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1. INTRODUCTION

1.1. Rappel des missions et objectifs

Le Centre National de Référence des LeishmanidSBHR{L) a été créé en mars 1998
(arrété du 17 mars 1998). Il a été renouvelé e2 2602006, et alfljanvier 2012.

Depuis sa création, il développe les différentessians imparties aux CNR : expertise,
surveillance, alerte et conseil. Dans ce cadedfaktue depuis sa création :
- la collecte et la conservation de souched eishmaniaet leur identification biochimique et
moléculaire,
- 'expertise en matiére de diagnostic et d'iderdifon de souches pour de nombreux centres de
santé ou laboratoires sur le territoire national,
- la surveillance des différentes formes de leishioses humaines, avec un registre des cas
autochtones et importés en France métropolitaimsj gu'en Guyane francaise, avec l'aide du
C.H. de Cayenne (Laboratoire de Parasitologie-Mygiel Pr B. Carme), et du Service de Santé
des Armées,
- l'alerte, le conseil et la formation dans le dameade cette pathologie.

Par ailleurs, le CNR des Leishmanioses collabotigeanent avec des structures de santé
animale afin de mieux décrire, surveiller et cimanre les nombreux foyers de leishmaniose
canine présents en France.

1.2. Organisation actuelle du CNR  (depuis le 1 * janvier 2012)

Le CNR-L est dirigé depuis 2010 par le Pr. PatriB&stien aulaboratoire de
Parasitologie-Mycologie (CHRU / UFR Médecine) de Mapellier (LPMM) .

Le Laboratoire H-U de Parasitologie-Mycologie (LHUPM) du CH de Cayenne(Pr
Bernard Carme) est devenu Laboratoire-Associé Hujahvier 2012. Il a été "Centre
collaborateur" du CNR-L pendant le dernier quinquer{2006-2011). Le LHUPM de Cayenne a
une longue expérience de recherche en matiére dgnalitic et d'épidémiologie des
leishmanioses sud-américaines : niveau d’endénaetedirs d’exposition, facteurs de risque
d’origine environnementale et selon les partictdarides souches parasitaires incriminées. Il est
également compétent en matiere de culture, de angecvation et de typage de souches.

Trois Laboratoires hospitaliers francais reconnus pur leurs compétences en matiere
de leishmaniosesdepuis de nombreuses années (comme en attestestpleblications) sont
devenus Centres collaborateurs pour ce qui condarsanté humaine ad'Janvier 2012 : (i) le
Laboratoire de Parasitologie-Mycologie du I'AP-H® Mlarseille (Pr Renaud Piarroux) est en
train de développer un projet sur I'étude des drmésistances deeishmania infantumainsi que
sur le typage par spectrométrie de masse; (iialeokatoire de Parasitologie-Mycologie du CHU
de Nice (Pr Pierre Marty) collaborera avec le CNiRglle domaine du diagnostic immunologique
des leishmanioses; (iii) enfin, le Dr Pierre Buff@P-HP, Pitie-Salpétriere) continuera a
collaborer avec le CNR sur le conseil thérapeutdgsiné aux médecins; le CNR souhaite aussi
développer une collaboration a la base de donn@dsoeépidémiologiques qu'il a constituée
depuis des années et qu'il étend au niveau européen

Par ailleurstrois structures expertes en santé animalpoursuivent leur collaboration
avec le CNR en vue d'une meilleure concertationsgies®mes de surveillance et de contrdle des
leishmanioses humaines et animales (surtout casimele territoire métropolitain) : (i) le
Laboratoire d'Etudes et de Recherches en Patholagimale et Zoonoses, ANSES (Drs.
Mohamed Kasbari et P. Boireau); (ii) le LaborataleeParasitologie, Ecole Nationale Vétérinaire
de Lyon (Pr. G. Bourdoiseau); (iii) I'Unité sousr@rat de 'ANSES "VECPAR" ("Transmission



vectorielle et épidémiosurveillance des maladiesagtires”), également JE 2533, du
Laboratoire de Parasitologie de la Faculté de Pheiende Reims (Pr. J. Depaquit). Ces trois
laboratoires présentent une expertise complémentaipremier concernant I'épidémiologie et la
surveillance de la leishmaniose canine, le secondarnant le contréle de la maladie, a la fois sur
le plan vaccinal et sur le plan de la lutte médieatause, et le troisieme sur les aspects vectoriels
(Phlébotome).

N.B. Ce rapport a inclus quelques données du Labotaire-Associé de Cayenne et de
Centres Collaborateurs, bien qu'ils n'aient pas enare été nommeés a ce titre en 2011.

1.3. Résumé des activités de lI'année

Les principales missions du CNR-L ont continuérd'@éemplies, et les recommandations
du Comité scientifigue des CNR ont été prises enpte.

1°) Une large place a été accordée aux missiomgadttise .

L'offre dexpertise diagnostique s'est intensifiée sur la période 2007-2011. Cette
augmentation est sans doute en partie due a ldbdorese efficacité diagnostique des techniques
moléculaires en regard des autres techniques de emsévidence directe du parasite. La
perspective de I'Accréditation obligatoire des gsab biologiques en 2016 a sans doute aussi
incité des Laboratoires hors zones d’endémie awmér vers le CNR-L pour le diagnostic de
leishmaniose.

En 2011, 410 échantillons recus pour diagnostiteoutaire de leishmaniose ont été
analysés au Centre coordonnateur de Montpelligruse progression par rapport a 2010 (+ 5 %),
2010 ayant déja été en forte progression par ra@pa009 (+60%). Les demandes proviennent
largement du CHRU de Montpellier (50 %) mais égaletrde nombreux Centres hospitaliers
francais (47 CH ou CHU).

Au Laboratoire-Associé de Cayenifer. B. Carme), 215 demandes de recherche de
Leishmanies (a partir de frottis et/ou de biopsag)été enregistrées, issues du CH de Cayenne,
des CH de Kourou et de Saint-Laurent-du-Maroniest 2i1 centres et postes de santé disséminés
sur le territoire guyanais. 119 se sont révélégipes (55,3%).

La Collection de souchede Leishmaniareste dynamique. En 2011, 131 souches de
Leishmaniaont été isolées ou regues, dont 77 d’hdpitauxiresnde soins ou instituts de
recherche francgais, et 54 de centres de soins aedferche a I'étranger. Les souches ont été
isolées a partir de contaminations de 18 paysrédifts, dont 4 pays d’Europe (23 souches), 6
pays d’Afrique (57 souches), 3 pays d’Amérique $88ches) et 5 pays d’Asie (11 souches).

Par ailleurs, toujours en 2011, 480 souched eishmaniaont été fournies a divers
laboratoires et institutions en France et a I'@eandont 311 en France.

Le CNR-L s'emploie a faire vivre et progressere€bllection, devenue essentielle a de
nombreux centres hospitaliers et de recherche. &il,2un travail @&nrichissement des
renseignementsrelatifs aux souches de la Collection a été erigepar le curateur de la
cryobanque (Dr F. Pratlong), un adjoint-techniqueic Talignani, et un Assistant-Ingénieur,
Yves Balard, a partir d'une étude rétrospectivaektn des criteres spécifiques (souches provenant
d'un méme patient, souches clonées, souches prawaapérimentations...).

L'activité didentification de souchesa continué d'étre importante. En 2011, 109
identifications moléculaires ont été réalisées,aettotal, 9 especes deeishmaniaont été
identifiées. La prédominance de major (36 %) était moins nette que les années précélente
probablement en raison d'une moindre fréquencerélévyements en provenance d’Afrique du
Nord. L. infantum espéce du sud de la France et du Bassin Médliéamna reste bien représentée
(31 %). Au_Laboratoire-Associé de Cayenneg identification d’espece a été réalisée sur 96
échantillons (80,6% des échantillons recus), spoadant pour 85% a I'espdceguyanensis




Le nombre d'identifications biochimiques (technigigeréférence pour I'O.M.S., réservée
a des projets précis en épidémiologie) s'est maintEn 2011, sur les 131 souches isolées ou
recues, 70 ont été identifiées par électrophorésesdenzymes.

2°) Les activités dsurveillance continuent de constituer une grosse activité diRCN
Durant l'année 2011, 267 déclarations de cas samtepues au CNRL, dont 31 cas de
leishmanioses viscérales et 236 de leishmaniogesérs ; 93 cas provenaient de structures de
santé de France métropolitaine, 1 du CHU de Maptigj 119 du Laboratoire Associé au CNRL a
Cayenne et 54 du Département d’Epidémiologie etté&S&ublique de l'Institut de Médecine
tropicale et du Service de Santé des Armeées. Temixds autochtones de LV provenaient de
départements du Sud de la France situés dansidadlendémie leishmanienne connue. A noter
gue 130 cas de contamination en Guyane ont été&oéps au total.

Enfin, la collaboration avec les structures de santé animalgessentiellement le
Laboratoire de Santé Animale de I'ANSES:st poursuivie, avec essentiellement la suavei
de cas groupés de leishmaniose canine dans des comgEdérées comme non-endémiques (donc
possibles foyers "ectopiques”), et des enquétaaesipt entomologiques précisant I'étude du réle
respectif des voies de transmission non-vectoretllgectorielle de la leishmaniose canine dans la
dynamique de ces foyers.

Le CNR-L a continué d'étre impliqué dans les résefisurveillance internationaugn
particulier a I'O.M.S. pour les notifications deioections leishmaniose-SIDA.

Des avis sur le risque d'introduction et de diffusen France de Leishmanies du Nouveau
Monde ont été demandés par_la DGAL (Ministére Agritulture) au LSA de I'ANSESavant
délivrance d'autorisation administrative d'impodiatde tamanoirs et de fourmiliers géants a
partir du Brésil. De plus, un appui a été appomug Services vétérinaires et a I'Institut de
Recherche Agronomique de Nouvelle-CaléddbieT. Hue) pour leur enquéte sur le premier cas
d'apparition de leishmaniose canine sur I1le.

3°) Depuis 2006, ungémarche Qualité a été entreprise en vue de la certification de la
Collection de souches du CNR-L selon la norme NER®& Freinée en 2009-2010 par le
déménagement du Laboratoire, la démarche Qualét® aeprise en 2011 et confiee au Dr C.
Ravel, MCU-PH, et a L. Talignani, Technicien, afie coordonner et accélérer le travail en vue
de la certification.

4°) En matiere ddormation , le CNR-L continue d'attirer des stagiaires quéte de
formation sur les leishmanioses. En 2010-11 : tsigigires ont été recus sur 10 périodes de stage.

Le CNRL a également poursuivi l'activité de consiedrapeutiqueéléphonique destinée
aux médecins. Ce conseil thérapeutique est basénsucollaboration entre le CNRL et les Drs.
Pierre Buffet (AP-HP, Pitié-Salpétriere) et Glohborizot (Institut Pasteur, Paris). En 2011, 40
conseils thérapeutiques ont été donnés, dont 3ddesucas de LC, 5 pour des LV et 1 pour une
LV récidivante avec des lésions de type "PKDL". C&IR donne également de nombreux
conseils en matiere de diagnostic moléculaire imtedprétation des données de typage.

6°) Enfin, le CNR-L participe a plusieurs projetsrdcherche , en collaboration avec des
équipes francaises ou étrangeres.

Le projet européen EDENexBiplogy and control of vector-borne infections Hurope,
financé dans le cadre du programme européen FR7%&uite au projet FP6 EDEN, auquel le
CNR-L avait déja contribué. Ses objectifs sontdmprendre les processus biologiques et éco-
épidémiologiques menant a I'établissement, au eaimt a I'extension des maladies transmises
par vecteurs, dont les leishmanioses; a moyen tdtrmise a mettre en place de meilleurs outils
de surveillance et de prévention de ces maladietars également un projet d'essai thérapeutique
en collaboration avec le Walter Reed Army InstitateNashington, un projet ANR avec la



Guyane, un projet DGRST avec la Tunisie, des @ajet génomique avec le N.I.H. aux Etats-
Unis et I'Université de Lausanne...

Par ailleurs, en interne, un travail rétrospectihdlyse des souches de leishmaniose viscérale
présentes dans la Collection a été réalisé, pagténfois sur les aspects épidémiologiques, noso-
géographiques et taxonomiques.

6°) L'ensemble de ces activités a fait I'objetpdblications et de communications _ a
congrés : 1 publication dans une revue nationa@e ptblications dans des revues internationales
(2 comité de lecture), et 5 présentations oraless dies congres et réunions scientifiques,
nationaux ou internationaux (dont 3 sur invitation)




1.4. Equipe : personnels dévolus dans les activités du CNR et
laboratoires associés

1.4.1. Montpellier

Les personnels scientifiques et techniques du lzbioe de Parasitologie-Mycologie du
CHRU de Montpellier et de la Faculté de Médecinaiyersité Montpellier 1), qui sont, pour
partie de leur temps, impliqués dans les actigtde fonctionnement du CNR-L, sont listés dans
le tableau ci-dessous. Leurs taches respectivesiawu Laboratoire figurent sur I'organigramme
fonctionnel présenté en page suivante.

Noms et Prénoms Quialifications ETP AFEB?S?F;;?&Z‘;T@&&E\)@
Bastien Patrick Médecin (PU-PH) 0,2 CHU-Univ. (50%-50%)
Bourgeois Nathalie Médecin (PHU) 0,05 Univ. Montpellier 1
Dedet Jean-Pierre Médecin (Professeur émérite) 0,05 Univ. Montpellier 1
Lachaud Laurence Médecin (MCU-PH) 0,1 Univ. Montpellier 1
Pratlong Francine Pharmacien (MCU-PH) 0,4 CHU-Univ. (50%-50%)
Ravel Christophe Médecin (MCU-PH) 0,2 CHU-Univ. (50%-50%)
(recrutement en cours) Ingénieur vacataire 0,1 CHU Montpellier
Balard Yves Assistant-Ingénieur 0,4 Univ. Montpellier 1
Bouadi Fathia adjoint-technique 0,05 CHU Montpellier
Lami Patrick technicien 1 Univ. Montpellier 1
Serres Ghislaine technicien 0,2 CHU Montpellier
Talignani Loic adjoint-technique 0,8 Univ. Montpellier 1
Lami Joelle secrétaire 0,05 CHU Montpellier

L'implication de ces personnels dans le CNR-L regmée 3,6 ETP : 1,1 ETP pour le
personnel médico-scientifique, 2,5 ETP pour le qamel technique et 0,05 ETP pour le
secrétariat.



ORGANIGRAMME FONCTIONNEL
du DEPARTEMENT DE PARASITOLOGIE-MYCOLOGIE, MONTPELLIER

-

Secrétariat Médical

Pr P. Bastien
Coordonnateur de Département
PU-PH

Mme C. CHALBOS

Cadre de Santé

Qualité

-

Mme J. LAMI

Mr C. MASMEJEAN

Drl. TAMBY (GAQ) : Praticien-Attachée
(3 vacations)

~

J

Pré-Analytique

Mme F. MENKOUCHI et/ou TL

PARASITAIRE ET FONGIQUE

Dr F. PRATLONG : MCU-PH
Mme S. ALBABA :

Praticien-Attaché
(3 vacations)

3 Technicien(ne)s (2 ETP):
Delphine GILBERT, Florence
MICHEL, Patricia GASQ

.

