Cette avancée vers le nord de L.C. zoonotiquaééaakertée
récemment en mai 2013, a I'h6pital de Hadjout (Zga par la survenu des cas de
leishmaniose cutanée humaine. Nous avons a cdtjeffé utile d’effectuer des recherches
ecologiques et des études moléculaires sur lebqioiéhes de cette région considérée comme
un nouveau foyer de LC. A travers cette étude, ramoms essayé de répondre a un certain

nombre de question :

- Quels sont les especes phlebotomiennes qui ¢erkidans la region de Hadjout (Tipaza) ?
- Quels sont les espéces vectrices de leishmaajgsarues dans cette région et quel est le
taux de phlébotomes femelles infectés par leishesahi

- Le diagnostic moléculaire confirme t-il les aisleishmaniose cutanée humaine déclarés ?

Dans la premiere partie du présent travail, noudsegmterons un bref rappel
bibliographique sur les phlébotomes et les malagligts transmettent.

Dans la seconde partie, nous exposerons I'étudériexgntale qui s’'articulera comme
suit :
Présentation de la région d’étude et identificatitms phlébotomes recensés au niveau des
stations prospectées, ainsi que la détection mialiéewe I'agent pathogéne par PCR.

Dans la derniére partie, nous avons calculé leguédces d’abondance et les
fréequences d’occurrence de chaque espece investaoat en déterminant le sex ratio de
'ensemble des especes recensées dans la régifin, Bous cloturons I'étude par une

conclusion générale avec des perspectives



Chapitre | Les phlébotomes et les maladiéls gransmettent

1.1.- Position systématiques des phlébotomes :

Les phlébotomes sont des Diptéres Nématocéres danldle des Psychodidae
(Kertesz, 1904 in Boussaa 2008), cette derniérdiestte en 6 genres dont trois comportent
des especes hématophages a sakbiebotomus, Lutzomyiat Sergentomyia(Killick-
Kendrick, 1999). 4 genres regroupent 90 des especes, représentés par les genres
Phlebtomuset Sergentomyiae I'ancien monde et les gentagzomyia Brumtomyiaqui sont
bien connus du nouveau monde (Leger et Depaqui2)2dab.l)

Phlebotomus et Lutzomyiagroupent les espéces mammophiles vectrices sterianiesPar
ailleurs Sergentomyiaqui ne sont jamais vecteurs se nourrissent surrégsiles, les
amphibiens et les oiseaux, et piquent tres raretiremhme (Moulinier, 2002).

Parmi les représentants de la famille R®ychodidagla taxonomie dd’hlebotominaeest
toujours une issue trés discutée (Dujardial £1996).

Les femelles phlébotomes se nourrissent de sangdéeelopper leurs ovaires et transmettent
les agents infectieux (leishmanies- phlebovirug)rsLde la piqure ce sont des insectes
telmophages. Néanmoins, on le retrouve prés detel'tgitiré par la femelle pour la
reproduction. Alors que le méale ne joue aucun dales la propagation des leishmanioses, on

le retrouve pres de I'héte attiré par la femellerpa reproduction (Meghamla, 2007).

Tableau I: Distribution géographique des genres de phlébesodans le monde (Léger et
Depaquit, 1999).

Afrique L
) Eurasie et
Nombre - Sy au sud -
o Amerique Oceanie Indonesie Afrique
D’espece du ;
) du nord
Sahara
Brumptomyia 22 +
Lutzomyia +de300 +
Warileva 6 F
Australophlebotomus 10 +
Idiophlebotomus 12 + +
Chinius 1 + + (Chine et
Spelaeophlebotomus 1 + k)
Parvidens 4 + + (Chine)
Grassomyia 5 +
Spelaeomyia 4 +
Demeillonius 1 =+
Sergentonivia =250 + + +
Phlebotomut =100 N N
+ ! présence
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1.2.- Cycle de développement

Les phlébotomeprésentent un cycle de vie holométabole compreotaigatoirement
guatre stades larvaires (Ba, 1999) dont le dévelmgnt jusqu’au stade adulte dure de 35 a
60 jours en absence de phénoméne de la diapaus@eguent intervenir lorsque les

conditions sont défavorables (période hivernaler pesi phlébotomes des régions tempérees)
(Fig.1).

1.2.1.- Euf

L’ceuf des phlébotomes a la forme d’une ellipsergjée incurvée d’environ 0,4 mm
de long (Dolmatova et Demina, 1971). La femellep® a 200 ceufs sur le sol dans un
endroit calme, abrité du vent, humide et sombre.nfament de la ponte, ces ceufs sont de
couleur claire mais ils se pigmentent rapidemenreim au contact de l'air. Les éclosions se
font au bout de 4 a 15 jours apres la ponte liharaa larve de premier stade (Brumpt, 1949).
Généralement, les femelles pondent leurs ceufswtasabstrat de plantes en décompositions
et dans toutes sortes de déchets modérément hurhieletessechement du substrat et les

rayons directs du soleil sont mortels pour les o£Bfs, 1999).

Au laboratoire, les femelles pondent sur du pafiiee humidifie. Lorsque les ceufs sont
couverts par la moisissure noire Benicillium glaucumles larves ne se développent pas.
La durée du développement embryonnaire dans dektioms d'humidité appropriées dépend
de la température. Le développement des ceufsP.dgpapatasi s'accélere lorsque la
température monte de 26°C-30°C et se ralentit gilégtnent a mesure de son abaissement.
Dans des conditions de température optimale (26&BD¥Est assez rapide (Six a sept jours) et
les larves sortent des ceufs presque simultanémaluet etal, 2003).
1.2.2.- Larves

Les larves vermiformes de phlébotome qui mesurerz d 8 mm, et eucéphales sont
dotées de pieces buccales broyeuses sur la cagphialique et d’'un tégument orné de petits
tubercules portant chacun une soie épineuse. lgesesds abdominaux (de 1 a 7) sont munis
de fausses pattes locomotrices et le segment ahdb®iest doté de deux paires de soies
fortes, tres longues et foncées (Baldegl&003). Certaines espéces hivernent a I'état larvai
le plus souvent au quatrieme stade lorsque la teatyré est suffisamment basse (Dolmatova
et Demina, 1971 ; Djazor, 1975).
Le développement larvaire dure de 14 a 60 jourBi¢kiKendrick, 1999). Il est a mentionner
gue la détermination des stades larvaires, estlsagdes dimensions de la téte qui se modifie
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peu au cours de leur croissance mais qui grosssitdement apres chaque mue, ainsi que sur

les modifications de la taille du corps entier (Tb
Les périodes de mue dépendent des conditions getatare en moyenne sepdia jours.

Figure 1 : Cycle de développement des phlébotomes (Niang 20a0).

Tableau Il : Identification des différents stades larvaires gldgbotomes (Ba, 1999)

Stade Mensurations de la téte, en mm Mensurations du corps, en mm
Longueur Largeur Longueur Largeur

I 0.14 0.11 0.46 a4 1.06 0.09 2 0.15

I 0.22 0.18 1.06 a 1.68 0.17 2 0.22

m 0.30 0.23 1.70 2 2.50 0.24240.33

v 0.48 0.36 2.55a3.78 0.36 2 0.52
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1.2.3.- Nymphe
La nymphe qui mesure 3 mm de long se caractériserpaéphalothorax distinct de
labdomen. Les 4 premiers segments (téte et tegments thoraciques) sont plus ou moins
soudés entre eux et constituent le céphalothoras autres, bien différenciés forme
'abdomen avec 9 segments. Les deux derniers sagrent habituellement cachés dans la
dépouille de la larve qui sert de support a la nympinsi fixé au substrat, la nymphe peut se
tenir verticalement (Abonnec, 1972), resté inertepeu mobile, fixée par son extrémité
postérieure au sol (Segyu, 1951), et ne s'alimpetelant cette période qui dure de 6 a 15
jours Avant d’entamer le processus de la nympHaseyve du 4™ stade demeure immobile
avec la partie antérieure du corps relevée (figa)det, 2004).
1.2.4.- Imago
Le corps gréle des imagos (Ba, 1999) qui mesuren2dd 3 mm sont parfois
confondus avec des petits moustiques. lls sonbd&ar claire, jaune péle, a brune, a peine
visible a I'ceil nu. Leurs ailes, de forme lancéplamdressent en V a 45° sur le dos lorsqu’ils
sont au repos (Izet al, 2006). Examinés a la loupe, ils apparaissentsyddassus, pourvus
de longues pattes et d’'une nervation alaire caiatitpie (Dolmatova et Demina, 1971 ;
Abonnenc, 1972).

1.2.4.1.- Téte
La téte de phlébotome est dotée de longues anté¢hBemrticles), fines pourvues de
soies. Il n'y pas de dimorphisme sexuel comme dbgezanoustiques (Moulinier, 2002). Les
yeux sont gros. Pour ce qui est des pieces buc¢daléabre, les maxilles et les mandibules
dentés, forment avec I'hypopharynx parcouru parcd@al salivaire, un fascicule court,
engainé au repos par un labium en gouttieres. Eaftbarium (partie antérieure de la cavité

buccale) porte des denticulations que chez le dantmmyia(Moulinier, 2002) (Fig. 2A).

1.2.4.2.- Thorax
D’aprés Abonnenc (1972), le thorax des phlébotoestbien développé comme chez
tous les dipteres, en particulier le mésothoraxd@wmier formé de plusieurs plagues portant
des soies sensorielles. Il porte également le stignantérieur. Cependant le stigmate
postérieur se retrouve dans le métathorax. Il fappeler que sur les trois segments
thoraciques sont insérés ventralement une paimgaties articulée, longue, fines et couverte
de soies (Fig.2B) Dorso-latéralement sont inséeésalles et les balanciers ou haltéres, les

ailes présentent 7 nervures longitudinales et eeuxures transverses (Ba, 1999).



Chapitre | Les phlébotomes et les maladiéls gransmettent

B '——' 3 parres de pattes

Fharynx postéreus g

Cibarmim

Thora:

= 1 paire d’ailes

—* 1 paire des balanciers

|

Figure 2 : Morphologie d’'un phlébotome adult&dgrgentomyia minu}avue au microscope
optique au G : 100 (A : Téte (vue ventral) ; B oidx et abdomer{(Bousaa, 2008)
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1.2.4.3.- L’'abdomen

L’abdomen cylindrique composé de dix segments demsplus grande partie se
termine par un cbne. Les sept segments non moglifigent chacun une paire de stigmates
respiratoires ; tandis que les trois derniers sanisformés en segments génitaux (Ba, 1999).
Chez le méle, 'armature génitale tres développéaissi long que le tiers de la longueur de
'abdomen (Moulinier, 2002). Elle se compose déstpaires de prolongements: une paire de
coxites sur lesquels s’articulent les styles ; page de piéces médianes, les paramétres
naissant a la base des coxites ; une paire dengeroents ventraux appelés lobes latéraux et
enfin, soudés a la partie interne de ces derrderss lames membraneuses, les lamelles sous-
meédianes entre lesquelles s’ouvre I'anus. Entreplgameétres, se situent les fourreaux ou
gaines du pénis protégeant deux filaments génitiaigx3A).
Chez la femelle, I'appareil génital interne se cosgde deux ovaires, deux glandes annexes
et deux spermathéques. Ces dernieres sont fornindesiree d’'une capsule chitineuse, de
morphologie variable, suivie d’'un conduit plus owins long, qui vient déboucher dans
atrium génital. Les spermatheques et I'armatuvedale de la femelle varient dans leur
morphologie et sont utilisés dans l'identificatietnla classification des especes (Fig.3B).
Les caracteres d’identification d’especes les pitiissés sont, le pharynx et le cibarium au
niveau de la téte, et I'implantation des soies meau du thorax, I'implantation des soies
dorsales au niveau abdominal et les génitalia gunpttent I'identification rapide et précise
de nombreuses espéces (Legieal, 1983 ; Killick-Kendricket al, 1991). Enfin, I'étude des
iso enzymes (lzri el., 2006).
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Figure 3: Anatomie des génitalid' et Q d'un phlébotomeRh. Sergentiyue au microscope

optique au G : 100 (Bousaa, 2008).

