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Résumé analytique (en frangais et en anglais)

Les leishmanioses sont essentiellement des zoonoses dues a un protozoaire flagellé du genre Leishmania,
affectant de nombreuses espéces de mammiferes, y compris 'homme, transmises par la piqire d'un
phlébotome. Elles affectent entre 1,5 et 2 millions de personnes chaque année dans 98 pays, avec une
mortalité¢ estimée a 50000 morts par an. Les leishmanioses sont endémiques dans tout le Bassin
Méditerranéen, et en particulier dans le Sud de la France et toute I'Europe du Sud. Par ailleurs, en raison de
l'accentuation des échanges avec les zones endémiques, il existe de nombreux cas importés de
leishmaniose cutanée (LC) ou viscérale (LV) en France. En Guyane Frangaise, la forte endémie de LC
représente un probleme de santé publique, avec un nombre élevé de cas annuels (220 cas déclarés en
moyenne ces dernieres années) et une épidémiologie totalement différente de ce qui se passe en France
métropolitaine. Le Centre National de Référence des Leishmanioses (CNR-L), créé en 1998 a Montpellier,
associé au CNR-LA (Laboratoire Associé) de Cayenne (Parasitologie-Mycologie, C.H. Andrée Rosemon),
développent les différentes missions imparties aux CNR : expertise, surveillance, alerte et conseil; I'un en
métropole, l'autre sur le territoire guyanais.

En 2018, l'offre d'expertise diagnostique s'est encore intensifiée au CNR, avec 912 demandes de diagnostic
moléculaire a Montpellier (soit une augmentation de 34,7% par rapport a 2017 et 76 % par rapport a 2016)
et 256 demandes de diagnostic a Cayenne (légére baisse de 25% par rapport a 2017). A noter que sur ces
256 demandes, le nombre de résultats positifs toutes techniques confondues est de 166, soit 64,8%, ce qui
est tres élevé (21,6% seulement & Montpellier).

La Collection internationale de souches de Leishmania a continué a faire 'objet d'une "curation" importante,
a la fois des données et des stocks. 124 souches ont été regues ou isolées a Montpellier et 103 a Cayenne.
Le typage de souches en routine est aujourd'hui basé sur le MALDI-TOF (spectrométrie de masse) mais
lidentification moléculaire est prépondérante pour le typage a partir du prélévement : 124 et 170
identifications ont eu lieu par la premiere et la deuxiéme méthode, respectivement, & Montpellier, et 70 et
143 a Cayenne. Les demandes d'identification moléculaire (444) ont encore augmenté a Montpellier (34%
de plus qu'en 2017 et 95% de plus qu'en 2016). Le taux de succés dans les identifications est passé de 45%
en 2017 a 66% en 2018 a Cayenne. Et grace a plusieurs axes d'amélioration, le délai moyen de rendu du
typage a Cayenne est passé de 29 & 12 jours.

La surveillance est basée sur la déclaration volontaire des cas. Celle-ci provient chaque année d'une
cinquantaine d'établissements de santé en métropole (CHU et CH surtout, au total environ 120 sur les
années) et de plusieurs établissements et nombreux Centres de Santé en Guyane. En 2018, 426 cas au
total ont été déclarés au CNR-L (soit une augmentation de 15,7% par rapport a 2017) : 269 (+46% par
rapport a 2017) fiches de déclaration de cas ont été regues directement au CNR-L, provenant de structures
de France métropolitaine (196 déclarations) et des Services de Santé des Armées (35 cas) et directement
de centres de santé en Guyane (37 cas). Le CNR-LA de Cayenne a déclaré 157 cas de leishmanioses
cutanées, ce qui représente une baisse globale de 15% par rapport a 2017, identique a I'année précédente.
Les LC restent trés majoritaires. Le nombre de LV demeure stable avec toujours une prédominance de
sujets adultes non immunodéprimés. Les leishmanioses autochtones de métropole restent rares; et les cas
importés, y compris de Guyane, représentent au minimum 77% des cas de métropole. Lissés sur 5 ans
(2013-2017), la moyenne annuelle des cas de LC en France métropolitaine était de 130, alors qu’en 2018
nous avons recensés 214 cas. Les cas en provenance du Maghreb ont continué de progresser (23,5% des
cas). En contrepartie, la proportion de contaminations en Guyane n'est plus que de 52,6% des cas totaux;
mais le nombre de cas guyanais rete stable. La proportion de LC a L. braziliensis a augmenté en 2018 pour
atteindre presque 20% des cas guyanais (surout chez des militaires et des migrants).

