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Résumé analytique

Les leishmanioses sont des maladies parasitairess da un protozoaire flagellé
appartenant au genréeishmania Il s'agit de zoonoses ("anthropozoonoses"), &dfdgcde
nombreuses especes de mammiféres, y compris I'hotransmises par la pigQre d’'un insecte
vecteur, le phlébotome. Les leishmanioses compnéntiéférentes formes cliniques dont la
leishmaniose viscérale (LV), les leishmanioses rada (LC) et la leishmaniose cutanéo-
muqueuse (LCM) . Elles affectent entre 1,5 et Ramd de personnes chaque année dans 88 pays,
avec une mortalité estimée a 50000 morts paf.dreur incidence tend & augmenter suite & un
accroissement des facteurs de risque tenant auxficaithns de I'environnement, aussi bien
quaux comportements humains ou a I'évolution dé&at sanitaire des populatiods La
leishmaniose estndémiquedans tout le bassin méditerranéen et plus paiéceiment danse
Sud de la Franceet toute I'Europe du Sud. Il y s'agit essentiedietrde leishmaniose viscérale,
mortelle en l'absence de traitement et due a I'espeinfantum?®. Son réservoir est le chien, et
la maladie humaine, bien qu’a un niveau faiblesyrégulierement entretenue grace a I'existence
d’'une enzootie canine trés active. Par ailleursraison de l'accentuation des échanges avec les
zones endémiques, il existe @nbreux cas importégle leishmaniose viscérale ou cutanée en
France, surtout originaires du pourtour mediterrame(Maghreb en particulier) et de Guyane
Francaise®.

Dans le département déuyane Francaise existe une forte endémie de leishmaniose
cutanée, avec un nombre élevé de cas annuels é8@éclarés en moyenne). L'épidémiologie de
la leishmaniose y est totalement différente deutes® passe en France métropolitaine, avec cing
espéeces de Leishmania présentes, impliquées dansydes zoonotiques sauvages. L’explosion
démographique de ce département, associée a d’tamisr mouvements migratoires peu
maitrisés maitrisés, modifient I'épidémiologie.

Dans les foyers d’endémie de leishmaniose viscéealdonc dans le Sud de la France, le
nombre dinfections inapparentesa Leishmaniaest trés nettement supérieur au nombre de cas
cliniques détectés d'ol le risque d’extension et d’augmentation de I'endémiitié a
'augmentation des causes d'immunodépression. Reauas, il apparait aujourd'hui clairement
que le réchauffement climatique entraine une eidenge la zone d'endémicité dans le Sud de
I'Europe®’. EnGuyane la leishmaniose représente un probléme de sartibque par le nombre
de cas détectés annuellement et constituesntrave au développemeanh raison de sa présence
dans le milieu forestier (filiere bois, or, agritute, travaux publics, chasse, tourisme).

Les leishmanioses continuent de poser des probldrageostiques et thérapeutiqués.
traitementdes leishmanioses, basé sur des molécules cofiteusexiques, et souvent objet de
demandes de conseil de la part des cliniciens, fi@aé&l'un conseil thérapeutique mis en place
au CNR en 2006 en collaboration avec le Pr Pierngff@& (Centre d'Infectiologie Necker-
Pasteur)®. Enfin, letypagedes souches isolées demeure indispensable poumiaitance en
raison de différences de pronostic et de prise lEarge du patient selon I'espéce ldgshmania
en cause.
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Le Centre National de Référence des LeishmanioséGNR-L) a été créé en mars 1998
(arrété du 17 mars 1998). Depuis sa création vitld@pe les différentes missions imparties aux
CNR : expertise, surveillance, alerte et consdihsA il effectue : (i) la collecte et la conserneat
de souches deeishmaniaet leur identification biochimique et moléculair@) I'expertise en
matiére de diagnostic et d'identification de soggheur de nombreux laboratoires sur le territoire
national; (iii) le conseil et la formation dansdemaine, en particulier en matiére de diagnostic et
de thérapeutique; (iv) la surveillance des diffégsrformes de leishmanioses humaines, avec un
registre des cas autochtones et importés en Fragt®politaine, ainsi qu'en Guyane francaise,
avec l'aide du Laboratoire-Associé (L-A) de Cayenf l'alerte en cas de phénomeénes
anormaux observés au cours des activités de danesl

Le Laboratoire-Associé de Cayenne (Laboratoire HalgpUnivesrsitaire de
Parasitologie-Mycologie, C.H. Andrée Rosemon, Pgdl@ Demar) remplit effectivement les
mémes missions sur le territoire guyanais.

L'année 2016 a vu un certain nombre d'évolutions dans l'a&tidit CNR-L.

1°) En ce qui concerne les missiongxpertise .

L'offre d'expertise diagnostiques'est intensifiée. Le nombre de demandediagnostics
moléculaires a Montpellier a continué a augmenter comme surpémiode 2011-2015,
probablement en raison de la trés bonne effica@gnostique des techniques moléculaires et de
la perspective de I’Accréditation obligatoire desmens biologiques. A l'inverse, il a fortement
diminué au L-A de Guyane, sans corrélation touseéniec une baisse du nombre de cas, ce qui
peut s'expliquer par une meilleure adaptation gedacription. Le diagnostic moléculaire au L-A
de Cayenne continue d'enregistrer une ameélioratoses performances. Les CDPS (centres de
santé périphériques) constituent 53% des demardémgnostic.

En ce qui concernéidentification des Leishmania depuis le milieu de I'année 2016, le
Laboratoire coordonnateur a adopté le MALDI-TOF cmenméthode de premiere ligne pour
l'identification. Dans un certain nombre de casfyleage moléculaire demeure nécessaire pour
confirmer I'identification. Néanmoins, le nombre diemandes de typage moléculaire a continué a
augmenter. L'activité du typage moléculaire au ld& Cayenne a également augmenté, faisant
passer leur nombre d'identifications positives @ 27

La Collection de souchesle Leishmaniaa continué a faire I'objet de travaux de "curage”
visant a améliorer la qualité des données assoai®esouches. En effet, un travail systématique
de croisement des données associées, et une a@rdprtypage systématique des souches par
MALDI-TOF, permettent de repérer des erreurs qui sorrigées au fur et a mesure.

Le nombre annuel deouches recueau CNR-L a Montpellier a de nouveau augmenté en
2016, apres des années de diminution en lien aviecte réduction d'envois de souches par le L-
A de Cayenne. Cette situation s'est normalisée0&6,2avec 110 souches regues de Guyane (cf.
Figure 1). Ceci a permis de retrouver des flux éeption de souches plus proches des années
antérieures a 2012. En effet, le nombre de soudwées_en Guyane Francaise a encore
augmenté en 2016 (& 174) et a quasiment doublésd2pu4. De facon notable, ce sont surtout
les Cntres de soins périphériques (CDPS) qui sdotigine de cette augmentation, témoin a la
fois de l'augmentation d'incidence dans ces régainde I'amélioration des pratiques mise en
place grace au L-A de Cayenne.

Néanmoins, la tendance a la diminution de l'isolgnde souches persiste, en lien avec les
difficultés a isoler et envoyer des souches etdendre intérét de la culture pour le diagnostic (cf
Dossier de renouvellement du CNR-L, 2017-2021).df&urs, le nombre de souches regues de
centres étrangers a encore diminué. Ceci est Bremxpliqué par la diffusion et le recours plus
fréquent aux méthodes de diagnostic et de typad@cuiaires en zone d'endémie




Le nombre desouches distribuées encore fortement diminué en 2016. L'explicagseh
connue et a été exposée dans le dossier de relmmngat du CNR-L 2017-2021. Les équipes
nationales et internationales recherchent souvesg® douches parfaitement caractérisées,
conservées dans des conditions de rigueur maxireles des renseignements associés le plus
complets possibles; et la certification en coursstitue un avantage par rapport aux autres
collections de Leishmanies de par le monde, peatpdtis faciles d'accés mais moins formalisées.
Néanmoins, les aspects administratifs de cessian steiches, devenus complexes avec la
rigidification de le la réglementation, rebutentmiwe de demandeurs.

2°) Les activités dsgurveillance continuent de constituer une grosse activité diRCN
Au total, en 2016435 cas ont été déclarésu CNR-L : 16 cas de LV, 415 cas de LC et 4 cas de
LCM. Les déclarations sont parvenues de 34 strestdie santé en métropole, et du L-A de
Cayenne : celui-ci a déclaré 308 cas de LC diagnest en Guyane Francaise. Le nombre de cas
de leishmanioses déclarés au CNR-L par des stegctlg santé en France métropolitaine est resté
stable par rapport a 2015. Le nombre de contarnmatiyant eu lieu dans les pays du Maghreb a
continué de monter a un niveau relativement élea&ec 47 casversus 16 en 2014).

Le nombre total de cas déclarés avataminatioren Guyaneest en forte augmentation
par rapport a 2015 (340 versus 228); la moyenneaedlenétait de 208 cas par an pour les années
2011-2015. Les raisons de cette augmentation nepsmndémontrées, mais ont probablement
trait aux changements de population en cours era@)yavec augmentation de l'immigration et
des activités en forét. Le taux de remplissageyeauinsuffisant, des fiches de renseignements
associés ne permet pas d'avoir une vision comgidedonnées épidémiologiques. A noter que
59% des cas déclarées ont été vus dans les CDPS.

Il N’y a pas eu d’alerte spécifique, ni de gaoupés détectés.

Par ailleurs, les collaborations avec des strustdes santé animale, qui visent a mieux
décrire et surveiller les nombreux foyers de leighimse canine présents en France, sont en nette
décroissance depuis la soutenance de these du Rarve Kasbari (LSA, ANSES) mi-2016.

3°) En matiére déormation et conseil , le CNR-L a développé une forte activité de
conseil dans le cadre de I'expertise diagnostiqueQ. Ravel). Il a poursuivi ses activités de
conseil thérapeutiquetéléphonique destiné aux meédecins, basé sur ufeba@tion entre le
CNR et le Pr Pierre Buffet et Dr Gloria Morizot (@ee d'Infectiologie Necker-Pasteur). Le
travail sur lesite Internet du CNR continue; les pages du CNR-L, ainsi que les pageésifiques
du diagnostic, de la déclaration de cas, du cotts&@ibpeutique et de la Collection de souches ont
été mieux individualisée&n Guyane francaise le Service de Dermatologie du CHAR (Pr Pierre
Couppié) est le service référent pour la prise @arge clinique et thérapeutique de la
leishmaniose cutanée avec comme responsable réféherprotocole de confection des frottis
cutanés et des biopsies cutanées et cutanéo-meaguedte revu en accord avec les pratiques du
Service de Dermatologie.

4°) Enfin, le CNR-L a participé a dplusieurs prejderecherche , en collaboration avec
les équipes du Laboratoire ou d'autres équipesgdis@s ou étrangeres.



1. MISSIONS ET ORGANISATION DU CNR

Description détaillée présentée en Annexe.

2. ACTIVITES D’EXPERTISE 2016

Description des techniques disponibles présentdmaaxe.

2.1. Evolution des techniques
- Techniques développées ou en développement

Le CNR a aujourd'hui optimisé l'identification desuches déeishmanigar la
technologie du MALDI-TOF (spectrométrie de maska)premiere partie du projet de validation
de la méthode en collaboration entre le CNR de pkihér (Dr Lachaud) et le Centre
collaborateur de Marseille (Pr Piarroux) a été reenéien. De nouveaux développements sont en
cours (cf. §6.1.3).

- Travaux d’évaluation des techniques, réactifs et trousses : méthode, état
d’avancement, principaux résultats

- Techniques transférées vers d’autres laboratoires

2.2. Activités d’expertise

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

Au Laboratoire coordonnateur :

En 2016518 échantillons pour diagnostic moléculaireashmaniose ont été analyseés.
Les demandes provenaient du CHRU de Montpellier%21mais également de 55 Centres
hospitaliers francais (CH ou CHU). 25 % des prétégnts se sont averés positifs, dont environ
78 % pour des formes cutanées.

Il est & noter que ces demandes diagnostiquesusensource essentielle d'informations
pour la surveillance, et fournissent une réelleacap d'alerte, ainsi que des occasions répétées de
conseil aux professionnels de santé (Dr C. Ravel).

Au Laboratoire Associé (L-A) de Cayenne :

En 2016, 461 demandes de diagnostic de leishmaoitisé&té enregistrées. Les demandes
correspondent a 418 patients et ont concerné @sdgement le diagnostic des leishmanioses
cutanées et cutanéo-muqueuses (453 demandes) 2&eaecherches sur frottis, 430 recherches
sur culture et 428 recherches par biologie molé®ul&Jne recherche de leishmaniose viscérale a
été demandée pour 8 patients (6 sur du sang etde2da moelle osseuse).

Ces demandes étaient issues du CH de Cayenne §34@#it 31% des demandes), de
Saint-Laurent-du-Maroni (44/453 demandes, soit 1% demandes), du Centre du Service des
Armées (CMIA) (20/453, soit 4% des demandes), st @entres de Soins et Postes de Santé
(CDPS) disséminés sur le territoire guyanais (287/40it 53,5% des demandes). A noter que le




Centre de Maripasoula, situé sur le Maroni, represa lui seul 159 demandes, soit 63% des
prescripteurs des CDPS.

Pour 31 patients, il y a eu au moins deux demaddeascherche de leishmaniose cutanée
ou cutanée-muqueuse faites sur I'année.

Le nombre de demandes est en forte diminution gggpart a I'année 2015 (pres de 50%
en moins), sans que I'on note une nette diminuties cas (Tableau I). On peut évoquer qu’au
terme d'une période de sensibilisation et de foionatles professionnels de santé maitrisent
mieux la pathologie et ciblent mieux les indicatiate prélevements.

Tableau |. Synthése de I'activité diagnostique du L -A de 2012 a 2016

2012 | 2013| 2014 20152016
Nombre de demandes de LC 215 409 669 809 161

Nombre de cas toutes technlques142 140 249! 358 308
confondues

66% | 34% | 37%| 44% 67%
Nombre de souches isolées Zilrg 102 165 174

A noter également que le seul examen direct n'‘adépisté quel95 cas, soit63% des
308 patients positifs (sensibilité stable par rap@ax années précédentes), contre 300 cas, soit
97% pour le _diagnostic moléculaire. La sensibilité ck dernier a donc connu une nette
amélioration par rapport a celle de 2013, qui é@i61,4%.

La PCR-RFLP a été réalisée de la maniere suivaR@R-RFLP initiale (directement sur
biopsie) :341; PCR-RFLP sur biopsie aprés échec de la culttbe PCR-RFLP sur culture47

- Diagnostic immunologique
En 2016,198 sérologies leishmaniennes ont été réalisées. Ciéfseshmontrent une
stabilité par rapport aux années précédentes.

2.2.2. ldentification moléculaire

2.2.2.1. Laboratoire coordonnateur

Le typage moléculaire est réalisé en routine depQis.

En 2016, 228 demandes de typage moléculaire on¢étés, dont 100 ou I'ADN était
détectable et 88 qui ont donné lieu a une ideatific. Au total, 7 especes Heishmaniaont été
identifiées, avec toujours une prédominancé.deajor (n= 43 %). Les especes impliquées pour
33 cas du Nouveau Monde ont été également idesdifdont 17.. guyanensisl4L. braziliensis
(dont 7 de Guyane), . amazonensj®t 1L. mexicana.

Par rapport aux années précédentes, ces identifisdbnt apparaitre une forte
représentation de. braziliensisgui représentait habituellement environ cing afdig moins de
cas qud.. guyanensisLe CNR n'a pas d’explication évidente pour cdéeiation.

2.2.2.2. Laboratoire-Associé de Cayenne

L’'identification de I'espéce est réalisée en nogth Cayenne par PCR-RFLP depuis 2006.
Depuis 2009, elle est appliquée a la grande méjdas cas vus en Dermatologie a Cayenne (90%
en 2015), et, de plus en plus, aux cas des patiaist dans les Centres de santé de la Guyane en
zone isolée.



En 2016, 428 demandes de diagnostic/typage molézuwat été recues, et pour 296
I'ADN était détectable et a permis l'identificatide 270Leishmaniala répartition est retrouvee
dans le tableau suivant.

Nombre Pourcentage
L. guyanensis 251 89%
L. braziliensis 9 3%
L. lainsoni 6 2%
L. naiffi 2 0,7%
L. amazonensis 2 0,7%
Indéterminée 10 3.5%

On notera que 57% des identifications sont réaisée les prélévements en provenance
des CDPS de la Guyane, avec un taux d’identifinapar PCR-RFLP croissant (de 19,3% a
65%).

2.2.3. Identification par spectrométrie de masse (M  ALDI-TOF)

Au cours de lI'année 2016, une banque de donnédsntiication ded eishmaniaa été
construite en collaboration avec I'équipe du PrBia (La Timone, Marseille). Actuellement,
toutes les souches qui arrivent au CNR sont typees cette méthode. Des développements pour
'amélioration de la base de données sont en ¢ofir§ 6.1.3).

Le L-A de Cayenne a débuté la mise en place de tathnique en mai 2016, en paralléle
avec la technigue de PCR-RFLP et en collaborativac aMarseille et le Laboratoire
Coordonnateur. Elle n’est pas encore passée éatitih de routine quotidienne.

2.2.4. ldentification isoenzymatique

Le typage biochimique iso-enzymatique, qui estdorg une technigue de référence reconnue
par la communauté scientifique, n’est plus utibgéroutine, mais est réservé essentiellement aux
enquétes et études épidémiologiques. Cette teahpigumet également de placer une espece dans
la classification existante lorsqu’'une Leishmanieuvelle est mise en évidence (par ex.

"Martinique”, "Cote d’lvoire™).

2.2.5. Sensibilité in vitro des souches de  Leishmania aux produits anti-
leishmaniens

Devant I'absence de centre expert en France dadsncaine, le CNR-L a mis en place
depuis 2007 des tests de chimiosensibilitéLégshmaniaaux anti-leishmaniens.

Les tests de chimiosensibilité sont exceptionnedl@mdemandés chez ce parasite, et
posent un probleme d’interprétation en raison dé#&rdnces notables observées entre
amastigotes et promastigotes de la méme souchen&uwtemande n'a été enregistrée en 206.

2.2.6. Réception de souches de Leishmania

e Origine des souches selon le centre de soins

En 2016, 143 souches de Leishmania ont été isoléescues, dont 138 d’hopitaux,
centres de soins ou instituts de recherche franeais de centres de soins ou de recherche a
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I'étranger. Le détail de l'origine des souches pantre d’'isolement en 2016 figure sur le

Tableau Il.

Tableau II. Origine, selon le centre de soins, des

143 souches de Leishmania traitées
par le Laboratoire Coordonnateur en 2016.