1.3.5.- Accouplement :

L’accouplement des phlébotomes intervient sansnuptial a proximité du gite de
repos. Cet accouplement se produit trois a dixsj@pres le repas sanguin qui dure de 30
secondes a 5 minutes. Les males émergent quelguesshavant les femelles ; la rotation des
derniers anneaux abdominaux et la mise en placepigess génitales sont terminées 12
heures aprés I'’émergence. L'accouplement se réalisgépuscule, en vol, a terre ou parfois
sur un héte (Moulinier, 2002).

1.3.- Repas sanguin :

La femelle de phlébotome se nourrit en piquanticuiss 'homme que les animaux
(Ba, 1999).Elle préleve le sang en dilacérant asedrompe les tissus superficiels de ses
hotes, provoquant un petit hématome qu’elle ashaeiqlre peut passer inapercue en raison
de la petitesse de l'insecte ou du sommeil de ¢héia durée du repas sanguin est assez
longue de l'ordre de 10 a 30 minutes probablemanppol feeding (Dolamtovet al.,1971 ;
Messai, 2006).

Une fois gorgée de sang, la femelle prend une lériede de repos sur support proche avant

de rejoindre un abri ou elle digére son repas pargla 10 jours qui permettent la maturation
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de ces ovaires. Le temps entre un repas sanglammturation des ceufs est en fonction de
I'espece, de la vitesse de digestion et de la testyr& ambiante.

Apres la ponte, la femelle cherche un héte pounauveau repas de sang qui sera suivi d'une
nouvelle ponte selon un cycle gonotrophique répmis les 3 a 10 jours (Abonnenc, 1972).
C’est ainsi que la femelle qui vit de 1 a 3 moistpse nourrir sur plusieurs hoétes, s’infecter
sur I'un d’eux et assurer la diffusion d’agentshpgene (Moulinier, 2002). Alors que le méale
se contente de sucs de plantes et de miellat dxqudNieves et Pimenta., 2002).

1.4.- Activité du vol :

Contrairement a d’autres dipteres comme les mauesigles phlébotomes sont de
mauvais voiliers que leurs vols est court avec aleéts fréquents (Brumpt, 1949). lIs se
déplacent avec un vol sautillant, saccade et aaanivdu sol. Le rayon maximum de leur
déplacement varie selon les espéeces est denvitkon (Baldet etal., 2003). lls ne
commencent a s’agiter qu’a la tombée du jour $emapérature est suffisamment élevée (19-
20°C), en lI'absence de vent. Les phlébotomes oatagtivité nocturne et crépusculaire (Izri
etBelazzoug, 2007).

1.5.- Les gites potentiels des phlébotomes :
1.5.1.- Gites des ceufs
Les ceufs sont pondus un a un dans toutes sorwmsbdrats mais surtout les endroits
humides qui constituent les gites larvaires. Ertd# survie et le développement des ceufs
dépendent des conditions d’humidité et de tempérappropriées (26-30°C). L'incubation
de ces ceufs varie en fonction de la températute.eSt de I'ordre de quatre a dix-sept jours
(Dolamtovaet al.,1971).

1.5.2.- Gites larvaires :

Les gites larvaires varient selon les especepellyent étre présentés par les fissures
du sol, terriers de micromammiferes, nids d’oiseaugux d’arbres fentes des murs, sols des
habitations et des étables. Il faut rappeler queldeves des phlébotomes sont terricoles,
sédentaires, saprophages et phytophages (Moulig@2). La durés des quatre stades

larvaires successifs varie selon les conditiomaatiiques (Dolamtovat al, 1971).

1.5.3.- Gites nymphales :
La nymphe est fixée en position verticale par sdréenité postérieure et se rencontre

au niveau des mémes gites que ceux de la larvarfibovaet al, 1971). Elle est plus grande
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gue la larve et adaptée a un milieu aérien sect d@mme les ceufs, la nymphe a besoin de

protection contre 'insolation et d’autres factemrétéorologigues agissant de maniere brutale.

1.5.4.- Gites des adultes
Les habitats des adultes sont caractérisés paalheecet la tranquillité du gite de

repos, l'existence de gites de ponte propice &ldes larves et la proximité d’hétes vertébrés
nécessaire au repas de sang de la femelle. Lebagptides sont tres sensibles a la
dessiccation, fréquentent des gites ombreux, & kabvent et humides (Moulinier, 2002):
- Grotte, cavernes, creux d’'arbres, terriers dgears, termitieres, anfractuosités des
vieux murs pour les especes sauvages ;
- Granges, étables, caves, clapiers pour les especeestiques.
lls sont actifs toute I'année en zone tropicaleeelement a la belle saison en zone tempérées
(Brumpt, 1949). La période de vie active des phiéim@s est en fonction du climat
(Dolmotova et Demina 1971), et celle des adultésers fonction de la température et de
'humidité. Les femelles vivent en moyenne deux am®s a deux mois et prennent
généralement plusieurs repas sanguins. Les mateglgueux ont une durée de vie plus bréve
(Léger et Depaquit, 2001).

1.6.-La répartition des Phlébotomes en Algérie :

La présence des Phlébotomes a été rapportée ppremaere fois en Algérie en 1912
par Foley et Leduc et signalés plus tard par Patr&ergent dont les travaux ont été meneés
entre 1917 et 1960 (in Dedettal., 1984).

En Algérie, 24 espéces sont connues, répartit éesrgenrehlebotomug14 espéces) et
Sergentomyid10 espéeces) dont chaque espece a sa propre wistilécologique (Tab.lll),
notamment la répartition d& perniciosus’étend dans I'étage humide et subhumide (Dedet,
1979) mais aussi dans les étages semi-arides (Berg@f0), tandis qued®. papatasiest
inféodé a I'étage aride et saharien (Tab :ll). €tet al., 1977).Phlebotomus sergenést
abondant dans I'étage bioclimatique saharien et temrégions limitrophes de la région aride
(Dedetet al., 1984). Il est a noter quR.perniciosuset P. papatasisont les vecteurs prouves
de Leishmania infantum(leishmaniose viscéral) et deeishmania major(Leishmaniose

cutanée) respectivement (Belazzoug, 1991)
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Tableau IlI: Liste des espéces de phlébotomes recensées emneAi¢éam, 2010)

Sous —famille Phlebotominae

Genre Phlebotomus

Genre Sergentomyia

Phlebotomus (Phlebotomus) papatasi
(Scopoli, 1786)

Phlebotomus (Transphlebotomus) mascitii
(Grassi 1908)

Phlebotomus (Larroussius) perniciosus
(Newstead, 1911)

Phlebotomus (Paraphlebotomus) sergenti
(Parrot, 1917)

Phlebotomus (Larroussius) ariasi
(Tonnoir, 1921)

Phlebotomus (Paraphlebotomus) alexandri
(Sinton 1928)

Phlebotomus (Larroussius) longicuspis
(Nitzulescu, 1930)

Phlebotomus (Larroussius) langeroni

( Nitzulescu, 1930)

Phlebotomus (Phlebotomus) bergeroti
(Parrot, 1934)

Phlebotomus (Larroussius) perfiliewi
(Parrot, 1939)

Phlebotomus (Paraphlebotomus) kezeruni
(Theodor et Mesghali, 1964)

Phlebotomus (Larroussius) chadlii

(Rioux, Juminer et Gbhily, 1966)
Phlebotomus (Paraphlebotomus) chabaudi
(Croset, Abonnenc et Rioux, 1970)
Phlebotomus (Paraphlebotomus) riouxi
(Depaquit ,1998)

Sergentomyia (Parrotomyia) africana
asatica(Newstead, 1912)
Sergentomyia (Sergentomyia) antennata
(Newstead, 1912)

Sergentomyia (Sergentomyia) fallax
(Parrot, 1921)

Sergentomyia (Sintonius) christophersi
(Sinton, 1927)

Sergentomyia (Sergentomyia) minuta
parroti (Alder et Theodor, 1927)
Sergentomyia (Sintonius) clydei
(Sinton, 1928)

Sergentomyia (Sergentomyia) schwetzi
(Adler, Theodor et Parrot, 1929)

Sergentomyia (Grassomyia) dreyfussi
(Parrot, 1933)

Sergentomyia (Parrotomyia) eremitis
(Parrot et Bouquet de Joliniere, 1945)
Sergentomyia (Sintonius) hirta
(Parrot et Bouquet de Joliniere, 1945)

11
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1.7- Importance médicale des phlébotomes :

L’'importance médicale des phlébotomes tient au x&@eteur de certaines especes
dans la transmission d’affections humaines et aleisngui peuvent, a la faveur d’expositions
répétées a la piqlre, provoquer des réactionsgajlezs mais connus pour transmettre des
agents pathogenes au premier rang desquels figiesmarasites (leishmanies), des bactéries
(bartonelles) et des arbovirus (phlebovirus) (Ba9
Il existe un genre prédominant dans le Nouveau Mphdtzomyiaet un dans I'’Ancien
Monde,Phlebotomugjui sont responsables d’a peu pres toutes lesniasi®ns connues des
Leishmaniaaux humains. Sur 81 especes de phlébotomes, 1@téntonfirmées comme
vecteurs des différentes especed dshmania(Killick-Kendrick et al., 1991). Leur piqQre
est de type telmophage et douloureuse, mais l'sitierdes réactions de I'h6te varie selon
l'espece de phlébotomes en cause (douleur, amparifiune papule ou d'une tache

hémorragique).

1.7.1.- Transmission d'arbovirus

Les phlébotomes peuvent étre incriminés dans festnégsion biologique du virus de
la stomatite vésiculeuse, affectant les equidéshdwins et les porcins. Notons également que
ce virus peut étre transmis par des moustiqguesscualicoides (Rodhain et Perez, 1985). lIs
peuventégalement transmettre biologiquement certains vitomment : Toscana virus,
Sissiliens virus et Phlebovirus constituant le geode fievre a phlébotomes. Parmi ces virus
certains sont responsables d'une affectation hwartz@nigne appelée ‘fievre a phlébotomes’
ou ‘fievre apapatasi (car elles sont transmise pahlebotomus papatgsbu encore fievre a 3
jours. Ces fievres a phlébotomes sont répandussipaiement dans le bassin méditerranéen,
au moyen orient, en Asie central, au Pakistan éh@a Ces fievres ont aussi été signalées en
Afrique de I'est et en Amérique du nord (Boulkenag906).

1.7.2.- Transmission de la bartonellose humaine :

La bartonellose humaine, dueBartonella bacilliformisest une affection dont les
foyers sont limités au versant occidental dan®\ledes (Pérou, Equateur, Colombie). Elle est
caractérisée dans sa premiere phase par une &ture anémie hémolytique et plus tard par
des affections cutanées avec formation de noduledeoverrues (Rodhain et Perez, 1985).
Les vecteurs sont ddsutzomyia sp principalementL. verrucarum La maladie sévit sous
deux formes, la verruga péruvienne et la fievrerdi@ ou maladie de carrion, dont le

réservoir animal est suspecté (Boulkenafet, 2006).
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1.7.3.- Phlébotomes et la transmission des leishnioses

1.7.3.1.- Historique :Les parasites du genkeishmaniaagents des leishmanioses, décrits
par William Leishmana et Charles Donovan en 190&smrécédemment ont étaient observé
par David Cuningham (1885) et Peter Borovsky (18@®)s parasites ont étaient confondus
avec d’autres protozoaires et le gehesshmaniaétait proposé par James Wright seulement
en 1903 (Nogueirat al.,1998 ; Vannier-Santcet al, 2002).
La révélation de la relation entre le vecteur (pbtéme) et les symptdmes est due a I'équipe
de I'Institut Pasteur d’Algérie dirigé a I'époquardes freres Edmond et Etienne Sergent et
leurs collaborateurs. Les preuves expérimentaledadgansmission de la leishmaniose
cutanée ont été apportées en 1921, lorsque les fBargent contaminerent un sujet sain en le
faisant piquer par des phlébotomes récoltés dassdedu pays. Presque parallelement, des
observations faites en Palestine et en Syrie pderAet Theodor confirmérent celles de
I'équipe de I'Institut Pasteur d’Algérie (Dedet,99.