Aucune alerte ni aucun événement de cas groupés n'ont été signalés durant cette période.

En corrélation avec l'arrét de l'activité "Leishmanioses” a I'ANSES, aucune activité n'a eu lieu cette année au
CNR-L concernant la leishmaniose en matiére de santé animale.

Le site Internet du CNR a évolué, avec deux sites distincts et séparés du site du Laboratoire pour le CNR-L
et le CRB.

Comme chaque année, le CNR a publié et communiqué des travaux de recherche. Plusieurs projets de
recherche collaboratifs sont en cours (Pitié-Salpétriere, IP de Cayenne, Nice, Liban, Israel, Barcelone).







Leishmanioses are essentially zoonoses caused by a flagellated protozoon of the genus Leishmania,
affecting numerous mammalian species, including humans, transmitted by the bite of a sand fly. They affect
between 1.5 and 2 million people each year in 98 countries, causing around 50 000 deaths a year.
Leishmanioses are endemic in the whole Mediterranean Basin, in particular in the South of France and all
Southern Europe. Moreover, due to increasing exchanges with endemic countries, many cases of cutaneous
(CL) and visceral (VL) leishmaniosis are imported into France every year. In French Guiana, the high
endemicity of CL represents a true public health problem, with a high number of cases each year (mean
notification 220 cases over the last few years) and an epidemiology entirely different from that observed in
mainland France. The French National Reference Centre for Leishmanioses (NRC-L), created in 1998 in
Montpellier and the NRC-'Associated Laboratory' of Cayenne (Parasitology-Mycology, Hospital Centre
Andrée Rosemon, Cayenne, French Guiana) both develop the missions attributed to the NRCs: expertise,
surveillance, alert and counsel; one in mainland France and the other one in French Guiana.

In 2018, the diagnostic expertise again intensified, counting 912 requests for molecular diagnosis in
Montpellier — an increase of 34.7% as compared with 2017 and 76% as compared with 2016 — and 256
requests in Cayenne (slight decrease of 25% as compared with 2017). Of note, out of these 256 requests,
the number of positive resuts combining all techniques was 166, i.e. 64.8%, which is very high (21.6% only
in Montpellier).

The international Collection of Leishmania strains continued being 'curated' intensively, at both the stock and
data levels. The strain catalogue was reduced for a greater efficacy. 124 strains were received or isolated in
Montpellier and 103 in Cayenne.

Strain typing is routinely based on MALDI-TOF (mass spectrometry), but molecular typing is preponderant
for dealing with biological samples : 124 and 70 identifications took place using the first and the second
method, respectively, in Montpellier, and 70 and 143 in Cayenne. The requests for molecular typing (444)
increased again in Montpellier (by +34% as compared with 2017 and 95% as compared with 2016). The
typing rate of success in Cayenne raised from 45% in 2017 to 66% in 2018. And by setting up several lines
of improvement, the mean time for returning results of typing was reduced from 29 to 12 days.
Surveillance is based on voluntary case notification. Each year, about 50 diverse heath institutions - mainly
public hospitals, and 120 in total over the years — notify cases to the NRC-L, together with several hospitals
and numerous 'Health centres' in French Guiana. In 2018, a total of 426 cases were notified to the NRC-L
(+15,7% as compared with 2017): 269 (+46% as compared with 2017) notification forms were received
directly in Montpellier: from health structures in mainland France (196 cases), from the Army Health Services
(35 cases) and directly from health centers in French Guiana (37 cases). The 'Associated Laboratory' of
Cayenne notified 157 cases of CL from French Guiana, which represents a decrease of 15% as compared
with 2017, similar to last year's reduction.