France (138 souches)

Etranger (5 souches)

Etablissements Nb| Etablissements Nb Pays Etablissents Nb
APHP Cochin 11| CHU Nice 4 ESPAGNE Faculté de Bamel 5
APHP Bobigny 1 | CHU Strasbourg il

CHU Cayenne 110 CHU Rennes 3

CH Croix Rousse Lyon 1| Dermatologue N

CHU Grenoble 1| SSA Kourou 2

CHU Montpellier 3

e QOrigine géographique des souches par pays de comtimation.

En 2016, l'origine géographique des souches pas paya contamination des cas a eu lieu figure
sur le Tableadll : les souches ont été obtenues en provenan8epdgs différents, dor® pays
d’Afrique, 3 pays d'Europe 8tpays d’Amerique.

Tableau lll. Origine géographique, par pays de cont

traitées par le CNRL en 2016

amination, des 143 souches

Continents Pays Nb Continents Pays Nb
Afrique (n = 10) | Algérie 2 | Amérique (n = 124) Bresil 1
Maroc 4 Guyane Francais 122
Tunisie 4 Mexique 1
Europe (n = 8) Espagne 2
France 5
Origine géographique inconnue 1 Portugal 1

N.B. Ces chiffres sont différents des chiffred@daration de cas.

Tableau V.- Détail des identifications (MALDI-TOF

) des 143 souches recues en 2016

Especes Nombre
L. amazonensis 3
L. braziliensis S
L. guyanensis 89
L. infantum 11
L. lainsoni S
L. major 7
L. mexicana 1
L. naiffi 2
L. panamensis 3
L. peruviana 2
L. shawi 1
Typage en cours 14
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En Guyane, pour I'année 2016, 174 souches tleishmaniaont été isoléesdont 74
souches (42,5%) provenant des hopitaux de Cayende &aint-Laurent-Du-Maroni (51% en
2014), 91 souches (53%) des CDPS (19,3% en 20t9)seuches (5%) du Centre Médical du
Service des Armées (CMIA) (27% en 2014). De fagométée avec les diagnostics, le nombre de
souches isolées des CDPS a augmenté relativemeratgmert aux autres centres (cf. également §
2.2.2. ldentification moléculaire). On note que & souches isolées de patients vivant dans les
centres de santé, 54 souches, soit 59%, proverthi€DDPS de Maripasoula.

Cette situation est stable par rapport a 2015 tizigmentation est trés nette par rapport
aux années précédentes (seulement 47 souchesisnl@@13 et 104 en 2014).

Tableau V. Origine selon le centre de soins, des 17 4 souches de Leishmania traitées
par le L-A & Cayenne entre 2014 et 2016.

Hépitaux Armée Centre /Postes de Total
(SLM+CHAR) (CMIA) santé (CDPS)

Nombre de souches 74 (42%) 9 (5%) 91 (53%) 174
isolées en 2016

Nombre de souches 90 (54,5%) 7 (4,2%) 68 (41,2,%) 165
isolées en 2015

Nombre de souches 53 (51%) 27 (26%) 20 (19,3%) 104
isolées en 2014

2.2.6. Distribution de souches de Leishmania

En 2016, 15 souches dleishmaniaont été fournies a divers laboratoires et instihg a
I'étranger, dont la liste figure ci-dessous :

- 4 souches a la Faculdad de Medicina de La Padivi®

- 11 souches a I’American University of Beirut, Bayth — Liban.

Par ailleurs, 63 souches ont été restituées &lisdans le cadre d'un projet en collaboration de
longue date avec la Facultat de Farmacia de BaredEspagne).

2.2.7. Maintien et dynamique de la Collection de so  uches (Montpellier)

Le maintien de la Collection de souches du CNRdpjfiel a une logistique lourde, & une
rigueur éprouveée et a une collaboration suivie adecnombreuses équipes nationales et
internationales. Ces collaborations sont a I'oegdu rayonnement de notre structure qui a été
rapporté par Gregorio Gonzélez-Alcaide G. et c{Hvolution of coauthorship networks:
worldwide scientific production on leishmaniasiBevista Soc. Brasil. Med. Trof013,
46(6):719-27). Le CNR-L s'emploie a faire vivre ptogresser cette Collection, devenue
importante pour de nombreux centres hospitaliede eecherche.

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 que aibeht les chercheurs.

En 2016, le travail de "curage" de la collectioété repris et revisité par le Dr Laurence
Lachaud.

- Le cataloguedes souchegn ligne sur le site Internet du Laboratoire arétésité avec,

avant mise sur le site, un contréle rigoureux des tes renseignements relatifs a ces souches. Un
certain nombre de souches a du étre enlevé dwgatakn raison de I'absence de certains
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renseignements, aujourdhui considérés comem né@sspar le Comité scientifique du CNR.
D'autres souches ont été ajoutées. Le nombre at#igguches sur le catalogue reste aux environs
de 550 (chiffre approximatif car en constante étiotuen ce moment).

- Enrichissement des donnéeassociées aux souches a partir de travaux réalsesdes
souches de la collection (travaux de these oue@stgrientifiques), comme par exemple:
* la sensibilité du parasite aux anti-leishmaniens,
» lavirulence et l'infectivité des souches,
» laré-emergence de foyers de leishmaniose danadsilBMéditerranéen,
» la découverte d'un nouveau réservoir de leishmanios
» typage systématique par MALDI-TOF
» données cliniques plus précises pour les leishreasicutanées (nombre de
lésions, aspect des Iésions, localisations)

Ces données, avec les références correspondamemtegrees a la fiche électronique de
chaque souche concernée. Ce travail long et minutest encore en cours, encadré par le
nouveau curateur, Dr Laurence Lachaud, avec l@édkancien curateur Dr Francine Pratlong. Il
constitue une valorisation importante des souckda €ollection.

- Les souches référencées comme marqueurs de zgmasdmt été sécurisées au CNR-L
en plusieurs aliquotes.

- L’ensemble des codes OMS a été revu avec cestaimeotations (en particulier pour les
problémes liés aux pays fisant partie de I'anciddR&S) afin de clarifier la situation.

- Les doublons ont été repéres et fusionnés lorsgti@t possible.

L'ensemble de ces travaux permet a la Collectigorolgoser aux équipes de recherche
des souches bien documentéenadispensables pour les travaux de recherche.
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3. ACTIVITES DE SURVEILLANCE

La surveillance a pour but d’évaluer la persistaratela dynamique des foyers autochtones
d’endémie leishmanienne, et d’essayer d’anticigsr implications de cette affection au plan de la
santé publique, en particulier au cours de linfent VIH et chez les sujets subissant des
transplantations d'organes. Elle vise également uaveailler les cas d'importation et détecter
d'éventuels cas groupés ou augmentations d'inceletans des foyers endémiques a I'étranger,
permettant ainsi d'actualiser les recommandatioms \@oyageurs dans ces zones d'endémie.

Les leishmanioses ne sont pas en France des maladiéclaration obligatoire.

Le recensement annuel des cas de leishmanioses auwoes et importéediagnostiqués en
France a été instauré par le CNR-L en 1998, d’apeasdéclarations volontaires de cas autochtones
ou importés qui lui sont envoyées. Les déclaratimm faites par les établissements publics ouggriv
de santé, voire par des praticiens libéraux, aigae par les Services de Santé des Armées. Ce
recensement a porté initialement sur la France optitaine, puis a été étendu a la Guyane en 2003.
Il continue a étre effectué grace a une fiche ddadétion de cas, qui a été récemment modifiée afin
d'en faciliter I'usage.

La surveillance des leishmanioses s'effectue dagar partir de ces déclarations de cas que
de l'isolement des souches, ce dernier étant tgaement difficile et donc aléatoire. A l'inverses |
demandes de diagnostic, de méme que les envoimidees au CNR sont, autant que possible, suivis
d'une enquéte visant a faire établir une déclarati@ cas si elle n'a pas été faite

3.1. Surveillance de l'infection et des caractérist  iques des leishmanioses

3.1.1. Réseaux de partenaires

Le réseaude partenaires mis en place au fil des ans paNR reste fort.

Par ailleurs, des relations plus fortes ont étéliés entre Montpellier et I&-A de
Cayenne les relations sont plus fluides et des collabonat plus étroites ont été initiées. La
visite de Patrick Bastien a Cayenne a l'automne 20permis d'apprécier les fortes contraintes
imposées au L-A par le contexte local et les paibidts offertes dans ce Département ou la
leishmaniose est un probléme de santé publiquepiEtement important.

* Centre coordonnateur (Montpellier) :

La liste des Services ayant déclaré au CNR-L degledeishmanioses en 2016 figure ci-
dessous.

Pour les CHU :les Laboratoires de Parasitologie-Mycologie dedJG&divants : Amiens,
(80), Caen (14), Dijon (21), Grenoble (38), Lil9], Limoges (87), Lyon (69), Marseille (13),
Montpellier (34), Nancy (54), Nantes (44), Nice Ya8imes (30), Reims (51), Rennes (35), Tours
(37), divers établissements de I'AP-HP a Paris (Brhat, Cochin-St Vincent de Paul, St-
Antoine, St-Louis, Pitié-Salpétriére). Avicenne abigjny (93).

Pour les CHG : CH Bayonne (64), CH Chambery (74), CH Denain ,(50H de
Perpignan (66), CH Thionville (57), CHD de Toura@i{b9), CH de Valenciennes (59), CHAR a
Cayenne (973).

Pour les Hopitaux d’Instruction des Armées :HIA Legouest & Metz (57), HIA Bégin a
Saint Mandé (94) et HIA Desgenettes a Lyon (69).
Pour le Service de Santé des Armée®épartement d’Epidémiologie et Santé publique.
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* Laboratoire-Associé (Cayenne) :

Le Laboratoire-Associé (LHUPM) de Cayenne a établréseau important de partenaires
sur le territoire. Le L-A recoit un certain nomhbde prélevements, accompagnés de données
cliniques et épidémiologiques dans environ dewsties cas (entre 65 a 73%), adressés par les
divers laboratoires et centres de soins de la Guyan

- Cayenne : Institut Pasteur de Cayenne, CMIA (Sergie Santé des Armeées)
- Saint-Laurent-Du-Maroni : laboratoire du CH de $aiaurent-Du-Maroni, CMIA

(Service de Santé des Armées)

- Kourou : Laboratoire du CH de Kourou, CMIA
- Autres CDPS (centres de santé) de la Guyane.

Le service de Dermatologie, du fait de son ancignm¢ de sa renommeée, draine la
majorité des cas pour les personnes pouvant seeren@ayenne. Le diagnostic est réalisé par
'examen parasitologique direct, mais aussi patucelet PCR. La démarche hospitaliere (CH de
Cayenne) est étendue aux postes et Centres dedgalfitéérieur de la Guyane (qui sont sous son
autorité administrative et médicale).

La transmission au CNR (Montpellier) des inforroaf sur les cas de leishmaniose
diagnostiqués se fait de facon annuelle sous fafone fichier Excel aprés anonymisation selon
les fiches de déclaration fournies : conservatiomsicro-ordinateurs (2 endroits différents) avec
acces par mot de passe.

Le réseau de partenaires mis en place par le L-Angte d’apprécier de facon
pratiguement exhaustive les cas diagnostiqués adeCBayenne, dans les CDPS et sur le reste
du territoire. Au fil des années, le réseau restbls mais relativement fluctuant en terme
d’activités de diagnostic de la leishmaniose cugané

3.1.2. Déclaration de cas

En 2016, 435 caswu total ont été déclarés au CNR-L : 127 fichesl@gdaration de cas
ont été regues directement au CNR-L, provenanttdestares de France métropolitaine (104
déclarations) et des Services de Santé des Arri@esag); le L-A de Cayenne a déclaré 308 cas
de LC diagnostiqués en Guyane Francaise.

La répartition de ces cawlon la forme cliniquepour I'année 2016 se fait de la facon
suivante (toutes structures confondues) :

- 16 cas de leishmanioses viscérales, dont 8 castathtones, 2 dont l'origine était
indéterminée, et 6 ou la contamination avait ew fiers de France.

- 415 cas de leishmanioses cutanées (dont 3 aateshtle France métropolitaine),

- 4 cas de leishmaniose cutanéo-muqueuse (3 aeecamtamination en Guyane et un au
Brésil).

N.B. Ces chiffres sont susceptibles d’étre legergraegmentés ou modifiés par la suite,
certaines déclarations étant encore en susped&sletes déclarations pouvant nous parvenir en
retard.

Le Tableau VI et la Figure 3 montrent la répanitide ces caselon l'origine
géopgraphiquedes contaminations.
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Tableau VI. Lieux de contamination pour I'ensemble
déclarés au CNR-L en 2016.

des cas de leishmanioses

Origine de la contamination
France Maghreb | Guyane | Antilles Autre Indéterminée | Total
meétropolitaine | (Algérie, | etpays pays (ou ou non
Tunisie, | limitrophes plusieurs | renseignée
Maroc) pays
possibles)
S L 8 0 0 6 2 16
'€ | viscérale
< | L. 3 47 337 17 11 415
2 | cutanée
o | L. 0 0 3 1 0 4
L | muqueuse
Total 11 47 340 24 13 435
Figure 3. Nombre de cas humains de leishmaniose déc  larés au CNR-L de 2012 a
2016 en fonction du lieu de contamination
450 -
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/ H France
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3.1.3. Analyse de la distribution des différentsty ~ pes d’agents caractérisés
en fonction des criteres pertinents (age, sexe, géo  graphie) et analyse des
tendances

3.1.3.1. France métropolitaine

Leishmanioses autochtones/importéesen 2016, 11 cas de leishmaniogetochtones (8
viscérales et 3 cutanées) ont été déclarés. Le mod#cas importés est beaucoup plus éleve (71
cas dont8 LV, 64 LC et 1 LCM). Pour environ 13,chs1a pas été possible de déterminer
I'origine de la contamination (voyages ou résidesnceilltiples en particulier).

Evolution : Le nombre de cas de leishmanioses déclarés &:LCpar des structures de
santé en France métropolitaine est resté stableapport a 2015 (Tableau VII), et ce quelle que
la forme de leishmaniose ou le caractere import@utachtone. Néanmoins, les cas autochtones
sont a leur niveau le plus bas depuis au moins,28i@6 que les chiffres soient toujours faibles
(min. 11, max. 31).

Le nombre de contaminations ayant eu lieu danéss du Maghreb a continué de
monter & un niveau relativement élevé avec 47{ve&susl6 en 2014).

Tableau VII. Evolution du nombre de déclarations an nuelles des cas faites au CNR-L
(hors CH Cayenne) entre 2012 et 2016.

Années 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | Total Moyenne
annuelle 2012-
2016
Cas LV 10 8 11 8 8 45 9
autochtones LC 4 4 6 5 3 45 4.4
(France LM 1 1 2 0 0 4 <1
métropolitaine) | Totg 15 13 19 13 11 94 14,2
Cas importés LV 10 9 5 ] 6 39 7,8
(en France LC 44 63 25 71 64 267 53,4
métropolitaine) LC 34 22 49 29 31 165 33
Guyane
LM 2 0 1 0 2 5 1
Total 88 94 79 109 103 473 94,6
Origine indéterminée 0 4 1 6 13 24 4.8
(LV +LC)
Total 103 111 99 128 127 568 113,6
Pathologie :

En 2016 le nombre de formes viscérales ou cutanéesadsest

Sur I'ensemble des 106 cas de LC diagnostiquésac€é métropolitaine, autochtones ou
importés et associés a des données fiables, &hetis formes cutanées multiples.

Quatre cas étaient des leishmanioses cutanéo-nmgggieu

Autres données patients :

Pour les 16 cas de LV, le facteur immunodépresSiait renseigné dans 14 cas : de facon
surprenante, aucun patient ne présentait d'immuyredéion, confirmant ainsi le déclin de cette
infection chez I'immunodéprimé (seulement 6 ca2G@tb).
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Quatre cas seulement sont survenus chez des egdigggésde moins 10 ans. Ainsi, en
France, la LV continue de toucher plus souventatkgtes relativement jeunes (moyenne d’age
de 31.6 ans [1-77 ans]).

On notera également un sex ratio biaisé, avecrsenle5/16 cas chez des femmes.

Distribution géographique :

* En 2016, comme les autres années, la majorit&cdegléclarés avaient été contaminés
en Guyane (379/474, 80%). La seconde région graodevoyeuse de cas reste le Maghreb
(Algérie, Maroc, Tunisie), avec 10% des cas au {otdquement des formes cutanées), et 38%
des cas de LC (47/124).

* Pour ledeishmanioses autochtone$gs cas avec un lieu de contamination précis (6 LV
et 1 LC) provenaient de trois départements du suthd-rance (Alpes-Maritimes, Bouches-du-
Rhone, et Pyrénées orientales), situés dans ladzendémie leishmanienne connue, et les autres
du Sud de la France sans précision.

3.1.3.2. Guyane Francaise (synthese)

La situation en Guyane Francaise se caractériseuparévolution assez marquée
particulierement au vu du bilan des 10 derniérasas qui a été détaillé dans le dossier de
demande de renouvellement du CNR.

Aux cas diagnostiqués et déclarés par le L-A dec@iag s'ajoutent les cas diagnostiqués
et déclarés par divers établissements de santéammed-meétropolitaine. Les chiffres donnés ci-
dessous s'appuient sur ces deux types de notifisati

Pourl’'année 2016 :on retrouve un total de 340 cas de contaminatioG@mane ou dans
les pays limitrophes (voir Tableau VI).

- Le Laboratoire de Parasitologie-Mycologie (Pr. Menbar) du Centre Hospitalier de
Cayenne nous a adressé 308 déclarations de ca3 diagnostiqués en Guyane Francaise.
Sur 90 fiches renseignées sur ce paramdaelieu de contamination retrouvé
correspondait a 54% des sites situés en Guyane.aless lieux de contamination
correspondaient aux pays limitrophes. On noteralgueveau de remplissage des fiches
est trés variable selon le parametre et 30 fichemtnpas été remplies (aucun
renseignement clinique autre que I'état-civil duiga). Le niveau de remplissage des
fiches pour le parametre « Profession » est de 34%j de « Lésion cutanée » de 67%,
celui du « siege des lésions de 68%.

- Les Hopitaux d'instruction des Armées (HIA BégimyvEran, Legouest et Sainte Anne) et
le Service de Santé des Armées (Département d'Epidiggie et Santé publique de
I'Institut de Médecine tropicale du Pharo) ont déét 19 cas de LC avec une
contamination en Guyane.

- De plus, parmi les déclarations de cas de LC et l&bvbyées par les diverses structures
sanitaires métropolitaines, 13 concernaient unéacoination en Guyane.

Le nombre de cas originaires de Guyane est amgorte augmentation.Avec 308 cas
déclarés en Guyane et 340 cas déclarés au totadidEnce annuelle de la LC en Guyane
Francaiseen 2016 serait au minimum de 1,36 p. 1000 (stmake de 250.000 habitants), alors
gu'elle était de 0,91 p.1000 en 2015, 0.97 p.1002044 et 0.9 p. 1000 en 2012.
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Tableau VIII. Cas de leishmaniose cutanée et cutané 0-muqueuse contractés en
Guyane en 2016, en fonction de la source de déclara tion.