KDIAGNOSTIC IMMUNOLOGIQUE?,

DIAGNOSTIC
MORPHOLOGIQUE
PARASITAIRE ET FONGIQUE

Dr P. RISPAIL : MCU-PH
Dr D. BASSET : PH

Mme S. ALBABA :
(3 vacations)

Praticien-Attaché

2 Technicien(ne)s (2 ETP):
Bounleth SANICHANH,
Catherine THOMAS

AN

~-

DIAGNOSTIC
MOLECULAIRE

Dr C. RAVEL : MCU-PH
DrY. STERKERS : MCU-PH

Mme E. VARLET : praticien-Attaché
(5 vacations)

3 Technicien(ne)s (2 ETP):
Sylvie DOUZOU, Céline
FRAISSINET, Ghyslaine

)\SERRES

~

)

N.B. Un organigramme spécifiqgue au CNR-L est présenté au chapitre 1.4.3.

1.4.2. Cayenne

Les personnels scientifiques et techniqgues du LHU&Mle la Faculté de Médecine
(Université Antilles Guyane) qui ont été, pour made leur temps, impliqués dans les activités

Leishmanioses en tant que Laboratoire collaboratel®NR (2007-2011) et devrait I'étre pour la

période 2012-2016, sont listés dans le tableawessalis. Leur implication dans ce cadre est

indiquée en valeur ETP.
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. I Appartenance administrative
Nom et Prénom Qualification ETP (pour I'activité au CNR-L)

CH, LHUPM — UAG/ EA 3593 et

Médecin (PU-PH CE2 :

Carme Bernard 0,1

Parasito) CIE 802 Inserm
Couppié Pierre Médecin (PU-PH C2: 0.1 CH, Dermato — UAG/ EA 3593
Dermato)
. Médecin (PU-PH C2 : Santé CH, Santé Publique-
Mathieu Nacher Publique) 0.1 Epidémiologie — CIE 802 Inserm
. . - - Univ. Antilles Guyane (EA 3593)
Simon Stéphane Technicien Supérieur 0,3 et par convention CH, LHUPM
Grillon Marilyne Technicien 0.2 CH, LHUPM

Une aide ponctuelle complémentaire pour les aspeetlyse et expertise épidémiologique
peut étre apportée par I'équipe INSERM CIC-EC AedilGuyane (fiche de présentation non

fournie). Ces 3 structures sont dirigées par la en@arsonne (B. Carme) facilitant d’autant les
collaborations.

Le schéma suivant illustre cette organisation,s®de synergie.

Complémentarité des équipes hospitalieres et universitaires

Université Antilles Guyane
Equipe EA 3593 (Pr. B. Carme)
Epidémiologie des Parasitoses Tropicales

_ Expertise Expertise Clinique Expertise Epidémiologie
Parasitologie / Mycologie (P. Couppié) (M. Nacher)
(B. Carme — C. Aznar) HDR HDR
HDR HDR
\ { {
Centre Investigation Epidémiologie clinique
Laboratoire NSB3 CIC-EC 802 Inserm
(B. Carme /. M. Nacher)
Laboratoire Clinique Epidémiologie
LHUPM Maladies Infectieuses Santé Publique
(B. Carme) Dermatologie COREVIH

(P. Couppié — F. Djossou) (M. Nacher)

Secteurs Expertise / Recherche
Centre Hospitalier de Cayenne

Les structures LHUPM et EpaT (EA 3593) sont détagldans les deux fiches ci-apres.
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Présentation LHUPM du Centre Hospitalier de Cayenne

Centre Hospitalier de Cayenne
Laboratoire Hospitalo-Universitaire de

Parasitolegie et Mycologie
LHUFM

Cheef de Service - Pr. Bemard Camme  bemard carmeiiwanadoo T
Contacts  sabming. smandich-cavenne. ff

- Secrgnoriar - T, 00304 30 50 B4 Fane - 0594 39 5051

- Labgratoire : Tel. - 0594 39 50 54

Biojosines odd T} i
-PU-PH: 1, MCTJ-PH 1 P‘E 1
PUPH = Professewr des Universtsés - Proncien Hospoabier, MCTLPH = ldatrre de
Comffrence - Proticten Hospriolier, ANL © Azpisians hogpisaio-unverriatre

rvyrigneg - 1*  Techniggningiy - T Agent Service Horpitaiier - 1*
* mumeiicarion over Labormuoire de Biclogie Polyvalente
Saortine medicala: 1

Heares d’puveriare

D frenal? e vemefrad? de 8 k00 & 17 k00
Somedi et jour firies en semaine de 8k 000 15 h 00
Astreintes des Bivlogittes : tous los jours

immuno-digEnestics parasitaimes of fhngigues
- Biolpgie molgcuinire ; datection d"ADN par PCR (temps réel),
- Ideniffcation ectoparasiter condexte médical
Noluge d"cpupens © B+ BHN - 2700000 en 2010

Activind du Loborotoire Heapital-Univraifoima de Porantologie Sycologla

Rapide - mmemochromaiosramii,
- Reievd det cas af trangfers des oyfbrmatans (DEDS eoow mﬁﬂ;ln;'m}
potr urveiilance paiudisre fof denewe), leshmaniese/LC du CNR), Maladie de
Chagas (romention InFS, profer CNR), Toxspiasmese congemitaie (LC CNR,

- Diggnostc par telemedecine (Cemtres de Samid)

Valorisation MIGAS et MEEEI

Recherche medicale hespitalisre et universitaire iszue de ['expertise ot de la
i i -

= -, .. i --E v I e . -

- Constitution de bases de doonees et de collections biolopuquss

- Amlorations des tchs de di ic ot didentificat

de Chagas, Toroplormose, Himoplamose ef quire
Myroser Exofgues

Equipements
- Sectewr L3 (niveau haute sécuring)
- Cryoconservation Azote liquide
- Appareillage PCE. temps réal
- Hottes Fler Laminaires
- Congélatenr — B°C
- MicTomanipulateurs
- Autorrate pour séTologie
- Centrifizeuses refrigeress
- MicToscope a fluorescence

il
® Equipe Universimire UPRES EA 3503

EmmDmmum Maladies miectisuses *
Cenires de Samnts
" CIC-EC Antilles Gayane §02 Inserm

Crpanization du seceur @orise, SUrVETLImee

dpidémiolagique & rechercha
Watvc W ..1-.|
| uq,.p-q.l. s -::W:.“.. |
e 1

= =
drnmds ..4 ab l.u (Y ""F‘E":.ﬂ'!!u‘ 2 i'ﬁ
Y i A

I il e nt ke m g d ma I
1ran. i uim Ll EITHIT
|

m:-m § nn-lu_u- -5
L:luu -luum w1z qk
. rera
T -'l'"" " G R T :

Berzam Copz=he 1z "‘ll"‘l
Finls Hiydbr ik S panm

Partenariats (liste nom lmmitative)
- CH de 1"Cmest guyanas F. Joly
- - Instingt Pastenr Guyane

N ik e s Bk e Ser et 11 i de drite) Unrmmyn-f'l‘u]mﬂiﬂe&imn}
Eaf : Fichal HUPSam20] | doc PBC Varsion mai 2011
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Présentation EPaT (EA 3593)(notation AERES 2010: A)

Université Antilles Guyane — UFE. Médecine
_ Equipe EPaT - UPRES : EA 3503
E=fNTiecs Epidémiologie des Parasitoses Tropicales

-
s T

Dhrecteur
Fr. Bernard Canme
Tél - 050430 5300 Far 0504 2872 63

E mail : camme berpardgaanadeo

Effectifs :

- Ensefemants-chercheurs (UAG) - 4 dont 3 HDE - FU-PH: 2,
MCUPH:1, MCF:1

PLULPH = Prefessenr des Unhversialy - Progoien Hosprialier, MCLWPH = Maitee de

Comrence - Pratcien Hospialie, MCE = Matre de Congférence

- dumres Universitaires - 3

AHLF - 1 (dezistany Hospitalo- Universitaira)

Ingemienr d'etude - 1, Techmicien : 1

Dwoctorands (2008 — 20000 - 4

- Collaboratenrs Hospitaliars - & PH (Praticien Hospitakier)l HDE

Thémes de recherche :

Parasitoses tropicales 3 transmission vectorielle ou zoonotigue etion

E5s0Ciees AU migrations et 4 1a precaris

Commzissance facteurs d'exposition, de risque et de gravits,

surveillance ef alerte des phénomenss epidentiques, étades du

retentissemnent clinigue adsptées au confexte et aux populations locales

et orientées en vie de 'amslioration des diagnostics, des

thérspeutiques et de 1z prévention

Paludizme

o Incidence factenrs d'exposition, facteurs de risques de survenue
des accés palustres de namrne amvironnementals 8t pEnerigua
Emde diversité genstique souches locales de Plasmodinm vivax
'&iﬂd:]ﬂﬁﬂ!fﬁmcﬂzdmgpﬂshqmsﬂﬂtuspmﬂqns

Leishmanigses Cutanées

Description acmalisée et surveillance spidéminlogie en Guyane

Developpement techniques de disgnostic et 4 identification

Aspects cliniques, immumelogiques et thérapentigues

Pharmacopes traditionnells

Joxoolasmose )

# Desipton da cycle ssuvage neowopical ef du cycle domestique
Caractérisation génomigue et virulence dos souches inmliquées

« Emde des raductions clinnigues

Ecodmves et Maladie de Chazas

+ Inventsire biotopes et taux 4 imfection des vecteurs {réduves) et
i reseTvaoir de parasite animal

+ Amelioration des techniques de disgnostic et évaluation du mivesn
d"endesmicité cher I"homme

Wﬂmmdﬁw
Factenrs d’exposition, et de risque de survenue des H disseminées

+ Amelioration diagnostiqee par PCR

+ Comséguences mfectienses Syndrome Festitution Fnmumitaine
Facteurs exposition, risque depistage tardif et mawvais suivi VIH+

Publications Periode 2005 — 2010 (2 15 avril 2010)
91 articles dans revoes avec Comite Lecture (limites & cenx on le 17
ﬁ‘mzhmdmhmmﬁemil‘wﬂﬂﬁﬂ
Pm]ﬂs de Recherche finamces en cours {avril 20100

9 domnt 4 en Fesponsabilite (1 ANF, 2 PO-Feder, 1 SEOM) et 5 en
Equipe Associée (3 ANE, 1 FHRC, 1 MIE-CHES)

FIIEE AR IR Tk o
GEEIETE Rrded PR

Mogs clés

- Barasitoses, Mycoses, Epidémiclogie

- Patholopie Pahufisme Tsichmsmicsas
- Maladies de Chagas, Tomoplasmose

- Histoplasmose, Infection a VIH
Egquipemenis -

- Secteur Labo L3 {convention Hopital)
- Cryoconservation Azofe higode

- Appareillage PCE. temps réel

- Hottes Fhix Laminsites

- Congélatenr — B0°C

Ry ol

- Anfomate pour serclogie

- Centrifogenses réfriperées

- Microscope a fluorescence

* Laborstoire HU Parssitologie Mycologie
® Services Dermato — Maladies infectionses

* Département Centres de Santé
*CIC-EC Anfilles Guyane $02 Inserm

Bilrcll n
mdiE ST N F e
JErF L

(EATTEF . HF Y]

[T LI =TE o T R T T
;:-o-m:1:3c| I :_.I"_: . =‘ |

m [T TRT R
T bl ir e e gy
" e i

Bl Pyl B s
2irT R roodiner:

Partenariat (liste non liritative)

- Institut Pasteur Guyans

- Unité ESPACE S140-IFD Guyane
- UME. Qpualitrop

- UME 2724 IRD-CME.S Monipellier
- CHE. Leishmaniose Montpallier

- CWE Toxzo : Limopes, Feims

- CWE. Myroses IP Parnis

- DMT554 - URBEP Pharo Marseille

- Béseam International Maladies Chazas
(9 pays & Amérique du Sud)

Raf : FichaF A3 753 mmail0l0 doc: PFBC

Viarsiom mad 2010




1.4.3. Description de la démarche Qualité mise en ;e uvre au sein du laboratoire

Depuis 2006, une démarche Qualité a été entregmiseie d’'une certification de la
collection deLeishmaniadu CNR-L. La tracabilité du processus de récepsaivi et expédition
des souches est totale, grace a un logiciel spéeifinent congu pour le CNR par la société
ModulBio. La réglementation en vigueur sur les $gzorts des matiéres infectieuses est appliquée
tant pour les souches envoyées au CNR-L que ptlas @xpédiées par le CNR-L. L’envoi des
souches au CNR-L a été codifié en 2006, un tratespoagréé sélectionné par le CNR-L qui
prend en charge les frais de transport.

Dans le cadre de I'obtention de la certificatiolosda norme NF S96-900 et du label
IBiSA, une visite d’évaluation a été effectué@1&2/2009 par une consultante-qualité désignée
par 'INSERM. La grille d’auto-évaluation a monué taux de réponse aux exigences de la
norme de 42 %. Les points d’amélioration proposgdait I'objet d'un programme; mais celui-Ci
a souffert d'un certain nombre d'aléas, essentielié concernant le personnel. En effet, en 2009-
2010, le Pr. J.P. Dedet a du se consacrer a desstéle conseiller aux risques épidémiques liés a
la grippe (surtout H5SN1) auprés du CHRU. Par ailedepuis fin 2009, le RQ nommé aupres du
CRB a démissionné de ses fonctions en raison dhendst de travail auprés du CHRU.

En juillet 2010, le Pr P. Bastien a repris la bBiren du CNR-L. Il a mis en place un
"Comité stratégique", qui se réunit tous les moisaus les deux mois, entre autres autour d'une
réflexion continue sur le périmeétre de certificatae la Collection, sa sécurisation, et I'orieotati
des actions Qualité. Des taches ont été distribiuéess les acteurs du CNR et dans la plupart des
domaines : finition de la mise en conformité desilo, mise a jour des procédures essentielles et
des modes opératoires, vérification et tracabiléé milieux de culture, organigrammes, gestion
documentaire, fichier des donneurs de souches &h.nouvel organigramme du CNR-L a éte
réalisé (voir Figure 1 ci-dessous).

Une vacation Qualité, spécifique au CRB et destinéa Ingénieur Qualité, a également
été demandée a la Direction du C.H.U. Toutefoiasda contexte de restrictions budgétaires
mises en place par le CHU de Montpellier, la vaca@ualité n'a finalement pas pu étre obtenue.
Début 2012, le Pr Bastien a donc demandBra@. Ravel et a Loic Talignanj tous deux
membres de I'équipe du CNR-L, de reprendre en faalémarche Qualité.