1.7.3.2.- Définition :Les leishmanioses sont des anthropozoonoses dless@rotozoaires
du genrelLeishmania(Minodier et al., 1999 ; Basseet al., 2001 ; Dedet et Pratlong, 2001),
famille des trypanosomatidae (Lightbuehal.,2000). Ce sont des maladies infectieuses dues
au parasitisme des cellules mononuclées par deszpaires flagellés (Del Giudicet al.,
2001). Ces parasites obligatoires dihétéroxenesrighizc et al., 2003) affectent de
nombreuses espéces de mammiféres, dont I'hommeet{D@001), auxquelles ils sont
transmis par la piqire de la femelle hématophagen dliptére appartenant au genre
Phlebotomugdans I'’Ancien monde dtutzomyiadans le nouveau monde. Les réservoirs de
parasites sont des rongeurs sauvages, les mansnifdremme et le chien. (Marty et
Rosenthgl2002).

1.7.3.3.- Taxonomie :L’approche taxonomique s’est basée sur le comperénadu
parasite dans le vecteur, le pouvoir pathogene rempgtal, les caracteres culturaux, les
critéres immunologiques, les données épidémiolasicpt exceptionnellement la morphologie
comparée. (Dumon et Piarroux, 1995). En effet, plas30 espéeces deeishmaniaon été
nommees d’'apres Bates et Ashford (2006) dont p@ces ont une importance médicale et
vétérinaire. Le développement du parasite dansibbe digestif du vecteur, au niveau du
pylore est le critere qui a permis de diviser largé_eishmaniaen deux sous-genres. D’une
part, la sectionSuprapylaria caractérisée par la multiplication dans l'intesthoyen et
antérieur, devient le sous-gerireishmania D’autre part, la sectioReripylaria, caractérisée
par la multiplication dans la partie postérieurévieud’'une migration antérieure, devient le

13
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sous genreViannia (Acebey, 2007) (Fig. 4).1l faut ajouter que la eiéisation actuelle
privilégie des criteres biochimiques et immunolagig d’investigation.

L’électrophorése des iso enzymes a connu depuisvimggaine d’années une utilisation de
plus en plus large (Harrat al., 1995). Cette technique biochimique, par companaasgec
des souches de référence, permet de définir desdgmes qui constituent 'ensemble des
souches présentant le méme profil enzymatique.eQroupe habituellement les especes de
Leishmaniaen complexes selon la similarité biochimique dedésoenzymes.

En Algérie, les especes responsables des deuxdarimeues de leishmaniose appartiennent
a deux complexes distincts : le compléxanfantumet le complexd.. major (Harrat etal.,
1996).

Dans le complexé. infantum les zymodémes responsables de la forme viscéoaieles
MON-1 ; MON-24 ; MON-33 ; MON-34 ; MON-78 ; et MORBO. Quant a la leishmaniose
cutanée, on trouve les zymodemes MON-1 ; MON-2MI®N-80. Les zymodéemes MON-1,
MON-34 et MON-77 étant isolés du réservoir canileeMON-1 et le MON-24 de chez le
vecteur toujours dans le compldxenfantum(Harratet al., 1996)

Dans le complexé. major, un seul zymodeme a été isolé chez 'homme, lgeonet le
vecteur : il s’agit du MON- 25. Ce dernier est @ga¢nt, 'agent causal de la leishmaniose

cutanée en Tunisie (Kallet al.,2005).
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Figure 4 : Taxonomie dekeishmanig WHO, 2000).
1.7.3.4.- Morphologie et cycle de vie :
Le parasiteLeishmaniaa un cycle de vie dimorphique qui nécessite deutes)6
l'insecte phlébotome et un mammifere. |l se présahiez leurs hétes successifs sous deux

stades morphologiques principaux : les promastgyetées amastigotes (Fig.5).

-

L

Forme amastigote Forme @mastigote

Figure 5: Principaux stades morphologiqueslaggshmaniagBoussaa, 2008)

La femelle de phlébotome infectée prend un repagwsa chez un héte mammifé0, elle
salive au site de piqdre et régurgite le sang guiatamine au contact des parasites, sous
forme promastigote, qui obstruent la valvule stoéadel (Miriam et Robert, 2007). Les
promastigotes (long. 5 a 20n ; larg. 1 a 4um) sont des parasites extracellulaires mobiles
vivant dans le tube digestif du phlébotome. llssprdent un corps plus ou moins fuselé
prolongé par un flagelle de 20n de long et qui émerge de leur pole antérieur €99 ;
Vannier-Santogt al.,2002).

Chez I'h6te mammiféerd,eishmaniainfecte ensuite un phagocyte (Monocytes/macrophages

du systéeme phagocytaire monont 0 et se transfonnaenastigot © . Les amastigotes,
nichent a [lintérieur des macrophages de mammifé@s sein de vacuoles dites
parasitophores (Sacks et Kamhawi, 2001). Les aguss sont ovoides ou sphériques (@ =
2,5 a 5um), immobile avec un court flagelle qui se mulipli par division binaire dans le

phagolysosome du phagocyte qui est finalement pé(Bates, 2007). Les parasites ainsi
libérés sont phagocytés par des cellules avoissani le processus se poursuit (Handman et
Bullen, 2002).

Le cycle est achevé lorsqu’une autre femelle délgiibme prend un repas sanguin du site

d’infection et préleve des phagocytes contena&ishmanize. Dans lintestin de
I'arthropode (Fig. 6).
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Sandfly Stages Human Stages

Sandfly takes a blood meal
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Figure 6: Cycle de vie dlLeishmania (CDC)

e, les parasites se différencient & nouveau en Eogoses apres 12 a 18 heLo; . Ces

derniersse multiplient et migrent vers les glandes salesiet la trompe en attendant un

nouveau repas sanguo (Mazelet, 2003).
1.7.3.5.- Manifestations cliniques chez 'homme

Le parasite du genreeishmaniaest responsable de différentes pathologies. Sekn |
especes, ce protozoaire représente une cause amigoide morbidité et de mortalité en
médecine humaine et vétérinaire (Ouellettal, 2003). Les manifestations symptomatiques
peuvent étre classées en quatre groupes (Hide) goig47).
Leishmaniose cutanée (LC) :cette manifestation clinique était autrefois appet®uton
d’'Orient, qui se caractérise par la formation d’'ysdite papule prurigineuse rouge sombre
qui apparait au site de pigdre. Puis, elle s’'ulcgisfiltre en profondeur et se recouvre d’'une
mince crolte évoluant trés lentement sous formkeséa forme humide. Le tout se résorbe
généralement aprés quelgues mois voire un an, iesatd de profondes cicatrices non
pigmentées (Dedet, 1999).
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Leishmaniose cutanéo-muqueuse ou mucocutan@eCM), il s’agit d’'une zoonose ou les
manifestations cliniques, de facon générale, éviblea deux temps, d’'une part I'apparition
d’'ulcéres cutanés initiaux, similaires a la leishinae cutanée, qui finissent par se résorber
spontanément entre six mois et un an. D’autre pae, deuxieme infection peut s’installer
avant la guérison de la premiére ou apparaitrequits années plus tard (Roqueplo, 2003).
Elle provoque des lésions pouvant conduire a ursrudion étendue et mutilante des
mugqueuses du nez, de la bouche et de la gorgdé€ieas nécrosées peuvent entrainer des
infections bactériennes et le tout peut engendner grande difformité due a la perte des
levres, nez, palais et pharynx. La mort du pafentt également survenir a cause d’infections
secondaires ou de problémes de respiration (Hifl@4)2 lls se surinfectent facilement et
peuvent donner lieu & des métastases (Khiati, 1992)

Leishmaniose cutanée diffuse (LCD)est caractérisée par la dissémination des lésions
nodulaires ou en plagues qui ressemblent fortedelels formes Ieproides, souvent présentes
au niveau de visage ou des membres. Ces lésiogsénissent pas de fagon spontanée et sont
plus fréquentes chez des individus ayant un systeamrmeinitaire défectueu¢Dedet, 2001).
Leishmaniose viscéralgLV), également appelée kala-azar, un mot indien signifiévre
noire. Représente la forme la plus grave de ladmalavec une mortalité d’environ 100 % en
'absence de traitement. Les parasites ne restentap site de piqdre, ils migrent vers les
organes lymphoides (foie, rate et moelle osseuse)es systemes sanguins et lymphatiques
(Guerinet al.,2002). La LV se caractérise par des pousséexdedi irrégulieres, une perte
de poids, une hépato-splénomégalie, une lymphoegadéhie et une anémie. La mort survient
chez les patients non-traités de 6 mois a quelgueses suivant I'infection (Hide, 2004). Les
leishmanioses viscérales qui peuvent étre endémigyrdémiques ou sporadiques prennent
des caracteres cliniques différents selon le cast{M2005).

Les espéces de leishmanies incriminées dans lantission des pathologies humaines sont

illustrées dans I'annexe 6.

L.C.M L.C L.V
Figure 7 : Les difféerentes formes de leishmaniose (WHO, 2000).
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1.7.3.6.- Réservoir :

Les réservoirs naturels ddseishmania sont des mammiferes domestiques ou
sauvages, chez lesquels le parasite colonise l#glese du systeme des phagocytes
mononuclées. Les mammiferes réservoirsldgshmaniaappartiennent a divers groupes tels
gue les carnivores, les rongeurs, les marsupiagg, ddentés, les primates ou les
périssodactyles. Dans certains cas, I’homme eastlie réservoir du parasite (Dereure, 1999 ;
Pintoet al, 2001).

En Algérie, la leishmaniose viscérale admet coma@senvoir le chien (Dedet al.,1973). Il
faut noter que 11,4% des chiens de la grande Kabydiient atteints de LV. Le rdle joué par
cet animal confirme la corrélation entre foyer dgshmaniose canine et leishmaniose
viscérale humaine (Belazzoeg al., 1985, 1986). La leishmaniose canine concernartiéou
territoire national avec une prévalence variantnd’'uégion a l'autre. Le réservoir de la
leishmaniose cutanée zoonotique est représentatieieenent par deux rongeurs sauvages
gerbillidés. Le premier étatsammomys obesusaturellement infesté paeishmania major
(Belazzoug, 1983) et le secondMeriones shawiau niveau du foyer de Ksar Chellal
(Belazzoug, 1986). Quant a la leishmaniose cutaaéant enzymatique de. infantum le
réservoir demeure inconnu, bien que le chien swiement suspecté (Courtenay al.,
2001).

1.7.3.7.- Epidémiologie

a.- Situation de la leishmaniose dans le monde

Largement répandues a la surface du globe (fige8)leishmanioses connaissent une
aire géographique globalement circumterrestre, ndaisordant largement sur les zones
tempéréees d’Afrique du Nord, du Sud de I'Europd’&sie (Roqueplo, 2003). Présentent sur
cing continents dans les zones tropicales et syticales de 88 pays : 16 sont des pays
industrialisés et 72 des pays en développement, X®parmi les pays les moins développés
(Desjeux, 2002 ; Loiseau, 2007).
On estimait une incidence d’environ 1,0 a 1,5 w§ de cas par an pour les LC et de 0,5
million de cas par an de LV dans 88 pays (WHO, 20@&det, 2001 ; Croft et Yardley,
2002). Parmi les deux espéces couramment respessatd LV, L. donovani est
anthroponotique et sévit principalement en InderefAfrique de I'Est, alors gule.infantum
est une espece zoonotique s’étendant de la ChiAemarique du sud. En ce qui concerne les
LC, I’Ancien Monde présente des especes a airergpbgjue vaste, tellels. major et L.

tropica, et des espéces a distribution restreinte coramkillicki (Tunisie), L. aethiopica
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(Ethiopie), L. arabica (Arabie Saoudite). Quant [a turanicaet L. gerbilli, elles parasitent
uniguement des rongeurs en Asie Centrialmajor est une espéce zoonotique des rongeurs
terricoles des steppes per-arides, qui s’étenddsuwvastes territoires comme ['Afrique
occidentale sub-saharienne, I'Afrique du Nord, '‘@frique de I'Est centrale. Il est a
mentionner qué. tropicaest une espéce anthroponotique urbaine dans dereoxnbays du
Proche et du Moyen Orient. Cette espece se remcégalement en Afrique du Nord (Maroc
et Tunisie) ou un réservoir animal est suspecté dartains foyers (Dedet et Pratlong, 2000).

LEISHMANIOSES

Figure 8 :Distribution de la leishmaniose dans le mnde (who, 2000).