Déclarations Nb total Sexe Statut
H F | militaire | civil | non

rens.
Centres de Santé de France 13 10 2 5 8 -
métropolitaine
CH Cayenne * 308 210 | 67 6 105 171
HIA et SS des Armées 19 >19 - 19 - -
Total 340 >238 | 69 36 119 171

* sur les 277-282 fiches renseignées; inclut les cas du CMIA

Pathologie :
Tous les cas de contamination en Guyane Franctagentdes LC, excepté 4 cas de

leishmaniose cutanéo-muqueuse. Aucune leishmaniesérale n'a été détectee.

Autres données patients :

L’infection est survenue chez 2 patieMi -positifs ayant développé une infectio.a
guyanensis

En 2016, lesex-ratio H/F pour les cas ou cette donnée était connue dgaB,45 (238
hommes pour 69 femmes). Il était de 3,9 (595 honpoes 152 femmes) durant la période 2011-
2015. Ceci est a mettre en relation avec les activitésest@res (orpaillage, bucheron..),
essentiellement masculines.

Agents pathogénes en cause :

Le CH de Cayenne rapporte une baisse importan® de% cas &. braziliensis espece
qui poursuit une baisse entamée depuis 2014 (en&® des cas), alors gyesque la elle se
maintenait a un niveau stable autour de 13%. @eitse est compensée par I'existence de 7 cas a
L. braziliensis diagnostiqués en meétropole, ce qui corrige la rtéwa L. braziliensis/L.
guyanensigle Guyane a 5,6% / 94,4% (16 vs. 268). Cette noadifin est donc corrrélée avec
une augmentation dé. guyanensis qui reste I'espéce prépondérante en 2016 a ueaaiv
équivalent a celui de 2015.

Les chiffres qui indiquaient I'implantation réeltee L. braziliensisen Guyane avec une
prévalence de plus de 10% des cas ne sont dormopfsnés cette année.

Les espéces telles gue lainsonj L. naiffi ou L. amazonensjsbien que minoritaires
(environ 4% des cas), sont de répartition plusrdifiée.

Tableau IX. Identifications des especes de Leishma  nia en cause en Guyane
de 2011 a 2016.

2011 | 2012| 2013 2014 201% 2016
Nombre d' identifications 96 104 92 222 198 270
L. guyanensi$%o) 85,4 | 78,8| 83,7 92,2 67 89,8
L. braziliensig%) 135 | 144 13 5 12,6 3,2
L. amazonensi@o) 0 5,8 2,2 2,3 5,5 0,7
L. lansoni(%) 1 1 1,1 0,4 2 2,5
L. naiffi (%) 0 0 0 0 0,05 0,7
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Distribution géographigue et temporelle :

On note que la nette recrudescence des diagnpstitess pour les patients désntres de
santé(CDPS), passée de 20% a 46,5% entre 2014 et 80T®nfirme en 2016 avec 59% des cas.

Tableau X. Origine des cas de leishmaniose en Guyan e par centre de santé

Cas déclarés 2014 2015 2016
CDPS (20%) 20/100 (46,5%) 93/200 (59%) 180/308
Hopital (53%) 53/100 (47,5%) 95/200 (37%) 114/308
CMIA (27%) 27/100 (6%) 12/200 (4%) 13/308

De méme, la répartition de. braziliensisdiagnostiqués dans les CDPS se maintient a
44% en 2016 (48% en 2015).

La distribution temporelle des cas de leishmaniasdanées et cutanéo-muqueuses en
Guyane est superposable d’'une année a l'autrelaveombre plus faible de cas a partir de mai
(saison seche) puis une reprise & compter de noeefshison des pluies). En 2016, sur les 308
cas déclarés, on note 58% des cas en saison des gatre 41% des cas en saison seche.

3.2. Surveillance de la résistance des agents patho  géenes aux anti-infectieux

Des testsn vitro de sensibilité des Leishmanies aux drogues, eitpigr a I'amphotéricine B,
ont été mis au point au CNR depuis 2005. CepenBnles résistances documentées a laifois
vivo etin vitro sont rarissimes et (2) les demandes sont égalenésntares. Aucune demande n'a
été enregistrée en 2016.

3.3. Participation aux réseaux de surveillance

3.3.1. Contribution a la surveillance nationale en interface avec Santé Publique
France (échanges de données, périodicité, analyse commune)

En Guyane francaise, une demande émanant de I'AS# & préparer et diffuser une
maquette d’information sur la leishmaniose cutagéeutanéo-muqueuse a I'ensemble de la
population. Le L-A du CNR a contribué a la rédattiu texte. L'étape d’édition et de diffusion
est en cours.

Le recrutement d’'une PH en Infectiologie affectémidemps aux CDPS a contribué a la
déclaration et surveillance des cas, de méme qu&emhsibilisation de la pathologie auprés des
personnels. La forte demande émanant des CDPS Enprsuve. Des formations dispensées par
le service de Dermatologie sont proposées aux peet® se rendant dans les CDPS portant sur la
confection de frottis et de biopsies cutanées.

3.3.2. Contribution aux réseaux de surveillance internatio naux

Le CNR-L participe au réseau international de Surveillanee ld co-infection
Leishmanidv/IH coordonné par ['Organisation Mondiale de la nga (WHO/UNAIDS
Surveillance Network), auquel il déclare les casoehtones de co-infection signalés sur le
territoire national.
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En 2016, pour la premiere fois depuis les anné@8,1iPn'y a eu aucun cas autochtone de
co-infection avec le VIH signalés sur le territamnétropolitain.

En Guyane, l'infection est survenue sur 2 patieviid-positifs ayant développé une
infection cutanée B. guyanensissans critéres de sévérité.

4. ALERTE : DETECTION ET INVESTIGATION DES CAS GROU PES
ET DES PHENOMENES ANORMAUX

En cas de détection de phénoméne anormal concatnarsaugmentation du nombre de
cas, ou l'existence de cas groupés, ou une motidiczgventuelle des formes cliniques, sur le
plan local, Le Laboratoire Coordonnateur, aidé dbdratoire-Associe, se met en contact avec la
CIRE Languedoc-Roussillon, ou avec la CIRE Anti&syane pour la Guyane Francaise.

Si le phénoméne concerne le reste du territoiremet les DOM-TOM ou I'étranger, le
CNR contacte également le Département des Mal&tiestieuses de I'InVS.

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

Les cas importés d’Algérie, Maroc et Tunisie, aiqse ceux de Guyane Francaise, font
I'objet d'une surveillance particuliére : le nombeecas importés d'Afriqgue du Nord est de 47 cas
en 2016, soit légérement supérieur a l'incidenaeualte calculée sur les 6 dernieres années qui
est de 36.5 cas/an.

L'endémicité en Guyane Francaise apparait difficdleestimer car les lieux de
contamination ne sont pas toujours précisés. Er6,20ihcidence de la leishmaniose a été
significativement plus élevée que les années pettéd avec un total de 340 cas rapportés, soit
une incidence de 1,36 p. 1000. Lissée sur 6 ansndgenne des cas annuels avec une
contamination en Guyane ou dans les pays limitre@st de 224 cas sur la période 2011-2016,
donc stable par rapport a 2011-2015.

Aucun événement de cas groupés n'a été signalétawaibe période.

5. ACTIVITES DINFORMATION, DE FORMATION ET DE CONS EIL

5.1. Formation

5.1.1. Enseignements

Des cours sur les leishmanioses sont réguliereiembés par les membres des deux
Laboratoires dans le cadre d'enseignements du &eebrdu Troisieme Cycle des Etudes
Médicales.

En Guyane, la leishmaniose cutanée et cutanéo-rasguest largement enseignée :

 Le LHUPM accueille des Internes de spécialités idéoie médicale et des internes de
spécialité de DESC de Pathologie Infectieuse epitate. Il veille a les sensibiliser sur la
surveillance épidémiologique et les outils diagisst

* Il en est de méme pour le service universitaireDdematologie tropicale. Le service
universitaire de Dermatologie accueille 3 interdesspécialité DES de Dermatologie de
méme que des internes de spécialité de DESC del&gith Infectieuse et Tropicale. lls
participent a la prise en charge clinique, diaggast et thérapeutique des patients et
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effectuent les prélevements des frottis cutanésut&néo-muqueux de méme que les
biopsies.

» Diverses formations a différents niveaux du circi@tla prise en charge des leishmanioses
sont mises en place: aspects cliniques, eépidégiqles, parasitologiques et
thérapeutiques, notamment au cours du DU de Delogggonfectieuse et Tropicale (Pr.
P. Couppié / UAG).

» |l existe aussi une formation pour les prélevemeetdésions cutanées et/ou muqueuses
suspectes de leishmaniose pour les médecins affgats les Postes et Centres de Santé.

» Des fiches de protocole établies avec le servicBelenatologie et le LHUPM (L-A au
CNR) sont aussi mises a disposition aupres deéréiffs services et systemes de soins,
hospitaliers comme libéraux.

5.1.2. Stagiaires

En 2016:

- Anna Fernandez, de I'Université de Barcelone (Faicde Farmacia) est venu effectuer
un stage de 2 mois au CNR.

- le Dr Mohamed Kasbari (inspecteur vétérinaireAdISES) a passé sa these de Doctorat
d'Université sous la direction de Christophe Rastel des thématiques en étroite collaboration
entre le CNR et le LSA de I'ANSES.

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

5.2. Diffusion de l'information

Le site Internet du Laboratoire de Parasitologie-Mycologievwiw.parasitologie.univ-
montpl.f) mis en ligne fin 2004 inclut les pages spécifgjder CNR-L. Il existe également en
une version en langue anglaise, qui est a actualiSe site permet une présentation des
leishmanioses, du CNR, du CRB et de son organisatio catalogue des souches disponibles
pour la communauté scientifique, et facilite la enia disposition des souches grace aux
documents disponibles en ligne. Les pages du sitduant toute Iinformation sur la
réglementation et les conditions d’expédition deackes, les démarches pour les demandes
d'expertise ainsi que pour les déclarations delassactivités du CNR-L y sont diffusées grace a
la mise en ligne des rapports d’activité (dernggpport mis en ligne : rapport d'activité 2015 et
demande de renouvellement 2017-2021).

Depuis 2011, le site Internet a fait I'objet de gbwrs mises a jour, en particulier pour
introduire le Laboratoire-Associé de Cayenne, lesvelles modalités d'envoi des souches, ainsi
que l'actualisation des documents de demande deatiic, demande de souches et déclaration
de cas.

En 2016 une refonte importante du site a eu lieu, derfagmieux individualiser les
pages du CNR-L, ainsi que celles de la Collection ldeishmaniaAinsi, les pages spécifiques du
diagnostic, de la déclaration de cas, du conséilagieutique et de la Collection de souches
peuvent étre ciblées des la page d’accueil dusig;, une meilleure lisibilité de I'extérieur. Des
fiches spécifiques pour les demandes de diagnodéctypage, de dépbt de souche ou les
déclarations de cas, sont téléchargeables direntesue le site avec les procédures d’envoi des
échantillons. De méme le catalogue de la Colleatisihaccessible des la page d’acces. A noter
gue le site ne permet pas la notification directdigne des cas de leishmaniose par les services
ou les laboratoires.
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5.3. Conseil aux professionnels de santé

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

Un conseil pour I'expertise diagnostique et théutigae est assuré par plusieurs praticiens
du CNR-L. Les numéros de téléphone des praticiensernés sont inscrits sur le site web du
CNR. Les personnes référentes seront le Dr. Lasreéachaud (leishmaniose viscérale) et le Pr
Pierre Buffet (leishmanioses cutanées), ainsi gu& | Patrick Bastien en deuxiéme ligne.

Par ailleurs, une adresse mail commuer@-(eishmania@chu-montpellien.fa été mise
en place afin d'offrir une accessibilité plus siempt une possibilité de réponse plus rapide aux
différentes requétes.

Des conseils sont également donnés par le Dr GphistRavel a de nombreux praticiens
de diverses structures de santé en France a pagda prise en charge diagnostique, des
diagnostics réalisés et des identifications d'espéc

a) Conseil thérapeutique

Le traitement des leishmanioses est un problenfecidif pour plusieurs raisons. Les
produits disponibles ont une efficacité limitéepeédante de I'espece Heishmaniaen cause. lls
peuvent exposer a des effets indésirables sévereg@erent de ce fait des modalités de suivi
spécifiques. Il n’existe pas a ce jour d’algorithdézisionnel simple. C’est pourquoi le CNR-L a
mis en place depuis 2006 une structure de conkérpeutique téléphonique destinée aux
médecins.

Ce conseil thérapeutique a été basé sur une cadlito entre le CNR-L a Montpellier et
le Pr Pierre Buffet et le Dr Gloria Morizot, au dépau Centre Médical de I'Institut Pasteur de
Paris. Un numéro téléphonique est accessible aweairts aux heures ouvrables, permettant de
proposer au sollicitant (médecin francais confroaté&in cas et fournissant les informations
cliniques nécessaires) une solution thérapeutigueaa par cas, reposant sur une connaissance
précise de la littérature et sur I'expérience pemetie des intervenants. Le conseil est donné soit
en direct soit dans les 48 h pour les cas complex@gesponsabilité de prescription demeure
toutefois entre les mains du médecin directemerthemge du patient. Ce conseil doit en outre
permettre d’améliorer le recueil et la déclaratitas effets indésirables graves des médicaments
anti-leishmaniens en relation avec les servicgshdemacovigilance.

En 2016 23 conseils thérapeutiques ont été donnés agkd&&dsteur et 14 a Montpellier.

En Guyane francaise le Service de Dermatologie du CHAR est le servéérent pour
la prise en charge clinique et thérapeutique deisdamaniose cutanée avec comme responsable
référent, le Pr Pierre Couppié. Un protocole defexdion des frottis cutanés et des biopsies
cutanées et cutanéo-muqueuses a été revu en aewen les pratigues du Service de
Dermatologie.

b) Conseil en matiére de diagnostic et typage

Le Dr Christophe Ravel, responsable du diagnostitéaulaire des leishmanioses et de
l'identification moléculaire dekeishmania recoit de nombreux appels téléphoniques provenant
de praticiens de diverses structures de santé anc&r a propos de la prise en charge
diagnostique, des diagnostics réalisés et derfirétation des données de typage. Ces appels ne
sont toutefois pas tracés.
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lIs constituent une source importante de conseilpgafessionnels de santé, mais aussi en
retour, d'informations concernant d'éventuels re@gements anormaux de cas de leishmaniose ou
d'augmentation d'incidence localisée.

5.4. Liste des activités d’expertises aupres du Min  istere chargé de la sante,
de Santé Publique France, des agences de sécurité s  anitaire, 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

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

. Le CNR-L a été consulté fin 2016 p& H.A.S. pour expertise concernant les
examens biologiques relatifs au diagnotic convemib, sérologique et moléculaire, des
différentes formes de leishmanioses dans différemsextes cliniques. Cette consultation se
poursuit en 2017.

6. TRAVAUX DE RECHERCHE ET PUBLICATIONS EN LIEN DIR ECT
AVEC L'ACTIVITE DU CNR

6.1. ACTIVITES DE RECHERCHE

Le CNR-L a participé a plusieurs programmes deaettte conduits dans le Laboratoire de
Parasitologie-Mycologie et dans I'unité labellis®&aladies infectieuses et vecteurs : écologie,
géneétique, évolution et contréle"ou "MIVEGEC" (UMR CNRS 5290/ IRD 224 / Université
Montpellier, dir. F. Simard), a laquelle nous sommatachés depuis 2008.

Dans ce cadre, le CNR-L développe des projets figpées, orientés vers I'épidémiologie et
la surveillance des leishmanioses.

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

Un travail rétrospectif concernant la Collectioétd mené concernant a la fois la structure
et ses activités, et portant a la fois sur les @spépidémiologiques, noso-géographiques et
taxonomiques. Ce travail a fait I'objet d'un aetiokiginal :

PRATLONG F, BALARD Y, LAMI P, TALIGNANI L, RAVEL C, DEREURE J, LEFEBVRE M, SERRES G,
BASTIEN P, DEDET JP. The Montpelli¢reishmaniaCollection, from a Laboratory Collection to a Riglcal
Resource Center: A 39-Year-Long StdBjopreserv Biobank2016; 14(6):470-479.

6.1.2. Projet européen LeishMan « Improving treatme  nt of Leishmaniasis
based on species differentiation ».

Développé a l'initiative du Pr Johannes Blum (Unsie de Bale), le groupe LeishMan
(pour Leishmaniasis Management) travail a harmoniss pratiques de prise en charge
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thérapeutique des patients atteints de leishmanliosest réuni pour la premiere fois en janvier
2010 a Béle et plusieurs fois depuis, avec la dmrtton d’'un membre du CNR-L (C. Ravel). Ce
groupe rassemble des biologistes et clinicienslagiqurs pays Européens (UK, Suisse, France,
Espagne, Allemagne, Pays Bas, Belgique, Suedejd@dritalie) ainsi que de Turquie, d’Israél et
d’Australie. Associée a la prise en charge et awseib thérapeutique, une base compilant les
données cliniques, épidémiologiques et biologiquég développée par le Pr Pierre Buffet. Elle a
entre autre l'originalité de recueillir les optiotigrapeutiques qu’auraient choisies le clinicien
sollicitant s’il navait pas eu accés au conseilegore de I'impact tangible de I'activité de
conselil).

Au sein du groupe, le Dr C. Ravel participe enipalier a la réflexion sur 'identification
moléculaire et les éléments de taxonomie du parasitec I'objectif d’harmoniser les techniques
d’identification moléculaires des parasites, étalgedans la prise en charge thérapeutique. Des
analyses comparatives ont été faites entre difféigrstemes de typage.

Depuis 2014, avec le soutien de 'TESCMID et laipgration de UKNEQAS, une évaluation
externe de la qualité (EEQ) portant sur I'idengéifion moléculaire des différentes espéces de
Leishmaniaa été mise en place entre 16 laboratoires eungpées résultats issus de ce travalil
ont été publiés en 2016 :

VAN DER AUWERA G, BART A, CHICHARRO C, CORTES S, DADSSON L, DI MUCCIO T,
DUJARDIN JC, FELGER I, PAGLIA MG, GRIMM F, HARMS GIAFFE CL, MANSER M, RAVEL C,
ROBERT-GANGNEUX F, ROELFSEMA J, TOZ S, VERWEIJ CHIODINI PL. Comparison of eishmania
typing results obtained from 16 European cliniedldratories in 2014uro Surveill.2016; 21(49).

En 2016, la réunion anuuelle du groupe de travaipobjet "LeishMan™" a été organisée
par le Dr Christophe Ravel a Montpellier.