C. Ravel est impliqué dans la démarche vers I'diatéon norme ISO 15189 du
Laboratoire du CHU de Montpellier.

L. Talignani doit suivre la formation proposée PASERM a tous les CRB membres du
projet "BioBanques" financé dans le cadre du pteestissements d'Avenir.
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Figure 1 : Organigramme du Laboratoire Coordonnateu
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1.5. Locaux et équipements (CNR et laboratoires ass  0cCiés):

1.5.1. CNR Montpellier

Locaux : Le Laboratoire de Parasitologie-Mycologie de Motiipe(LPMM) a déménageée
en juillet 2009 pour rejoindre l'un des sites du RIH entre I'Hopital Lapeyronie et La
Colombiere. Il est installé dans un batiment modellde 1300 mz2, répartis sur deux étages, dont
la construction a été entierement prise en chaagéepCHRU. Dans ces locaux sont installés a la
fois le laboratoire hospitalier de diagnostic, MRGL et deux équipes de recherche incluses dans
'UMR "MIVegec" ("Maladies infectieuses et vecteurgpidémiologie, génétique, évolution et
controle™) (CNRS / IRD / Universités Montpellier dt 2), dont le Pr. Patrick Bastien est
également Directeur-Adjoint.

Dans ce batiment, le CNR-L dispose de pieces spaes et partage des piéces techniques
communes a diverses activités, ce qui permet ugellente adéquation avec les missions de
CNR.

Les grandes zones d’activité ou s’exercent leyigesidu CNR-L comprennent :

* une unité de culture de niveau P2, équipée de &mprs de sécurité et d’'une chambre

chaude pour la croissance des culturesadeghmania24-26° C) ;

» a cette unité de culture, s’ajoute une enceintéirném de niveau P3, pour la culture des
especes de Leishmania classées en.L8dnovanietL. braziliensis.

* une unité de cryoconservation avec un local spgafi aux normes de sécurité pour la
manipulation de I'azote liquide, et contenant ohtainer de 351 litres (Espace 351), 1
container de 151 litres (Espace 151), 5 contaidersl40 litres (Arpege 140), 23
containers de 40 litres (GT 40) et un containergartition (TP100). Un contrat de
livraison hebdomadaire d’azote liquide existe awéc Liquide Santé, avec mise a
niveau des containers. Seul le remplissage des @34éncore assuré chaque semaine
par un technicien du CNR-L.

» un laboratoire de biochimie pour I'électrophoress soenzymes ;

* un plateau technique réservé a la biologie moléeylgpartagé avec I'équipe de
recherche et I'équipe hospitaliere, occupant envit® m2 ; ces locaux sont conformes
au GBEA et aux recommandations classiques poug eettvité, et méme davantage.
Des mesures trés strictes de confinement et deradEpa y sont imposées:
organisation en trois locaux geéographiquement g8pdpréparation des ADN,
préparation des mélanges réactionnels, étape pysifigation) avec sas d'entrée ;
pression positive dans les piéces "pré-amplificdtet négative dans les pieces "post-
amplification" ; respect du sens du flux ; persdrangorisé ; séparation compléte des
matériels, blouses, consommables et réactifs blewses, sur-chaussures; autres
mesures classiques de prévention des contaminabenplus, en "pré-amplification”
ont été physiquement séparées les activités denatig en routine (sécurisation
maximum) et les activités dites de développemenpégeticulier les activités du CNR).

» un bureau spécifique dévolu au CNR-L, ainsi queldgsaux réservés aux différents
acteurs scientifiques du CNR.

Les activités du CNR-L bénéficient également dealoc généralistes partagés (salle de
réunion, archives, piece de réception des échamillpiéce informatique, secrétariat...).

Equipements : Dans le domaine particulier des activités dereifée, objet du présent
dossier de candidature, le laboratoire posséd®dasix et équipements en adéquation avec les
missions proposeées.

Le déménagement du laboratoire a été l'occasiorr p@uCHRU de renouveler de
nombreux équipements courants généraux du labmrafmés de plus de 15 ans: autoclave,
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postes de sécurité microbiologiques (PSM), étuxesitrifugeuses, balances, microscopes,
générateurs, cuves d'électrophorese et d'électitfation, systemes de refroidissement des
cuves, sécheur de gels, bains secs, plagues UY5 folnybridation, pH-metres, congélateurs
divers (- 20° et — 80° C).

Par ailleurs, le Laboratoire possede dautres émapts indispensables a l'activité :
containers d'azote liquide (cf. supra), appareiP@R en temps réel de type LightCycler 480,
thermocycleurs conventionnels, automate d'extractitADN, appareils & électrophorése en
champ pulsé, équipement Polaroid (pour gels drélglcbrese des isoenzymes), station de prises
de vues numériques avec analyseur d'images,...

Concernant les moyens logistiques, le CNR-L bémefitune implantation au coeur du
CHRU de Montpellier, et donc, de toute la logiséq@infrastructures, fluides, nettoyage,
déchets...) mise a la disposition du Départementadadiologie-Mycologie par le CHRU.

1.5.2. Laboratoire Associé de Cayenne
Une présentation synthétigue du LHUPM, ainsi qud'étgiipe universitaire qui lui est

étroitement associée : equipe Epidémiologie deasRases Tropicales (EPaT) (EA 3593), a été
fournie ci-dessus sous forme d’une fiche posteafgitre 1.4.29)..

2. ACTIVITES D'EXPERTISE DU CNR

2.1. Capacités techniques actuelles du laboratoire candidat dans le
domaine spécifique du CNR

2.1.1. Liste des techniques de référence

Le LPMM du CHRU de Montpelliea développé au cours des derniéres décennies des
capacités techniques dans de nombreux domaineseroamt lesLeishmania et les
leishmanioses : culturesn vitro, diagnostic conventionnel et moléculaire, typage e
identification, cryoconservation, stockage et disition de souches, et évaluation de la
chimiosensibilité du parasite.

De par sa longue expérience en région d'endénétééce, le_Laboratoire-Associé
(LHUPM) de Cayenn@osséde également une expertise sur les leishsganitans les mémes
domaines et constitue donc un complément idéal pactivité outre-mer concernant cette
pathologie

L’identification desLeishmaniaest réalisée dans notre laboratoire depuis 19iih de
technique d'électrophorese des isoenzymes, que egburd'hui, malgré l'essor des techniques
moléculaires, la technique de référence d'idemtifan biochimique (recommandation de
I'O.M.S.). A cette technique s’ajoute l'identificat moléculaire par séquencage d’'un géne de la
RNA polymérase Il. Un typage par séquencage matt8o(MLST) a également été développé,
qui porte sur I'analyse simultanée de 7 loci gémpras indépendants. D’autre part, le typage par
analyse des caryotypes moléculaires (électropha@sshamp pulsé) est réalisé ponctuellement
sur des souches isolées de patients immunodép(inféstion VIH) souffrant d’'une infection
leishmanienne au long cours.
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2.1.1.1. Diagnostic

- Le LPMM réalise le diagnostic moléculaire des leishmasigese PCR en temps reel
(LightCycler LC480). La technique est basée sumpéfication par PCR de I'ADN du
kinétoplaste (ADN mitochondrial hautement répétdaeétection est réalisée par sonde TagMan.
La sensibilité obtenue est tres élevée, autour.@# 8quivalents-génome par mL de sang. La
quantification de la charge parasitaire dans lg gmur les leishmanioses viscérales a été mise au
point et fonctionne en routine.

- Le diagnostic immunologique de la LV est basel'stilisation de deux techniques de
dépistage (immunofluorescence indirecte et ELISA9.technique de Western blot est utilisée
comme technique de confirmation. Le sérodiagnesgtcégalement utilisé dans certaines formes
tégumentaires. Par ailleurs, le LPMM conserve l@&nmsa du test d'IFI qui est plutdt réservé a la
leishmaniose canine.

- De par sa longue expérience en région d'endémitévéele LHUPM de Cayenne
possede également une expertise en diagnostieidamhnioses, que ce soit par microscopie, par
techniques seérologiques classiques (microscopiecéetcence, ELISA, Western Blot...) ou par
techniques de biologie moléculaire (PCR conventtiaret PCR en temps réel).

2.1.1.2. Typage biochimique : ldentification iso{&zymatique

L’analyse isoenzymatique des souches est réalaeélgctrophorése en gel épais
d’amidon utilisant les 15 systémes enzymatiquegasis (Rioux et coll., Ann. Parasitol. hum.
Comp., 1990, 65 : 111-115) : malate déshydrogemdbé], EC 1.1.1.37 ; enzyme malique, ME,
EC 1.1.1.40 ; isocitrate déshydrogenase, ICD, HQA 42 ; 6-phosphogluconate déshydrogenase,
PGD, EC 1.1.1.44 ; glucose-6-phosphate déshydregebPD, EC 1.1.1.49 ; glutamate
déshydrogenase, GLUD, EC 1.4.1.3 ; NADH diaphorB$&, EC 1.6.2.2 ; purine nucléoside
phosphorylase, NP 1, EC 2.4.2.1 ; purine nuclégsisphorylase, NP 2, EC 2.4.2.* ; glutamate-
oxaloacétate transaminase, GOT 1, EC 2.6.1.1 amlate-oxaloacétate transaminase, GOT 2, EC
2.6.1.1 ; phosphoglucomutase, PGM, EC 5.4.2.2 afate hydratase, FH, EC 4.2.1.2 ; mannose
phosphate isomérase, MPI, EC 5.3.1.8 ; glucosepplads isomérase, GPI, EC 5.3.1.9.

Elle reste la technique de référence en épidénimktgcontinue a étre demandée par de
nombreuses équipes.

La technique d’isoélectrofocalisation plus résekitest utilisée en complément pour
certaines enzymes (Piarroux et coll., Trans. R. $omp. Med. Hyg., 1994, 86 : 475-478).

2.1.1.3. Typage moléculaire

L’identification moléculaire est réalisee BRMM depuis fin 1998 sur tout prélevement
ou culture provenant de leishmanioses tégumentairesscérales. Elle est basée sur le
sequencage du locus du gene de la RNA Polymérasalintification moléculaire permet
notamment la différenciation rapide de toutes ggees deeishmaniaElle est appliquée non
seulement sur les souches en culture, mais égaledas environ 70% des cas, sur les
prélévements, en particulier biopsiques, ce quingéun typage méme en cas de culture négative
ou contaminée.

Cette technique a été validée par une étude cothEaemtre les deux techniques
isoenzymatique et moléculaire, réalisée sur unegede deux ans sur un total de 200 souches.
Actuellement, l'identification a partir de prélevents cliniques, ainsi que la vérification des
souches distribuées avant I'envoi, est réaliséagda systématique par technique moléculaire.

Le LHUPM de Cayenne a également développé une technique d'identidicati
moléculaire par PCR-RFLP spécifique pour le diagoasespéece dekeishmaniadu Nouveau
Monde. Cette technique peut étre réalisée a pdetircultures et, le cas échéant, directement a
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partir de biopsies de lésions cutanées (Simon SprvVé&/, Carme B.Leishmaniaspecies
identification by PCR-RFLP analysis and its apglmas in French Guiana. Diag. Microbiol.
Infect. Dis 2010; 66, 175-180.).

2.1.1.4. Autres techniques de typage utilisées

- Approche MLST :

Le développement d’'une approche d’identificatiorettypage par Multilocus Sequence
Typing (MLST) se poursuit au LPM. La tres forte eligence génétique au sein du genre
Leishmaniaa nécessité en 2009 et 2010 de tres nombreuses augoint et I'essai de différentes
amorces pour analyser les génotypes des souchésulieau Monde. Actuellement, des données
sur 7 loci génomiques ont été obtenues sur enV@@® souches de référence, représentant
'ensemble des espéces du gebeesshmania Un important travail d’analyse bioinformatique a
été réalisé en 2010 et met en évidence une graodestesse de cette approche pour
l'identification spécifique et une tres bonne cam&e avec les techniques d'identification
isoenzymatique. Cette approche vise a établir usihaode taxonomique fine et aussi universelle
gue celle des isoenzymes, mais basée sur les domuééculaires.

- Typage par microsatellites :

Les approches de typage par les microsatellitestérdéveloppées poueishmaniadans
'Unité de recherche a laquelle appartient le CNRles ont fait I'objet de nombreuses
publications.

- Typage par électrophorese en champ pulsé (PFGE) :

Les caryotypes moléculaires des Leishmania (obtpaudPFGE) présentent un extréme
polymorphisme. Cette caractéristique permet d'exggs une différenciation entre souches
génétiguement tres proches. Cette méthode, migmiati dans le Laboratoire depuis 1989, est
utilisée a des fins d'identification depuis 200Ille E’'applique principalement a I'étude de souches
isolées de facon répétitives de patients co-infepé¥ Leishmania et VIH et permet de distinguer
les rechutes des réinfections.

2.1.1.5. Etude in vitro de la chimiosensibilité desouches dé eishmania

Des techniques d'étude de la résistance des sodehesshmania infantunvis-a-vis des
drogues anti-leishmaniennes de premiére ligne que lss antimoniés, 'amphotéricine B et la
miltéfosine ont été mises en place au Laborat@puis 2007. Plusieurs systémes d’étude in vitro
sont disponibles au CNR-L : modéle promastigotdiémiaxénique, modele amastigote /milieu
axenique et modeéle amastigote /macrophage THP1.

2.1.2. Collections de matériels biologiques

2.1.2.1. Collection de souches desishmania (Centre de Ressources Biologiques)

Débutée en 1971, elle s’est régulierement enriéhépuis la création du CNR en 1998, le
nombre de nouvelles souches cryoconservées chagée dans la collection se situe en moyenne
autour de 180.

La Collection comporte aujourd'hui précisément 6122souchesprovenant de 67 pays,
sur 4 continents. Les souches proviennent prineipaht de cas humains de leishmanioses, mais
également de chiens et d’autres hotes mammiféires, que de phlébotomes vecteurs. Du point
de vue géographique, les souches proviennent palechent d’Europe (42 %) et d’Afrique (32
%), mais également d’Asie (10 %) et d’Amérique $Ah La présence de souches non seulement
échantillonnées de foyers bien identifiés mais pnawnit en plus de tous les acteurs du cycle
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épidémiologique de 'espece Heishmaniaen cause, confére une richesse exceptionnellée ce
Collection.

Toutes les souches sont conservées en azote liefidEquipements). Le process des
échantillons biologiques et des souches, depursaleivée jusqu’a leur stockage, est entierement
tracé et géré informatiquement grace a un log&pécifiquement développé pour la Collection
(base de données Modulbio, sécurisée sous Oracle).

La Collection est reconnue Centre de Ressourcdedies par le GIS IBiSA.
Elle est référencée sur le World Data Centre focrbtirganisms de la World Federation
for Culture Collectiongdepuis le 08/04/2005, n° 879).

Le CNR-L participe au_réseau europé&BMRI ("Biobanking and Biomolecular
Resources Research Infrastructure "), au Réseacaisa des CRB de Microorganismes
(http://www.fbremi.fr/), ainsi qu’au réseau de CRBancais en santé "Biobanqueglii a été
lauréat de I'appel a projets "Infrastructures maties en biologie et santé”. De plus, P. Bastign fa
partie du Comité sectoriel Microorganismes du Cén@bnsultatif des Centres de Ressources
Biologiques, au Ministere de 'Enseignement supgéred Recherche.