CL still constitutes the large majority of cases. VL remains stable, still with a predominance of non-
immunocompromised adult patients. Autochthonous leishmanioses remain rare in mainland France; and
imported cases, including from Guiana, represent a minimum of 77% of the mainland cases.Spread over 5
years), the mean number of cases of CL in mainland France was 130, whereas 214 cases were reported in
2018. Cases from North Africa continue progressing (23.5% of cases), with cutaneous forms with multiple
localisations often refractory to treatment. On the other hand, the proportion of contaminations in French
Guiana is now 52.6% of total cases; bu the actual number of cases from Guina remains stable. The
proportion of L. braziliensis clearly raised in 2018, reaching almost 20% of the Guianese cases.

No alert or grouped cases events were notified during this period.

Due to the arrest of the leishmaniosis-related activity at the ANSES, no activity took place this year at the
NRCL about animal leishmaniosis.

The Internet website of the NRC-L evolved, with the decision to individualize both the sites of the NRC and
the CRB from each other and from the main laboratory website.

Like every year, the NRCL has published and communicated about is research works. Several collaborative
research projects are currently developed (Pitié-Salpétriere, Institut Pasteur from Cayenne, Nice, Liban,
Israel, Barcelone).
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1. MISSIONS ET ORGANISATION DU CNR

Evolutions notables en 2018 :
1.1. Personnel
Cf. Organigrammes ci-dessous

2.2. Démarche Qualité

* Laboratoire coordonnateur : Le Laboratoire a accrédité le diagnostic moléculaire de la
Leishmaniose en 2017 (visite du COFRAC en novembre 2016, et notification officielle en
juillet 2017) et la sérologie Toxoplasmose, la recherche d'antigenes aspergillaires et la
recherche de paludisme en 2018 (cf. Attestation d'accréditation ci-dessous).

La visite de suivi par le COFRAC a lieu du 8 au 11 avril 2019.

Le dossier déposé en 2019 comprend I'ensemble de la Mycologie.

* Laboratoire Associé de Cayenne : Le dossier déposé en 2018 et actuellement en cours
comprend la sérologie toxoplasmose et la recherche du paludisme (FS/GE et recherche
d'antigenes parasitaires). Le dossier préparé pour 2019 comprend le diagnostic mycologique
et 'examen direct de la leishmaniose.




Figure 1. Organigramme du Laboratoire Coordonnateur
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Figure 2. Organigrammes du Laboratoire Associé au
CNR des Leishmanioses (Cayenne)
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2. ACTIVITES D'EXPERTISE EN 2018

- L'activité de diagnostic et de typage a a nouveau fortement augmenté. Les demandes
de diagnostic se sont élevées a 912 a Montpellier (+34,7% par rapport a 2017 et +76 %
par rapport a 2016), mais elles diminuent depuis plusieurs années a Cayenne (256 en
2018).

- Les demandes d'identification moléculaire (444 a Montpellier) ont augmenté de 34% par
rapport a 2017 et quasiment doublé (+95%) par rapport a 2016.

- Le typage de souches est soit moléculaire, soit, et de plus en plus, basé sur le MALDI-
TOF (spectrométrie de masse), et ce dans les deux centres: 170 (presque le double
gu'en 2017) et 124 souches ont été typées par la premiere et la deuxieme méthode,
respectivement, & Montpellier, et 143 et 70 & Cayenne.

- 124 souches ont été recues ou isolées a Montpellier et 103 a Cayenne. La baisse de
2013-2015 a Montpellier a été suivie d'une remontée aujourd'hui stabilisée grace a la
reprise de relations avec le L-A de Cayenne.

- Le CNR a aujourd'hui optimisé l'identification des souches de Leishmania par la
technique du MALDI-TOF. La banque de "spectres" est maintenant disponible en ligne via
I'application MSI (https://biological-mass-spectrometry-identification.com/msi/). Le CNR-L
est le gestionnaire de cette banque en association avec la Pitié Salpétriére (Pr Piarroux).

- Le CNR-LA de Cayenne a aussi fait évoluer sa méthode de typage moléculaire.

- La révision du catalogue et la "curation" de la Collection de souches de Leishmania
se sont poursuivies.

Description des techniques disponibles présentée en Annexe 1.

2.1. Evolution des techniques
- Techniques développées ou en développement

Le CNR a optimisé l'identification des souches dgshmania par ldechnologie du
MALDI-TOF (spectrométrie de masse), validée en collaboratre le CNR a Montpellier (Pr
Lachaud), le Centre collaborateur de La Pitie-Sak@ (Pr Piarroux) et le LA de Cayenne (Pr
Demar). Depuis la création d’'une banque d’emprsifitspectres”) (MSI1) couvrant 33 especes
différentes de Leishmanies, la technique a été&ségilen routine. Le CNRL est le gestionnaire de
la banque en association avec la Pitié Salpétriere.