6.1.3. Identification des Leishmania par la technique du MALDI-TOF

Une nouvelle approche de typage desshmania basée sur I'analyse de spectres de
masse obtenus par la technique de Maldi-Tof (Matssisted laser desorption/ionization-Time of
flight) avait été initiée en 2015 en paralléle ddesix Centres collaborateurs du CNR, Marseille
(Pr R. Piarroux) et Pitié-Salpétriere (Pr P. Byffen collaboration avec le CNR.

Les premiers résultats montraient que cette tedenigermet de faire une pré-
identification de I'espéce dans un délai extrémenoenirt a partir de parasites en culture. Un
échantillonnage de 121 souches formellement idéetifpar le CNR-L et couvrant 32 taxons
différents a été utilisé pour la mise au point @dechnigque d’obtention d’empreintes ("spectres")
et pour la création d'une banque de spectres deerfe. Cependant, la base de données n'était
pas assez fournie. En collaboration avec le Ce@Guobaborateur de Marseille, le L.-A. de
Cayenne et I'équipe du Pr Montserrat Gallego a &@ane, une base de données beaucoup plus
compléte a été construite et testée. Sa validatiére effectuée par les 4 centres (Montpellier,
Marseille, Cayenne et Barcelone) a partir de 2@fais. Une application gratuite permettant
l'identification en ligne a partir de fichiers bsugénérés par I'automate de MALDI-TOF Bruker®
a été concue et validée. Cette étude est pourserivi®d17 au CNR.

6.1.4. Autres travaux collaboratifs en recherche

Une étude concernant lidentification de certaiespeces déeishmaniapar PCR en
temps réel a été publiée en collaboration avea IM@mar N'Dao, Centre National de Reference
pour la Parasitologie, dJhiversité McGill (Research Institute of the McGill University Health
Centre), Montréal, Canada :
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NATH-CHOWDHURY M, SANGARALINGAM M, BASTIEN P, RAVEL C, PRATLONG F, MENDEZ J,
LIBMAN M, NDAO M. Real-time PCR using FRET technaglp for Old World cutaneous leishmaniasis species
differentiation.Parasit .Vector2016; 9:255.

Une étude collaborative portant sur I'épidémiolatgda leishmaniose cutanée en Turquie
(Prof. Yusuf Ozbel, Department of Parasitology, tfgcof Medicine, Ege University, izmir,
Turquie); cette étude a mis en évidence pour la premi@ie & transmission autochtone de
I'especd.. majoren Turquie

OZBILGIN A, CULHA G, UZUN S, HARMAN M, TOPAL SG, OKIDAN F, ZEYREK F, GUNDUZ C,
OSTAN i, KARAKUS M, TOZ S, KURT O, AKYAR I, ERAT A, GUNGOR D, KAYARSI C, CAVUS I,
BASTIEN P, PRATLONG F, KOCAGOZ T, OZBEL Y. Leishmiasis in Turkey: first clinical isolation of
Leishmania majofrom 18 autochthonous cases of cutaneous leishsiariiafour geographical regions. Trop
Med Int Health. 2016 ;21(6):783-91.

6.2. PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS 2016

Les publications et communications sont détailldedessous_(en souligné les membres

6.2.1. Publications nationales

6.2.2. Publications internationales

Pratlong F, Balard Y, Lami P, Talignani L, Ravel@ereure J, Lefebvre M, Serres G, Bastien P,
Dedet JP. The MontpellidreishmaniaCollection, from a Laboratory Collection to a Riglcal
Resource Center: A 39-Year-Long StdByopreserv Biobank2016; 14(6):470-479.

Hartley MA, Bourreau E, Rossi M, Castiglioni P, BfRO, Prevel F, Couppié P, Hickerson SM,
Launois P, Beverley SM, Ronet C, Fasel N. Leishaanis-Dependent Metastatic Leishmaniasis
Is Prevented by Blocking IL-17ALoS Pathog2016; 12:e1005852

Van der Auwera G, Bart A, Chicharro C, Cortes SyiBsson L, Di Muccio T, Dujardin JC,
Felger I, Paglia MG, Grimm F, Harms G, Jaffe CL,rder M, _Ravel C, Robert-Gangneux F,
Roelfsema J, Toz S, Verweij JJ, Chiodini PL. Corgmar of Leishmaniatyping results obtained
from 16 European clinical laboratories in 2014EuroSurveill. 2016; 21(49).

Daval N, Marchal C, Guillaumot L, Hiue T, Ravel Beck N, Kasbari M. First report of
autochthonous non-vectorial canine leishmaniasidfNew Caledonia, south-western Pacific:
implications for new control measures and recomragods on importation of dog$arasit

Vectors2016; 9:108.

Nath-Chowdhury M, Sangaralingam M, Bastien P, R&ePratlong F, Mendez J, Libman M,
Ndao M. Real-time PCR using FRET technology for ®@ldrld cutaneous leishmaniasis species
differentiation.Parasit .Vector2016; 9:255.

Ozbilgin A, Culha G, Uzun S, Harman M, Topal SGu@an F, Zeyrek F, Giindiiz C, Ostian
Karakus M, Toz S, Kurt O, Akyar |, Erat A, Giingér D, KayabC, Cavi 1, Bastien P, Pratlong
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F, Kocagoz T, Ozbel Y. Leishmaniasis in Turkeystficlinical isolation ofLeishmania major
from 18 autochthonous cases of cutaneous leishsianiafour geographical regions. Trop Med
Int Health. 2016 ;21(6):783-91.

6.2.3. Chapitres de livres

Bastien P., Lachaud L. " Leishmaniosda": Encyclopédie Médico-Chirurgical@016, 8-506-A-
10.

Couppié P. Leishmanioses cutandas. Dermatologie et infections sexuellement traissibles
(Saurat JH, Lachapelle JM, Lipsker D, Thomas L,rBdori L.). Ed. Elsevier Masson SAS, Patris,
2017. pp. 196-198.

6.2.4. Communications a congrés nationaux

M, Demar M, Couppié P. Leishmaniose cutanée etiide par le VIH en Guyane francaise: série
de 33 casJournées Dermatologiques de Pai8s12 décembre 2015, Paris. Ann Dermatol
Venereol. 2015;142S:S626.

Guyane francaise : étude comparatdeurnées Dermatologiques de Pa®s13 décembre 2016,
Paris. Ann Dermatol Venereol. 2016;143S:S341.

lainsoni en Guyane frangaise de 2003 a 2013. Jesibérmatologiques de Paris. 9-13 décembre
2016, Paris. Ann Dermatol Venereol. 2016:143S:S3323.

6.2.5. Communicatio ns a congres internationaux

6.2.6. Conférences sur invitation dans congrés etr  éunions
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7. COLLABORATION AVEC LES STRUCTURES DE SANTE
ANIMALE POUR LA SURVEILLANCE DES LEISHMANIOSES
ANIMALES

Dans le contexte actuel d'avancée de la leishmaniasine rapportée sur des positions
de plus en plus septentrionales et dans un contpkte général d'émergence de maladies
vectorielles animales, en lien ou non avec le réfflement climatique, la surveillance de la
leishmaniose animale, de ses différents vecteute ses réservoirs, parait primordiale tant pour
la santé animale que pour la santé publique. Cafitweillance est fortement contributive a celle
des leishmanioses humaines dans la mesure ou é& ¢bile un réle de "sentinelle" dans les
foyers endémiques a L. infantum.

Rappelons que la leishmaniose canine n’est pasnaladie a déclaration obligatoire en
France. Les diagnostics établis par les vétérinmipraticiens ne sont pas centralisés. Aucune
activité de surveillance n’est vraiment formalisée.

En 2016, 'ANSES a souhaité recentrer ses activit@s$ arréter les acrivités liées a la
leishmaniose animale. U&r Mohamed Kasbari (LSA, ANSES) a néanmoins passé plusieurs
semaines au CNR-L pour terminer la rédaction daése, qu'il a brillament soutenue le 19 Juillet
2016. Le titre de la these était : "Contributiofeééude des voies de tansmission non
conventionnelles horizontale et verticale des hamshioses humaines et animales"”, Université de
Montpellier. Ses travaux ont concerné essentieltemd'étude de cas groupés de leishmaniose
canine autochtone survenant dans des zones caesdgsmme non-endémiques, et donc
possibles foyers "ectopiques” a transmission natovielle; I'évaluation du réle respectif des
voies de transmission non-vectorielle et vectaidins la dynamique de ces foyers "ectopiques” ;
l'importance sur les plans qualitatif et quantitdéis voies de transmission vénérienne et trans-
placentaire (données expérimentales a l'appui).

Plusieurs articles devraient étre publiés a l'iskieet énorme travail.

Par ailleurs, une étude a été publiée a I'occabiore premiere notification de cas
autochtone de leishmanisoe canindNenivelle-Calédonie Ce cas s'est déclaré a la suite de
contacts étroits avec un chien leishmanien impdiétes les investigations ont permis de mettre
en évidence l'absence de transmission vectorggldignant a nouveau l'importance sous-estimée
de la transmission par contact (directe, vertical@énérienne) entre chiens.

autochthonous non-vectorial canine leishmaniasiéew Caledonia, south-western Pacific: implicatiorsnew
control measures and recommendations on importafidiogs.Parasit Vector2016; 9:108.

Le Dr M. Kasbarreste proche du CNR en raison de son fort intéét | diagnostic,
I'épidémiologie et la veille dans le domaine déshimanioses animales (cf. Rapport de la
demande de renouvellement du CNR). Il souhaiteimosit a contribuer a la surveillance de la
progression des leishmanioses et des souchesstmbaiies susceptibles de passer du réservoir
animal a 'homme. Il est en cela fortement souteaule CNR, mais sa position en détachement
pour ces missions specifiques reste malheureuseangnird'hui incertaine.
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8. PROGRAMME D’ACTIVITE POUR 2017-2019

Le programme d’activité pour les années a venirpame la poursuite des activités d’expertise,
de surveillance, d’'alerte et de conseil. Dans chade ces domaines, le CNR-L s’efforcera
d’améliorer ses performances et d’accroitre segitgst, comme il |'a fait depuis sa création.

8.1. Activités d'Expertise

8.1.1. Réseau de partenaires

Environ 120 établissements de santé publics, primésdes Armées, envoient des
échantillons chaque année a Montpellier pour ugndiatic de leishmaniose. Un renforcement des
collaborations avec le Service de Santé des Armeéesctuellement difficile en raison de la
complete restructuration de ces services.

Le L-A de Cayenne draine I'ensemble des diagnostides déclarations de cas pour cette
forte zone d'endémie. Le L-A a le souci constantveidler au maintien des contacts avec les
prescripteurs, en particulier ceux des CDPS. lltinoera ses actions de sensibilisation et de
formation qui ont porté leurs fruits au cours dunquennal précédent. Il cherchera aussi a
améliorer le recueil de données épidémiologiquetirgtjues concernant les cas de leishmaniose.

Par ailleurs, les collaborations initiées entre Meliier et le L-A de Cayenne seront
renforcées. Des réunions en métropole seront péegos I'occasion de visites du responsable du
L-A, Magalie Demar, ou d'autres membres de ce Latboe (visite prévue de Ghislaine Prévot au
Centre Coordonnateur en mai 2017). Une réunionesirrelle est prévue par visio-conférence
afin de faire un bilan sur les bases de donnéles groblématiques.

8.1.2. Evaluation de techniques de détection des  Leishmania

D’assez nombreux kits de détection commerciaux smihtenant proposes a travers le
monde. Les cibles moléculaires visées sont peu rewsbs (gene kinétoplastique du cytochrome
B en particulier) ou non décrites. Une évaluatiomparative d'un certain nombre de ces Kkits
devrait permettre d’établir s'il existe des difféces significatives de sensibilité de détectiomeent
eux. Le systeme non commercialisé actuellemeniséitibu CNR (basé sur la technique
développée par C. Mary et al. J Clin Microbiol. 2082, 5249-55) pourra étre comparé. Le CNR
a acces a une collection importante d’ADN extraitpartir de prélevements cliniques, cette
collection sera un tres bon matériel pour étalglg comparaisons.

D’autre part, le CNR envisage la constitution dautillons de sang artificiels lyophilisés
destinés a permettre des comparaisons stablesleldemps au sein du CNR et entre Centres
désirant comparer leurs techniques respectives.

8.1.3. Identification des Leishmania

L’évaluation de l'identification des souchesldgshmaniasera poursuivie, avec maintien
de deux approches :

» lidentification moléculaire, devenu technique @érence dans notre structure ; a noter
que seule cette méthode autorise un typagd eéistmaniain situ dans les échantillons
humains sans mise en culture préalable ou en éasett de la culture.

» le typage par MALDI-TOF qui a été mis en route'avaére trés utile pour la gestion de la
Collection de souches du CNR.
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8.1.3.1. Développement de l'identification molécuiege

Ces dernieres années un travail systématique gsmnalar MLST (MultiLocus Sequence
Typing) de toutes les especesldeshmaniaa été engagé dans le Laboratoire et se poursiie C
méthodologie s’avére trés résolutive.

Elle contribue depuis plusieurs années aux projetsgroupe de travail européen
"Improving treatment of Leishmaniasis based on ggedifferentiation destiné a harmoniser les
pratiques de prise en charge thérapeutique demnpatitteints de leishmaniose, et dans lequel le
Laboratoire Coordonnateur est impliqué.

8.1.3.2. Application de la spectrométrie de mass®IALDI-TOF) a I'identification et
a la caractérisation des isolats de Leishmania

a) Laboratoire coordonnateur :

Suite aux deux études concernant l'identificatiam MALDI-TOF dans les Centres
collaborateurs de Marseille (Pr R. Piarroux) etéPRalpétriere (Pr P. Buffet), la méthode est
adaptée a Montpellier pour un usage plus exteb'sipplication de cette technique aux souches
de Leishmanies réduit indubitablement les délaidedtification et de typage par rapport aux
autres techniques utilisées a I'heure actuelle ceniamalyse iso-enzymatique, l'identification
moléculaire ou le MLST.

En ce qui concerne la base de données, elle tdjati'de nouveaux développements afin
d’améliorer la qualité de l'identification, en padlier au sein des complexés braziliensis L.
guyanensi®tL. donovani L’étude implique en particulier le L.-A. de Cayen

La technique étant validée, elle pourra étre éterédl’ensemble des souches stockées ou
recues au CNR. Ainsi, l'identification systématiqdes >6000 souches existantes peut étre
envisagée afin de détecter d'éventuelles erreuciemmes de manipulations, déja mises en
évidence lors de la mise au point de ce typage.

Le progrés enregistré sur ce plan technique pcétre amplifié et partagé en tant que
CNR. La banque de spectres constituée sera midegren gratuitement avec des conditions
d’accessibilité liees a la demande d’identifiantletmot de passe. A notre connaissance, ce sera la
seule banque de données de spectres aussi comigiédmible dans le monde. Une publication
est en cours de rédaction.

Par contre, si sa facilité d’utilisation pour lep&ge rapide de souches ne fait de doute, il
sera indispensable d’évaluer la capacité de cetithode a étre utilisée pour des études
épidémiologiques

b) Laboratoire Associé :Un travail de collaboration avec le Centre coll@beur de
Marseille (Pr R. Piarroux) et le CNR de Montpell{@r L. Lachaud) a été entrepris depuis le
début de l'année visant a évaluer lidentificatiofun panel de souches deeishmania
représentatives des différentes régions ayant uoblégmatique de leishmaniose en santé
publique. Ce travail permettra de corréler les usmike typage entre les techniques de séquencage,
du MALDI-TOF et de la RFLP-PCR.

8.1.4. Maintien et dynamique de la Collection de so  uches (Montpellier)

Le maintien de la Collection internationale de $mscdd eishmaniadu CNR-L fait appel
a une logistique lourde, a une rigueur éprouvee wete collaboration suivie avec de nhombreuses
équipes nationales et internationales.

Le CNR-L s'emploiera a continuer a faire vivre sagvesser cette Collection, qui reste
importante pour de nombreux centres hospitaliede eecherche.
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8.1.4.1. Amélioration des données associées auxcms

La richesse et la précision des renseignementtifseda chaque souche nécessitent un
travail constant de contrdle et de synthése auevliédorme masse de données engrangée au fil
des 40 années de l'existence de la Collection. suite du travail du curateur de la Collection en
2014-2015 (Dr Francine Pratlong), il est appare®tsl d’améliorer la précision et I'exactitude
de ces renseignements. Il s'agit d'un travail logtg minutieux consistant & comparer les
renseignements présents dans la base de donnéesceve issus des documents originaux
accompagnant les souches, et éventuellement désgtigims ayant utilisé ces souches

Le Dr Laurence Lachaud s'est attachée avec énargie nouveau chantier, qu'elle
poursuivra avec l'aide des deux techniciens, Ladtighani et Patrick Lami, et de I'Assistant-
Ingénieur responsable de l'informatique, Yves Balate Dr Francine Pratlong, MCU-PH
émerite, qui connait et pratique cette collectiepuds sa création, sera sollicitée régulierement
pour son expertise. Les souches vérifiées seraquedées comme telles et seront susceptibles de
passer au catalogue.

De plus, lorsqu'un travail de thése ou un artidiésant les souches de la Collection
apportent des données intéressantes comme par lexEmgensibilité du parasite aux anti-
leishmaniensou bienla virulence et l'infectivité des souchesces données sont intégrées a la
fiche électronique de chaque souche concernée.

Enfin, un travail de plus grande ampleur pourrdure; dans les données associées a
chaque souche, d'éventuellegférences bibliographiques des articles ayant utilisé et
mentionnant telle ou telle souche.

L'ensemble de ces travaux permettra a la Collecteoproposer aux équipes de recherche
des souches particulieres, qui sont souvent I'alijet intérét spécifique pour les travaux des
chercheurs. Ceci constitue wadorisation supplémentaire importante de la Ctithec

8.1.4.2. Curage des données d’identification de sthes

A la suite de la reprise du travail de curateudad€ollection par Laurence Lachaud en
2016, il est également apparu qu’un certain nordtaetres erreurs pouvaient étre présentes. Ces
erreurs sont inévitables au vu de l'importance aecdllection, du nombre d’années de son
existence et de la multiplicité des acteurs quissint succédés depuis sa création. Suivant une
approche différente de celle de Francine Pratlehgprofitant de sa mise au point du MALDI-
TOF dans le Laboratoire, L. Lachaud, assistée thicR&ami et Yves Balard, a ainsi commencé
a identifier des erreurs concernant le code O.Mé&.nombre de cryotubes restants, voire
I'identification d’espece ou de zymodeme.

Le MALDI-TOF, qui autorise un typage simple et @i sera ainsi utilisé pour vérifier
l'identité des souches de fagon systématique, eticplier avant tout envoi de souches vers
I'extérieur, mais également a l'aveugle ou en casddutes sur toute donnée associée a une
souche. Cette technique améliorera sans aucun @osteiplesse de la gestion de la Collection.