Le Laboratoire-Associé de Cayenne a également uneapacité de stockage des
souchesde Leishmaniaisolées a - 80°C et/ou en azote liquide (deuxualies par souche) pour
une période limitée (un an) avant transfert de<tsesi au Centre coordonnateur de Montpellier
pour stockage a long terme et mise a dispositiencddlections selon les conditions habituelles
des CNR. Les souches de Cayenne sont envoyéastpaulCRB de Montpellier.

Les collections biologiques sont déclarées par Hede Cayenne selon les procédures
officielles (ADN et leishmanies formes promastig)te

En 2011, 54 souches issues de patients ont etessotaractérisées, et conservees en
azote liquide. Dans 95% des cas, il s’agissalt.dgiyanensis

2.1.2.2. Application informatique de gestion de laollection du CNR

Cette application s'articule essentiellement autiiume base de données sécurisée utilisant
le SGBD Oracle et fonctionnant sur un serveur SUbresysteme avec contréleur de stockage
RAID 1, assurant la protection des données sux degques durs en miroir (Mirroring) et un
systeme d'exploitation LINUX. Toutes les 24h, uaev&garde en back-up est réalisée sur un
autre serveur situé dans une autre piece.

L'acces a la base, contrdlé par login et mot degya® fait directement a chaque stade du
traitement avec un navigateur intranet sur diffeygrostes Windows répartis dans le laboratoire.
Cette communication utilisant des clients légerdifmteur de faible puissance) et aucune
application spécifique est possible grace a Kailon d'une interface originale en langage JAVA.

Le systeme de gestion créé prend en compte latéothds différentes étapes du process
avec le maximum d’efficacité et de sécurité graceartie a I'utilisation d'étiquettes avec "code-
barre" utilisées dés la réception des échantillmrs,des mises en cultures et également a |'étape
de congélation dans l'azote liquide. Cet étiquetagesi que la saisie automatique et manuelle
d'informations a tous les stades des manipulatipesnet d'atteindre un niveau de seécurité
important et une tracabilité totale du maniemerst steuches depuis la réception du prélevement
ou de la culture d’origine, jusqu’au cryo-stabilet a I'extraction d'ADN, ainsi que dans
I'expédition vers les laboratoires demandeurs.

Cet outil integre aussi un module de gestion deskstde la collection, nous permettant
de connaitre la quantité et la position de chadigri@e de chaque souche/isolat, ainsi qu'un
module d'analyse de I'ensemble des données costetmes la base. Enfin, les données
épidémiologiques sont exportables vers d'autretersys de bases de données internes au CNR
afin d'en simplifier les traitements statistiques.
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L'ensemble de ces fonctions réunies au sein d'uBemapplication nous permet de
répondre aux exigences les plus strictes.

Par ailleurs, une seule personne (Yves Balard,sfsgIingénieur en électronique et
informatique) est responsable de la gestion deihimatique du CNR et de la collection. Il assure
la maintenance de I'application et du serveur.

Les frais de cette maintenance et d’hébergemestteliet du logiciel sont pris en charge
par I'Université Montpellier 1.

2.1.2.3. Conditions de mise a disposition de lalztion :

Toutes les souches de la collection sont cess#pess accord du comité stratégique du
CRB et du donneur de la souche.

L’option choisie pour une meilleure diffusion du téx@el conservé dans notre collection a
consisté dans la réalisation d'un catalogue de hesucsous forme d'une base de données
interrogeable et accessible sur le site Internet ldbioratoire (www.parasitologie.univ-
montpl.fr/cryobanque.htm ) Celui-ci a été récemmmmymenté a 565 souches. Les souches
distribuées a la communauté scientifique sont st a des projets scientifiques. Le déstockage
des souches est contrdlé par le logiciel de laeCtitin permettant la tracabilité de la sortie des
aliquotes cédées.

Les souches sont envoyées aux personnes qui lésitsiol aprés signature d’une
Convention de Transfert de Matériel biologique (MTdestinée a fixer la responsabilité des
parties et les modalités d’utilisation par le centeceveur des souches, dans le respect des
réglementations et de la propriété intellectuelle.

2.1.2.4. Collection d’ADN dd_eishmania

Depuis 2003, une collection d’ADN a été constitueke renferme des ADN obtenus a
partir de produits pathologiques (environ 2300)aopartir de souches de culture (environ 750).
Tous les ADN sont cryoconservés a — 30°C dans ngétateur sécurisé (alarme de température).
En 2008, un logiciel de gestion de cette collecaogté développé au sein du Laboratoire. Cette
collection a été déclarée dans le cadre du CemseQbllections Biologiques hospitalieres du
CHRU de Montpellier (CCBH-M) conformément au déarg2007- 1220 du 10 aolt 2007 relatif
au prélevement, a la conservation et a la préparatides fins scientifiques d’éléments du corps
humain.
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2.2. ACTIVITES D'EXPERTISE en 2011

2.2.1. Expertise diagnostique

Les diagnostics spécialisés ci-dessous ont ététeéfe sur des prélevements recus de
divers centres hospitaliers ou structures de doangais.

- Diagnostic moléculaire

Le nombre de demandes de diagnostics moléculaisgmenté sur la périod207-
2011 Cette augmentation est sans doute en partie thuérés bonne efficacité diagnostique des
techniques moléculaires en regard des autres tpadmide mise en évidence directe du parasite.
La perspective de I'Accréditation obligatoire desigtses biologiques en 2016 a sans doute aussi
incité des Laboratoires hors zones d’endémie awmér vers le CNR-L pour le diagnostic de
leishmaniose.

En 2011,410 échantillons regus pour diagnostic moléculdeeleishmaniose ont été
analysés au Centre coordonnateur de Montpelligruse progression par rapport a 2010 (+ 5 %),
2010 ayant déja été en nette progression par rap@009 (+60%). Les demandes proviennent
largement du CHRU de Montpellier (50 %) mais égaletde nombreux Centres hospitaliers
francais (47 CH ou CHU). 10% des préléevements sé aeérés positifs, dont plus de la moitié
pour des formes cutanées.

Au Laboratoire-Associé de Cayenne, 215 demandesalerche de Leishmanies
(a partir de frottis et/ou de biopsies) ont étéegistrées, issues du CH de Cayenne, des CH de
Kourou et de Saint-Laurent-du-Maroni et des 21 remnet postes de santé disséminés sur le
territoire guyanais. 119 se sont révélés positfses3%).

- Diagnostic immunologique

En 2011, 271 sérologies leishmaniennes ont étésééal un chiffre stable par rapport a
2010 (alors que l'augmentation était constante temannées précédentes (de 173 a 275 entre
2006 et 2010).

2.2.2. Réception de souches de Leishmania

e Origine des souches selon le centre de soins

En 2011,131 souchesde Leishmaniaont été isolées ou recgues, dait d’hépitaux,
centres de soins ou instituts de recherche franeal4 de centres de soins ou de recherche a
I'étranger. Le détail de I'origine des souches gantre d’isolement en 2011 figure sur le tableau
1.

e QOrigine géographique des souches par pays d’isolemt.

L’origine géographique des souches recues en 200idefsur le tableau Il selon le pays
ou la contamination a eu lieu : les souches ontsélées a partir de contaminations de 18 pays
différents, dont 4 pays d’Europe (23 souches),\& pBAfrique (57 souches), 3 pays d’Amérique
(28 souches) et 5 pays d’Asie (11 souches).
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Tableau I.- Origine, selon le centre de soins, dd81 souches deeishmania traitées par
le CNRL en 2011

France (77 souches) Etranger (54 souches)
Etablissements Nb | Pays Etablissements NI
CHU Nice 19
AP — HP Pitié Salpétriére 12 COLOMBIE Centro Dermatologico Federico Lleras 7
Acosta -Bogota
HIA LAVERAN 10 | DANEMARK | Dpt. of Infectious Diseases, Q. Aarhus
University —Aarhus 1
CHU Rennes 6
CHU Montpellier 5 ESPAGNE Departam_ento de Parasitologia, Facy Itat4
de Farmacia Granada
AP — HP Avicenne 4 ISRAEL Department of Parasitology, Hadassah 5
Medical School Jerusalem
AP — HP Cochin 4 | PORTUGAL | Universidade Nove de Lisboa-Medicina
Tropical —Lisboa
AP — HP Bichat 3 TUNISIE Institut Pasteur de Tunisunis 23
AP — HP Saint Louis 3 TUNISIE Faculté_de Pharmacie de Monastir — 12
Monastir
CHU Marseille 3
Agence Nationale de Seécurité 5
Sanitaire — Maisons-Alfort
Laboratoire Vétérinaire de®§ 1
Calédonie - Paita
CHU Reims 1
CHU Strasbourg 1
CHU Grenoble 1
HIA LEGOUEST 1
Z0O0 Montpellier 1
Tableau Il.- Origine géographique, par pays d’'isoleent, des 131 souches traitées par le
CNRL en 2011
Continents Pays Nb| Continents Pays Nb
Afrique (n =57) Algérie 6 Asie (n = 11) Israél 3
Burkina Faso 1 Jordanie 3
Mali 3 Palestine 1
Maroc 5 Thailande 2
Sénégal 1 Asie 2
Tunisie 41
Ameérique (n = 28) Colombie 7 Europe (n = 23) Danemark 1
Guyane francgaise 19 Espagne 5
Ameérique du sud 2 France 15
Origine géographique inconnue 12
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2.2.3. ldentification isoenzymatique

Le typage biochimique iso-enzymatique, qui estdorg une technigue de référence reconnue
par la communauté scientifique et par I'OMS, esemé essentiellement aux enquétes et études
épidémiologiques. Cette technique permet égalememnglacer une espece dans la classification
existante lorsqu’une Leishmanie nouvelle est miséwédence.

En 2011, sur les 131 souches isolées ou regiegnt été identifiees(ou sont en cours
d’identification) par électrophorese des isoenzynmets61 n'ont pas fait I'objet d'un typage
biochimiqgue. Comme en 2010, le typage biochimiqui&éaconcentré sur I'espete infantum
présente dans le sud de la France et dans le Baésdliterranéen, et sur major,dans le cadre du
suivi d'un essai thérapeutique de la paromomycmerguent dans la LCla majoren Tunisie.
Le détail des identifications des souches figurdestableau llI.

Tableau Il1.- Détails des identifications enzymatjues de 70 souches realisées en 2011.

Espéces Zymodémes Nombre

L. infantum MON-1 17

(n=21) MON-80 4

L. major MON-25 22

(n=24) MON-103 2

L. tropica(n=2) zymodéeme nouveau 2

L. killicki (n=13) MON-8 10
MON-317 3

L. braziliensis(n=2) MON-43 1
MON-44 1

L. guyanensign=1) MON-45 1

L. panamensign=2) MON-47 1
MON-10C 1

L. donovanin=1) MON-73 1

L. amazonensig=1) MON-132 1

L. mexicangn=1) MON-156 1

LeishmaniahybrideL. infantum / L. major 1

Leishmania siamensis Espéce et zymodeme nouveaux 1

2.2.4. ldentification moléculaire

Au Centre coordonnateur de Montpellier, le typage moléculaire est effectué en priorité
(par rapport au typage iso-enzymatigee)routine depuis 2006. Les identifications soatisées
a partir de souches ou d’ADN, mais également déraent a partir de divers types de
préelévements (biopsies, produits de grattage, saoglle osseuse).

En 2011 : 109 identifications on été réaliseéesuetotal, 9 especes tleishmaniaont été
identifiées. La prédominance de major (36 %) était moins nette que les années précéjente
probablement en raison d'une moindre fréquencerélévyements en provenance d’Afrique du
Nord. L. infantum espéce du sud de la France et du Bassin Médiéama est également bien
représentée (31 %).
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Trente identifications ont été faites a partir délgvements en provenance du Nouveau
Monde, avec une prédominance te guyanensis(20 identifications), mais aussi huit.
braziliensis une L. panamensiset une "MARL1", nouvelle espéce deishmaniadécrite en
Martinique depuis seulement quelques années (Ndyes al. 2002, Parasitology, 124, p.17-24)
et régulierement observée depuis.

Au Laboratoire-Associé de Cayenneune identification d’espéce a été réalisée sur 96
échantillons (80,6% des échantillons recus), répadmme suit :

L. guyanensis 82 (85,4%)

L. braziliensis: 13 (13,5%)

L. lainsoni: 1 (1,1%)

L. amazonensisO

2.2.5. Distribution de souches de Leishmania

En 2011,480 souchegle Leishmaniaont été fournies a divers laboratoires et instihg
en France et a I'étranger, dont la liste figureessous :

» En France, 311 souches ont été distribuées

- 163 souches a I'UMR 5290 CNRS / 224 IRD / UM1-UN¥ntpellier (dans le cadre,
entre autres d'un projet interne de theése)

- 142 souches au CHRU de La Timone a Marseille,

- 2 souches a Institut de Biologie et Chimie deséMets, UMR 5086, Université de Lyon,

- 2 souches a I'UFR Sciences de Marseille-Luminy,

- 1 souche a la Faculté de Pharmacie, Université Baid 11,

- 1 souche a Institut Pasteur Research ConsultingisyNLe Grand.

» A l'étranger, 169 souches ont été distribuées

- 97 souches a I'Université de Lausanne — Suisse,

- 31 souches au Center of Disease Control d’Atlarigats Unis,

- 12 souches au Kuvin Centre for Study of Infectiangl Tropical Diseases, Jerusalem —
Israél,

- 10 souches a I'lnstituto de Higiene e Medicina Teapde Lisbonne — Portugal,

- 8 souches a la Lancaster University — Lancastesya@me Uni,

- 8 souches au National Reference Centre for Palagytde Montréal — Canada,

- 2 souches au TvL-Lab, Medical Microbiology and Hyg Insitute de UIm — Allemagne,

- 1 souche au laboratoire Hippro de Girona — Espagne

Par ailleurs142 souches ont été décongelées et recongettas le cadre de I'entretien de la
collection de souches du CNRL.

2.2.6. Maintien et dynamique de la Collection de so  uches du CNR

La Collection internationale de souches de Leishandn CNRL est unique au monde,
avec plus de 6000 souches originaires de 67 papsesentant toutes les especes connues, et
isolées sur une grande variété d'hOGtes et de vsctdans des foyers et des situations
épidémiologiques trés divers. Son maintien faiteipp une logistique lourde, a une rigueur
éprouvée et a une collaboration sans failles avecndmbreuses équipes nationales et
internationales.

Le CNR-L s'emploie & faire vivre et progressere€bllection, devenue essentielle a de
nombreux centres hospitaliers et de recherche.
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En 2011, un travail d'enrichissement des renseignesnts relatifs aux souches de la
Collection a été entreprispar le curateur de la cryobanque (Dr Francine étrg)l un adjoint-
technique, Loic Talignani, et un Assistant-Ingéni&tves Balard, a partir d'une étude
rétrospective permettant d'identifier des souclaequlieres selon des criteres précis et
habituellement non renseignés.

Ainsi :

- les souches provenant d'un méme patient et isseigzrélevements successitpl'ils
s'agissent de rechutes ou de recontaminationseténtecensées et identifiees par des codes
spécifiques,

- un travail d'identification et de codage a étlisé sur toutes les souchesl@ggshmania
clonées (souches-mere, clones et sous-clones), ainsi que lss _souchesprovenant
d'expérimentationgexpérimentations sur I'animal de laboratoire wuless Phlébotomes vecteurs).