La propagation des cas de leishmaniose est basédesy formes éco épidémiologiques ;
dans la premiére « forme zoonotique », les mampsféauvages ou domestiques (surtout le
chien) interviennent en tant que réservoirs nasurell I'étre humain joue le réle d’hote
facultatif lorsqu’il s’expose accidentellement agcle de transmission. Ensuite, la deuxieme
forme

« anthroponotique » qui est caractérisée paréagnce d’'un seul réservoir considérée ainsi
comme source d’infection pour ’lhomme (Ouellettaal, 2003) (Fig.9).
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Figure n°9: Cycle épidémiologique de la leishmaniose (Aceb&9,72.

b.- Situation de la leishmaniose en Algérie :

En Algérie, les leishmanioses sont signalées autr leoterritoire national (Berchet
al., 2007), trois formes cliniques sévissant a I'état endémiguesont décrites (lzri et
Belazzoug, 2007). Mais chaque forme constitue untiééeclinico-épidémiologique distincte.
La leishmaniose viscérale (LV), dud_aishmania infantunjHarratet Belkaid, 2002), est la
forme la plus grave. Elle sévit surtout dans ledndu pays ou elle touche 100 a 200 sujets
chaque année. La leishmaniose cutanée zoonotidli&) (& Leishmania majoregroupe, a
elle seule, la quasi-totalité des cas des leishmsanricutanées (LC) algériennes. Elle sévit en
bordure du Sahara et dans les oasis. Elle estvesfant bénigne mais peut avoir un pronostic
esthétique redoutable en raison des cicatricedébitigs qu'elle laisse apres la guérison. La
troisieme forme, la leishmaniose cutanée sporadigueord (LCS) d.eishmania infantum
est bénigne et moins fréquente. Elle est obsernads de méme territoire que la forme
viscérale (lzri et Belazzoug, 2007). La répartitigographique de ces leishmanies est
illustrée dans la Figure 10.
En Algérie les leishmanioses constituent un probl@émajeure de santé publique, avec pres de
40000 cas par an (Izri et Belazzoug, 2007). lirepiortant de noter que le foyer de la Grande
Kabylie regroupe a lui seul prés de 50 % de casnssxs (Harragt al, 1995). Cependant les
especes responsables des trois formes cliniqueteislemaniose appartiennent a deux

complexes distincts : le complekeinfantumet le complexé.. major (Harrat, 1996).
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Figure 10: Répartition géographique des deux types des leistoses en AlgérieLCZ
Leishmaniose cutanée zoonotique, LV : leishmanidsetrale, LCN : leishmaniose cutanée du Nord
(Boudrisseet al.,2006).

1.7.3.8.-Diagnostic biologique :Le diagnostic des leishmanioses repose sur la mse
évidence du parasite, ou de son acide désoxyriléique (ADN), et sur la recherche des
traces immunologiques dé&nfection, anticorps circulants ou hypersensiiilretardée (Le
Fichoux efal., 1999).

Examen microscopique :

Il permet la recherche des amastigotes intracaldgMurray efal., 2005).Les frottis seront
faits a partir de matériel prélevé par ponctionndeelle osseuse, de rate ou de lymphe
dermique. Pour les lésions cutanées, le préleveseefdra par raclage a la périphérie de la
Iésion. Les frottis fixés au méthanol, seront oédoau May Grinwald Giemsa. (Del Giudice
etal., 2001).

Culture :

Elle permet la croissance des formes promastigiotpartir des ponctions ou des biopsies,
dans des milieux d’isolement appropriés (Wery, 39886 milieu le plus utilisé est le milieu
Novy-Mac Neal- Nicolle (N.N.N). C’est un milieu dipsique composé d’'une phase solide
faite de gélose salée avec 10% de sang de lapioridéfet une phase liquide constituée de

I'exsudat produit a partir de la gélose au sangc&nde positivité, les formes promastigotes
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flagellées mobiles sont visibles. Si le résultatrggatif, la phase liquide est transférée sur un
milieu neuf et quatre a cinq repiquages sont effesxcta une semaine d’intervalle avant de
conclure a la négativité.

Diagnostic sérologique

De nombreuses réactions immunologiques ont étésédd. Les plus courantes, a I'heure
actuelle sont (Dedet, 2001) :

Immunofluorescence indirecte: consiste a mettre en présence un antigéne figweé des
dilutions successives de sérum suspect. Si le séomtrent des anticorps spécifiques, ceux-ci
se fixent sur les parasites puis retiennent le ugng fluorescent (anti-immunoglobuline
marquée a l'isothiocyanate de fluorosceine). Adeen en lumiére ultraviolette, le parasite
apparait fluorescerfLetonturier,2007).

Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA):est de plus en plugtilisé car elle est
automatisée. Sa sensibilité et sa spécificité maga fonction de I'antigene utilisé.

Le wastern blot : ou immunoempreinte est actuellement une des tegbsigérologiques les
plus sensibles. Elle est réalisée dans des lali@s&pécialiséDesmettre, 1993)

Le diagnostic moléculaire :1l s’est remarquablement développé au cours dede2lieres
années.

Bien que différentes méthodes moléculaires aiedts@tcessivement évaluées, ce sont les
techniques basées sur la PCR qui sont actuellelesnplus utilisées. La PCR est une
technique d’amplification de séquence nucléiqueritiépar Mullis en 1985. Elle est devenue
un outil quasi universel dans le domaine de ladgi@l : elle permet d’obtenir en quelques
heures plusieurs millions de copies d’'une séquelocmée d’ADN. Son avantages en effet
résident dans leur trés grande sensiliitgenne, 2000).

1.7.3.9.- Traitement :

Pour le traitement des leishmanioses, I'antimomelent fat la premiere molécule
utilisée mais elle a été vite abandonnée a causa tiexicité. Depuis 1940, les médicaments
de premiére ligne les plus utilisés sont des antigspentavalents, le N-méthyl glucamine
(Glucantime) avec une teneur d’antimoine de 8,8%onig/ml) et le stibogluconate desodium
(Pentostam) dont la teneur en antimoine est de {00%mg/ml). Ces produits ont une action
inhibitrice sur la synthése de I’ADN, sur I'oxydani glycolytique et sur celle des acides gras,
de plus, ils ne sont actifs in vivqu'apres conversion en antimoine trivalent (Hid$4).

Des essais récents ont montré que l'utilisatiomtij@nes leishmaniens Ag ESP induit une

réaction immunitaire de type Thl (réaction forte)aigine d’'une forte destruction des
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parasites, et pourrait constituer les bases d'unevelle thérapeutique (Bourdoiseat al,
2004 ; Hugnett al, 2006 ;Bourdoiseau, 2007).

1.7.3.10.- Prophylaxie :

a.- Prophylaxie sanitaire

La lutte contre les phlébotomes est difficile. $it souvent conseillé de rentrer les
chiens au crépuscule, période d’activité maximaleek insectes. Ce n’est cependant pas une
meéthode sdre car certains phlébotomes étant erdspbn les retrouve donc également en
intérieur. De plus, ils sont de taille inférieure maillage des moustiquaires classiques et
peuvent donc pénétrer facilement dans les maisamsage de diffuseurs anti-moustiques est
intéressant mais pas entierement fiable (Roquepia3).
Il existe également des formes spécifiques d’insieets, de la famille des pyréthrynoides :
deltaméthrine (collier), perméthrine (spot-on etagp (Molina et al, 2006 ; Miroet al,
2007). Ces molécules ont un effet |étal par singpletact et ne nécessitent pas une piqQre du
phlébotome. Cet effet peut étre utilisé par exengpléemprégnant les moustiquaires, ce qui
potentialiserait leur effet mécanique. Le résenaanin étant le principal, 'usage de ces
molécules en prophylaxie canine permettrait uneirdition de la prévalence de la
leishmaniose (Bourdoiseau et Franc, 2002).
La lutte anti-vectorielle serait intéressante ndifficile a mettre en ceuvre, notamment en

raison de l'ignorance des gites de reproductiocedansectes.

b.- Prophylaxie médicale

Il existe selon Dantas-Torres (2006), deux vacdmpremier, Canileish®, empéche la
survenue de signe clinique chez 'animal mais eelueste réservoir, et la transmission est
toujours possible. Le second, Leishmune®, c’estagtin qualifié car il empéche la présence
de leishmanie dans le derme de 'animal, et dongrdgagation de la maladie. Gréace a ce
vaccin, il semble possible d’enrayer la progressleria leishmaniose, voir de mener a son
éradication. Ce vaccin est disponible en Europelesuvétérinaires ont déja commenceé a
'administrer. Bien que ce traitement n'’empéchesuavenue de rechute de la maladie et n'a
pas pour conséquence une stérilisation parasitdiog, I'intérét d'un suivi des animaux

malades.
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2.1.- Objectif de I'étude

Dans le cadre d’'un travail national sur la suraeile des vecteurs des maladies
infectieuses en Algérie et la prévention des paux cas de leishmaniose dans la wilaya de
Tipaza. Nous avons réalisé un premier inventaise mpulations Phlebotomiennes dans la
localité de Hadjout. En effet, I'apparition des cke leishmaniose cutané (LC) humaine dans
cette commune considérée comme un nouveau foyas, ravons proposé d’effectuer cette
étude sur l'aspect vectoriel de cette infection.cBdait, des sorties sont organisées sur terrain
afin de collecter les vecteurs dans les abris diank prét des habitations des malades

atteints par cette maladie.

2.2.- Présentation de zone d’étude et facteurs clatiques de cette région
2.2.1.- Localisation du cadre d’étude
La commune de Hadjout (36° 30" 45" N ; 2° 24' 49"gHi se trouve a proximité du
littoral méditerranéen, est située a 75 km du sugsbd’Alger. Elle est limitée au sud par
Tipaza, au sud-est par Cherchell et a I'ouest pda Big. 11). La superficie de Hadjout est de
52,3 kmz2 (Boudjelal, 2007).

Hadjout

Corumunes limnitrophes de Hadjout
Sidi Amar Tipaza Sidi Bached

Sidi Amar . \ Sidi Bached
Merad Bourkika
Merad Merad Bourkaka

Figure 11 : Localisation de Hadjout dans la wilaya de Tipazau@elal, 2007)

2.2.2.- Stations d’études
Nous entendons par station, la partie du miliespecté dans laquelle sont situés les
sites de piégeages. Ces derniers sont représanmtkes foiotopes piégés ou les points précis de
captures des phlébotomes. Il est a mentionneregupdints de captures piégés sont propices
au développement des Phlébotomes (milieu de pomnte pos), qui sont choisis en fonction
des plans géographiques altitudinaux, et enviromméaux (tab. IV) (lzri et Belazzoug,
2007). Ce sont également des foyers reconnus cattanedes foyers de leishmaniose. Nous
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avons ainsi choisi cinq stations a savoir Hadjdtddjana, Bourkika Sidi boufadhal, et
Bouyaghssane.

Ces stations sont constituées d’anciennes maistargile. Cette matiére organique en
décomposition est la litiere préférée des larvephlébotomes. Les murs de ces batisses qui

présentent des anfractuosités, hébergent desdm#taiposés de moutons et chévres (fig. 12).

Figure 12 : Sites de capture (Originale)

Tableau IV : Coordonnées géographiques et nature d’abri desmibspectés.

Station latitude Longitude Nature d’abri

Hadjout 36.3050N 2°25'4"E Humain

Fedjana 36.5614 N 2.5325 E Bovin

(Menacer)

Bourkika 36.4928 N 247361 E Caprin, ovin

Bouyeghssane| 36.44583 N 2.40781 E Poule, Lapin
Bovin, Ovin

Sidi boufadhal | 36.43675 2.4185E Bovin

2.2.3.- Facteurs climatiques
Les facteurs climatiques jouent un r6le fondamedé#ads la distribution et la vie des
étres vivants que ces derniers ne peuvent se maieie vie qu’'entre certaines limites bien
précises de températures, d’humidité relative et ptieviométrie (Dajoz, 1982). Des
modifications dans la distribution et/ou le comparent de nombreuses especes vivantes sont
observées par les biologistes (De La Rocque eb®RRA08) qui tentent d’analyser I'influence

du changement climatique sur le risque d’émergateanaladies vectorielles (Duvallet,
2006).