8.1.4.3. Enrichissement du catalogue de souchesligme

A la suite de ce contr6le minutieux de tous lese@nements accompagnant les souches,
le catalogue en ligne (cf. 8 3.2.7) sera simpkfi@€puré, de facon a proposer une offre plus claire
et mieux visible.

8.1.4.4. Démarche Qualité

La démarche Qualité sera poursuivie et accentu¢ec pour objectif au cours du
quinquennal la certification selon la norme NF 96.9our le CRB et I'accréditation selon la
norme 1SO 15189 pour I'ensemble du Départementagdasiologie-Mycologie.
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Toutes les structures et ressources humaines strd’hui en place pour mener a bien
cette démarche a son terme. En patrticulier, laepeEsd’un Ingénieur Qualité (Andreia Dhenaut)
au sein du CRB du CHU de Montpellier est a priorigage de succeés.

La Collection de souches deishmania(CRB-Leish) doit étre proposée a la certification

en 2017.

8.1.5. Activités d’expertise du L-A de Cayenne

Le programme d'activités d'expertise du L-A de @agepeut se décliner comme suit :

Optimisation des identifications de Leishmania par outii MALDI-TOF. Cf. §
8.1.3.2 ci-dessus.

Mise en place d'un outil moléculaire de type gPCRpour assurer un diagnostic en
routine des leishmanioses cutanées adaptées achxesotirculantes de Guyane.

La pratigue de la PCR-RFLP reste une pratigue paptée a de la routine de
laboratoire, nécessitant un temps technicien nogligeable et des contraintes
majeures en terme de pratique de biologie moléeulaa mise en place d’une gPCR
sur des souches de braziliensisou L. guyanensi€n uniplex ou biplex est en cours
de réflexion par le L-A. Des essais avec le syst8gieerGreen sont en cours.

Mise en place d’'un Contréle inter-Laboratoires (CIL) pour le diagnostic direct de
Leishmaniaavec certains laboratoires privés et publics affatt le diagnostic par
cette technique en Guyane.

Accompagnement de certains pays limitrophes (Guyan&urinam) sur la mise en
place d’'undiagnostic directde leishmaniose cutanée. Une discussion aveaileau

et le Guyana est en cours pour mettre a dispodiggpertise microbiologique du LA-
CNR sur le diagnostic désishmaniad’origine cutanéo-muqueuses : prélevements de
biopsies cutanées, étalement de lames, colorati®hathes et lecture.

Amélioration du recueil de données épidémio-cliniges. La secrétaire affectée au
LA est chargée de vérifier 'ensemble des rensemgmes notifiés sur les fiches de
déclaration en terme de richesse et pertinencénftesnations (appels des praticiens,
)
Mise en place d'un Centre de Ressources Biologiquesi CHAR incluant les
collections du L-A Une étude de faisabilité a été effectuée en mai$ 2Fyant
entrainé le montage d’'un dossier et une demandindacement FEDER dans ce
cadre. Cette structure permettra d'optimiser lseation des souches deishmania
circulant en Guyane francaise et accentuera la d@&ualité du L-A.

8.1.6. Recherche en lien direct avec l'activité du CNR

8.1.6.1. Projet européen LeishMan « Improving treahent of Leishmaniasis based on
species differentiation ».

Ce projet se poursuit depuis plusieurs années lalgectif d’harmoniser les techniques
d’identification moléculaires des parasites, étalgedans la prise en charge thérapeutique et de
mettre en place une base de données intégrant aeseek cliniques, épidémiologiques,
thérapeutiques et d’identification des parasitégpgumet une prise en charge mieux standardisée
des patients. Des guidelines pour l'identificatiomléculaire des especes ont été définies et
publiées en 2014. La méthodologie d’identificatimar MLST développée ces derniéres années
par le CNR-L (Dr C. Ravel) sert de référence dassaomparaisons. L’objectif pour les années a
venir est de renforcer la base de données clinigiebiologiques pour augmenter encore
'exhaustivité des données et évaluer en particulee corrélation entre type génétique,
présentation clinique et évolution (spontamgesous traitement) des lésions.
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Le CNR devrait rester le principal fournisseur driches de référence et I'un des
principaux experts pour l'identification et la tasanie des différentes especed deshmania

8.1.6.2. Recherche en collaboration avec les strucgés travaillant en santé animale et
en entomologie médicale

Bien que ne dépendant pas des compétences dePsdufitfue France, la leishmaniose
canine d.. infantumest une cause majeure de pathologie animale dahketSud de I'Europe.
L'incidence annuelle de la leishmaniose caninerande a été estimée entre 7000 et 12000 cas et
la prévalence entre 8 et 17 p. 1000 anintaar ailleurs, d'autres réservoirs animaux ont été
décrits en Europe, particulierement a Madrid ou puiilation de lagomorphes a été responsable
d'une épidémie de leishmaniose humaine.

La collaboration avec les structures travaillant en saté animale doit donc étre
poursuivie, en vue d'une meilleure concertation siesémes de surveillance et de contrble des
leishmanioses humaines et animales (surtout canink territoire métropolitain). La fructueuse
collaboration avec le Dr Mohamed Kasbari méritet tparticulierement d'étre poursuivie.
Cependant, TANSES ayant décidé de ne pas mainketiematique "Leishmaniose animale”, la
poursuite de cette collaboration est pour l'inseargtand-by

En raison de cette situation instable, les propostfaites dans le rapport de demande de
renouvellement du CNR pourront ou non étre réaisée le plan national avec le Dr Mohamed
Kasbari. A noter que plusieurs de ces propositions une forte incidence en matiere de
surveillance des leishmanioses.

Ne sont conservées pour l'instant ci-dessous querlgets réalisables dans un contexte
local, qui concernent ldynamique du réservoir animal en Languedoc-Roussih.

Des collaborations au niveau local entre le Centerdonnateur de Montpellier et le
LVD et 'ONCFS seront développées avec deux objectifs :

» Etude de la prévalence de la leishmaniose canine eanguedoc :

Des observations trés indirectes font penser qoeidence de la leishmaniose canine a
fortement diminué dans la région. Une enquéte senaee dans le foyer Cévenol afin d’évaluer
'endémicité canine dans un foyer particulieremaeh décrit et connu par le passé. La derniere
enquéte date de 1997-98 et il n'existe pas de dmnaétualisées sur cette endémie, alors que des
changements importants sont intervenus en termesayens préventifs : port de collier a la
deltaméthrine (type Scalibor®) et introduction dacein depuis plusieurs années. Ce travail sera
mené en collaboration avec le LDV et portera swiren 300 chiens dispersés sur une zone
géographique représentative. Les méthodes utilisépeseront sur la détection d’anticorps
spécifiques et la recherche d’ADN circulant ; pdlears, les données éco-épidémiologiques
seront recueillies. Autant que possible, les loéalciblées seront celles étudiées il y a 20 ans, d
fagon & pouvoir réellement apprécier I'évolutionlagrévalence dans le réservoir animal et d’en
déduire l'effet des mesures préventives. Une rditténution d’incidence pourrait étre mise en
corrélation avec la réduction de I'incidence denleladie chez ’lhomme.

» Recherche d’'un réservoir animal chez les lagomorplse

Des enquétes seront réalisées sur les lagomorghds bgion afin d'étudier leur role
éventuel en tant que réservoir desshmaniaen Languedoc-Roussillon. Cette étude sera basée
sur des prélevements de sang et d'organes proforadglyser a la recherche d’anticorps et de
parasites.

9 Coulibaly E. et coll. Enquéte descriptive sur la leishmaniose canine dans le Sud de la France. Prat Med. Chir. Anim. Comp., 2004, 39 :
35-40.
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8.1.6.4. Autres projets de recherche en collaborati  on

Une collaboration avec le Dr Najoua Haou&ollege of Applied Medical Sciences,
Department of Clinical Laboratory Sciences, Univergy of Hail, Arabie Saoudite) a été
engagée début 2016 avec comme objectif I'évaluaties especes deeishmaniaet de leur
répartition en Arabie Saoudite, zone ou trés peuddanées sur I'épidémiologie de la
leishmaniose sont actuellement connues. Ce tra@aal poursuivi.

8.1.6.5. Projets de recherche du L-A de Cayenne

Des projets de recherche en collaboration avectr@sidaboratoires ou entreprises de
Guyane ou de métropole (IPG, Guyarébmes, Miveged,ED) permettent de contribuer a une
meilleure connaissance de la leishmaniose en Guyangaise.

Certaines souches isolées au L-A et présentanhténét épidémiologique, clinique ou
thérapeutique seront conservées sur le site dueL{Aises a disposition dans le cadre de travaux
de recherche de I'équipe EA3593 (« Ecosystémes @mears et pathologie tropicale ») et
collaborateurs.

Les sujets de recherche dans lesquels est imgligegétement ou non le L-A sont :

» L'étude decorrélation in vivo/in vitro dans le cadre de collaborations avec le Centre
Médical Inter-Armées (CMIA), le service de dermatpe et le LHUPM. Il s’agit de
décrire les aspects cliniques particuliers ou nomag@port ou non avec la circulation des
différentes souches deishmania

» Etudes épidémiologiques, cliniques et thérapeutiqgell s’agit d’actualiser les données
de nature épidémiologique mais aussi relatifs a@sentations cliniques et aux aspects
thérapeutiques. Il implique la participation duvées de Dermatologie avec lequel nous
avons une étroite et ancienne collaboration (Rrr@iCouppié) et I'aide méthodologique
apportée par le CIC-EC (Pr. Mathieu Nacher). Cesléd permettront de -
parfaire nos connaissances concernant la leishs@alo guyanensis.

- préciser les aspects particuliers des atteintes Gux autres espéces, tout
particulierement. braziliensis.

- décrire les spécificités en cas de déficit immaire (infection rétrovirale
VIH, HTLV1).

 Typage desphlébotomes de Guyanepar MALDI-TOF en comparaison avec
l'identification moléculaire (collaboration avemktitut Pasteur de Guyane).

* Etude de lasensibilité des souches déeishmania (i) aux composés issus de la
pharmacopée traditionnelle ou des extraits d’huiéssentielles (projet en cours de
financement); (ii) aux drogues habituellement séiéis pour le traitement.

» Détection et phylogénie moléculaire des LeishmanRNA Virus. Ces virus ont en effet
été montrés comme jouant un réle dans la viruleleseespéces présentes en Guyane (
guyanensis et L. brazilienisL'objectif avec Cayenne sera d'évaluer la peivae des
Leishmania RNA virushezL. guyanensi®t déterminer leur diversité genétique. Il s'agit
d'un projet dont le promoteur a Cayenne est 'lERaEA3593 (Université Guyane), en
partenariat avec I'Unité Immunologie Parasitaird’tiestitut Pasteur de Cayenne (Eliane
Bourreau), le Department of Biochemistry a Lausa(taisse) (Pr. N. Fasel et Dr C.
Ronet) et le L-A pour les composantes cliniqueagagitologique.

* Etude de laprévalence des différentes especes deishmania présentesdans les
vecteurssur différentes communes de Guyane (Cayenne, Gac@aint-Georges) ; projet
en collaboration avec I'Institut Pasteur de Cayenne

» Epidémiologie moléculaire des plateauxde Guyane avec typage moléculaire des
Leishmaniasolés dans la région des plateaux.

35



8.2. CONSEIL, Information, Formation

8.2.1. Conseil

Les membres du CNR-L répondront ademandes d’expertisede I'administration en
accord avec le Ministere chargé de la Santé. iscgzeront a I'élaboration de mesures de lutte
contre la maladie. Ils joueront un role de consmilprés des organismes administratifs
décentralisés (ARS) et aupres des professionnels.

L’activité de conseil sera poursuivie et mieux éaccar beaucoup d’activités de conseil
réalisées ne sont pas répertoriées.

Le conseil thérapeutique téléphonique décrit au 8§ 5.3 sera poursuivi, péeme de
proposer dans les 48 heures au sollicitant (médeangais confronté a un cas et fournissant les
informations cliniques nécessaires) une soluti@rapeutique au cas par cas, reposant sur une
connaissance précise de la littérature et sur €agpce personnelle des intervenants. En effet,
dermatologues, infectiologues, internistes et gdisées francais sont confrontés de fagon
sporadique au traitement des leishmanioses. Qmrgplexité du sujet cantonne le savoir-faire
thérapeutique a de rares spécialistes. Par aillsaus$ situation exceptionnelle, aucune des formes
cliniques ne requiert de décision urgente.

Au niveau du LA-CNR, le service de Dermatologie du CHAR est le serxéérent de la
prise en charge de la leishmaniose cutanée. Laomegsréférente par rapport au consell
thérapeutique est le Pr Pierre Couppié.

8.2.2. Diffusion de l'information

En ce qui concerne lgte Internet du CNR, dans un souci de clarté, le travail en cours
sera poursuivi pour scinder le site actuel du latware en trois sites spécifiques relié par des
liens : un serait dédié au CNR-L uniqguement, l@aatn CRB deteishmaniaet un troisieme au
reste du laboratoire comme actuellement (équipesredterche, enseignement et activité
hospitaliere). Cette évolution permettra une raei visibilité du CNR, ainsi qu'un accés plus
clair des utilisateurs aux prestations de cons&ikpertise.

Par ailleurs, au cours du prochain quinquennastilprévu de créer sur le site Internet du
CNR:

-(i) un espace "grand public" présentant des in&dions sur les leishmanioses en France
et en Guyane d'une part et dans les autres grapessfd'autre part. Ceci permettra de sensibiliser
le Public a la présence de cette maladie, a sor medransmission et a sa prévention.

-(il) un espace réservé aux professionnels de gaoué la mise en ligne de documents
spécialisés a visée professionnelle. Des docuntergcomplets sur I'épidémiologie, la clinique,
le diagnostic et le traitement des leishmaniogesjses par le Pr. Pierre Buffet en collaboration
avec le CNR-L et SANOFI, seront mis en ligne en7201

-(iii) Pour ce qui concerne le-A de Cayenne une information sur les missions et cahiers
des charge du L-A est mise sur le site intraneCHAR. Des pages spécifiques au L-A seront
rédigées et mises en forme par le L-A pour étresnén ligne sur le site du CNR a Montpellier,
ce qui lui assurerait une meilleure visibilité.
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8.3. Contribution a la surveillance des leishmanios es humaines

8.3.1. En France métropolitaine (Montpellier)

Le Laboratoire Coordonnateur & Montpellier contnaug assurer leecensement des cas
de leishmanioses diagnostiqués sur le territoire nmw@politain, gu’ils soient autochtones ou
importés. Dans le département de la Guyane, le raatice-Associé "Guyane" d€entre
Hospitalier de Cayennecentralisera les déclarations de cas pour la Guganeontinueront a
étre transmises au CNR-L.

La fiche de déclaration des cas a utiliser a étéeet améliorée en 2016.

Les statistiqgues seront mises sur le site intetne€ENRL, et annuellement mises a jour.
Un retour d’'information sera fait aupres des Laboratoires et Servicest aléglaré des cas
durant 'année écoulée. Les nombres seront égategiffechés sur le site du CNR.

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

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 réponsestecés. Une adresse mail sera mise a la
disposition de tous les laboratoires (a partir itie Iternet du Laboratoire) pour toutes questions
relatives a la déclaration des cas, permettant aires réponse rapide; I'ensemble des mails sera
tracé et conservé par le Laboratoire Coordonnateur.

Enfin, un travail rétrospectif sur les donnéesaratles du PMSI, qui recueille tous les
sejours hospitaliers publics ou privés, reste diss projets, avec l'aide du Département
d’Informatique Médicale du CHRU de Montpellier. @gdant, un premier essai a révélé un
relatif manque de faisabilité de ce projet. Un demne essai sera tenté enréduisant la période
d'étude aux deux dernieres années. L'exhaustigtia durveillance serait estimée en réalisant la
comparaison des résultats des déclarations daites &u CNR-L avec la base de données.

Ces différentes actions devraient permettre d’ar&lile réseau d'épidémio-surveillance
des leishmanioses humaines en France métropolitaine

8.3.2. En Guyane (L-A : LHUPM du CH de Cayenne)

Le projet du L-A de Guyane se décline selon 3 difgec

a) Meilleure couverture du recensement des cas

L’effort d’organisation et de motivation des diféts partenaires doit étre poursuivi afin de
mieux connaitre le veéritable niveau d’endémie. ¥ilasous-estimation des cas et si oui dans
guelle proportion ? En 2016, I'incidence, difficitent évaluée du fait du taux incertain de la
population (population illégale non chiffrable), aagmenté en comparaison avec les années
antérieures

Les difficultés a résoudre sont connues et demdnden

- Maintien de la motivation des acteurs et de la bommse en application des instructions
fournies aux personnels soignants des Postes &eSale Santé avec I'objectif de réduire
les difficultés comme celles liées aun overélevé du personnel, & une orientation et une
sensibilité plus "diagnostic individuel" que "saptéblique".
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- Connaissance et prise en compte d’événementsaxtegource 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 Rexhaustivité Une organisation avec
la CIRE Antilles-Guyane sera recherchée avec aunxrligtégration de la leishmaniose
cutanée dans les pathologies officiellement sugeslpar 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 régles de recueil des données et les moddkitésansmission au Laboratoire Central de
Montpellier se feront selon les mémes regles quéiement.

b) Optimisation de la confirmation parasitologique, détermination des especes et
recueil des souches

Nous chercherons a obtenir systématiquement urferoation en essayant de se rapprocher
de I'exhaustivité des cas ayant abouti a une ctatsut en milieu médical. Pour ce faire, nous
avons généralisé la réalisation systématique dhoime-biopsie type "punch”, associée au recueil
des prélevements de sécrétions dermiques des dédiarbiopsie permettant la mise en culture
facilite d’autant I'identification de I'espéce eenmet d’isoler et de conserver les souches. Dans
certains cas (quantité de biopsie suffisante)tdeisniques de PCR-RLFP sont réalisées a partir de
la biopsie elle-méme (culture négative, contamméeaon réalisée).

c) Surveillance des possibles cas de leishmaniose v iscérale humaine et animale

* Chez 'homme :

La leishmaniose viscérale n'est pas endémique grar@ucontrairement a d’autres pays de la
région (Brésil, Venezuela). Son implantation petre &avorisée par la forte prévalence de
l'infection a VIH en Guyane mais aussi par 'im@orte des migrants en provenance du Brésil.
Cela impose une surveillance du fait des mouvememnggatoires (homme et animaux). La

recherche sera systématique par PCR en tempsmré&zsede suspicion clinique, associée a la
sérologie classique, avec des indications élaieg les sujets immunodéprimés.

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

8.4. Contribution a 'alerte

Le Laboratoire Coordonnateur, aidé en cela pardbotatoire-Associé, centralisera et
signalera a Santé Publique France tout évenemenmahconcernant 'augmentation du nombre
de cas, I'existence de cas groupés, ou une maildirc@ventuelle des formes cliniques, en France
métropolitaine, dans les DROM ou a I'étranger.