2.2.7. Evolution des tendances

Les échantillons recus au CNR-L pour diagnosticénalaire augmentent régulierement.

Les nombres de souches recues au CNR-L se situgrdgrevirons de 180 par an depuis
plus d’une dizaine d’années, avec des fluctuattmmaielles assez faibles. Les chiffres de 2011 se
rapprochent de ceux de 2008 (n = 152), apres Zearaeforte activité de réception de souches.

A linverse, le nombre de souches distribuées aidérablement augmenté en 9 ans, mais
connait des variations annuelles fortes : 2011éaugte année trés active sur ce plan. Il est
intéressant de noter que la proportion de cenwesaddeurs francais ou étrangers s'est inversee
au cours des 10 dernieres années : depuis 20@dnteurtout des équipes frangaises qui en ont
bénéficié.

Ces données témoignent dentérét de la Collection pour les équipes nationate et
internationales. De plus en plus, ces équipes recherchent dedsspparfaitement caractériseées,
conservées dans des conditions de rigueur maxireles des renseignements associés le plus
complets possibles. De méme, en ce qui concermg feapres isolats, elles sont intéressées par
les conditions de conservation rigoureuses et sigés Collection du CNR-L.

En ce qui concernéidentification de souches l'année 2011 a marqué le pas pour
l'activité de typage moléculaire, tandis que [Iitification iso-enzymatique, technique de
référence, mais réservée a certains taxobs iffantum, L. major ou & des études
épidémiologiques précises, est restée stable.
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3. ACTIVITES DE SURVEILLANCE

La surveillance a pour but d’évaluer les foyeroaltones d’endémie leishmanienne, leur
dynamique et d’essayer d’anticiper les implicatidascette affection au plan de la santé publique,
et tout particulierement au cours de [linfection HVlet chez les sujets subissant des
transplantations d’organes. Elle vise égalemenuraedler les cas dimportation et détecter
d'éventuelles augmentations d'incidence dans gessf@ndémiques a I'étranger, permettant ainsi
d'actualiser les recommandations aux voyageursanzones d'endémie.

Les leishmanioses ne sont pas en France des nsaadélaration obligatoire.

Le recensement annuel des cas de leishmanioses autookts et importées
diagnostiqués en France a été instauré par le CHR-1998, d’apres les déclarations volontaires
de cas autochtones ou importés qui lui sont enwykes déclarations sont faites par les
établissements publics ou prives de santé, voiredpa praticiens libéraux, ainsi que par les
Services de Santé des Armées. Ce recensementéaigbalement sur la France métropolitaine,
puis a été étendu a la Guyane en 2003. Il con@inéiee effectué grace a une fiche de déclaration
de cas, téléchargeable sur le site du CNR-L.

3.1. Surveillance des leishmanioses humaines

Le nombre de cas déclarés a presque continuelleaogmenté entre 2006 et 2010, sans
que l'on ait pu déterminer si cette augmentatiardes a une réelle augmentation de l'incidence
ou a une meilleure déclaration.

Durant I'année 2011, 267 déclarations de cas samtepues au CNRL, dont 93 de
structures de santé de France métropolitaine, LW de Martinique, 119 du Laboratoire
Associé au CNRL a Cayenne et 54 du DépartementidBBpologie et Santé Publique de
I'Institut de Médecine tropicale du Service de $adés Armées ou des Services de Santé des
Armées.

Ces résultats (a la date du 31 mars 2012) sonillégtei-dessous. lls sont susceptibles
d’étre légerement augmentés ou modifiés par leesaiertaines déclarations étant encore en
suspens, et d’autres déclarations pouvant nougpiamen retard.

3.1.1. Réseau de partenaires

La liste des services ayant déclaré au CNRL dededésishmanioses en 2011 figure ci-dessous.
Pour les CHU: les Laboratoires de Parasitologie-Mycologie @#4U suivants : Amiens (80),
Brest (29), Dijon (21), Fort-de-France (972), Giigleq(38), Lille (59), Lyon (69), Marseille (13),
Montpellier (34), Nantes (44), Nice (06), Nimes)(3®oitiers (86), Reims (51), Rennes (35),
Tours (37), divers établissements de I'AP-HP ash@b) (Bichat, Cochin-St Vincent de Paul, St-
Louis, Pitié-Salpétriere).

Pour les CH et CHG : CH Annecy (74), CH Arles (13} Avicenne (93), CH Cahors, CH
Cayenne (973), CH Le Havre (76), CH Pau (64), Chpigean (66), CH Roanne (69), CH
Toulon (83), CH Tourcoing (59),

Pour les Hopitaux d’Instruction des Armées:. HIA Laveran a Marseille (13), HIA Bégin a Saint
Mandé (94), HIA Legouest Metz (54), HIA Sainte Anhaulon (83).

Pour le Service de Santé des ArméesDépartement d’Epidémiologie et Santé publique de
I'Institut de Médecine tropicale du Pharo, Marse(lL3).
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Par ailleurs, uméseau de partenaires spécifique a la Guyane Franiga a été mis en place par
le Pr B. Carmes, du Laboratoire-Associé de Cayemmepremier lieu le service de Dermatologie
du CH de Cayenne et les Centres de Santé réparis lds difféerentes communes de Guyane;
mais aussi les 2 autres hopitaux de Guyane (Saumtelnt-du-Maroni et Kourou) et de facon
ponctuelle les Laboratoires d’analyses médicaleggyret I'Institut Pasteur.

3.1.2. Déclaration de cas

En 2011, un total d267 casa été déclaré au CNRL148 fichesde déclaration de cas ont
été recues directement au CNRL. provenant de structures de France métropolitddte
déclarations), de Martinique (1 cas) et des Sesvite Santé des armées (54 cas). Le Laboratoire
Associé (Professeur Bernard Carme) @entre Hospitalier de Cayennenous a adressg&l9
déclarationsde cas de LC diagnostiqués en Guyane

La répartition de ces caspour I'année 2011 se fait de la fagon suivantéetostructures
confondues :

- 31 cas de leishmanioses viscérales,

- 236 cas de leishmanioses cutanées.

Le nombre de cas de leishmanioses déclarés au GdRIegerement en baisse par
rapport a I'année 2010, et ceci quel que soitrlaciire déclarante considérée.

Le nombre de cas deishmaniose viscéralgLV) est nettement plus élevé que les années
passées avec 31 cas déclarés (moyenne du nombas dar an entre 2006 et 2010 : 22.2).

Sur les 31 cas de leishmaniose viscérale, 16 patéaient immunodéprimés, dont 7
infectés par le VIH. On note que 8 patients sonsede féminin et 23 de sexe masculin et que
seulement 10/31 cas sont des enfants de moins @aslGAinsi, en France, la LV continue de
toucher essentiellement des patients adultes (meyaiage de 53.4 ans [29-84 ans]).

Tousles cas autochtones de LYroviennent de départements du sud de la Franegss
dans la zone d’endémie leishmanienne connue: dead\pes Maritimes, 1 cas de Corse, 1 cas
en Ardeche, 1 cas des Bouches du Rhéne, 1 casuwdl) Gcas du Var, 1 cas du Vaucluse, 3 cas
de I'Hérault, 2 cas des Pyrénées Orientales et 2loat I'origine n’est pas précise. Parmi ces cas
9 patients avaient des facteurs d’'immuno-dépreg&@taient infectés par le VIH).

Le nombre de cas deishmaniose cutanégLC) est identique aux années 2008-2009 et
légerement inférieur a 'année passée. Ceci conra@sgentiellement le nombre de contaminations
provenant de Guyane qui passe de 197 en 2010 arl2011. On note un nombre de cas assez
élevé de cas de contamination ayant eu lieu dangags du Maghreb. Pour I'année 2011, aucun
cas de leishmaniose muqueuse n’a été rapporté.

L'origine des contaminations en fonction des formsiques pour lI'ensemble des cas
recensés est présentée dans le tableau ci-dessous.

28



Tableau IV. Lieux de contamination pour I'ensemble des cas de
leishmanioses recensées en 2011

Origine de la contamination
France Antille | Guyane | Maghreb Autr | Indéterminée| Tota

g métropolitaine S (Algérie, | e ou non I
= Tunisie, renseignée
I3 Maroc)
g L. viscérale 17 1 0 3 5 5 31
5 | L. cutanée 7 0 130 35 18 46 2]
L | L. muqueuse 0 0 0 0 0 0 Qg

Total 24 1 130 38 23 51 26

- Cas particulier de la Guyane francaise :
Durant 'année 2011 :

- le Laboratoire-Associé duCentre Hospitalier de Cayenne (Laboratoire H-U de
Parasitologie-Mycologie, Professeur Bernard Carnm)s a adressé 119 déclarations de
cas de LC diagnostiqgués en Guyane. Parmi les aaslgsquels le lieu de contamination
était renseigné, on retrouv8 cas en Guyane.

- les Hopitaux d'instruction des Armées(HIA Bégin, Lavéran, Legouest et Sainte Anne)
et le Service de Santé des Armées (Départementidfpologie et Santé publique de
I'Institut de Médecine tropicale du Pharo) ont d&éét 49 cas de LC avec une
contamination en Guyane.

- de plus, parmi les déclarations envoyées par de®rses structures sanitaires
métropolitaines, 8 concernaient des cas de LC avec une contaminati@ugane.

Ainsi, en 2011, on retrouve un total de 130 cascdetamination en Guyane, ce qui
représente une diminution par rapport a 2010. ltaildéure sur le tableau ci-dessous.

Tableau V.- Cas de leishmaniose cutanée contractés  en Guyane en 2011, en
fonction de la source de déclaration.

Déclarations Nb total Sexe Statut

H F militaire | civil | inconnu
France métropolitaine 8 5 3 1 6 1
CH Cayenne 73 63 10 6 58 9
HIA et SS des Armées 49 49 0 49 0 0
Total 130 117 13 56 64 10
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3.1.3. Collaboration avec les structures de santé a  nimale pour la surveillance
de la leishmaniose canine

Dans le contexte actuel d'avancée de la leishreamianine rapportée sur des positions de
plus en plus septentrionales et dans un contextegéinéral d'émergence de maladies vectorielles
animales, en lien ou non avec le réchauffementatique, la surveillance de la leishmaniose
animale, de ses différents vecteurs et de sesvodsemparait primordiale tant pour la santé
animale que pour la santé publique.

Au cours de l'année 2011, leboratoire de Santé Animale de 'ANSES de Maisons-
Alfort (Dr M. Kasbari) a poursuivi ses activités relatives a la leishmsmianimale et a son
vecteur, en collaboration avec le CNR-L et I'Uni&recherche Vecpar ("Transmission vectorielle
et Epidémiosurveillance des maladies parasitar@g'2533, Faculté de Pharmacie, Univ. Reims)

Ces activités ont surtout concernéilaveillance de cas groupés de leishmaniose canine
dans des zones considérées comme non-endémiquaesicpiossibles foyers "ectopiques” Ces
"nouveaux foyers" font depuis 2009 l'objet d'unkatmration avec le Dr M. Kasbari.

Deux foyers autochtones hors zone d'endémie, diurBretagne l'autre dans le Jura,
respectivement confirmés et suspectés de leishs@nanine, ont été mis en évidence.

Concernant le foyer breton, les analyses PCR déevements canins ont révélé la
présence déeishmania infantumLes animaux infectés avaient été croisés avecadasaux
porteurs asymptomatiques issus de la zone d'endéhaiguéte entomologique n'a pas a ce jour
montré la présence d'especes de phlébotomes cpanuétre vecteurs.

Le foyer du Jura sera étudié en 2012 (cf. Projet).

Par ailleurs,'étude du role respectif des voies de transmissionon-vectorielle et
vectorielle de la leishmaniose canine dans la dynamique defagss "ectopiques” est
poursuivie. Depuis 2008-2009, est en particulierdié au LSA (ANSES, Maisons-Alfort)
l'efficacité des voies de transmission transpladentet vénérienne de la leishmaniose chez le
réservoir canin. Une proportion sans doute nonigégple des cas de leishmaniose canine, tant
en zone d'endémie que hors zone d'endémie sontdbips a la transmission de l'infection de la
meére infectée aux chiots ou lors d'accouplementsre emnimaux sains et porteurs
asymptomatiques. Les animaux de plusieurs élevpgesssionnels canins infectés ont été et
demeurent actuellement suivis sur plusieurs géoésat

Par ailleurs, desnquétes entomologiquesnt été poursuivies dans les départements
situés en dehors de la zone d'endémie habituelkeldsshmaniose afin de déterminer la
distribution, la nature et la densité des espeegshtEbotomes compétents. Les captures de
phlébotomes ont été réalisées en Bretagne (3%g-ele-France (91, 94) et en Poitou-Charentes
(79). Elles permettront a terme de compléter lesmxdes manquantes indispensables pour
I'évaluation du risque et de son évolution temperet spatiale et de confirmer ou infirmer les
modéles prédictifs existants de progression deisaiinaniose canine en France.

Enfin, un appui a été apporté aBervices vétérinaires et a l'Institut de Recherche
Agronomique de Nouvelle-Calédonie(Dr T. Hue) pour leur enquéte sur le premier cas
d'apparition de leishmaniose canine sur l'lle. Bnguéte épidémiologique, entomologique et des
analyses de diagnostic et typage des prélevemeantgté conduites sur I'le notamment avec
I'appui scientifique du Laboratoire Santé animad'AANSES, l'unité Vecpar de Reims et le CNR-
L, afin de déterminer l'origine d'un cas confirm@ ldishmaniose sur un chien autochtone et
d'évaluer le risque de diffusion.
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3.2. Surveillance de la résistance des Leishmania aux produits anti-
leishmaniens

La sensibilité des souches deeishmania infantumvis-a-vis des drogues anti-
leishmaniennes de premiére ligne que sont 'ampicoté B et les dérivés antimoniés peut étre
étudiée au CNR selon trois systenrewitro (AIT-OUDHIA K., GAZANION E., SERENO D.,
OURY B.,DEDET J.P., PRATLONG F., LACHAUD L. In vitro susceptibility to antimonials
and amphotericin B dfeishmania infantunstrains isolated from dogs in a region lackinggdru
selection pressur®et. Parasito.soumis).

Durant 'année 2011, une souche ldeinfantumisolée d’'un patient greffé et présentant
des épisodes de rechutes de leishmaniose viscEreté testée vis-a-vis de I'amphotéricine B.
Aucune résistance a cette molécule n'a été miswieence.

3.3. Contribution aux réseaux de surveillance inter nationaux

Le Laboratoire a été Centre Collaborateur de I'S.Nbour les Leishmanioses de 2004 a
2008. Le dossier n'a pas été renouvelé en raisomtinque de notification. Un nouveau dossier
a eté déposeé par le Pr P. Bastien en 2010.

Le CNR-L participe au réseau international de Surveillana ld co-infection
Leishmanid/IH coordonné par [|'Organisation Mondiale de la nt&ga (WHO/UNAIDS
Surveillance Network), auquel il déclare les casoettones de co-infection signalés sur le
territoire national.