2.2.3.1.- Température :Etant le facteur le plus important, la températamntrole
'ensemble des phénomenes métaboliques et conaiitanrépartition de la totalité des étres
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vivants dans la biosphere (Ramade, 1984). Elle ar@lm déterminant dans I'évolution
biologique des insectes, en influencant sur I'empés de la vie et la fécondité des adultes
ainsi sur la maturation des ceufs (Seguy, 1950).

L’activité des phlébotomes est concentrée a laopérestivale. Ces derniers sont alors actifs
en fin de journée, lorsque la température est mélegée et le vent moins violant Des
observations expérimentales montrent 'augmentationnombre de phlébotomes infectés
fonction de 'augmentation de la température d'esl parasites se déplacent plus facilement

vers I'avant du tube digestif de I'insecte, le rentdainsi infectant (Boulkenafet, 2007).

2.2.3.2.- Pluviométrie :

La pluviométrie permet I'humidification du sol slequel se formant des gites
favorables a la pullulation des phlébotomes ettdeguNématocéres. La pluie Iégere n'arréte
pas les différentes activités des Dipteres, mas fonte pluie les supprime complétement
(Seguy, 1951).

2.2.3.3.-Levent:
Le vent a une action sur la prolifération et Istrilbution des phlébotomes, il entraine
ainsi leur confinement dans leurs gites de repasnffer, 2004). Les vents dominants

soufflent du Nord Est et d'Ouest ; la vitesse magesst de |'ordre de 2,5 a 3 m/s.

2.2.4.- Données épidémiologiques sur la leishniase :
21 cas des leishmanioses ont été enregistrés audseservice de parasitologie-
Mycologie de I'hdpital de Hadjout durant les péesd2011a 2013 (annexe : 5) (Bendjabellah,
2013).

2.3.- Méthode d’échantillonnage des Phlébotomes :

Afin de disposer d’'un échantillon représentatifus@vons opté deux techniques de
piégeages a savoir le piege COQohn W. Hock Company, Gainesville, FL, USA) etgaie
adhésif.

2.3.1.- Les pieges adhésifs
Connue depuis les importants travaux des épidéegigis russes Vlazov, (1932) et
Petrischeva (1935) in (Dedet al ; 1984). La technique des piéges adhésifs est laxmieu

adaptée a l'inventaire qualitatif et quantitatisdghlébotomes en région méditerranéenne et
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tout particulierement aux études chronologiquesofienc, 1972). C’est une méthode non
sélective (Croset etl., 1977 ; Ba, 1999).

Les pieges sont constitués de feuilles de papeacb{mat de format 15x20 cm) largement
imbibées de I'huile de ricin qui présente les amgas de ne pas étre répulsive, d’étre tres
visqueuse et enfin d’étre soluble dans l'alcoolgce facilite la récupération ultérieure des
insectes (Boukraa at., 2011).

Les feuilles de papier dont la transparence indigquebonne imprégnation huileuse, sont soit
roulés en cornets et introduits dans les anfratigsge murs en pierres, soit placés debout
dans les barbacanes avant le crépuscule et relevédsndemain matin (fig. 13). Le
dépouillement des papiers huilés est effectué les phpidement possible pour éviter la
dessiccation des phlébotomes.

Figurel3 : Différentes emplacements de piege adhésif (Origjna
Cette méthode présente l'inconvénient de ne fougng des insectes morts et souvent en

mauvais état (perte de pattes et des antenneglj cend leurs identifications malaisées.

2.3.2.- Le piége lumineux

Cette méthode est adaptée a la capture des egupemtephiles. Plusieurs types sont
utilisés: les piéges lumineux CDC (Centers for Bsge Control and Prevention) (Matile,
1993). Elle nous offre la possibilité de travailkmr du matériel vivant (spécimens vivants)
pouvant faire I'objet d’éventuelles études ultéresude type parasitologiqgue ou moléculaire
(enzymologie et analyse d’ADN) (Bitam, 2010).
Pour étre efficace, un tel piége doit d’apres Rietial.,(1971), étre non seulement attractif
(doté d’'une source lumineuse de faible puissana} mgalement contentif (emprisonnant
définitivement les phlébotomes apres leur pénétnatans la zone éclairée).
Les piéges CDC sont dotés d’'un moteur assurafdnietionnement, d’'un petit ventilateur

destiné a entretenir une aspiration continue daefantensité. Au dessus du ventilateur se

28



Chapitre Il Matériels et méthodes

trouve une petite ampoule de 6 volts. Le toutr@ave a I'intérieur d'un cylindre transparent
en matiére plastique couverte d’'un grillage méja#i et alimenté par une batterie de 6 volts.
La partie inférieure est une cage recouverte dissuta mailles tres serrées. Que l'on peut
ouvrir et fermer grace a un cardon coulissant. gamet la récupération des phlébotomes
attirés par la lumiere (fig. 14Boulkenafet, 2006).

PRESEES = S Crochetde

fixation

:i /j__]'?‘ Grille métallique —

b Pil Secteur ———

Cylindre en
e Ventilateur plastique

—_—

2 : e

——— e . . 2 o
Cage de recueil en issua _—~7%
maille fine

Figure 14 : Piege lumineux simple (originale).
Les pieges CDC sont installés avant le coucherotkil £t restent fonctionnels toute la nuit.
Le lendemain matin, la cage est détachée et sagneent fermée alors que le moteur
fonctionne toujours, en prenant soin d’éviter liefues insectes piégés.
Nous avons pu capturer 450 phlébotomes a l'aid2 deéges lumineux CDC et 05
pieges huilés dans cing stations a savoir, la dedi¢levage de Hadjout, Fedjana, Sidi

boufadhal, Bourkika et Bouyaghssane. Les résut@atsapture sont cités dans le tableau VII.

Tableau V : Résultats des captures de phlébotomes dans lanrégibladjout

Station Date de ) I?onnée_s Nb. Ind. | Nb. Ind.

capture (2013) | Météorologique (CDC) (PH)

Hadjout 02 juillet 30/19° C. 00 00
15 kmh

Fedjana 19 juillet 32/21° C. 67 00
23 kmh

Bourkika 31juillet 31/20° C. 225 00
10 kmh
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Sidi 19 juillet / 22 12

boufadhal

Bouyaghssane 07 juillet 30/21° C., 13 kmh 04 00
10 juillet 31/20° C., 10 kmh 03 11
14 juillet 30/18° C., 18 kmh 32 00
16 juillet 31/18° C., 21 kmh 10 00
23 juillet 38/24° C., 08 khm 40 14
28 juillet 35/23° C., 14 kmh 10 00

Nb. Ind. : Nombre d’individus de phlébotomes ; CDRieges lumineux ; PH : Pieges adhésif
/ Absence de relevés

2.4.- Traitement des phlébotomes
Un traitement préalable des spécimens est obligatbidépend du milieu de montage
choisi (fig. 15). Les réactifs utilisés sont :
- L’alcool éthylique a 70°.
- La solution aqueuse de potasse a 20%
- Le liquide de Marc-André:
- L’eau physiologique 30 ml
- L’hydrate de chloral 40 g

- L’acide acétique cristallisable 30 ml

Apres la récupération des phlébotomes capturés le@andifférents pieges utilisés, ceux-ci
sont conservés dans l'alcool éthylique a 70°. bésrinations concernant la date et le nom de
la station sont indiquées sur les étiquettes caémstubes. Ces derniers sont mis a éclaircir
pendant deux heures dans la solution de potas8&/a Ensuite ils subissent trois ringcages a
I'eau distillée pendant 45 minutes. Les bains shanhgeés toutes les 15 minutes.

Les phlébotomes sont transvasés et laissés agruensolution de Marc André pendant une
heure.

Sous la loupe binoculaire, la téte est détachéeodps et placée en position dorso-ventrale
afin de rendre I'observation des armatures cibesiat pharyngiennes plus aisée (annexe 2, et
3).

L’armature génitale du male est disposée de fagmetére en évidence les valves péniennes
qui présentent des criteres utiles pour la détatian (Depaquit, 1995).

Chaque phlébotome est monté a part dans une ghaultesolution de Marc André, entre lame
et lamelle. Chaque échantillon est identifié d’aples criteres habituels, en se basant sur la

clé de détermination des phlébotomes (d’apres Adlonnl972) (annexe 1).
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*. Pour les phlébotomes males : La morphologiereetele I'appareil génital et, si nécessaire,
'anatomie de I'armature cibarial&¢rgentomyijpou pharyngiennePRhlebotomuks (annexes
2,et4).

*. Pour les phlébotomes femelles : L'anatomie demrmathéques, de I'armature cibariale et
pharyngienne.

Aprés identification, les phlébotomes non disségagd remis dans I'alcool a 70 % pour étre
conservés en vue d’éventuels examens ultérieursniddnc, 1972).

— o

Phlébotomes tries Trois (3) Traitement avec

Insectes collectés et CONSEerves rincage KOH 20%

Sélectionner les spécimens
sous loupe binoculaire

Observation sous
microscope optique

Figure 15: Technique de préparation des phlébotomes (ot@ina

2.5.- Détection de I'agent pathogéne :
La détection des leishmanies peut s’effectuer d¢ihéte vertébré et chez le vecteur.
De nombreuses méthodes sont disponibles, assuratiagnostic de certitude dans le cas ou

la techniqgue permet la mise en évidence de l'agatihogéne. L'identification selon les
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critéres parasitologique est empirique et souventise en cause face a la complexité des

cycles évolutifs des parasites (Boussaa, 2008).

2.5.1.- Extraction de 'ADN génomique

* Principe : La technique consiste a dégrader les membramdislaires en
emulsionnant leurs lipoprotéines a l'aide d’'un dgdeat, ensuite faire précipiter 'ADN et
enrouler les filaments (Etienne, 2000). Dans les@mé tra.vail, I'extraction d’ADN est
réalisée a l'aide d'un Kit spécial QlAamp (kit QIABI®, Hilden, Germany) selon le

protocole suivant (fig. 16) :

1. Rincer deux fois a I'eau distillée stérilem@tériel biologique « les spécimens » a extraire
son ADN a fin d’éliminer toute trace d’alcool.

2. Couper les échantillons en petit morceauxestihtroduire dans des tubes Eppendorfs
préalablement numérotés et codeés.

3. Ajouter 18Ql d’ATL (Broyage chimique), puis a l'aide des tigdésoyer les echantillons
mécaniguement.

4. Ajouter 2@l de la protéinase K, puis agiter rapidement aéadu vortex.

5. Mettre les échantillons dans un bain a s&Z°€. Pendant une nuit.

6. Faite une centrifugation rapide a 8000Tr/mengant 4 seconde.

7. Ajouter 18Ql d’AL, puis agiter 15 secondes au vortex.

8. Mettre les échantillons au bain sec a 70°@dRet 10 minutes, et centrifuger rapidement.

9. Ajouter 18Ql d’éthanol, et agiter pendant 15 secondes.

10. Verser le mix dans les tubes collecteurtr fi

11. Centrifuger les tubes pendant 1 minute aBtO0rs/min.

12. Jeter I'éluét et placer le filtre dans unweau tube collecteur.

13. Faire un premier lavage avec plOIAW1

14. Centrifuger 1minute a 8.000 tours/min.

15. Jeter I'éluét et placer le filtre dans unweau tube collecteur.

16. Faire un deuxiéme lavage avec B@DAW?2.

17. Centrifuger 4 minutes a 10.000 tours/min.

18. Jeter I'éluat et placer le filtre dans unveau tube collecteur.

19. Centrifuger une nouvelle fois 1 minute a 00.6urs/min.

20. Placer le filtre dans un nouveau tube Eppdéndo

21. Ajouter 180l de tampon AE
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22. Incuber 1 a 5 minutes a température ambigntentrifuger une derniere fois pendant 1
minute a 8.000 tours/min.
23. Récupérer I'éluat qui contient I'échantilld™DN

24. Conserver le résultat a + 4°C.

33



Chapitre Il Matériels et méthodes

Rincer les échantillons a I'eau distillé stérilegpcouper les aux petits morceaux et introdusnesd
des tubes Eppendorf étiquetés

Centrifuger, ajouter 180ul d’Al et incuber a70°@nidant 10 minutes

Figure 1€ : Etapes d'extraction d'ADK®™ partie)(Originale).
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Ajouter 180ul du tampon AE, récupérer I'éluat emrant I'échantillon d’ADN purifié, incuber a 37°C.
et ensuite conserver les tubes a 4°c pour désatitiins ultérieures.