Les contacts avec les CIRE régionales de chacumusse centres seront maintenus de
facon réguliere (Languedoc-Roussillon-Midi-PyrénéeAntilles-Guyane).

Le CNR-L est bien entendu prét a collaborer, conirfia fait les années précédentes, a
toutes les enquétes proposées par le Ministéra 8arté, les Agences Régionales de Santé ou les
organismes compétents décentralisés.

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.

* * * * *
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ANNEXE 1 : MISSIONS ET ORGANISATION DU CNR

1.1. Rappel des missions et des objectifs du CNR

Le Centre National de Référence des LeishmanidSBHR{L) a été créé en mars 1998
(arrété du 17 mars 1998). Il a été renouvelé eih 2002, puis en janvier 2006 et janvier 2011.
Depuis sa création, il développe les différentessions imparties aux CNR : expertise,
surveillance, alerte et conseil.

Dans ce cadre, il effectue depuis sa création :

- la collecte et la conservation de souchekalshmaniaet leur identification biochimique
et moléculaire,

- I'expertise en matiére de diagnostic et d'idesdifon de souches pour de nombreux
laboratoires sur le territoire national, et pluseraent de chimio-sensibilité des souches de
Leishmania

- le conseil et la formation dans le domaine d¢egeathologie, en particulier en matiére
de diagnostic et de thérapeutique (conseil thétapeutéléphonique, en collaboration avec le Pr
P. Buffet du Centre d'Infectiologie Necker-Pasteur)

- la surveillance des différentes formes de leighioses humaines, avec un registre des
cas autochtones et importés en France métrop@ijtainsi qu'en Guyane francaise, avec l'aide du
Laboratoire-Associé (L-A) de Cayenne, et une pigditon importante du Service de Santé des
Armées.

- I'alerte en cas de phénomenes anormaux obseuvésuas des activités de surveillance.

Le Laboratoire-Associé de Cayenne (Laboratoire deadtologie-Mycologie, C.H.
Andrée Rosemon, Pr Magalie Demar) remplit effectigat les mémes missions sur le territoire
guyanais.

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

1.2. Présentation de I'état de la question scientif  ique et des enjeux de santé
publique

Les leishmanioses sont des maladies parasitaires @ un protozoaire flagellé
appartenant au genreeishmania Il s'agit de zoonoses ("anthropozoonoses"), tffécde
nombreuses especes de mammiféres, y compris I'hormaresmises par la piglre d’'un insecte
vecteur, le phlébotome. Chez I'homme, les leishoses comprennent différentes formes
cliniques dont la leishmaniose viscérale (LV), lshmanioses cutanées (LC) et la leishmaniose
cutanéo-muqueuse (LCM). Les leishmanioses affectatre 1,5 et 2 millions de personnes
chaque année dans 88 pays, avec une mortalitééeséins9000 morts par &h Leur incidence
tend & augmenter suite a un accroissement desufaate risque tenant aux modifications de
I'environnement, aussi bien qu’aux comportementsdins ou a I'évolution de I'état sanitaire des
populations™. La leishmaniose est endémiquedans tout le bassin méditerranéen et plus
particulierement dang Sud de la Franceet toute I'Europe du Sud. Il y s'agit essentiedietrde
leishmaniose viscérale, mortelle en I'absence altement et due & I'espéte infantum'? Son
réservoir est le chien, et la maladie humaine, lgjela un niveau faible, y est régulierement
entretenue grace a I'existence d’'une enzootie eamés active. Les foyers majeurs sont ceux du

10 Bastien P, Lachaud L. Leishmanioses: biologie, clinique et thérapeutique. In : Encyclopédie Médico-Chirurgicale, 2016, 8-506-A-10,
2016.

1 den Boer M., et coll. Leishmaniasis impact and treatment access. Clin Microbiol Infect. 2011, 17: 1471-1477.

12 pratlong F. et coll. Isoenzymatic analysis of 712 strains of Leishmania infantum in the South of France and relationship of enzymatic
polymorphism to clinical and epidemiological features. J. Clin. Microbiol., 2004, 42: 4077-4082.
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Languedoc-Roussillon, de la Provence-Cote d’Azudesta Corsé. L'incidence est relativement
stable aprées l'augmentation liée a limmunodépassans les années 80, résultant entre autres
de la co-infectiorLeishmanidvIH 3. Par ailleurs, en raison de l'accentuation dearégds avec
les zones endémiques, il existerdenbreux cas importésde leishmaniose viscérale ou cutanée
en France, surtout originaires du pourtour meédite¥ren (Maghreb en particulier) et de Guyane
Francaise”.

Dans le département d&uyane existe une forte endémie de leishmaniose cutavee,
un nombre éleve de cas (180 cas en moyenne aveaidgsons de 138 a 242 cas déclarés par an,
soit une incidence annuelle entre 0,97 et 1,2 POLA_'épidémiologie de la leishmaniose y est
totalement différente de ce qui se passe en Framégopolitaine, avec cinq especes de
Leishmanigprésentes, impliquées dans des cycles zoonotgguesges. La leishmaniose cutanée
fait certes partie du paysage infectieux traditedrae la Guyane Frangaise; mais celui-ci est en
continuelle évolution, avec I'explosion démograpi@gde ce département, sans équivalent en
territoire francais, associée a d’'importants mousets migratoires peu maitrisés maitrises et le
phénomene de l'orpaillage. La contamination humaésellte de la pénétration en forét pour des
activités professionnelles ou de loiditanthropisation de la forét, avec en particulies hctivités
d’'orpaillage, expose ainsi une population impoeamiais difficilement chiffrable au risque de
leishmanioseL. guyanensi®st I'espece prédominante. braziliensis,responsable d’'une forme
grave, avec évolution possible vers une atteingendiequeuses de la face (LCM)est totalement
implantée sur le territoire et a tendance a dev@og prévalenté.

Les leishmanioses, mais surtout la LV, sont assescia undéficit du systeme
immunitaire, qu'il soit acquis ou induit, et patent (ex.: SIDdu latent (ex.: personne ageée).
Toutes les causes dimmunodépression, d’origineeciiduse ou iatrogene, favorisent le
développement de cette forme de leishmaniose, eicyleer, depuis quelques décennies, le
SIDA et les transplantations d’orgart@sDans les foyers d’endémie de leishmaniose visgéea
en particulier dans le Sud de la France, le nomdhrdections inapparentesa Leishmaniaest
trés nettement supérieur au nombre de cas clinidéeectés”; d’ol le risque d’extension et
d’augmentation de I'endémicité lié a lI'augmentation des causes d'immunodépressRar
ailleurs, il apparait aujourd'hui clairement quedehauffement climatique entraine une extension
de la zone d'endémicité dans le Sud de I'EutbpeEn Guyane la leishmaniose représente un
probléme de santé publique par le nombre de castdétannuellement et constitue emérave
au développementen raison de sa présence dans le milieu forg$liére bois, or, agriculture,
travaux publics, chasse, tourisme).

Les leishmanioses continuent de poser des probldrageostiques et thérapeutiquks.
diagnostic repose aujourd'hui essentiellement sur les tedesignoléculaires (PCR), développée
dans plusieurs CHU en France. Comme pour d'autifestions, ce diagnostic moléculaire est
développé indépendamment dans chaque centre étesdwin manque de standardisation, source
de variations importantes dans les performancemdgiques. La sérologie est l'autre examen le
plus classiquement utilisé : pratiquée dans laithdiés CHU francais, elle est réalisée avec des
méthodes le plus souvent commerciales, dangriori standardisées. Les différents tests
disponibles n'ont cependant pas les mémes perfaesatiagnostiques, et n‘ont pas fait I'objet
d'études comparativeke traitement des leishmanioses reste aujourdhui problématiBase
sur des molécules codteuses et toxiques, il esesbliobjet de demandes de conseil au CNR de
la part des cliniciens. Il bénéficie d'une parindaonseil thérapeutique mis en place au CNR en

13 Alvar J et coll. The relationship between leishmaniasis and AIDS: the second 10 years. Clin Microbiol Rev. 2008, 21:334-59.

| achaud L. et coll. Surveillance of leishmaniases in France, 1999 to 2012. Eurosurveillance, 2013, 18(29): 20534-...

15 Dedet JP, et coll. Epidémiologie des leishmanioses autochtones en France métropolitaine et d’outre-mer. Presse Med. 2013; 42:
1469-81.

16 Basset D. et coll. Visceral leishmaniasis in organ transplant recipients : eleven new cases and literature review. Microbe Infect. 2005,
7:1370-1375.

7 Bafiuls AL*, Bastien P* et coll. Clinical pleiomorphism in human leishmaniases, with special mention of asymptomatic infection. Clin
Microbiol Infect. 2011, 17: 1451-1461.

18 Dereure J. et coll. The potential effects of global warming on changes in canine leishmaniasis in a focus outside the classical area of
the disease in southern France. Vector Borne Zoonotic Dis. 2009; 9:687-94.

19 Maroli M. et coll. The northward spread of leishmaniasis in Italy : evidence from retrospective and ongoing studies on the canine
reservoir and phlebotomine vectors. Trop Med Int Health. 2008; 13:256-64.
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2006 en collaboration avec le Pr Pierre Buffet (€ed'Infectiologie Necker-Pasteur), d'autre part
d'un référentiel de consensus national publié €l Z@ l'initiative des Prs. Jean-Pierre Dedet et
Pierre Buffet), visant & venir en aide aux cliniseconfrontés a cette patholo§ie Enfin, le
typagedes souches isolées demeure indispensable paunvkilance en raison de différences de
pronostic et de prise en charge du patient sedgpdce deéeishmaniaen cause.

1.3. Organisation proposée pour répondre au cahier des charges

Le CNR-L est dirigé depuis 2010 par le Pr. PatrB&stien auDépartement de
Parasitologie-Mycologie (CHRU / UFR Médecine) de Mutpellier (DPM).

Depuis 2012, le Laboratoire Hospitalo-Universitaide Parasitologie Mycologie
(LHUPM) du Centre Hospitalier de Cayenne (CHAR)té éclus dans le CNR comme le
Laboratoire Associé (L-A) de Cayenneavec le Service de Dermatologie comme composante
clinique (Pr. Pierre Couppié). Le LHUPM avait é@ehtre collaborateur" du CNR-L pendant le
dernier quinquennal (2006-2011). L'inclusion de é2me comme L-A apparaissait non seulement
logique mais nécessaire si I'on considere le izt cg département est de loin le plus touché par
la leishmaniose autochtone, et que plus de la éndés cas de leishmaniose déclarées en France
proviennent de Guyane Francaise. Le L-A de Cayenaee longue expérience de recherche en
matiére de diagnostic et d'épidémiologie des lesshioses sud-américaines : niveau d’endémie,
facteurs d’exposition, facteurs de risque d’origgm¥ironnementale et selon les particularités des
souches parasitaires incriminées. Il est égaleneampétent en matiére de culture, de
cryoconservation et de typage de souches de Lersbmd&nfin, il est en relation avec un réseau
de Centres de santé lui permettant une vue completene compréhension intime de cette
endémie en Guyane.

Le LHUPM a été dirigé par le Pr B. Carme jusqu’é&tembre 2013 et est aujourd'hui
dirigé par le Pr Magalie Demar. Le responsable ¢ depuis le ¥ janvier 2014, désigné par
consensus entre les difféerents membres du CNR, la & P. Couppié, du fait de son expertise de
longue date sur les leishmanioses. Dans le quimgu®17-2021, c'est le Pr Magalie Demar qui
coordonne ce L.-A. En effet, le LHUPM est de faitaentre de la plupart des activités concernant
le diagnostic et le typage nécessaires a la slamed de la leishmaniose en Guyane. Il draine les
échantillons du réseau de Centres de santé évaoqigssus. Le Pr P. Couppié, désigné comme
co-responsable du L-A apportera le support de stimité clinique et thérapeutique, et de plus
meénera une activité de prévention auprés des ptignsa

Trois Laboratoires hospitaliers francais reconnus pur leurs compétences en matiere
de leishmaniosesdepuis de nombreuses années (attestées par Ighlisapons) sont devenus
Centres collaborateurs pour ce qui concerne l&damhaine au®ljanvier 2012 :

(i) le Laboratoire de Parasitologie-Mycologie dAR-HP de Marseille (Pr Renaud
Piarroux) pour ses études sur I'épidémiologie ®tcl@miorésistances desishmania infantumn
ainsi que sur le typage par spectrométrie de masse;

(i) le Laboratoire de Parasitologie-Mycologie diH@ de Nice (Pr Pierre Marty) pour
I'épidémiologie des leishmanioses humaine et canine

(i) enfin, le Pr Pierre Buffet (auparavant AP-lPRié-Salpétriere, aujourd’hui au Centre
d’Infectiologie Necker-Pasteur) continue a collayoavec le CNR sur le conseil thérapeutique
destiné aux médecins; le CNR souhaite aussi dgvetame collaboration a la base de données
clinico-épidémiologiques qu'il a constituée depigs années et qu'il étend au niveau européen.

La mutation du Pr Renaud Piarroux vers la Pitig@&aiere (prévue en 2017) et l'arrét des
thématiques concernant le CNR a Marseille noustentia _proposer le Laboratoire de

20 Byffet P. et coll. Traitement des leishmanioses en France : Proposition d’un référentiel consensuel. Presse Med. 2011; 40(2):173-84
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Parasitologie-Mycologie de la Pitié-Salpétriere cmenCentre Collaborateur du CNR pour la
période a venir, avec le Pr Renaud Piarroux.

Par ailleurs,des structures expertes en santé animalgoursuivent leur collaboration
avec le CNR en vue d'une meilleure concertationsgeemes de surveillance et de contrdle des
leishmanioses humaines et animales (surtout caninke territoire métropolitain) :

(i) le Dr Mohamed Kasbari, inspecteur vétérinauwetcavaille depuis plusieurs années sur
les leishmanioses animales et a récemment obterthésa d'Université sur ce sujet, devrait
continuer a travailler sur les leishmanioses, maisera plus rattaché a I'ANSES, cette derniere
ne souhaitant plus soutenir ce programme;

(i) le Laboratoire de Parasitologie, Ecole Natiena/étérinaire de Lyon (Pr. G.
Bourdoiseau);

(i) I'Unité sous Contrat de I'ANSES "VECPAR" (fdnsmission vectorielle et
épidémiosurveillance des maladies parasitairestjaletnent JE 2533, du Laboratoire de
Parasitologie de la Faculté de Pharmacie de Rétmg (Depaquit).

Ces trois équipes présentent une expertise comptairee le premier concernant
I'épidémiologie et la surveillance de la leishmagiganine, le second concernant le contrble de la
maladie, a la fois sur le plan vaccinal et surl@mle la lutte médicamenteuse, et le troisieme sur
les aspects vectoriels (Phlébotome), qui conceatentla leishmaniose humaine que I'endémie
canine.

La structuration proposée pour les 5 ans a vehfigesée ci-dessous.

Structuration du CNR des Leishmanioses

Laboratoire
Associé du CHG
de Cayenne

Pr Magalie Demar

Centre coordonnateur
CHU/Université de
Montpellier

Direction :
Py. Patrick Bastien

Centre de
Ressources
Biologiques des
Leishmania

Montpellier

Direction :
Pr. Patrick Bastien

Centres collaborateurs (CC) en santé humaine Centres collaborateurs (CC) en santé animale )
CC de I'APHP CC du CHU Centre CC de Reims CC de Lyon Laboratoire
Paris - Pitié- de Nice d'Infectiologie (Fac. de (EN_V) d'accueil
Salpétriére T8 3 S0 Necker-Pasteur Pharmacie) e M. Mohamed
Pr. Renaud Piarroux Pr Pierre Buffet Pr Jéréme Depaquit Bourdoiseau Kasbari
- J
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1.4. Description détaillée des équipes

1.4.1. Département de Parasitologie-Mycologie du CHU de Mo  ntpellier

Les personnels scientifiques et techniques du D&pant 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 acti\atds fonctionnement du CNR-L, sont listés dans
le tableau ci-dessous (previsions 2017-2021).

Leurs taches respectives au sein du Départememefigsur I'organigramme fonctionnel
présenté en page suivante.

Un organigramme spécifigue au Laboratoire Coordteutadu CNR-L est ensuite
présenté au-dessous.

Tableau 1. Etat des emplois du Laboratoire coordonn  ateur du CNR-Leishmaniose
(Montpellier)

Noms et Prénoms Quialifications ETP A?Sggﬁpj&?ﬁé‘;@gﬁ;ﬁ)’e

Bastien Patrick Médecin (PU-PH) 0,10 CHU-Univ. (50%-50%)
Lachaud Laurence Médecin (MCU-PH) 0,30 Univ. Montpellier

Ravel Christophe Médecin (MCU-PH) 0,20 CHU-Univ. (50%-50%)
Balard Yves Assistant-Ingénieur 0,30 Univ. Montpellier
Lami Patrick technicien 0,50 Univ. Montpellier
Serres Ghislaine technicien 0,10 CHU Montpellier
Talignani Loic technicien 0,40 Univ. Montpellier
Lami Joelle secrétaire 0,05 CHU Montpellier

L'implication de ces personnels dans le CNR-L repné 1,85 ETP : 0,9 ETP pour le
personnel médico-scientifique (incluant un ingéniedormaticien), 1 ETP pour le personnel
technique et 0,05 ETP pour le secrétariat. Pleuad, le Pr Jean-Pierre Dedet et le Dr Francine
Pratlong, tous deux émérites de la Faculté, coatind'apporter ponctuellement leur expertise au
CNR.
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ORGANIGRAMME FONCTIONNEL
du DEPARTEMENT DE PARASITOLOGIE-MYCOLOGIE, CHU de

MONTPELLIER
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Pr P. Bastien
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Dr C. RAVEL (RQA) : MCU-PH

~

Pré-Analytique

1TL + 1 Secétaire

PARASITAIRE ET FONGIQUE
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Mme E. VARLET : MCU-PH

3 Technicien(ne)s (2,5 ETP):
S. DOUZOU, B.
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( CNR des Leishmanioses )
Pr P. BASTIEN : PU-PH
Dr C. RAVEL : MCU-PH
Dr L. LACHAUD : MCU-PH
2 Techniciens Université + 1 Technicien(ne) CHU (1,6 ETP) : P. LAMI, L. TALIGNANI,
\G. SERRES )
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ORGANIGRAMME du LABORATOIRE COORDONNATEUR du
CNR DES LEISHMANIOSES (MONTPELLIER)
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1.4.2. Laboratoire-Associé (LHUPM) de Cayenne

Les personnels scientifiques et techniques du LHUWRIMCentre Hospitalier de Cayenne
(CHAR) et de la Faculté de Médecine (Universitéilles Guyane) qui, pour partie de leur temps,
sont impliqués dans les activités Leishmaniosetashque Laboratoire Associé au CNR, sont
listés dans le tableau ci-dessous. Leur implicadiemms ce cadre est indiquée en valeur ETP.