En 2011, les cas de co-infection avec le VIH digmaur le territoire national sont au
nombre de 8 (7 cas de LV et 1 cas de LC). Parnudesle LV, 2 cas étaient autochtones, 3
étaient des cas d’'importation (2 Algérie et 1 Djitpet 1 cas était lié a une contamination en
Martinique, ce qui est assez exceptionnel. Po@s2t LV et 1 LC), il n’était pas possible de
déterminer avec certitude le lieu de contaminatimmpte tenu des déplacements des patients.

Par ailleurs, le CNR-L participe au réseau europ&BMRI ("Biobanking and
Biomolecular Resources Research Infrastructure ").

4. ALERTE

En cas de détection de phénomeéne anormal concemarmtugmentation du nombre de
cas, ou I'existence de cas groupés, ou une motiificaventuelle des formes cliniques, sur le
plan local, Le Laboratoire Coordonnateur, aidé dhdratoire-Associ€, se met en contact avec la
CIRE Languedoc-Roussillon, ou avec la CIRE Anti&syane pour la Guyane Francaise.

Si le phénomeéne concerne le reste du territoiremet les DOM-TOM ou I'étranger, le
CNR contacte également le Département des malbdegieuses de I'InVS.

Les informations concernant des événements de nm&tuge survenant dans des pays
étrangers, en particulier dans les pays européenitsophes ou au Maghreb, seront également
signalées a la DGS et au RNSP.

A la suite des cas groupés observés en 2009-28&Guwrveillance des cas provenant du
Maghreb a été mise en place au CNR-L. En 2011 ,rephédnomene particulier n’a été observé.
Un total de 38 cas (35 LC et 3 LV) a été recens& ane contamination dans I'un des trois pays
suivants : Algérie, Maroc et Tunisie.
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5. ACTIVITES D'INFORMATION, DE FORMATION ET DE CONSEIL

5.1. Information

Le site Internet du Laboratoire de Parasitolddieologie
(www.parasitologie.univ-montpl)finclut les pages spécifigues au CNR-L. Ce sitenpe
une présentation des leishmanioses, du CNR, du &RIB son organisation, du catalogue
des souches disponibles pour la communauté saipr@jfet facilite la mise a disposition
des souches grace a des documents concernantdadeert disponibles en ligne.
Les pages du site incluent toute I'information lsuréglementation et les conditions d’expédition
des souches, la démarche pour les déclarationssdaiosi que les activités du CNR-L. Ce site
est présenté en version francaise, anglaise efesigade facon a permettre son acceés a une
audience internationale. Il est régulierement r&gour mieux individualiser et cibler les pages
spécifiques au CNR-L des la page d’accueil. De miénsatalogue de la Collection est accessible
deés la page d’acces. A noter que le site ne pgyatela notification directe en ligne des cas de
leishmaniose par les services ou les laboratoires.

5.2. Formation — Enseignements - Stagiaires

5.2.1. Enseignements :

Des cours sur les leishmanioses sont régulieredumtés par les membres du
Laboratoire dans le cadre d'enseignements du SetahdTroisieme Cycle des Etudes
Médicales.

La leishmaniose cutanée et cutanéo-muqueuse gstriant enseignée dans le cadre des DU
(Université Antilles Guyane) se déroulant en Guyatiathologie Tropicale", "Dermatologie
Infectieuse et Tropicale" ainsi qu’au cours de #p&ité de Médecine Tropicale. Une mini-
formation sur les aspects cliniques, le diagnadtie traitement est délivrée aux médecins
affectés dans les centres de santé.

5.2.2. Stagiaires :

Le CNR-L continue d'attirer des stagiaires en qdétéormation sur les leishmanioses, et,
dans les faits, doit en refuser régulierement.

De fin 2010 a fin 2011 six stagiaires ont été recus sur 10 périodes de sta

N.B. Ces chiffres ne prennent pas en compte leeesagtagiaires admis au sein du
Laboratoire pour des activités autres que celle<CHNR-L.

Tableau VI.- Liste des stagiaires recus au CNR-Lfi 2010 et 2011

NOM PRENOM Affectation Dates

FATOUX Marie Thése Science§'2Année, Université 06/09-15/09/10
Lyon (CNRS)

YAZIDI Rihab Technicien, Institut Pasteur de Tunis 20/09-24/09/10

AIT OUDHIA |Khatima Thése Science§™SAnnée, Ecole 07/12/10 -
Vétérinaire d'Alger 05/01/11

KASBARI Mohamed Thése Science$*Année, ANSES, 15/07-30/07/11
Maisons-Alfort 26/09-30/09/11

01/11-30/11/11

MUBBASHIR | Hussain Vétérinaire, Enseignant-Chercheur 15/07/11
Universite Koffat, Pakistan 26/09-30/09/11

HAOUAS Najoua Projet collaboration, Univ. Monastir, 24/12/11 -
Tunisie 21/01/12
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5.2.3. Conseil aux professionnels de santé :

Le CNR assure une veille téléphonique pour réporaiig appels concernant la
pathologie, le traitement et le diagnostic.

Les numéros de téléphone des praticiens concesnégscrits sur le site web du CNR.

Par ailleurs, une adresse mail commume-(eish@univ-montp1.fra été mise en place en
2011 afin d'offrir une accessibilité plus simple wete possibilité de réponse plus rapide a
d'éventuelles requétes.

a) Conseil thérapeutique

Le traitement des leishmanioses est un problénfeidif pour plusieurs raisons. Les
produits disponibles ont une efficacité limitéepeédante de I'espéce Heishmaniaen cause. lls
peuvent exposer a des effets indésirables séveresj@erent de ce fait des modalités de suivi
spécifiques. Il n'existe pas a ce jour d’algorithuhécisionnel simple. La complexité du sujet
cantonne le savoir-faire thérapeutique a de rapésialistes. Or, dermatologues, infectiologues,
internistes et généralistes francais sont confeomk® facon sporadique au traitement de ces
maladies. Par ailleurs, sauf situation exceptiden@ucune des formes cliniques ne requiert de
décision urgente.

C’est pourquoi, le CNRL a mis en place en 2006 stnecture de conseil thérapeutique
téléphonique destinée aux médecins. Ce consedbatique est basé sur une collaboration entre
le CNR-L (essentiellement Dr Laurence Lachaud, egeht Prs. P. Bastien et J.P. Dedet) et les
Drs. Pierre Buffet (Laboratoire de Parasitologieelpgie, AP-HP, Pitié-Salpétriere) et Gloria
Morizot (Institut Pasteur, Paris). Un numéro télgphue est accessible aux médecins aux heures
ouvrables, permettant de proposer dans les 48 siaursollicitant (médecin frangais confronté a
un cas et fournissant les informations cliniqueseséaires) une solution thérapeutique au cas par
cas, reposant sur une connaissance précise deelatlire et sur I'expérience personnelle des
intervenants. Lla responsabilité de prescriptiomelare toutefois entre les mains du médecin
directement en charge du patient. Ce conseil doibidre permettre d’améliorer le recueil et la
déclaration des effets indésirables graves descadints anti-leishmaniens en relation avec les
services de pharmacovigilance.

En 2011, 40 conseils thérapeutiques ont été domivéd 34 pour des cas de LC, 5 pour
des LV et 1 pour une LV récidivante avec des Iésatype "PKDL".

Les informations médicales nécessaires a la fotmoulad’'un conseil thérapeutique
incluent la forme clinique et I'espece Heishmaniasuspectée, ainsi que les caractéristiques du
patient. Le recueil de I'option thérapeutique quéatuchoisi le clinicien sollicitant s’il n’avaitgs
eu acces au conseil cherche a déterminer I'impadfittle de I'activité de conseil (hospitalisations
et traitement systémiques non indispensables &viEééin, on cherche a savoir si le conseil a été
effectivement suivi et quelle a été I'évolution sawaitement. Une base de données gérée par
Pierre Buffet et Gloria Morizot recense toutes Bnnées épidémiologigues, cliniques et
thérapeutiques recueilliders des entretiens téléphoniques pour ce cotts@ibpeutique. Cette
base de données est en train d'étre étendue jab guropéen. Il est regrettable que le CNR ne
puisse pas intégrer entierement ou partiellemette base de données, cette situation étant due a
la non-acceptation par I'lnVS de ce Laboratoir¢aem que Laboratoire-Associé en 2011.

b) Conseil en matiére de diagnostic et typage

Le Dr Christophe Ravel, responsable du diagnostiéaulaire des leishmanioses et du
typage ded eishmania recoit de nombreux appels téléphoniques provedanprofessionnels
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concernant du conseil en matiere de diagnostic cutd#ge ou d'interprétation des données de
typage. Ces appels ne sont toutefois pas traces.

5.2.4. Liste des activités d’expertises auprés du M inistére chargé de la santé,
de I'Institut de veille sanitaire, des agences de s  écurité sanitaire, de la Haute

Autorité en Santé ou de structure européenne (ECDC... ) ou internationale
(OMS..))
. Le CNR-L participe au réseau international de Surveillanee ld co-infection

Leishmanid/IH coordonné par DOrganisation Mondiale de la Santé (WHO/UNAIDS
Surveillance Network), auquel il déclare les casoehtones de co-infection signalés sur le
territoire national.

. Des avis sur le risque d'introduction et de difftusen France de leishmanies du Nouveau
monde ont été demandés paDI&AL (Ministéere de I'Agriculture) au Laboratoire de Santé
Animale de TANSESavant délivrance d'autorisation administrativengortation de tamanoirs et
de fourmiliers géantsTemandua tetradactylayrmecophaga tridactylaa partir du Brésil vers
des parcs zoologiques francais qui en ont faigliesition. En effet, ces animaux sont connus pour
étre des réservoirs naturels potentiels de leislesanotammerit. guyanensisl.. braziliensis ou

L. amazonensiCependant, ces especes de leishmanies étant isaagpar les vecteurs du genre
Lutzomyia absents hors Amérique, et sachant que les phi@lestceuropéens ne sont pas
permissifs pour la transmission des leishmanieNauweau Monde, I'autorisation d'importation a
été accordée sous condition du respect des comglg@nitaires et réglementaires habituelles.

. Par ailleurs, un appui a été apporté gervices vétérinaires et a I'Institut de
Recherche Agronomique de Nouvelle-Calédoni@r T. Hue) pour leur enquéte sur le premier
cas d'apparition de leishmaniose canine sur Uile enquéte épidémiologique, entomologique et
des analyses de diagnostic et typage des prélevemenété conduites sur I'lle notamment avec
I'appui scientifique du Laboratoire Santé animad'/ANSES, |'unité Vecpar de Reims et le CNR-
L, afin de déterminer l'origine d'un cas confirmé& léishmaniose sur un chien autochtone et
d'évaluer le risque de diffusion.

6. TRAVAUX DE RECHERCHE EN LIEN DIRECT AVEC L'ACTIVITE DU
CNR

Le CNR-L a participé a plusieurs programmes deaettte conduits dans le Laboratoire de
Parasitologie-Mycologie et dans l'unité labellisBdiVEGEC" : "Maladies infectieuses et
vecteurs : écologie, génétique, évolution et conted (UMR 5290 CNRS / 224 IRD /
UM1/UM2; dir. D. Fontenille) .

Dans ce cadre, le CNR-L développe des programmexifismes, orientés vers
I'épidémiologie et la surveillance des leishmansose

6.1. Etude des caractéristiques épidémiologiques et du polymorphisme iso-
enzymatique des souches de la Collection

6.1.1. Souches de leishmanioses viscérales
Un travail rétrospectif d’analyse des souches ptésedans la Collection est réalisé a intervalles
réguliers, portant a la fois sur les aspects épnlégiques, noso-géographiques et taxonomiques.
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Ainsi : Le polymorphisme enzymatique d'une seérie28@7 souches déeishmania de notre
collection responsables de leishmaniose viscérale dans €Andionde (38 pays) a fait I'objet
d'un article de synthese actuellement soumis dqatian.

Avec le méme objectif et en complément, un aradeactuellement en cours de rédaction sur le
polymorphisme enzymatique @276 souches deeishmania, de notre collection, responsables
surtout de leishmanioses viscérales de I'Ancienddd38 pays) :

PRATLONG F., LAMI P., RAVEL C., BALARD Y., DEREURE J., SERRES G. EL
BAIDOURI F., RIOUX J.A., DEDET J.P. Geographical distribution and epidemiological
features of Old World.. infantumandL. donovanifoci, based on isoenzyme analysis of 2,277
strains soumis en 2011.

6.1.2. Souches d'origine canine :

A l'occasion d'une thése en co-tutelle avec I'Ed@terinaire d'Alger, un travail de synthese sur
la leishmaniose canine portant sur le polymorphisseenzymatique del023 souchesde
Leishmania isolées de 1981 a 2009 dans 15 pays du Bassinpuilié. Douze zymodémes ont
éte identifiés, bien que 86% des souches appaéirau classique zymodéme MON-1.

AIT-OUDHIA K., HARRAT Z., BENIKHLEF R.,DEDET J.P., PRATLONG F. Isoenzymatic

polymorphism ofLeishmania infantuncausing canine leishmaniasis : a review includifg 9
strains of the Mediterranean area, with specia@regice to AlgeriaActa Tropica2011, 118: 80-

86.

6.2. Essai thérapeutique de la paromomycine-onguent dans le traitement de
la leishmaniose cutanée a L. major en Tunisie

Depuis 2008, le CNR-L est partenaire d'un essairaff@utique portant sur la
paromomycine-onguent dans le traitement de lar@dstiose cutanéela major en Tunisie. Ce
projet se fait en collaboration avec le Walter RAeahy Institute of Research a Washington (Dr
M. Grogl), I'Institut Pasteur de Tunis (Pr A. Beal&h), I'Institut Pasteur de Paris (G. Morizot) et
le Service de Parasitologie-Mycologie de I'HopRéalé-Salpétriere (Dr P. Buffet). Dans cet essali,
le CNR-L est chargé de l'identification de 70 a Hd@iches qui sont isolées chaque année a partir
de patients par I'équipe Tunisienne. Dans un butatdrdle, environ 20% de ces souches sont
également typées par la technigue de références lsagéles isoenzymes. Ces souches sont par
ailleurs cryoconservées dans la cryobanque de Mbietpet pourront servir de référence, en
particulier pour d’éventuelles études longitudisadle résistance des parasites aux drogues anti-
leishmaniennes.

6.3. Projet ANR « Impact de I'anthropisation et de  I'environnement sur le
fonctionnement des foyers de leishmanioses »

Ce projet, débuté en 2007, est financé dans lecadProgramme « Santé environnement
et Santé travail » de 'ANR. Ce projet coordonn& pa de Meels (IRD), associe I'IRD,
I'Université de Reims, I'Université des Antilles @& la Guyane, et les Universités Montpellier 1
et 2.

Il porte sur I'analyse génétique et épidémiologigies leishmanioses dans le sud de la
France, en Guyane francaise et au Sénégal. Comsgxjde difficultés d’échantillonnage sur le
terrain, ce projet a été prolongé d’'une année280t.