Figure 16 : Etapes d'extraction d'’ADN (suite et fin) (Originale

2.5.2.- Technique de Polymérase Chaine RéactidA(R)
Aprés extraction de I'ADN total présent dans un épbtome femelle, 'ADN
parasitaire est sélectivement amplifié par unetigaale polymérisation en chaine (PCR)

(suivant le Protocol de l'institut Pasteur d’Algei

*. Principe : La PCR a été développée par Kd&gnk Mullis (1993). C'est une
technique qui permet d’amplifier in vitro une régispécifigue d’ADN cible. Cet ADN

amplifier est ensuite visualisé aprés migratiorctébgphorétiqgue. Ce test est extrémement
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performant permet ainsi d’obtenir des millions dmies d’'une séquence donnée a partir
d’une trés faible quantité d’ADN présente dansgesantillongEtienne, 2000).

2.5.2.1.- Préparation du mix pour PCR :

a.- Matériel (voir la figure 17)

- Tampon (2X Green Go Taq ®Flexi Buffer M891A) rts& maintenir stable le pH du milieu
réactionnel au niveau optimal pour la Tag polyméras

- L'enzyme Taq polymérase (5U/ul, Go Taq ®Promédg@30B): Les ADN polymérase sont
des enzymes qui synthétisent 'ADN de I'extrémiBe » 5’ et les polymérases utilisées en
PCR sont extraites d’organismes vivants naturelleraedes températures élevées exemple :
sources hydro-thermiques des fonds des océHmsrmus aquaticus (Taqg polymérase).

De nos jours les enzymes utilisées sont des recants, leurs propriétés ont été largement

modifiées pour les rendre plus efficaces.

- Mgclz : cofacteurs indispensables pour la réaction de paligation avec la Tag polymérase.
La présence dans le milieu réactionnel des cativedents Mg* neutralisera les charges
négatives des groupements phosphates (P) au rieeBADN et ainsi stabiliser les hybrides
ADN/ADN.

- Les Désoxyribonucléotides (ANTPs) : Ce sont delecules de base, qui constituent 'ADN,
utilisés par la Tag polymérase pour la syntheseadiveau brin d’ADN complémentaire.

- Eau (HO) : ultra pure stérile

- Les deux Amorces : Ce sont des fragments coukisNi, capables de s'hybrider de facon

spécifique, grace a la complémentarité des basebus des deux brins d’ADN.

Les amorces sont choisies de fagcon a encadrequeesée d'ADN a amplifier. La taille de ces
amorces est généralement d'une vingtaine de déboxyrcléotides. De plus, les amorces
sont en tres forte concentration par rapport &adl 'ADN a amplifier. Elles sont fournies
par la firme Eurogentic (San Diego, USA) et somhsmvées a 20°C a une concentration
stock de 10uM.

Primerl: CTG-GAT-CAT-TTT-CCG-ATG (Eurogentic)

Primer2: TGA-TAC-CAC-TTA-TCG-CAC-TT (Eurogentic)
- Acide Désoxyribonucléotides (ADN) : extrait arfrades phlébotomes identifiés cet extrait

purifié en ADN, contenant le fragment d’ADN quer’souhaite amplifier.
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- Tubes a Eppendorf de 2ml

- Micropipettes : 0.5-10ul ; 20-40ul ; 40-200u10021000u1
- Tips blancs, Bac a glace

Bloc chauffant

Clavier pour la
programmation
des cycles

L'eau
Les amorces Micropipettes
Le master = Buffer+dNT# Mgch+Taq
polymérase
T Les embouts
Les
échantillons

— Tubes Eppendorf

Figure 17: Matériel utilisé pour la PCR (originale).
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b.- Méthode

Cette opération doit étre faite dans une piec&éspbur éviter toute contamination du
mix (sous une hote-biocaptair). Le mix peut étredeepréparer au préalable (Master mix) ou
bien chaque constituant est a part, dans ce ce€Rpour un échantillon doit contenir les

volumes suivants (tab. VI) :

Tableau VI : Préparation du mix pour un volume total d’'unactéon de 25ul.

Composants Concentration | Volume  (ul)| Nombre Volume pl a
de stock par échantillon| de réaction | ajouté au mix

Tampon (Mgcl dNTPS 2X 12,5 39 487,5

Polymérase)

Amorce sens 10uM 0,5 39 19,5

Amorce anti sens 10uM 0,5 39 19,5

H20 - 6,5 39 253,5

Volume Total - 20 39 780

Chaque constituant du mix est multiplié par le nmrtiéchantillons étudiés, puis 20ul de ce
meélange est distribué dans chaque tube EppendoR geerile alors pour :

*Témoin négatif : 5ul d’eau distillé stérile pl@8KI du mix

*Témoin positif : 5ul I’ADN positif avec 20ul duix.

*Echantillons : 5ul d’ADN extrait de nos échalutils est ajouté a 20ul du mix.

2.5.2.2.- Programmation du thermocycleur :

Le but de cette technique (tab. VII) est de rendéeelable les faibles quantités

d’ADN des phlébotomesPour cela trois étapes qui se font a savoir la tdéaion,
I'hybridation et la polymérisation. Ces étapes saxpliquées comme suite (fig. 18).

- Dénaturation : La température dans le thermoayclest réglée a 95°C. A ce degré 'ADN
double-brin est dénaturé en ADN (les liaisons hgdre reliant les bases de chaque brin
d’ADN étant instables a cette température).

- Hybridation : Ensuite la température est desugend la température dite d’hybridation.
Cette derniére est généralement comprise entre. #°60°C. et elle est en fonction de la
composition en désoxyribonucléotide des amorces, spu fixent a leurs séquences
complémentaires en reformant des liaisons hydro@@nedit que les amorces s’hybrident au
brin d’ADN).

- La polymérisation ou I'élongation : Puis la tefnture est réglée a 72°C., (température

idéale pour I'activité de la Taq polymérase). La palymérase permet de synthétiser le brin
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complémentaire a ’ADN matrice, grace aux dNTPskbprésents dans le milieu réactionnel

Le premier cycle est fini et voila gu’'un nouveawleyrecommence. Cela se reproduira 35 fois
(selon notre protocole) (Friedberg, 2006).

% = Sl 3 ADMN
25°cC Il =) |

double-brim

2 brins d ADM
simple-brin

YUV LUWU g ] !l l!‘g
Entre
50°C Amorce 2
et
60°C

Etape d'élongation

B
g

Taq polymérase

Amorce 1

Figure 18: Différentes étapes de la PCR (Friedberg, 2006).
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Tableau VII : Programmes du thermocycleur.

Températur Temp: Répétitior
er °C (seconde:

Dénaturation initiale 95°C 300 1X
Premiére dénaturation 95°C 30
Hybridation des amorces 50°C 30 35X
Elongation 72°C 30
Extension finale 600 1X
Stockage 4°C Infini 1X

X : nombre de fois

2.5.3.- Electrophorése sur gel d’agarose :

L’électrophorése est une méthode de séparatioa sivitlation des fragments d’ADN
chargés négativement. Les fragments d’ADN ampliiéist séparés en fonction de leur taille
sur un gel d’'agarose a 1,5%. L’analyse des predig@tla PCR est faite comme suite (fig.19).

a.- Préparation du gel d’agarose a 1,5%

- Peser 1,59 d’agarose et le mettre dans 100mB&eIX (Tris Borate EDTA)

- Chauffer le mélange a la micro-onde jusqu’a stiton d’un liquide limpide.

- Refroidir sous I'eau courante puis ajouter 3, 8@ BET.

- Couler le gel dans la cuve apres avoir positiotaeeigne.

- Aprés polymérisation du gel, retirer soigneusenmerpeigne et placer le gel dans la cuve

d’électrophorese préalablement remplie du tampoi UBX.

b.- Dépbt des échantillons :
- Mélanger 5ul d’ADN avec 2ul de tampon de changis fes déposer dans les puits de gel.
- Réserver les trois derniers puits pour le ténmdgatif, le témoin positif et le marqueur de
poids moléculaire (PM) respectivement.
- Brancher les électrodes de la cuve a I'alimentiatie maniere a ce que les dépbts soient de
coté cathode. Appliquer une tension de 120 V cpmadant a 1h de migration.
- Couper l'alimentation quand le colorant de chagéese a proximité du bord du gel
Révélation des bandes d’ADN par transilluminateilisiagit d’'une simple visualisation des

bandes d’ADN sur une table UV du transilluminatéans une chambre noir.
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Peser 1.5¢g Ajouter 100ml de Chauffer 2min Ajouter 3.7 du BET
d’agarose TBE 1X

Tampon de charge

Marqueur de PI

| Echantillon
d’ADN
4—
Spoter les échantillons dans la cuve Couler le gel dans la cuve
. -
Brancher les cordons de la Migration du gel Visualisation du gel

cuve au générateur

Figure 19: Protocol d’électrophorése sur gel d’agarose (oaiigin
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3.1.- Inventaire systématique des phlébotomes recg#s dans la région de Hadjout

3.1.1.- Identification des espéces phlebotomiennes

La liste des espéces recensées dans la régiondel’'&@omprenant quatre especes
appartenant a la famille des Psychodidae. Les espeagentoriées sont rapportées dans le
tableau VIII.

Tableau VIII : Liste des especes recensées dans la région deuti@djpaza)

Genre Sous genre Espece

PhlebotomudNitzulescu, 1931 | Phlebotomus longicuspis
(Nitzulescu, 1930

Phlebotomud.arroussiusl 966 Phlebotomus perniciosus

Phlebotomus (Newstead, 1911)
Phlebotomu$odanj 1843 Phlebotomus papatasi
(Scopoli, 1786
Sergentomyia | Sergentomyid&ranca, 1920 Sergentomyia minuta

(Adler et Théodor, 1927)

3.1.1.1.- Criteres morphologiques d’identification

D’apreés la clé d’identification d’Abonnenc (1978)s especes capturées présentent les
critéres qui sont présentés comme suite

* Phlebotomus perniciosus

Le & deP. perniciosugprote cing longues épines (deux terminales e$ imédianes)
sur le style. Un groupe de longues soies sur la faterne du coxite. L& possede une
structure tres caractéristigue des spermathequess w@v réservoir annelé et une petite téte

arrondie portée par un long cou, et un pharynx atenéents punctiformes (fig. 20).

+ Phlebotomus longicuspis
Le style de cette espece présente cinq épinesallee pénienne terminée par une

pointe unique, longue, plus ou moins recourbée Melms. Chez 1&, la spermatheques de
neuf a dix segment, le pharynx postérieur est dephwogie voisine de celle dP.
perniciosugfig. 21).

+ Phlebotomus. Papatasi
C’est un phlébotome d’assez grande taille (jusque@ fym). Chez le?, le génitalia

est bien développé. Le style, long porte cing &pintrois apicales et deux sub-terminales. Le
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coxite, présente a sa base un petit lobe garnudiges soies courtes et dans sa partie sub-
terminale une douzaine de soies longues bien diftéées (fig. 22).

+ Sergentomyia minuta

Cette espéece se distingue d’emblée des autresgdbidbs par sa petite taille (1,6 a
2,1 mm) et sa couleur foncée, dont la diagnoseifgpée pose peu de problemes. Le style est
court, et porte quatre épines terminales groupéeseesoie non caduque insérée au niveau du

tiers apical. Les valves péniennes sont épaisggtfatmes et arrondies a I'apex (fig. 23).

Fig. 20: Génitalia d’'unP. perniciosus Fig. 21: Génitaliad’un P. longicuspig
(G X 40 ; Boussaa, 2008)

Fig. 22 : Génitaliao” deP. papatas{Gx40) Fig. 23 :Génitaliac” deS. minutaGx40)
(Boussaa, 2008)
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3.1.2.- Constance ou indice d’occurrence
La constanceQ) exprimée en pourcentage, représente le rapparbdibre de relevés

contenant I'espéece étudié@ ) au nombre total de relevé®)(Dajoz, 1982).
Bigot et Bodot (1973), distinguent des groupesp#ess en fonction de leur fréquence

d'occurrence :

- Les espéces constantes sont présentes dans b@sales relevés effectués.