Tableau 2. Etat des emplois du L-A au CNR Leishmani  oses (Cayenne, Guyane

Francaise)
Nom et Prénom Qualification ETP Appartenance administrative
(pour l'activité au CNR-L)
Pierre Demar Magalie Médecin (PU-PH: Parasitologie) | 0,25 CH, LHUPM — UAG/ EA 3593 et
CIE 802 Inserm
Couppié Pierre Médecin (PU-PH : 0,1 CH, Dermato — UAG/ EA 3593
Dermatologie)
Mathieu Nacher Médecin (PU-PH : Santé 0,1 CH, Santé Publique-
Publique) Epidémiologie — CIE 802 Inserm
Ginouves Marine Assistant Ingénieur 0,8 Univ. Antilles Guyane (EA 3593)
et par convention CH, LHUPM
Blandine Leblanc Adjoint administratif 0,2 Centre Hospitalier Andrée
' Rosemon (CHAR)
Technicien de laboratoire Technicien 03 Centre Hospitalier Andrée
(selon le planning) ' Rosemon (CHAR)

L'implication de ces personnels dans le CNR-L regmé 1,75 ETP avec (i) une activité
quasiment dédiée pour ce qui est du personnel tditjige (0,8 ETP), (ii) 0,5 ETP pour le
personnel médico-scientifique effectuant des aésvid’épidémiologie, de diagnostic clinique et
biologique, et de thérapeutique; (iii) 0,2 ETP pdeirsecrétariat amené a gérer le réseau de
correspondants, notamment les Centres de santé.

Une aide ponctuelle complémentaire pour les aspeetlyse et expertise épidémiologique
peut étre apportée par I'équipe Inserm CIC-EC Ae#iGuyane.

Le schéma suivant illustre I'organisation du LA-CNR
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ORGANIGRAMME du LABORATOIRE ASSOCIE du
CNR DES LEISHMANIOSES (CAYENNE)
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Le schéma suivant illustre la complémentarité erige équipes hospitalieres et
universitaires au L-A de Cayenne.

Université Antilles Guyane
Equipe EA 3593 (Pr. M. Macher)
Ecosysiéme amazonien et Pathologie tropicale
Expertise Expertise Clinigue Expertise Epidémiologie
e - (P. Couppie) (ML Macher)
(M. |e|1:|rE.$er"a:_| Hoa HDR
4 4 4

Centre Investigation Epidémiclogie clinique
Laboratoire HSB3 CIC-EC 802 Inserm
({5 NEIH'IEF:I
Laboratoire Clinique Epidémiclogie
LHUPK Dermatologie Santé Publigue
1. Presrs Demer) (P Couppié ) COREVIH
{M. Nacher]

Secteurs Expertise / Recherche
Centre Hospitalier de Cayenne

1.5. Locaux et équipements (CNR et laboratoires ass  0ciés)

1.5.1. CNR Montpellier

Locaux : Les locaux n'ont en rien changé par rapport au dossier de 2010.

Le Département de Parasitologie-Mycologie a dém@&eaguillet 2009 pour rejoindre I'un
des sites du CHRU, entre I'Hopital Lapeyronie etdadombiere. Il est installé dans un batiment
modulaire de 1300 mz, répartis sur deux étageg, ldooonstruction a été entierement prise en
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charge par le CHRU. Dans ces locaux sont installda fois le laboratoire hospitalier de
diagnostic, le Centre National de Référence ldgshmaniaet tout ou partie de 3 équipes de
recherche faisant partie de 'TUMR "MIVEGEC" ("Malad infectieuses et vecteurs : écologie,
géneétique, évolution, contrdle”) (CNRS / IRD / Usisité Montpellier), 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 ucellente adéquation avec les missions de
CNR. Un plan est fourni en annexe.

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

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

chaude pour la croissance des cultures de Leislani2#i26° C) ;

» a cette unité de culture, s’ajoute une enceintéirném de niveau P3, pour la culture des
especes de Leishmania classées en L3 (L. donovanbeaziliensis).

* une unité de cryoconservation avec un local spgafiaux normes de sécurité pour la
manipulation de I'azote liquide, et contenant ohtainer de 351 litres (Espace 351), 2
containers de 220 litres (LO-2200), 1 containel 8¢ litres (Espace 151), 5 containers
de 140 litres et 1 de 110 litres (Arpége 140 et) 128 containers de 40 litres (GT 40)
et un container de répartition (TP100). Un contlatlivraison hebdomadaire d’azote
liquide existe avec Air Liquide Santé, avec mis@iéeau des containers. Seul le
remplissage des GT40 est encore assuré chaquensepaaiun technicien du CNR-L.
La piece est aux normes de sécurité avec alarneatis@e en cas de baisse du niveau
d’oxygene liée a une fuite d’azote.

» un laboratoire de biochimie pour I'électrophoress soenzymes ;

e un plateau technique réservé a la biologie moléellpartagé avec I'équipe de
recherche et I'’équipe hospitaliere, occupant envif® m2 ; ces locaux sont en voie
d'accréditation selon la norme ISO 15189 proprelaba@ratoires de biologie médicale
et aux recommandations classiques pour cette t@ctiet méme davantage. Des
mesures trés strictes de confinement et de sépanasont imposées : organisation en
trois locaux géographiquement séparés (préparatiem ADN, préparation des
mélanges réactionnels, étape post-amplificatioecasas d'entrée ; pression positive
dans les pieces "pré-amplification” et négativesdess pieces "post-amplification” ;
respect du sens du flux; personnel autorisé ;raépa compléte des matériels,
blouses, consommables et réactifs ; sur-blouseschswssures ; autres mesures
classiques de prévention des contaminations...l® pn "pré-amplification” ont été
physiquement séparées les activités de diagnastioutine (sécurisation maximum) et
les activités dites de développement (en particldeactivités du CNR).

* un bureau spécifique dévolu au CNR-L, ainsi queldagsaux réservés aux différents
acteurs du CNR.

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

Equipements : Dans le domaine particulier des activités derefée, objet du présent
dossier de candidature, le laboratoire posséd®dasix et équipements en adéquation avec les
missions proposées. Au cours du dernier quinquenealaboratoire a acquis un container
Arpége 110 (Air Liquide®) et deux conteneurs LO-Z@0yo-Diffusion®).

Le déménagement du laboratoire en 2009 a été bamtgour le CHRU de renouveler de
nombreux équipements courants généraux du labmrafmés de plus de 15 ans: autoclave,
postes de sécurité microbiologiques (PSM), étuvms)trifugeuses, balances, microscopes,
générateurs, cuves d'électrophorese et d'électitfation, systemes de refroidissement des
cuves, sécheur de gels, bains secs, plagues UY5 founybridation, pH-metres, congélateurs
divers (- 20° et — 80° C).

Par ailleurs, le Département posseéde d'autres éueipts indispensables a l'activité :
containers d'azote liquide (cf. supra), appareiP@R en temps réel de type LightCycler 480,
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thermocycleurs conventionnels, automate d'extractitADN, appareils & électrophorése en
champ pulsé, station de prises de vues numérip@esamalyseur d'images,...

Concernant les moyens logistiques, le CNR-L bémfitune 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

Locaux : Les zones d’activité ou s’exercent les activitéd AulCNR-L se répartissent en 2
secteurs : le secteur hospitalier situé sur ledit€entre Hospitalier de Cayenne au sein duquel
est situé le LHUPM, et le secteur universitaireéisur le campus universitaire de la Faculté de
Médecine.

* Le LHUPM est installé dans le secteur des laboratoiress bas locaux, sont installés a
la fois le laboratoire hospitalier de diagnostic Rarasitologie-Mycologie et le L-A au CNR-L.
Ces locaux comprennent :

* une unité de culture de niveau P3 destinée auxresltd’agents parasitaires tels que
Trypanosoma sproxoplasma..C’est aussi dans cette unité équipée d'un PSMuieé
enceinte a 24-26° C que sont effectuées les calleeeishmaniaclassées au niveau
L3 (L. braziliensi3.

e une unité de culture de niveau P2 située au seisedteur Mycologie dotée d’'une
enceinte de sécurité et d'une chambre chaude (22)26t au sein de laquelle
s’effectuent la plupart des cultures de Leishmapia

* un lieu de cryoconservation aux normes de sécpot@ la manipulation de I'azote
liquide. Un contrat de livraison mensuel d’azotpiide existe avec Air Liquide Santé,
avec mise a niveau des containers. Le remplissag®mtainer est assuré 1x/mois par
un des membres affecté au LA du CNR-L.

* un secteur partagé avec le secteur de bactériatogienant le spectrometre de masse,

MALDI-TOF permettant l'identification des especeldgshmania sp.

* un secteur de lecteur sur microscope inversé sitgalle de parasitologie directe.

* Le secteur universitaire est installé sur le campus dans les locaux dadalte de Médecine. lI
comporte un plateau technique réservé a la biologiEculaire, conforme aux recommandations
classiques pour cette activité avec I'organisagantrois locaux géographiquement sépares : un
secteur de prétraitement des échantillons, un weae préparation des mix et un secteur
d’amplification/post-amplification.

Equipements : le Laboratoire posséde les équipements courantslaeatoire (PSM,
étuves, centrifugeuses, microscopes optiques,.. mé&mae que ceux indispensables a l'activité : 2
containers de 80 litres d'azote liquide, appar@l RCR en temps réel de type Applied,
thermocycleurs conventionnels, automate d'extracti@DN, microscope inversé...

1.6. Description des démarches qualité et garanties mises en ceuvre au sein
du laboratoire

1.6.1. Centre Coordonnateur du CHRU de Montpellier

Deux démarches d'accréditation/certification sont@urs en paralléle au CNR-L.

Les activités du CNR s'appuient largement sur offastructure et une logistique internes
au CHU de Montpellier. Certaines activités commeiggnostic moléculaire sont méme partie
intégrante de l'activité du CHU. IZépartement de Parasitologie-Mycologie du CHU de
Montpellier est engagé dans la démarche Qualitéssaire a I'accréditation des laboratoires de
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biologie médicale (certification ISO 15189). Chojshe Ravel (membre du CNR-L) est d'ailleurs
RQA suppléant dans ce cadre. Un audit externeustquirs audits internes ont accompagneé ce
processus au long de 2014 et 2015. Un dép6t deed@ COFRAC a eu lieu en 2015, incluant
toutes les analyses de diagnostic moléculaireaeicplier le diagnostic moléculaire des
leishmanioses. Ce secteur de Biologie moléculaineearéunion Qualité (avec suivi des actions
d'amélioration) réunissant tous les acteurs coésesar un rythme mensuel. Apreés la visite du
COFRAC en Novembre 2016, I'accréditation de cefyses a été accordée fin 2016 (document
officiel toujours en attente).

Pour ce qui concerrie CNR-L proprement dit, une démarche Qualité a été entreprise
depuis plusieurs années en vue d’'une certificat®la collection de Leishmania du CNR-L selon
la norme NF S96-900. Au cours du dernier quinquema&ysteme de Management de la Qualité
a été amélioré selon les recommandations d'auditseptification assuré dans le cadre du projet
Investissements d'Avenir "BIOBANQUES" en 2013 e120En 2015, le CRB-Leishmania a
rejoint le Centre de Ressources Biologiques du @eWontpellier, bénéficiant ainsi de la
dynamique a I'ceuvre dans ce domaine dans I'enseml@&®B. Loic Talignani est ainsi RQA
pour la Collection déeishmaniaaux cotés d'Andreia Dhenaut pour le CRB du CH&Jdépbt
de dossier de certification de la Collection decbas de Leishmania est prévu en 2017.

La tracabilité du processus de réception, suiexgegdition des souches est totale,
aujourd'hui assurée grace au logiciel BRC-Limsgjgiement congu pour les CRB microbiens
dans le cadre d'un projet coordonné par Chantatt B@RB de I'Institut Pasteur) et financé par
IbISA. Ce logiciel a été adopté en routine en 2étl¥ancien logiciel ModulBio abandonné.

La réglementation en vigueur sur les transportsmkseres infectieuses est appliquée tant
pour les souches envoyées au CNR-L que pour ea{fgédiées par le CNR-L. L’envoi des
souches au CNR-L a été codifié en 2006, avec mspateur agréé selectionné par le CNR-L qui
prend en charge les frais de transport.

Les bases du Systéme de Management de la Quai@)(8nt été renforcées :

» Définition d’indicateurs Qualité d’évaluation defférentes étapes des processus
de réception, de conservation et de mise a disposies ressources biologiques,

» Définition des compétences, qualifications et htatibns des différents
personnels du CRB, permettant un meilleur suivirdegplacements de personnels
et des besoins en formation,

» Fusion des procédures de gestion des non-confaretitdes axes d’améliorations
avec celles déja existantes au niveau du CRB du,CHU

» Convention avec le service informatique permettiéadsurer la sauvegarde des
données, la maintenance des logiciels et de [$trivature,

» Identification et validation des méthodes critiques

« Vérification de la qualité des renseignements esiréssources biologiques
(cohérence, justesse) saisis dans la base de dopaempport au stock réel et aux
fiches de renseignements papier des déposants,

« Creéation d'un fichier informatique de centralisaties autorisations de
distribution des souches,

* Mise en place d’'un outil informatique d’évaluatides fournisseurs et des produits
critiques,

* Mise en place d’'un questionnaire de satisfactig@nts.

Des réunions trimestrielles de suivi de la Qualitépermis de maintenir une dynamique
tout au long de I'année. Ces efforts se poursutwians le quinquennal a venir.
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1.6.2. LHUPM du CH de Cayenne

En conformité avec les exigences nationales, le btAtravers du LHUPM, s’est engagé

avec le laboratoire de Biologie polyvalente du pehtospitalier de Cayenne dans le processus de
mise en place de la démarche Qualité nécessaieecdditation des laboratoires de biologie
médicale (certification ISO 15189) dans chacun des secteurs avec dépdt de dossier au
COFRAC en mai 2015. Cette exigence est indispeesabl-A du fait de son implication dans la
démarche diagnostique et thérapeutique aupresdiésigns de Guyane Francaise.

L’ensemble des examens réalisés au L-A devra répak exigences de I'accréditation

en 2020 (analyse de sensibilité/spécificité, dectaplité et de reproductibilité). Une aide est
apportée par ANOFEL, l'association frangaise desemgmants de Parasitologie-Mycologie. I
s’agit d’'une aide technique avec :

mise a disposition sur un site Internet dédié drid@nts référents,
conseils personnalisés par le Dr Christine Rogéesluatrice COFRAC et PH dans le
Laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU deulduse.

Des réunions hebdomadaires axées sur I'accréditatibété initi€ées depuis fin
2015 de méme que des groupes de travail notansuelgs CNR (Maladie de Chagas et
leishmaniose)

Certaines activités du CNR comme le diagnosticctlii@nt partie intégrante de
I'activité du CHAR. Un dép6t de dossier au COFRA&&fait en 2015 incluant pour le
LHUPM, la sérologie Chagas, avec une visite du CAERrévue fin 2016.

Pour ce qui concerne les activités en rapport évesecteur du NSB3, une démarche
Qualité a été entreprise depuis 2014 avec remigdata réévaluation et réécriture de
I'ensemble des procédures qualité, hygiéne et gécur

La tracabilité du processus de mise en cryoconsenvat des expéditions des
souches, est totale, aujourd'hui assurée graaegauiedl BRC-Lims,

A noter que les controles de qualité des typagesodehes réalisés chaque année
montrent une parfaite concordance avec les résut#tenus au Laboratoire coordonnateur
du CNR (Montpellier).
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ANNEXE 2 : CAPACITES TECHNIQUES ACTUELLES DU CNR

Le Laboratoire coordonnateur a développé au cours des dernieres décennies des
capacités techniques dans de nombreux domaineseroamt les Leishmania et les
leishmanioses : diagnostic conventionnel et mokmyl typage et identification, stockage et
distribution de souches, et évaluation de la chéemsibilité du parasite.

Le diagnostic des leishmanioses repose presquaesax@ment aujourd’hui sur la détection
par PCR en temps réel.

L'identification desLeishmaniaest actuellement réalisée dans notre laborat@redps
techniques moléculaires basées sur le séquengag@ul’plusieurs génes uniques. Ces genes sont
intégrés & un schéma MLST (Multi Locus Sequenceaniyméveloppé sur 7 loci indépendants. A
cette technique s’ajoutde facon de plus en plus répandue la techniquierdification par
MALDI-TOF, et enfin éventuellement la technique d'électrophorese dmsnikymes, réalisée
depuis 1979 et qui reste aujourd'hui, malgré liedss techniques moléculaires, la technique de
référence d’identification biochimique pour la tavmie et la biogéographie (recommandation de
I'O.M.S.). D’autre part, le typage par analyse dasyotypes moléculaires (électrophorese en
champ pulsé) est réalisé ponctuellement sur deshesuisolées de patients immunodéprimés
(infection VIH) souffrant d’'une infection leishmamine au long cours.

Les tests de chimiosensibilité du parasite sonkeéyant réalisés de fagon ponctuelle, en
général a la demande de cliniciens.

De par sa longue expérience en région d'endématitéée,le LHUPM de Cayenne
possede une expertise en diagnostic des leishnesni@pie ce soit par microscopie, par
techniques de culture axénique des parasites odephniques de biologie moléculaire (PCR
conventionnelle et PCR en temps réel).

I a également développé une technigd&entification moléculaire par RFLP
spécifique pour le diagnostic d’espéce desshmaniadu Nouveau Monde. Le L-A a aussi la
possibilité d’optimiser ses capacités d’identifioas des souches a travers la technologie du
MALDI-TOF (spectrométrie de masse). Un projet dédation de la méthode est en cours en
collaboration avec le CNR de Montpellier (Dr Lactipet le Centre collaborateur de Marseille
(Pr Piarroux).

Le LHUPM a une capacité ddockage des souchete Leishmaniaisolées a - 80°C et/ou
en azote liquide pour une période limitée (maximdmoux ans) avant transfert des souches au
Laboratoire coordonnateur pour stockage a longdestrmise a disposition des collections selon
les conditions du CNR (autorisations etc.). Lesections biologiques sont déclarées par le CH de
Cayenne selon les procédures officielles (ADN ehi@anies formes promastigotes issues des
cultures).

2.1. Liste des techniques de références

2.1.1. Expertise diagnostique

- Le Laboratoire coordonnateur réalise le diagnostic moléculaire des leishmaisiqse
PCR en temps réel (LightCycler LC480). La technigsebasée les travaux de Ch. Mary et al. (J
Clin Microbiol. 2004, 42: 5249-55) et repose saniplification par PCR de I'ADN du
kinétoplaste (ADN mitochondrial hautement répétda elétection par sonde TagMan. La
sensibilité obtenue est tres élevée, autour dedljQivalents-génome par mL de sang. La
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quantification de la charge parasitaire dans g g@ur 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 ELISA).technique de Western blot est utilisée
comme technique de confirmation. Le sérodiagnagtcégalement utilisé dans certaines formes
tégumentaires. Par ailleurs, le LPMM conserve ldtnsa du test d'IFI qui est plutdt réservé a la
leishmaniose canine.