Dans le cadre de ce projet qui a débuté en 2007aberatoire a eu en charge le typage
moléculaire MLST des souches Sud-Américaines, stélades comparatives de nos résultats
avec les marqueurs moléculaires développés papMgé&ton et al. sont en cours.
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6.4. Projet DGRST "Eco-épidémiologie de la leishma niose cutanée a
Leishmania killicki  en Tunisie"

Il s’agit d’un projet collaboratif avec le Pr. HaBba, de la Faculté de Pharmacie de
Monastir en Tunisie, avec lequel le Laboratoireeti@nt une collaboration de longue date. Ce
projet a fait I'objet d’'un financement conjoint @NRS et de la DGRST.

Projet 2009-2011 N° 22 635 : CNRS-DGRST

Responsable scientifique du projet pour la paréadaise : Dr F. Pratlong

Titre du projet : «Eco-épidémiologie de la leishinaa cutanée Beishmania killickien Tunisie.
Développement d’outils moléculaires pour la camsafion du parasite, du vecteur et des
réservoirs potentiels dans le foyer originel etfte®rs émergents ».

Ce projet a généré une publication en 2011 : JAOURDHAOUAS N., CHAARA D.,
GORCIlI M., CHARGUI N., AUGOT D.,_PRATLONG F., DEDET®T.RP, ETTLIJANI S,
MEZHOUD H., BABBA H. First detection of Leishmania killicki
(Kinetoplastida, Trypanosomatidae) i6tenodactylus gundi(Rodentia, Ctenodactylidae), a
possible reservoir of human cutaneous leishmaniasisinisia.Parasites & Vectors2011, 4 :
159.

6.5. Programme de collaboration avec I'Ecole Vétéri  naire d'Alger

L’étude de la sensibilité de souches ldeinfantumisolées de chiens de la banlieue
algéroise vis-a-vis des antimoniés (Sblll et Sbiiéalisée par le Dr L. Lachaud en collaboration
avec le Dr K. Ait-Oudhia, a été soumise a publarati
AIT-OUDHIA K., GAZANION E., SERENO D., OURY B., DEBT J.P., PRATLONGF.,
LACHAUD L. In vitro susceptibility to antimonials and amphatar B of Leishmania infantum
strains isolated from dogs in a region lacking dsalgction pressure. Vet Parasitol soumis.

6.6. Programme conjoint de bourse franco-pakistanai se avec l'université de
Kohat (Pakistan)

Dans le cadre d'un programme conjoint de bouraecé-pakistanaise lancé en juillet
2010, et a la suite d'une demande d'appui scigudifet technique de l'université de Kohat, le Dr
vétérinaire M. Hussain, enseignant-chercheur auaBément de Microbiologie (Kohat, Khyber
Pakhtunkhwa, Pakistan) a été accueillilZA a 'ANSES de Maisons-Alfort et au CNR-L
pendant 6 mois pour la mise en place des technidiisssement et de culture de leishmanies a
partir de prélevements canins, de diagnostic paBKElet de typage par PCR-RFLP des parasites
L. tropica et L. donovarghez le réservoir animal et humain.
Les outils mis en place serviront a des fins d'étegiépidémiologiques, de diagnostic et de lutte
contre les foyers épidémiques de leishmaniose mem@t animale) actuellement en extension
dans cette région reculée du Pakistan ou la papnlats pauvre n'a pas acces au diagnostic et au
traitement de la leishmaniose.
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8. PROGRAMME D'ACTIVITE 2012-2013

Le programme d’activité pour les deux annéesnir w®mporte la poursuite des activités
d’expertise, de surveillance, d’alerte et de cdnBeins chacun de ces domaines, le CNR-L
s’efforcera d’améliorer ses performances et d’d@t@es activités, comme il I'a fait depuis sa
création.

8.1. Activités d'Expertise
8.1.1. Maintien et dynamique de la Collection de so  uches du CNR

8.1.1.1. Enrichissement des renseignements relatéax souches

La richesse des renseignements relatifs a chagishesmécessite un travail de contrble et
de synthese pour faire apparaitre certains groopesatégories de souches et rendre ainsi plus
accessible la Collection en fonction de ce qu'cheeche.

Le curateur de la cryobanque (Dr Francine Pratlooghnaissant et pratiquant cette
collection depuis sa création, a entrepris avecadjoint-technique, Loic Talignani, et un
Assistant-Ingénieur, Yves Balard, un travail répetif permettant d'identifier certaines souches
particuliéres selon des critéres précis et haléomnt non renseignés (cf. 2.2.8).

En 2012-2013, lorsqu'un travail de thése ou uclartitilisant les souches de la Collection
apportent des données intéressantes comme par lexeEmgensibilité du parasite aux anti-
leishmaniensou bienla virulence et l'infectivité des souchesces données seront intégrées a la
fiche électronique de chaque souche concernée.

Un travail de plus grande ampleur sera égalemdmiitdé visant a inclure d'éventuelles
références bibliographiqueddes articles ayant utilisé et mentionnant telleedle souche.

Ces évolutions constituent umalorisation supplémentaireimportante de la Collection.

8.1.1.2. Projet d’évolution du logiciel et de la bee de données du CNR

Le laboratoire est engagé au sein du réseau nbties@RB micro-organismes
(FBRCMI) dans un projet commun de base de donf#E;LIMS, qui prévoit la prise en charge
totale de la gestion de la collection. Ce projatdren 2009 par l'institut Pasteur et
soutenu par le GIS IBiSA (Infrastructures enl8gie Santé et Agronomie) a, apres
une pause en 2010, été en partie finalisé cettéegpar la société Ajilon IT Consulting.

Les différentes évolutions projetées pour ModulBiatre application actuelle, ont donc
été reportées et tout notre intérét s'est concsentrie développement de BRC-LIMS.
Le déploiement dans les différents CRB ainsi qagleases de test sont prévues pour
2012. Afin de mener a bien I'ensemble de ces ¢étgtgiter tout risque pour l'application
utilisée actuellement, un nouveau serveur a ététachin 2012, aprés validation, BRC-LIMS
devrait devenir I'application principale de gestianla Collection.

8.1.2. Participation a I'évaluation et a I'améliora  tion du diagnostic
moléculaire des leishmanioses

Dans le cadre de la mise en place d’'un Control@utdité inter-laboratoires (CIL) pour le
diagnostic PCR des Leishmanioses, une étude cotiyearsaur la quantification de la charge
parasitaire sur le sang a été initiee en 2011 desrd.aboratoires de Montpellier, Marseille et
Nice, laboratoires du Sud de la France qui recoivenplus de demandes de diagnostic de
leishmanioses. La méthodologie de détection estaggonent la méme pour les trois Laboratoires
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(PCR en temps réel avec sonde TagMan, d’apresoteqole de Mary et al. 2004). La sensibilité
de la technique actuelle de diagnostic est tremdgan pratique inférieure a 1 parasite/ 5 mL de
sang) et il ne semble pas gu’elle puisse étre loeguameéliorée. Cependant, différentes étapes
(extraction d’ADN, définition de calibrateurs, gtcestent a comparer et a uniformiser. Ce CIL
devrait étre étendu a une dizaine d’autres cefraasais en 2012.

8.1.3. Participation au développement et a I'évalua  tion des techniques
d’identification  (CNR de Montpellier, CC de Marseille)

8.1.3.1. Développement de l'identification molécuige (Montpellier)

Ces dernieres années un travail systématique gsnalr MLST (MultiLocus Sequence
Typing) de toutes les espécesl@gshmaniaa été engagé dans le Laboratoire. Cette méthadolog
s’avere tres résolutive.

Elle doit contribuer aux projets du groupe de tilagaropéen « Improving treatment of
Leishmaniasis based on species differentiationestié a harmoniser les pratiques de prise en
charge thérapeutique des patients atteints de neisiose, et dans lequel le Laboratoire
Coordonnateur est impliqué.

Parallelement, le Laboratoire proposera, en s’appugur les analyses bioinformatiques
des données MLST déja produites, de choisir unsl@g@nomique ayant une efficacité maximale
pour I'identification spécifique et utilisable eratique quotidienne par d’autres laboratoires.

En parallele, il sera important de poursuivre lastibution d’une base de données MLST
appliguée a toutes les souches de la Cryobangiodepellier. Des données sont actuellement
disponibles pour environ 400 souches sur les 66@f-onservees.

8.1.3.2. Application de la spectrométrie de massBIALDI-TOF) a I'identification et a la
caractérisation des isolats déeishmania (CC de Marseille)

Ce projet sera entrepris par@entre Collaborateur de Marseille (Pr. R. Piarroux), en
collaboration avec le LPMM a Montpellier.

Une nouvelle approche de typage, basée sur I's@alg spectres de masse obtenus par la
technique de Maldi-Tof (matrix assisted laser detson/ionization-time of flight) est en cours de
mise au point dans ce CC. Les premiers résultaists®s encourageants et montrent que cette
technique permettra a terme de faire une pré-ifiigation de I'espece dans un délai extrémement
court a partir de parasites en culture. Un nomimgortant de souches formellement identifiees
par le CNR-L et couvrant diverses espéces difféede Leishmanies a été envoyé par le CNR
pour la mise au point d’'une technique d’obtentiGmntpreintes et pour la création d’'une banque
d’empreinte de référence. Cette banque d’emprepegsettra ensuite I'identification et le typage
de nouvelles souches isolées de prélevements hsimain

L’application de cette technique aux soucheslLdeshmaniadevrait indubitablement
réduire les délais d’identification et de typage @gport aux autres techniques utilisées a I'’heure
actuelle comme l'analyse iso-enzymatique, I'idécgifion moléculaire ou le MLST.

8.2. Contribution a la surveillance des leishmanios es
8.2.1. Surveillance des leishmanioses humaines

8.2.1.1. En France métropolitaine (Montpellier)

Le Laboratoire coordonnateur & Montpellier contiaug& assurer leecensement des cas
de leishmanioses diagnostiqués sur le territoire nw@politain, gu’ils soient autochtones ou
importés. Dans le département de la Guyane, le raatice-Associé "Guyane" d€entre
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Hospitalier de Cayenne(Pr. B. Carme) centralisera les déclarations depcas la Guyane qui
continueront a étre transmises au CNRldgshmanigcf. § 8.2.2.)

Les statistiqgues seront mises sur le site intetne€NRL, et annuellement mises a jour.
Un retour d’'information sera fait aupres des Laboratoires et Servicest aléelaré des cas
durant I'année écoulée.

Notre laboratoire continuera participer au Réseau sur la surveillance de la co-
infection leishmaniose/SIDAmis en place par I'Organisation Mondiale de lat&aet au registre
des cas de co-infection dans le sud de I'Europe.

Dans les années a venir, nous poursuivrons ndtre dfamélioration de I'exhaustivité
des déclarations de cadA cet effet, nous intensifierons les contactscdes déclarants réguliers
et nous entrerons en contact avec les hdpitaugtdesures des zones endémiques qui ne nous
déclarent pas de cas.

Le travail de Thése de Diana Pellet (cf. § D.3.a.4dgja permis d’initier ce type de travall
dans le département de I'Ardeche aupres des médeggnéralistes et dermatologues. Cette
approche sera intensifiée. Par ailleurs, des gisster sites dans les Pyrénées-Orientales sont
prévues afin de sensibiliser les différents inteards a l'intérét des déclarations des cas humains
de leishmaniose. Ce sera aussi l'occasion de pe¥sdm référentiel de prise en charge
thérapeutique qui a été publié en 2010 et de mettnglace un protocole d’évaluation de la prise
en charge thérapeutique.

Le systeme envisagé prévoit dans sa structuragsnrelances périodiques par voie de
mail ou courrier (voire d'appels téléphoniques pouieux renseigner certaines questions
spécifiques). Ces envois ainsi que leurs réponseisteaceées. Une adresse mail sera mise a la
disposition de tous les laboratoires (a partir itk Imternet du Laboratoire) pour toutes questions
relatives a la déclaration des cas, permettant aimes réponse rapide; I'ensemble des mails sera
tracé et conserveé par le Laboratoire Coordonnateur.

Enfin, un travail similaire & celui réalisé en 20@7. § D.3.1.5) sera a nouveau effectué
avec l'aide du Département d’Informatique MédiadleCHRU de Montpellier. L'exhaustivité de
la surveillance sera estimée en réalisant la coammgaar des résultats des déclarations de cas faites
au CNR-L avec la base de données nationale du BMSkcueille tous les séjours hospitaliers
publics ou privés.

En ce qui concerne les cas de leishmaniosegayanensislu personnel des Armeées, il
est important que le CNR intensifie sa collaboratigec lesServices de Santé des Arméedin
d’obtenir des données épidémiologiques, cliniqueteesuivi thérapeutique encore plus complétes
et ainsi d’établir des protocoles de préventiodesprise en charge.

Ces différentes actions permettront de mettre aoepln véritableéseau d'épidémio-
surveillance des leishmaniosesn France.

8.2.1.2. En Guyane Francaise (L-A de Cayenne)

a) Amélioration de I'exhaustivité de la surveillane

Un effort d’organisation et de motivation des diffiéts partenaires sera mené afin de mieux
connaitre le véritable niveau d’endémie. Y a-tdus-estimation des cas et si oui dans quelle
proportion ? Ces derniéres années, l'incidencéi¢idi@ment) évaluée est nettement inférieure aux
estimations anciennes.

Les difficultés a résoudre sont connues et demdnden

- Motivation des acteurs et bonne mise en applicaties instructions fournies aux
personnels soignants des Postes et Centres de Sedtel'objectif de réduire les
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difficultés comme celles liées au « turn over swéldu personnel, a une orientation et une
sensibilité plus diagnostic individuel que santélgue.

- Connaissance et prise en compte d’événementsaxtesource de biais : fermeture d’'un
centre de santé pour des raisons de sécuritétigardu nombre de consultants selon les
opérations de lutte contre I'orpaillage, etc ...

- Nécessité d'unifier les relevés de cas en tendanst!'exhaustivité Une organisation avec
la CIRE Antilles-Guyane sera recherchée avec aunxrligtégration de la leishmaniose
cutanée dans les pathologies officiellement suéeslpar cet organisme. Le LHUPM est
déja en relation avec cette CIRE, site Guyane / AR$ane, pour la transmission des
données de paludisme du CH de Cayenne.

Les regles de recueil des données et les modditésansmission au Centre Coordonnateur de
Montpellier se feront selon les mémes regles quéiement.

b) Surveillance des possibles cas de leishmaniosgcerale humaine et animale

Chez 'homme :

La leishmaniose viscérale n’est pas endémique eraii@ucontrairement a d’'autres pays de la
région (Brésil, Venezuela). Son implantation esbfessée par la forte prévalence de I'infection a
VIH en Guyane mais aussi par 'importance des migran provenance du Breésil. Cela impose
une surveillance du fait des mouvements migratojreenme et animaux). La recherche sera
systématique par PCR en temps réel en cas de muspmilinique, associée a la sérologie
classique, avec des indications élargies cheajesssmmunodéprimeés.