- Les espéces accessoires sont présentes darm26 des prélévements.

- Les espéces accidentelles sont celles donétpénce est inférieure a 25 % et supérieur a
10%

- Les espeéces trés accidentelles qualifiees dagjges, dont leur fréquence est inférieure a
10 %.

Dans le tableau IX sont présentées les fréequericesuirence des especes recensées dans les

cing stations d’étude.

Tableau IX : Fréquence d’occurrence des especes recenséegsanstations

Espéce/station | Bourkika | Bouyaghssane Sidi boufadhal | hadjout | Fedjana | C % | Echelle
P. perniciosus + + + - + 80 C
P. longicuspis + + + - + 80 C
P. papatasi + + + - + 80 C
S. minuta + - - - + 40 A
Total 4 3 3 0 4

C (%) : Fréguence d’'occurrencé\;: accessoireC : constante ; - : Absence d’espece ; + :

Présence d’espéce.

D’aprés les résultats obtenus (tab. 1X), on remarque les trois especd?.
perniciosus,P.longicuspiset P.papatasisont les plus constantes dans toutes les stations
d’étude. De ce fait, présentent une ubiquité daspéce (stations exploréeBar contreS.

minuta est accessoire.

3.1.3.- Fréquence d’abondance
La fréquence centésimalEd) représente I'abondance relative d’'une especeéonh

correspond au pourcentage d'individus de cettecesf® par rapport au total des individus

recensésl) d’'un peuplement (Dajoz, 1985).

Les valeurs des frequences d’abondance des espeddsiebotomes capturés a Hadjout sont
présentées dans le tableau X et la figure 26.

Tableau X : Fréquence d’abondance des especdasgiehodidaeapturées
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Espece Effectifs Pourcentage (%)

Phlebotomus longicuspis 168 37,33
(Nitzulescu, 1930)

Phlebotomus perniciosus 180 40
(Newstead, 1911)

Phlebotomus papatasi 77 17.11

(Scopoli, 1786)
Sergentomyia minuta 25 5,55
(Adler et Théodor, 1927)
Total 450 100

Il apparait que I'on capture proportionnellemelspd’espéces du genRhlebotomug94%)
gue du genr&ergentomyi@6%) en milieu domestique et prédomestiqué (tgb. X

l 1 Phlebotomuslongicuspis
B 2 Phlebotomusperniciosus
B 3 Phlebotomuspapatasi

B 4 Sergentomyin minuta

Figure 24 : Répartition des fréquences d’abondance (%) dedotunes recensés

Les phlébotomes ont fait I'objet de nombreux traviaenés a l'institut Pasteur d’Algérie,
sous la direction de Parrot et des fréeres Serdaed. découvertes capitales concernant leur
systématique et leurs pouvoirs pathogene y oméatisées (Dedet at., 1984).

Au cours de notre étude, nous avons inventoriéotal tle quatre espéces réparties en deux
genres ‘Phlebotomuset Sergentomyia”. Le genr@hlebotomusavec deux sous genres
(Phlebotomuset Larroussiu3 et pour ce qui est d8ergentomyiaavec seulement un sous
genre Sergentomyip A signalé en Algérie 24 espéces ont été recerdgat 14Phlebotomus

et 10SergentomyidBitam, 2010).

Durant le suivi de cette étude, nous avons pu ifilemtPhlebotomus longicuspis,
Phlebotomus perniciosuset Phlebotomus papatasilans les quatre stations alors que

Sergentomiya minutaa été déterminer seulement dans deux statiordjafi@e Bourkika).
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Ceci serait d0 d'une part a une répartition nakeiret d’autre part a la concentration de
I'échantillonnage qui était plus importante & Bakiakavec 225 spécimens et & Fedjana avec
67 spécimens par apport aux autres stations.

X Phlebotomus (Larroussius) perniciosus (Newstead, 1911)

Tres répondue en Algérie ou elle a été signalée [@ypremiere fois par Sergent
(1914), sa répartition géographique est essentiel tellienne. Elle peut étre retrouver aussi
bien en plein campagne, qu’au voisinage immeédiathdditations et dans les grandes villes
comme celle d’Alger (Dedeet al., 1984).P. perniciosusest particulierement constant a
'étage bioclimatique humide et subhumide (en geak@bylie et dans le Constantinois).
Dans nos captures, cette espéce arrive en preplae par le nombre de spécimens récoltés

(180) au niveau de quatre stations.

P. perniciosusest une espece accusée de transmettre la leighaacanine et la leishmaniose
viscérale humaine dans le basin méditerranéen @Ra¥y854).Le role vecteur de cette espéce a
été prouve dans divers foyers comme la JordanienfJet al., 1995), I’Arabie Saoudite (Killik-
kendrick etal., 1985), la Tunisie (Ben-lsmaét al., 1987), le Maroc (Rioux eal, 1986) et
'Egypte (Mansouret al., 1991). En Algérie, cette especsuspecté par Sinton dans la
transmission de la leishmaniose viscérale en 1%Rfs démontré par Parrot a Alger
(Moulehemet al, 1998), puis confirmé en Kabylie en 1991 parédaaliverte d’un spécimen

parasité pateishmania infanturivion -1 (Izriet al.]1990).

Deux régions endémiques de la leishmaniose visdétaht elle est présente & Mila et a
Annaba, sur les hauts plateaux a I'Est de I'Algéiiest aussi incriminé dans la transmission
d’arbovirus. Dans le groupe dé&hlebovirus Toscanavirus et I'Arbia virus qui sont isolés
chezP. perniciosugVerani et al, 1991 et 1995). Dans le groupe déssiculovirus Radi

virus, sont également isolé chBz perniciosugComer et Tesh, 1991).

X Phlebotomus (Larroussius) longicuspis (Nitzulescu, 1930)
Cette espece est endémique d’Afrique du Nord. $gpaur la premiére fois en

Algérie par Parrot 1936 tres répandue et sens@iemlus abondante dans les régions
subhumides et aride. Elle peut étre capturée aimsidans la nature qu’en ville. Toute fois,
elle est beaucoup moins fréquente et moins dende. geerniciosus(Dedetet al., 1984).

Effectivement dans nos résultats de captBrelongicuspisoccupe la seconde place (168).

Cette espece est également capturée dans les giadines d’'étude.
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Il faut rappeler qué®. longicuspisest la troisieme espéce trouvée infestée naturetieipar
Leishmaniaen Algérie par Parradt al. (1954) in (Moulehenet al, 1998). Cette derniere est
considéré comme vecteur possible de la leishmanitscérale, associé R perniciosus
(Dedetet al.,1984).

X Phlebotomus papatasi (Scopoli, 1786)

Se localise préférentiellement dans la zone steppl®| papatasiest plus rare dans le
semi-aride et exceptionnel dans le sub humide.usuAdgérien dans le massif de Hogar, elle
remplacé paP. bergerotiqui est une espéce tres proche (Ghaishl., 1999). Son biotope est
trés varié, mais elle se retrouve particuliereneerintérieur des maisons ou sur les murs
extérieure des habitations (De@¢tal.,1984). A Hadjout, nous avons identifiés 77 spécenen
répartie dans les quatre stations, néanmoins lsitdetiePh. papatasi17%) estfaible par

apport aP. perniciosug40%) et P. longicuspi$37%).

P. papatasiest un vecteur confirmé de leishmaniose cutanéendajor (Killick-Kendrick et
al.,1991et Theodoris, 1997). L'isolement et le typage drapie chez ce vecteur a confirmé
son rble épidémiologique dans plusieurs pays: abi@rSaoudite (Killick-Kendriclet al,
1985), en Tunisie (Ben Ismaat al, 1987), en Iran (Yaghoobi-Ershaatial, 1995), au Maroc
(Delanoé,1916). Il est a souligner qu’en Lybie @tNord du Soudan L.C transmise par
papatasiestdd aL. tropica (Chauvet, 1984). A ce propos, il faut noter quasdee sous
bassin de Soummam (Bejaia), ou prolifere habitoedigtL. infantum est apparue récemment
une flambée épidémique de leishmaniose cutaheerejortransmise paP. papatasi Cette
avancee vers le nord de L.C. zoonotique est exgdiqoar la présence concomitante du
vecteur et du réservoir principgsammomys obesasite aux mouvements des populations et

aux bouleversements écologique (Boudressal.,2012).
X Sergentomyia (Sergentomyia) minuta (Adler et Théodor, 1927)

Dans I'ensemble du territoire national cette espgalistingue du Nord au Sud et
d’Est en Ouest dans chaque étage bioclimati@egentomyia minuta & distribution
périméditerranéenne on l'a retrouve en Espagne,Femce, en ltalie, en Grece, en
Yougoslavie, en Turquie, en Jordanie, en Palestéimd,unisie, et au Maroc (Depaquit, 1995).
En Algérie, sa fréquence est également a souli@@etazzoug 1983). Cette espéce s’étend sur
les bordures méridionale de la région méditerrane@nChypre ; sa limite sud coincide avec
le Sahara (Lupascet al.,2003 cite par Croset al.,1977).
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L'inventaire de la présente étude nous a permibsorés 25 spécimens de l'esp&e
minutaseulement dans deux stations (Bourkika, Fedjaiaxe fait, ce nombre représente la
proportion minimale sur 'ensemble des phlébotonssurés (5%). Ce faible taux, peut avoir
comme explication, la localisation des sites dggage choisis, qui sont en effet situés dans
des fermes d’élevage domestiques loin des gitespties recherchés par cette espéce. Etant
donné son comportement trophigu, minutan’intéresse pas I'épidémiologie (Dancesco,
2008).

3.1.4.- Sex-ratio
C’est le rapport entre le nombre d’individus appaaint au sexe maldj par rapport

a celui du sexe femell&) que compte une population (Ramade, 1984).

Tableau Xl : Répartition globale des espéces recensées sederde

Espece Male % Femelle | % Sex-ratio
Ph. longicuspis 63 35,80 105 37,33 0,6
Ph.perniciosus 65 36,93 115 41,97 0,56
Ph. papatasi 35 18,89 42 15,33 0,83
S. minuta 13 7,39 12 4,38 1,08
Total 176 100 274 100 0,64

Nous remarquons une prédominance des femelles @74 ind.) par rapport aux
males ¢ = 176 ind.) au nivaux des quatre stations (tal). ®es résultats concordes avec
ceux trouvés par Rioux at., (1967) in Messai (2006) qui affirment que le taexuel dans la
région de Constantine est toujours en faveur deselfes. Par contre, pour le genre
Sergentomyia minutaous avons un équilibre pour I'ensemble des capt(ir@d et 129).
Ces résultats obtenus sont en accord avec ceuxiomed&s par Baillyet al, (1971) et
Bencherif (2010). En effet, la proportion entrelembre des males et des femelles est

différente selon les moyens de capture et le tygieridexploré.

L’inventaire phlebotomiennes dans la région de blaidp révélé I'existence de quatre (04)
especes réparties sur 02 genres et 03 sous gefiéesntes. Parmi les Phlébotomes qui sont
déja repérées sur le territoire Algérien, les espéappartenant au genRhlebotomus

prédominent tant par le nombre de spécimens captue par leur diversité (02 sous genres,
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03 especes). Le taux élevé de ce genre est confaumeonnées bibliographiques sur les
inventaires faunistiques effectuées a Constanfil@ulahemet al, 1998), a Mila (Messali,
2006), a Oum- EL -Bouaghi (kabbouta#t2007), a Skikda (Bouleknafet, 2006), a Biskra et a
Batna (Bencherif, 2010). Uniqguement, une especgetiueSergentomyia été capturées. En
Algérie Phlebotomus perniciosust P. longicusps sont considérés comme vecteur de la
leishmaniose viscérale cependahtpapatasiest le vecteur confirmé de leishmaniose cutanée
a L. major (Killick-Kendrick etal ; 1990). L'échantillonnage dans son ensemblsgmiéun
sex-ratio en faveur des femelldsest a souligner qu®. perniciosus, P. longicuspet P.

papatasivivent donc en sympatrie sur la totalité des zgmespectées.