- Le LHUPM de Cayenne posséde également une expertise en diagnostic des
leishmanioses, que ce soit par microscopie, emureuin vitro, ou par techniques de biologie
moléculaire (PCR conventionnelle et PCR en temeB.r8a technique de diagnostic moléculaire
repose sur I'amplification du gene de I'ARN polyasér Il (bande a 615 pb).

- La plupart des laboratoires deCayane (Saint-Laurent-Du-Maroni, Institut Pasteur de
Cayenne et CH de Kourou) réalisent le diagnostiectiisur frottis cutané du fait de I'implication
thérapeutique qui en découle. La situation esedifite au niveau des Centres de Santé de la
Guyane qui ne disposent pas de possibilités didigmes sur site et qui envoient lames et
biopsies au LHUPM.

2.1.2. Identification moléculaire

Au Laboratoire coordonnateur, I'identification moléculaire est réalisée depiins1998
sur tout prélevement ou culture provenant de legshioses tégumentaires ou viscérales. Elle est
basée sur le séquencage de différents loci comespb & des séquences codantes en copie unique
intégrées dans un schéma MLST. Actuellement, deséks sur 7 loci génomiques ont été
obtenues sur environ 400 souches de référencésepant I'ensemble des espéces du genre
Leishmania. Un important travail d’analyse bioimf@tique a été réalisé (El Baidouri et al. 2013)
et met en évidence une grande robustesse de pptteche pour l'identification spécifique et une
trés bonne cohérence avec les techniques d'idsttdn isoenzymatique. L'identification
moléculaire est appliquée non seulement aux sowrheslture, mais également, dans environ
70% des cas, a des échantillons biologiques derpatien particulier biopsiques, ce qui permet
un typage méme en cas de culture négative ou cordarpar des éléments fongiques ou
bactériens.

Actuellement cette technique permet égalementréication systématique des souches
distribuées avant I'envoi.

- LeLHUPM de Cayennea également développé depuis 2006 une technique
d'identification moléculaire par PCR-RFLP (HgallepRI) spécifique pour le diagnostic
d’espece dekeishmaniadu Nouveau Monde. Cette technique peut étre ésafigpartir des
cultures et, le cas échéant, directement & partiiapsies de Iésions cutanékd ’identification
moléculaire permet notamment la différenciatioridaple toutes les espéces.@éshmania et
été intégrée dans le management thérapeutiqgueatieatp a la demande du Service de
Dermatologie (Pr Couppié). Elle est appliquée &ipde prélevements cliniques (biopsies
cutanées ou muqueuses, produits de grattage, maetje osseuse) et aussi sur les biopsies en
culture n‘ayant pas poussé (en cas de négativide eontamination).

Les contrbles de qualité des identifications réakschaque année montrent une parfaite
correspondance avec les résultats obtenus au ltalvereoordonnateur du CNR (Montpellier).

2L Simon et coll.Leishmaniaspecies identification by PCR-RFLP analysis asdjiplications in French
Guiana.Diag. Microbiol. Infect. Dis2010
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2.1.3. Identification biochimique (iso-enzymatique)

L’analyse isoenzymatique des souches reste laitpehe référence en épidémiologie et
continue a étre demandée par plusieurs équipesaecd-ou ailleurs dans le monde.

Elle est réalisée par électrophorese en gel éfmisdbn utilisant les 15 systemes
enzymatiques suivants (Rioux et coll., Ann. Pashditum. Comp., 1990, 65 : 111-115) : malate
déshydrogenase, MDH, EC 1.1.1.37 ; enzyme maligie,EC 1.1.1.40 ; isocitrate
déshydrogenase, ICD, EC 1.1.1.42 ; 6-phosphoglueatéshydrogenase, PGD, EC 1.1.1.44 ;
glucose-6-phosphate déshydrogenase, G6PD, EC4R1.glutamate déshydrogenase, GLUD,
EC 1.4.1.3 ; NADH diaphorase, DIA, EC 1.6.2.2 ;ipamucléoside phosphorylase, NP 1, EC
2.4.2.1 ; purine nucléoside phosphorylase, NP 22 BQ.* ; glutamate-oxaloacétate
transaminase, GOT 1, EC 2.6.1.1 ; glutamate-oxétate transaminase, GOT 2, EC 2.6.1.1 ;
phosphoglucomutase, PGM, EC 5.4.2.2 ; fumaratedtgsge, FH, EC 4.2.1.2 ; mannose
phosphate isomérase, MPI, EC 5.3.1.8 ; glucosepblads isomérase, GPI, EC 5.3.1.9.

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

2.1.4. Autres techniques de typage utilisées

- 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 (obtpaudFGE) 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 (Lachaud eCiin. Infect. Dis 2009.

2.2. Collection de souches de Leishmania

- Collection de souches deeishmania(Centre de Ressources Biologiques) :

La Collection internationale de soucheslLd#shmaniadu CNR-L est unique au monde.
Elle comporte aujourd’hui plus de 6000 souches gant de 67 pays, sur 4 continents,
représentant quasiment toutes les espéces comatusslées sur une grande variété d'hotes et de
vecteurs dans des foyers et des situations épittigigaes tres divers. Les souches proviennent
principalement de cas humains de leishmaniosess également de chiens et d’autres hétes
mammiféres, ainsi que de phlébotomes vecteurs. &nt ple vue géographique, les souches
proviennent principalement d’Europe (41, 7 %) éifdgue (31, 8 %), mais également d’Asie
(10,5 %) et d’Ameérique (16 %). La présence de sescton seulement échantillonnées de foyers
bien identifiés mais provenant en plus de tousf#surs du cycle épidémiologique de l'espece de
Leishmania en cause, confere une richesse excaptiera cette Collection.

Débutée en 1971, elle s’est régulierement enriddepuis 1998, environ 150 nouvelles
souches sont cryoconservées chaque année dankeletiGo (en moyenne).

Toutes les souches sont conservées en azote ligridequipements).

Toutes les souches sont également répertoriéesudansase de données. De 2006 a Juin
2013, le process des échantillons biologiques ststeiches, depuis leur arrivée jusqu’a leur
stockage, était entierement tracé et géré infogquathent grace a un logiciel spécifiguement
développé pour la Collection (base de données Nbamudécurisée sous Oracle).
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En 2011, a débuté un gros travail collaboratifvea de I'adoption en 2013 par le réseau
des CRB francais en Microbiologie (FBRCMi) d’un icigl commun de gestion des échantillons
et de saisie des données dénommé BRC-LIMS. Cetpfimjancé par le GIS IBiSA et auquel le
CNR-L a largement contribué, a été coordonné pan€th Bizet, Institut Pastedf. Ce logiciel a
a remplacé ModulBio et a définitivement été ad@ptéoutine en 2014 (cf. Chapitre 6).

La collection est fortement engagée dans une démafualité visant a la certification
selon la norme NF S96-900 avec le CRB du CHU detpiler.

La collection est référencée surWorld Data Centre for Microorganismge laWorld
Federation for Culture Collection&lepuis le 08/04/2005) sous l'acronyme LeishCrydBet le
numéro WDCM 879.

Le CNR-L participe au_réseau européen BBMRBigbanking and Biomolecular
Resources Research Infrastructrea I'organisation européenne ECCEyfopean Culture
Collections Organisatioh https://www.eccosite.org/), au Reéseau francamss dCRB de
Microorganismes (http://www.forcmi.fr/), ainsi quiaréseau de_ CRBs francais en santé
"Biobanques" qui a été lauréat de I'appel a prdjafsastructures nationales en biologie et santé".

- Conditions de mise a disposition de la collection

Toutes les souches de la collection sont cességess accord du comité scientifique du
CRB et du donneur de la souche. titalogue de 565 souches disponibldans la collection est
présenté sur le site Internet du laboratoire : wyanasitologie.univ-montpl.fr/cryobanque.htm .
Les souches distribuées a la communauté scierdgiguat destinées a des projets scientifiques. Le
déstockage des souches est contrélé par le logiei& Collection 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.

En accord avec les personnels travaillant au sei@NR et selon les différents projets en
cours, le L-A a défini ses criteres de mise a digmm des souches aupres du CNR de
Montpellier au travers de documents d’autorisaéibde cession de souches.

- Collection d’ADN de Leishmania

Depuis 2003, une collection d’ADN a été constituéke renferme des ADN obtenus a
partir de produits pathologiques (environ 2300)aopartir de souches de culture (environ 750).
En 2008, un logiciel de gestion de cette collecioité développé au sein du Département. Cette
collection a été déclarée dans le cadre du CemseQbllections Biologiques hospitalieres du
CHRU de Montpellier (CCBH-M) conformément au déarg2007- 1220 du 10 aodt 2007 relatif
au prélevement, a la conservation et a la préparatides fins scientifiques d’éléments du corps
humain.

Le LHUPM possede également une collection importante dehssudelLeishmania
isolées a partir de patients évoluant sur I'enserdbl territoire guyanais. A ce jour, depuis 2012,
plus de 300 souches ont été cryoconservées, domedain nombre ont été transférées au
Laboratoire coordonnateur a Montpellier. Toutesslesches sont conservées en azote liquide en
duplicata de la Collection de Montpellier.

2 Demey, S., Begaud, E., Chaibi, N., Gallais , dyrRal-Melchy, E., Clermont, D., Talignani, L., Hsh, E.,
Casaregola, S., Favel, A., Briand, M., Valence-8¢eF., Darde, M.-L., Villena, I., Guyonneaud, Rressigout,
M., Bizet, C. (2014)BRC-LIMS : applications for the management of FreB@logical Resource Centres of
Microorganisms Presented at the International Network "Pavirgwiay for Research on Global Health and
One Health", Paris, 10-13 Sept. 2014.
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Il possede également une collection importante dNAd2 Leishmaniaisolées en Guyane.
Elle renferme des ADN obtenus a partir de prodpéathologiques ou a partir de souches de
culture. Tous les ADN sont cryoconservés a — 80°C.

A signaler la demande de création d’'un Centre des&®eces Biologiques au Centre
Hospitalier de Cayenne par le CIC-EC /Inserm (pséev de faisabilité par Mme Di Donato en
mars 2016, montage de dossier et demande de fimamten cours), ce centre étant disposé dans
les locaux du laboratoire et étant prévu de fonctw en co-gestion avec le CIC-EC (Pr Mathieu
Nacher). Les collections deeishmaniadevraient constituer une bonne partie des cotlesti
prévues de ce CRB et cette mise en place devrditilcoer a améliorer les conditions de stockage
et de gestion de la collection de souches exigantd HUPM.

2.3. Etude in vitro de la chimiosensibilité des sou ches de Leishmania

Des techniques d'étude de la résistance des sodehesshmania infantunaux drogues
anti-leishmaniennes de premiere ligne que sordriémoniés, 'amphotéricine B et la miltéfosine
ont été mises en place au Département en 2007iefsissystemes d'étude in vitro sont
disponibles au CNR-L: modéle promastigote /mili@xenique, modéle amastigote /milieu
axenique et modeéle amastigote /macrophage THP1.

Les demandes extérieures de test de chimioset&sithls Leishmanies restent cependant
exceptionnelles.

2.4. Liste des techniques recommandées par le CNR  (diagnostic/identification,
typage, sensibilité aux anti-infectieux...)

1) Diagnostic

En France et dans les pays développés, le diagmostéculaire est aujourd’hui devenu la
méthode de référence pour les leishmanioses. Capenmbu de kits commerciaux sont
disponibles, et aucun n'a été correctement évalee dges méthodes de référence fiables. En
conséquence, la plupart des laboratoires contirauegliser ce diagnostic avec des méthodes
de PCR dites "maison”.

Le CNR recommande l'utilisation de systemes de H&més" type PCR en temps réel.

Par contre, il ne peut pas recommander a I'hedveléede méthode d'amplification (cibles,
amorces...) en raison du manque d'études scientifiqomparatives.

2) Typage

Le typage est la encore aujourd’'hui prioritairenmeatéculaire. Ce typage est tres peu
répandu et réservé a des centres experts.

La méthode de référence de typage moléculairedgultiLocus Sequence Typing (MLST)
développée par le CNR, avec amplifications et sécage de 7 génes (El Baidouri et al.
PLoS NTD 2013). Une étude comparative multicen&iguropéenne plus récente a comparé
plusieurs méthodes de typage moléculaire (Van deveka et al, EuroSurv. 2016) et a adopté
cette méthode comme ¢@ld standargtoutefois, elle a conclu a une bonne efficacité d
typage par séquencage du gene hsp70 .

Les autres méthodes publiées ne sont pas recomssgande

Au cours des 2 dernieres années, le CNR a misiaty pgec le centre collaborateur de

Marseille, la méthode de typage par MALDI-TOF pbarshmaniacf. § 6.1.3). Le nombre
important de souches typées a ce jour a permabtietine base de données ("banque de
spectres") fiable qui est disponiblia une application Internet (MSI) et accessible apres
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obtention de login et mot de passe aupres du wabm&s Mars 2017, seuls quatre centres
ont la possibilité de se connecter. Pour les agtages, I'acces se fait via le CNRL.

3) Sensibilité aux anti-infectieux

Il est trés difficile pour le CNR de recommandee unéthode pour les tests de
chimiosensibilité, d'une part en raison de la éadets demandes, d'autre part du fait qu'il
n'existe pas a I'heure actuelle de méthode standirglus, des contradictions ont été
observées entre les différentes méthodes utildaes la littérature.

2.5. Description de l'infrastructure informatique

2.5.1. Environnement informatique du CNR de Montpel lier

Le CNR-L se place essentiellement dans un envimené informatique dépendant de
I'Université de Montpellier. Il bénéficie de la séité et de la surveillance de base liées a cet
environnement.

Le Laboratoire hospitalier est lui dans un enviement purement C.H.R.U., comprenant
des regles de sécurité maximales en matiére daaantec I'extérieur. Seule I'activité d'expertise
diagnostique du CNR-L est en interface avec cetr@mvement qui gére les analyses médicales
du Laboratoire par le logiciel DxLab, de la sociiEDASYS, conforme a la fois aux exigences
de l'accréditation ISO 15189 et aux recommandatiens CNIL.

2.5.2. Application informatique de gestion de laco  llection du CNR

En 2013, la Collection a effectué le basculemerg uaee_nouvelle application de gestion
des souches appelée BRC-LIMS. Ce projet initid'pastitut Pasteur et soutenu par le GIS IBiSA
(Infrastructures en Biologie Santé et Agronomiéjétesté et validé durant 4 mois avant de
remplacer totalement I'ancienne application Modul8ious Oracle). Toutes les données
présentes sur l'ancienne base ont été reprisds. &xtlication présente toutes les garanties de
securité avec davantage de souplesse et de pibésibil

Elle s'articule essentiellement autour d'une basgotinées sécurisée utilisant le SGBD
Posgresql et fonctionnant sur un serveur d'apphicatvec un systéme d'exploitation LINUX et
un contrdleur de stockage RAID 1, assurant la ptate des données sur deux disques durs en
miroir (Mirroring). Toutes les 24h, une sauvegaederéalisée automatiquement sur un serveur
NAS (Network Attached Storage) situé dans une quiéree.

L'acces a la base, contr6lé par login et mot degascessible uniquement sur l'intranet,
se fait directement & chaque stade du traitemett @ navigateur a partir des différents postes
informatiques répartis dans le laboratoire. Catt@rmunication utilisant des clients légers
(ordinateurs de faible puissance) et aucune apiglicapécifique est possible grace a l'utilisation
d'une interface originale en langage JAVA.

Le systeme de gestion créé prend en compte latéotigls différentes étapes du process
avec le maximum d’efficacité et de sécurité gratpartie a l'utilisation d'étiquettes avec "code-
barre" utilisées des la réception des échantilllmms,des mises en cultures et également a I'étape
de congélation dans l'azote liquide. Cet étiquetamesi que la saisie d'informations a tous les
stades des manipulations, permet d'atteindre w@anide sécurité important et une tragabilité
totale du maniement des souches depuis la récegiipnélevement ou de la culture d’origine,
jusgu’au cryo-stabilat et a I'extraction d’ADN, siilgue dans I'expédition vers les laboratoires
demandeurs.
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Cet outil integre aussi un module de gestion deskstde la collection, nous permettant
de connaitre la quantité et la position de chatjgeae de chaque souche/isolat, ainsi qu'un
module d'analyse de I'ensemble des données costdans la base. Enfin, les données sont
exportables vers d'autres systemes de bases déesoimternes au CNR afin d'en simplifier les
traitements statistiques.

L'ensemble de ces fonctions réunies au sein d'@émeenapplication nous permet de
répondre aux exigences les plus strictes.

Par ailleurs, une seule personne (Yves Balard stss#i-Ingénieur en informatique et
réseaux) est responsable de la gestion de l'intayogadu CNR et de la collection. Il assure la
maintenance de I'application et du serveur.

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

2.5.3. Distribution des souches par le CNR

L’option choisie pour une meilleure diffusion du téx@el conservé dans notre collection a
consisté dans la réalisation d’'un catalogue sousdod’'une base de données interrogeable et
accessible sur Internet.

Ceci nous a conduits a réaliser un site Internetr potre laboratoire et ses différentes
composantes (UMR5290, Centre National de Référdmseleishmania, Laboratoire hospitalier,
etc...). Ce site est en ligne depuis 2004 a I'adregBante : www.parasitologie.univ-montpl.fr .

Ce site permet une présentation du CNR, du CRE sbd organisation, du catalogue des
souches disponibles pour la communauté scientifiguacilite la mise a disposition des souches
grace a des documents concernant la demande enitilgs en ligne. Les Rapports annuels
d’activités sont mis en ligne sur le site une f@tidés par I'InVS. Ce site est présenté en version
francaise et anglaise de facon a permettre sasacane audience internationale.

A noter que le site ne permet pas la notificatioeae en ligne des cas de leishmaniose
par les services ou les laboratoires.

En 2016, les exigences de la norme de certificatier8§96-900 nous ont incités a réaliser
un nouveau site Internet spécifiquement dédié aB-Célshmania.

Une actualisation des pages concernant le CNR g@mogmt dit sera également réalisée
selon le méme format en 2016-2017.

2.5.4. Description de linfrastructure informatique du candidat L-A de
Guyane (CH de Cayenne)

Le LHUPM / LA-CNR bénéficie de la sécurité et deslaveillance de base liees a
I'environnement hospitalier avec des regles der##éoen matiére d’acces aux données et
d’identitovigilance. Les examens de diagnosticldeshmanioses sont gérés par le logiciel
HEXALIS.

Les collections biologiques du LHUPM sont déclardedacon anonyme par le CH de Cayenne
selon les procédures officielles (ADN et leishmarf@mes promastigotes de cultures). La gestion des
souches est informatisée.
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