Chez l'animal :
Recherche et/ou identification d’especes a la demales services et des praticiens vétérinaires
suspectant une infectiorLainfantum chez le chien en premier lieu.

c) Optimisation de la confirmation parasitologique,détermination des espéces et recuell
des souches

Nous chercherons a obtenir une confirmation paragjique le plus souvent possible en essayons
de se rapprocher de I'exhaustivité des cas ayanttad une consultation en milieu médical. Pour
ce faire, nous préconisons la réalisation syst@ueatd’'une mini-biopsie type "punch”, associée
au recueil des prélevements de sécrétions dermagpgekesions. La biopsie permettant la mise en
culture facilite d’autant I'identification de I'eépe et permet d’isoler et de conserver les souches.
Dans certains cas, les techniques de PCR-RLFP qu&tre réalisées a partir de la biopsie elle-
méme (culture négative, contaminée ou non réalisée)

Les données recueillies permettront entre autresudeeiller 'émergence de braziliensisdans

ce département.

d) Etudes épidémiologiques, cliniques et thérapeuiies
Le dernier objectif est d’actualiser les donnéenatere épidémiologique (en particulier
I'influence des parametres climatiques) mais aetsiives aux présentations cliniques et aux
aspects thérapeutiques.
Il implique la participation du service de Dermatgie avec lequel nous avons une étroite et
ancienne collaboration (Pr. Pierre Couppié) et d\ede méthodologique apportée par le CIC-
EC (Pr. Mathieu Nacher).
Il s’agit de :

- parfaire nos connaissances concernant la leishs@alo guyanensis.

- préciser les aspects particuliers des atteintes aue autres especes, tout particulierement

L. braziliensis.
- décrire les spécificités en cas de déficit immuraténfection rétrovirale VIH, HTLV1).
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8.1.5. Collaboration avec les structures en santé a  nimale pour la
surveillance de la leishmaniose canine

Les projets de collaboration concernent surtout I'NSESet I'étude de la dynamique des foyers
d'extension possible de la maladie en zone corggd@&mme non-endémique (foyers dits
"ectopiques"). Plusieurs aspects seront développés.

8.1.5.1. Etude de la dynamique des foyers "ectopiga” de leishmaniose canine

L'étude des foyers ectopiques identifiee au cales deux dernieres années sera
poursuivie, et s'intéressera a la fois aux asppatssitologiques (diagnostic, isolement et
identification de souches), entomologiquesifdfa) et épidémiologiques.

Concernant le Jura, des enquétes épidémiologigentemologique seront conduites
respectivement au début de l'année et a I'été A résence d€hlebotomusperniciosus
vecteur compétent deinfantum ayant été décrite par le passé dans les dépantetimaitrophes
du Jura (c6te d'or, Sadbne-et-Loire), la circulatéo bas bruit de la maladie dans le réservoir
animal semble possible et mérite prospection.

8.1.5.2. Enquétes entomologiques

Les piégeages de phlébotomes vecteurs réaliségiems Poitou-Charentes, Bretagne et
lle-de-France, en collaboration avec I'Unité VECRA&ont poursuivis pour déterminer la
distribution, la nature et la densité des espéegshtébotomes hors zone d'endémie. lls fourniront
les données manquantes indispensables pour |'éealal risque et de son évolution temporelle
et spatiale dans ces zones.

8.4. Conselil, Information, Formation

Le CNR-L contribuera a la mise a jour annuelle gdemmandations aux voyageurs
par I''nVS, d'une part par des données actualséeles leishmanioses importées et d'autre part le
suivi des zones d'endémie dans le monde. Les dsrogeerneront surtout le Maghreb et la
Guyane Francaise.

Il nous semble aussi intéressant de développerpatiique d’information pour les
personnes se rendant au Maghreb pour une longuee ddr a 2 mois) durant la saison de
transmission deéeishmania majoafin d’éviter une recrudescence de cas de leislusamcutanée
a L. majorimportées du Maghreb (cf. Alerte 2009-2010). Caifera en collaboration avec la
CIRE Languedoc-Roussillon.

8.5. Recherche en lien direct avec l'activité du CN R

Les projets de recherche en cours seront dévelgmuréisulierement dans leur interface
avec le CNR-L, a la fois dans et entre le LaboratGoordonnateur, le Laboratoire-Associé et les
Centres Collaborateurs.

8.5.1. Projet européen EDENext

Le Laboratoire Coordonnateur est partenaire dansiauveau projet européen qui a
débuté en 2011 pour 4 ans, et dont les themesepigaitement dans la mission de surveillance
du CNR-L; ils répondent en effet a plusieurs desomemandations spécifiques faites par le
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Comité des CNR pour le CNR-L : suivi de I'évolutides zones d’endémie dans le monde, et
contribution aux systemes de surveillance inteomatiix, en particulier européen.

Le projet EDENext Biology and control of vector-borne infections Earopg, financé
dans le cadre du programme européen FP7, fait suifgojet FP6 EDEN, auquel le Laboratoire
avait déja contribué. Il s’agit d’'un consortium 42 partenaires de 22 pays européens et pays
associés. Ses objectifs sont de comprendre leessos biologiques et éco-épidémiologiques
menant a I'établissement, au maintien et a l'ekierdes maladies transmises par vecteurs, dont
les leishmanioses; a moyen terme, il vise & mettrplace de meilleurs outils de surveillance et
de prévention de ces maladies. Les risques d'émdéseront particulierement étudiés. L'étude
des taux d'infection chez les vecteurs et les véssrpermettra de mettre a jour les cartes de
risques des leishmanioses en Europe.

Le Laboratoire est impliqué dans le sous-prograrRim@D Plebotomus-Borne Diseages
par lI'une des équipes de recherche qui y sonthats (Dr C. Ravel, équipe GeneSys, dir. A.L.
Banuls, UMR "MIVEGEC" 5290 CNRS /224 IRD /UM1). Sadle spécifique est d'étudier la
diversité génétique des souched.deshmaniatransmises dans les foyers étudiés en France et au
Maroc. L'un des Laboratoires Collaborateurs (USCCRPER, JE 2533, J. Depaquit, Laboratoire
de Parasitologie de la Faculté de Pharmacie de S3ast également largement impliqué dans ce
sous-programme.

8.5.2. Projet européen « Improving treatment of Lei  shmaniasis based on
species differentiation ».

Un groupe de travail destiné a harmoniser lesquati de prise en charge thérapeutique
des patients atteints de leishmaniose s’est réouni fa premiére fois en janvier 2010 a Béle et
plusieurs fois depuis, avec la participation d’'uembre du CNR-L (C. Ravel). Ce groupe
rassemble des biologistes et cliniciens de plusipays Européens (UK, Suisse, France, Espagne,
Allemagne, Pays Bas, Belgique, Portugal).

Le Dr C. Ravel contribue en particulier & ce prdjeten étant responsable de la partie
typage moléculaire; (i) en mettant a dispositientdutes les équipes des échantillons d’ADN de
toutes les especes deishmania avec I'objectif d’harmoniser les techniques dhtiication
moléculaires des parasites, étape clé dans la pmseharge thérapeutique. Des analyses
comparatives ont été faites entre différents sysgede typage pour déterminer leur résolutivité et
leur valeur pratique.

Ce projet sera soumis a financement par I'UE daoadre du FP7.

8.5.3. Recherche en santé humaine en collaboration avec les Centres
Collaborateurs du CNR

Le Centre Collaborateur de Marseille outre l'identification des especesldgshmania
par spectrométrie de masse (cf. 8 8.1.3), poudsuk projets de recherche en collaboration avec
le CNR-L :

- Etude des chimio-résistances deeishmaniainfantum (Dr Ch. Mary)

- Epidémiologie et géographie de la leishmaniose vé&ale autochtonedans les deux
régions les plus touchées par cette maladie erc&@ACA, puis Languedoc-Roussilloir. R.
Piarroux). Le CC de Marseille utilise de maniere systématites Systémes d’Informations
Geéographiques associés aux logiciels de modélisatiin de représenter et d’analyser
I'épidémiologie de la leishmaniose autochtone. @wdil, particulierement nécessaire dans le
contexte actuel d’extension du territoire touchélpanaladie, porte sur la région Provence-Alpes
Cote d’Azur et notamment sur le foyer provencal;,sdra généralisé a tout le pourtour
meéditerranéen francais. Il permettra d’évaluer aot des mesures de lutte comme celles ciblant
le réservoir canin, ce qui est particulierementangnt dans le contexte actuel de diffusion de

44



colliers a la deltaméthrine et d’arrivée sur le chérd’'un vaccin anti-leishmanien destiné a ce
réservoir domestique.

8.5.4. Recherche en collaboration avec les structur  es travaillant en santé
animale

8.5.4.1. Evaluation de I'exposition des populationisumaines et animales aux
phlébotomes vecteurs, en zone et hors-zone d'endémein France

Le projet 'PhlebExpd’ est un projet de rechercldéposé en mai 2011 conjointement par
le Laboratoire Santé Animale dANSES de Maisons-Alfort (Dr M. Kasbari), le CNR des
Leishmanioses et I'Unité de recherche Vecpar (UR&ims) suite a I'appel d'offre EST 2011 du
programme Environnement-Santé-Travail de 'ANSHES &té sélectionné et financé pour 30
mois (2012-2015). Son objectif général est d'évakieiveau d'exposition réelle, sur le terrain,
des populations humaine et animale aux piqdres llébptomes en zone d'endémie de
leishmaniose, mais également hors zone d'endétrde, a I'aide de tests ELISA et Western blot a
développer, basés sur les antigénes salivaireshtfbqgiomes, et capable de détecter chez
I'hnomme et le chien, les anticorps anti-salive dateur, biomarqueurs reconnus d'exposition aux
pigires. Ces futures données d'exposition, cosélex données de séroprévalence de la
leishmaniose canine et humaine ainsi qu'aux donedtsnologiques des piégeages, devraient
permettre une meilleure évaluation du risque diitnd@ et une mise a jour de son inscription
spatiale en France.

8.5.4.2. Surveillance de possibles foyers de leishmose “"ectopiques” en France

Il s'agit la encore d'une collaboration avec lédratoire Santé Animale dANSES de
Maisons-Alfort (Dr M. Kasbari) et I'unité Vecpar (U niv. Reims).

Outre le foyer breton, dont les cas groupés coatih de faire I'objet d'une surveillance
accrue, le foyer suspecté dans le Jura sera étpdié des enquétes épidémiologique
(séroprévalence de la leishmaniose canine) et ebgue (nature et densité des espéces de
phlébotomes), en particulier autour des foyersreani

Par ailleurs, des campagnes entomologiques spoamsuivies en lle de France et dans
I'Ouest de la France : départements ciblés en 2&Ee et Marne (77), Val d'Oise (95), Cotes
d'Armor (22), Finistere (29).

8.5.5. Autres projets de recherche en collaboration

a) En France

Plusieurs collaborations sont en cours av&iMR 5290 CNRS-IRD-Université
Montpellier 1 (Dr D. Fontenille ) au sujet de I'épidémiologie plutage sain de la leishmaniose
viscérale méditerranéenne (A.L. Banuls), de lastésce del. infantumaux antimoniés (D.
Sereno) et de l'identification moléculaire desshmanigC. Ravel).

Une collaboration est en cours avéiVMR 5086 CNRS-Université Lyon 1  (Pr. Sylvie
Ricard-Blum) au sujet de la physiopathologie deshlaanioses, plus précisément des interactions
entre le parasite et la matrice extra-cellulaire.

b) A I'étranger

Descollaborations avec la Tunisie  (Pr. H. Babba, Faculté de Pharmacie de Monastir)
et I'Algérie (Pr. Z. Harrat, Institut Pasteur d'Algérie; Dr Kit-Oudhia, Ecole Nationale
Vétérinaire d'Alger) sont également en cours den&tisation (projets DGRST). Elles visent a
étudier I'épidémiologie des leishmanioses viscératecutanées, et la caractérisation biochimique
et moléculaire des agents pathogénes. L'extensiozothplexelLeishmania Killickidans tout le
Sud du Maghreb fera I'objet de collaborations matienales, grace a l'installation d'un membre
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de I'Unité de recherche "MIVEGEC" a Casablanca [@rSereno, IRD). Les réservoirs et
phlébotomes vecteurs de cette espéce seront aetNeatherchés.

La collaboration impliqguantUniversité de Kohat au Pakistan , le LSA (ANSES), I'Unité
VECPAR (Univ. Reims), et le CNR-L sera poursuilie. Dr vétérinaire M. Hussain, enseignant
chercheur au Département de Microbiologie (Kohdtybér Pakhtunkhwa, Pakistan), de retour
dans son pays, doit démarrer des enquétes épid@iojoes visant a mieux carcatériser la
circulation des Leishmanie sprésentes dans ce foyemal connu. Les souches isolées a partir
des échantillons collectés localement seront ty@sPCR a Maisons-Alfort et par MLST et
typage iso-enzymatique au CNR de Montpellier. Laklpotomes recueillis dans la vallée de
Kohat seront identifiés et analysés dans I'Unit€RER.

Cette collaboration permettra ainsi de mettre eceldes outils de diagnostic de la leishmaniose
animale au Pakistan, et d'évaluer limpact de ighteaniose en santé publique humaine et
animale.

La collaboration aved'Université de Lausanne (Dept. de Biochimie, Pr. Nicolas
Fasel) a propos de l'implication éventuelle de svimtra-cellulaires des Leishmanies dans la
virulence de l'espéck. braziliensis en particulier dans sa capacité a produire ddastases a
distance, se poursuivra.

Enfin, la collaborationavec le N.ILH. aux Etats-Unis, pour un programme de
"sequencage massif' de nombreux isolats de toete®dpéces deeishmania se poursuivra
également. L'investigateur principal est le Pr. pBé:m Beverley (Dept. of Molecular
Microbiology, Center for Infectious Disease Reshar®Vashington University School of
Medicine, St-Louis, USA).

8.5.6. Projets internes au CNR directement adossés  a la Collection

Un vaste travail dentification et de taxonomiede la majorité des espéces de
Leishmaniabasé sur la technique de MLST (C. Ravel) esboemscdepuis plusieurs années au
sein du Laboratoire. Plus de 200 souches reprégdntzes les especes pathogenes d'Afrique et
d'Eurasie ont été analysées d'un point de vueigéeé&ten collaboration avec le Laboratoire
d'Informatique, de Robotique et de Microélectroeigie Montpellier (LIRMM, V. Berry), une
analyse bio-informatique de la congruence des g®ajnsi obtenues avec ceux définis par
I'analyse isoenzymatique a été realisé et momteetngés bonne corrélation. Un article est en cours
de rédaction sur ces résultats.

Le travail rétrospectif d’analyse des souches préates dans la Collectionportant a la
fois sur les aspects épidémiologiques, noso-gébgraes et taxonomiques, sera poursuivi (F.
Pratlong).

8.6. Activités de Publication

L’effort sera poursuivi pour publier les résultatstenus par le CNR-L. Il nous semble en
effet essentiel que le CNR soit visible sur lesnplaational et international. Les publications
scientifiques ou de vulgarisation, de méme gquedesmunications a congres et les conférences,
permettent de diffuser les acquis, les connaissagickexpertise des membres du CNR.
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