3.1.5.- Efficacité du piégeage
Les deux méthodes de capture adopides ant permis la collecte d’un total de 450
phlébotomes dont 40 spécimens femelles ont éigagipour la recherche deishmanigfig.
25). A fin de mettre en évidence l'efficacité demux types de piéges utilisés lors de notre
étude, a savoir, les pieges adhésifs (PH) et &xgegilumineux (CDC) ; nous avons calculé les

pourcentages des captures realisées par les dehmdeé de pieégeages (tab. XllI).

Tableau XlI : Pourcentages des phlébotomes capturés dans lesiteisgl’étude selon le
type de piégeage

Stations | Hadjout | Fedjana | Bourkika | Sidi boufadhal | Bouyaghssane Total

Parametres
Nb. phlébotomes 00 67 225 22 99 413
piégés par CDC
Pourcentage (%) 00 16.22 54.48 5,33 23.97 10(
Nb. phlébotomes 00 00 00 12 25 37
piégés par PH
Pourcentage (%) 00 00 00 32.43 67.57 100
Totaux 00 67 225 34 114 450
(%) par station 00 16.62 54.48 37.89 91.54 10(

Nb. : Nombre
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Nb. Pourcentage| Nb. Pourcentage| Totaux (%) par
Stations phlébotomes| (%) phlébotomes| (%) station
pi€gés par piégés par
Parametres CDC PH
Hadjout 00 00 00 00 00 00
Fedjana 67 16.22 00 00 67 16.62
Bourkika 225 54.48 00 00 225 54.48
Sidi 22 5,33 12 32.43 34 37.89
boufadhal
Bouyaghssang 99 23.97 25 67.57 114 91.54
Total 413 100 37 100 450 100

Pourcentage (%)

70,0% 25

60,0% -

50,0% -

40,0% -

[l Nb. phlébotomes
piégés par CDC

30,0% -
I Nb. phlébotomes
piégés par PH

20,0% - 5

10,0% -

-
T stations

0,0% -
Hajou Fedjan Bourkika Sidi boufdhal bouvaghssane

Figure 25 : Répartition des phlébotomes selon le type de pgmyetans les différentes
stations

Les pieges lumineux nous ont permis la capturel@phlébotomes soit un taux de

91,77 % de I'ensemble des insectes capturés. Caperl individus (8,22 %) sont trouvés
dans les piéges adhésifs. Cette plus grande afécde capture des phlébotomes par les
pieges lumineux (CDC) est également constatée ldarsng stations. Il est utile de signaler
gue le piege lumineux placé soit a l'intérieundacal humain (Hadjout) soit dans une étable
ou une bergerie alors que les piéges adhésifspbacds dans les anfractuosités des murs et
des ruines. D’'apres Ba (1999), la diversité deslpdtomes est surtout liee aux méthodes
d’échantillonnage. Cette derniere est en relaia@t I'habitat humain et son environnement.
La majorité des spécimens de phlébotomes collestigt capturés sur CDC pour les quatre
stations. Ceci revient au fait que les pieges Cbfit $oujours disposés dans des endroits

sécurisés d’'une part et d'autre part au fait gaeoldebotomes sont des insectes photophiles.
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Les pieges adhésifs se révelent également asseacef dans la capture des phlébotomes
moyennant quelques précautions : disposer les pidgies des endroits bien abrités, loin des
populations et leur collecte dans un intervallegateps assez court (éviter I'action du vent et

des pluies).

3.2.- Résultats des analyses moléculaires

L’identification précise des vecteurs de leishmaa® est primordiale pour
'épidémiologie de la maladie. Les especes vedricarient d'un foyer a l'autre et leur
identification morphologique est souvent difficien outre, le rble joué dans la transmission
par chacune d'entre elles n'apparait pas uniforams don aire de répartition. Ceci semble
indiquer qu'il existe dans les populations de phiéimes des variations génétiques
conditionnant leur pouvoir vectoriel. La recherathe caracteres moléculaires est toujours
associée a I'étude morphologique, s'avére utile poéciser les différences inter et intra
spécifiques et tenter de mettre en évidence d'égkninarqueurs des populations vectrices.
Il faut rappeler qu’en Algérie, peu de travaux été réalisés sur les aspects moléculaires
chez les phlébotomes notamment celui de Bounarabad., (2008). Ces derniers se sont
intéressés au typage moléculaire des males etedeslés dd®. Chabaudi et P. Riouxiour

une identification fiable qui semble nécessaireii@ot les mémes auteurs.

La recherche des protozoaires, notamment des laisbs) agent pathogénes a l'origine de
leishmanioses est effectuée sur un total de?4du genrePhlebotomusCe dernier est
potentiellement celui qui constitue le vecteur pipal de leishmaniose. Cette recherche

effectuée par PCR s’est avéré négative pour I'ebtede spécimens (fig. 26).

314
PB

Figure 26 : Amplification de '’'ADN de Leishmanies sp., ansdg par électrophorese
(Photo. sous UV).
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On a utilisé des sondes spécifiques pour la détecte leishmaniose cutanée zoonotifjue
major) qui ne correspondent pas a des cas de Hadjout eduijua ceux des vecteurs. Ceci
nous amene a dire que probablement, ils s’agigsdemncas qui sont dus a un autre type de
L.C aL. killiki qui a été prouve tres recemment par Izri et cealmmateurs en 2013 (non
publié) sur des prélévements des lésions de geatthgdirectement mis en culture sur NNN
(Novy-McNeal-Nicolle), puis apres extraction des MDne PCR et séquencage des PCR en
utilisant des sondekeishmanies smgénéral ITS a prouvé qu'il s’agit bien de Kkilliki

(premiére découverte des cas dans les zones|#spra
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Conclusion générale

Leishmaniose est un probleme major tant en sam@aime qu’animale dans tout le
Bassin méditerranéen. Cette anthropozoonose est das protozoaires du genre Leishmania
transmise par des Dipteres Nématoceres.

Suite a la survenue des nouveaux cas de leishneatubanée signalée en Mai 2013 & Hadjout
(Tipaza), nous avons tenté de realiser une eaquitles especes phlebotomiennes vectrice
de cette maladie qui coexiste dans cette régiom A& détecter par PCR l'espéce de

leishmania incriminée.

En effet les résultats d’'un échantillonnage efféstisur cinq stations portant sur 450
spécimens de phlébotomes capturer, a permis das@cquatre (4) especes de phlébotomes
dont 3 appartenant au genRhlebotomuset 1 au genreSergentomyia Ce dernier est
uniguement représenté p&@ergentomyia minutg5,55%). Le genrePhlebotomusest
essentiellement représenté pémiebotomus perniciosyg0%), P. longicuspig37,33%) etP.
papatasi(17,11%).

Les densités de phlébotomes capturés sont pluzriampes sur les pieges CDC (89,55
%), que sur les pieges huilés (8,22%). Ces piégeageas ont permis de recenser 3 especes
vectrices avec la probabilité de transmettre l@s {3) formes de leishmanies.
Une forte abondance de. perniciosuset de P. longicuspisvecteurs de la leishmaniose
viscérale en Algérie (Berclet al,, 2007).
Nous signalons aussi un haut risque de la leistmeantutanée dans la région de Tipaza a
cause de la coexistence des conditions d'un fopeenpiel deLeishmania majorpar la
présence d@. papatasivecteur dont le réle épidémiologique est bienficore en Algérie
(Dedet etal., 1984), ainsi I'apparition des cas de leishmanie &inm cutanée. Cependant la
recherche de parasite de leishmanies portant suengsemble de 40 femelles de genre
Phlebotomus été négative.

Les récoltes ponctuelles réalisées dans la rédgoRladjout durant le mois de juillet
sont insuffisantes pour dresser un recensemenispd&s phlébotomes de cette région.
Néanmoins, elles représentent les premiéres dorpm@esnt servir a la connaissance des
especes et de leurs répartitions. Nous avonsyargraette étude, tirer un certain nombre de

prospectives :
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La faune phlebotomiennes n’est pas suffisammenbu®ren Algérie tant sur le plan de la
biodiversité que sur le plan de la biologie spéaoi. Il serait intéressant dans l'avenir
d’identifié les autres espéces vectriced dé&illicki dans la zone littorale, de prospecté cette
espéece dans d’autres régions d’Algérie et d’étuldiedle épidémiologique de cette derniere
suivant son abondance, son indice d’anthropopleiliesa réceptivité. Il faut noter que la
détection deL. killicki a Tipaza est une deuxiéme détection de cetteegmeAlgérie apres
celle identifié en 2005 a Ghardaia (Haetal, 2009). Il serait particuliéerement intéressant de
rechercher et d’identifier des leishmanies par webniques plus développé tel que PCR
Leishmanies. smgénéral qui permet une meilleure compréhendiooycle épidémiologique

des leishmanioses.
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Annexes :

Annexel. Clé d'identification des genres :

Genre _
caractéristiq Phlebotomus Sergentomyia
Cibarium
Q/\
(A
Inerme

Arme de dent

Pharynx \t, ~£\

/

Le male

Style a 4 ou 5 épines| Style a 4 épines




Annexe 2.Quelques exemples de valve pénienne
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Annexe 3. Morphologie du style, du coxite chez glgpies espéeces de phlébotomes :
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Annexe 4. Quelques exemples de cibarium
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Annexe 5

Liste des Patients délivré par Dr BENDJABALLAH. A (Service de Parasitologie) / EPH
de Hadjout.

Age Période du Diagnostic

Mai 2012
Juin 2012

4 Ans Juin 2012
Aout 2012
Nov 2012
Dec 2012

3 Ans
Oct 2011
Fev 2011
Mars 2011
Avr 2011
Mai 2013

70 Ans Mai2013

3 Ans Mai 2013

9 mois

11 mois

11 mois

Annexes 6 : Liste des especes de leishmanies etphkabologies humaine associées dans
I’Ancien Monde et le Nouveau Monde (D’aprés ShnurteGrcenblat,1995).

Espece de leishmanie Réservoir Vecteur Pathologies

Ancien Monde
Sous genre Leishmania

Complexel..donovani

L.d.donovani Homme P.argentipes Viscérale
P.alexandri Post kala-azar
L.d.infantum Chiens et canidés | P.ariasi Viscérale

P.perniciousus Cutanée

P.longicuspis Asymptomatique
P.perfiliewi
L.d. chagasi* Chiens et canidés | Lu.longiptalpis Viscérale ; cutanée
Asymptomatique
L.d.archibaldi Rongeurs et P.orientalis Viscérale ; cutanée
carnivores P.martini oronasale

Complexel..Tropica
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L.t.tropica

L.t.killiki

L.aethiopica

Complexe L.major
L.m.major

L.sp (Namibia)

Nouveau Monde

Sous genre Leishmania
ComplexelL.mexicana
L.m.mexicana
L.m.amazoensis
L.m.ssp.Belize
L.m.Prifanoi
L.m.Garnhami
L.m.ssp.Trinidad
L.m.ssp.Brazil

Sous genre de viannia
Complexel..Braziliensis

L.b.braziliensis

L.b.guyanensis
L.b.panamensis

L.b.peruviana

L.b.ssp.Central America

Homme

Homme

Hyraxes

Rongeurs du désert

Rongeures

rongeures

Rongeurs

Rongeurs

Rongeurs

Chiens

P.sergenti

P.sergenti
P.longipes
p.pedifer

P.papatasi
p.duboscqui
P.rossi

Lu.olmeca

Lu.flaviscutellata

Ps.carrerai
Ps.wellcomée
Ps.yucumensis
Ps.llanosmortinsi
Lu.anduzei
Lu.umbratilis
Lu.trapidoi
Lu.gomezi
Lu.yelphiletor

Ps.panamensis

cutanée ; récidivante
viscérale ;oronasale ;
post-kala-azar
cutanée

cutanée ;c.diffuse

cutanéo-muqueuse

cutanée ;c.diffuse
viscérale

cutanée

cutanée ; c. diffuse
cutanée ;c.diffuse
viscérale ;post kala -
azar ;métastase
cutanée

C.D

cutanée

cutanée

cutanéomuqueuse

cutanée

cutanée

cutanée
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L.b.ssp.Brazil
L.B.ainson

L.b.colombiensis

Chiens
Marsupiaux et

rongeurs

cutanée
cutanée

cutanée

*généralement,L.chagasi est décrite comme provenant du Nouveau Monde mais
probablementL.infantum a été exporté de I'’Ancien Monde (Momen et al., 93).
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