En 2018, le développement de la base de donnémstiawe. Un nouvel algorithme a été
développé avec le Pr Piarroux (Centre Collaboratiurla Pité-Salpétriere), et plus de 200
nouveaux spectres ont été incréementés. Ceci a pdéentéveloppement d’'une nouvelle base de
données accessible via I'application MSI2, égaléndisponible en ligne hitps://msi.happy-
dev.fr/accounts/login/?next=/identification/nejv/Ce développement a permis une amélioration
de la qualité de lidentification au sein du conxal¢.. donovaniet de la différentiation entde
guyanensi®tL. braziliensis

Le CNR-LA de Cayenne a ainsi finalisé I'optimisatide I'identification des souches par
MALDI-TOF, qui est maintenant pleinement opératiehet systématiquement utilisée pour tous
les échantillons donnant une culture positive. toreélation de 100 % a été faite sur 66 cultures
envoyees au CNR de Montpellier.
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En fin d'année, il a également fait évoluediagnostic moléculaire des leishmanioses
apres avoir optimisé sa détection de la PCR-RFLFysage du RNA biotyper le choix a été fait
d’anbandonner progressivement cette technique afit plu séquencage de produits de PCR
d’'une portion du géne HSP70. En cas de positiléroduit PCR amplifié est envoyé pour
séquencage.

2.2. Travaux d’évaluation des techniques, réactifs et trouss es:
méthode, état d’avancement, principaux résultats

Au CNR-LA de Cayenne, deukits de biologie moléculaireqrtPCR sont en cours de
test : le kit lyophilisé LshSpp dtec-gPCR Test den&ic Analysis Strategies (GPS®) et le kit
Leishmania spp. de CLONIT® distribué par EurobidiRs’agit de les évaluer en comparaison
avec la PCR classique sur le gene Hsp70 que nibissng habituellement.

Au Laboratoire coordonnateur de Montpellier, I'éwation des performances (sensibilité
et spécificité) de plusieutsts commerciaux de détection d’anticorps antikeishmaniaest en
cours. Il s’agit d’'une étude rétrospective, de 189818, multicentrique (4 centres participants),
mais pour des raisons de cohérence les échantgkmast testés au CNR-L. La durée de I'étude
est prévue sur une période de 1 an. La recherchamteorps (IgG et/ou IgM) anttieishmania
sera effectuée par six trousses commerciales eliftés : kit ELISA NOVALISA® Leishmania
infantum IgG ; kit ELISA BORDIER® Leishmania infamh ; Kit ELISA RIDASCREEN®
Leishmania 1gG ; Kit ELISA SCIMEDX® Leishmania ; FOIT LEISH® ; TDR TruQuick™
LEISH IgG/IgM MERIDIAN®. Les échantillons inclus pviennent de patients atteints de
Leishmaniose viscérale (diagnostic établi par PERmen direct, ou par culture), issus des
Laboratoires de Parasitologie des CHU de MontpelNéce, et Marseille, et de I'Institut Pasteur
de Tunis; les sérums témoins (patients indemnes L\@e proviennent du Département de
Parasitologie-Mycologie du CHU de Montpellier. Udemande au Comité de Protection des
Personnes a été faite. Les résultats de cette @rrdeettront de conseiller les laboratoires sur
l'utilisation de ces kits. De nouveaux seuils dimrétation différents des seuils fournisseurs
pourront étre proposés. Le colt medico-économiggra aussi évalué (temps de réalisation,
simplicité d'utilisation, cot des réactifs, déthd rendu des résultats...).

2.3. Techniques transférées vers d’autres laboratoires

La technique du MALDI-TOF a été développée et aonéé en paralléle dans le
Laboratoire Coordonnateur et le Laboratoire AssdciéCNR. La collaboration se poursuit avec
Cayenne afin d’évaluer la nouvelle base de données.

2.4. Collection de matériel biologique

Organisation, conditions de stockage et de mise a disposition, gestion informatique
etc. : cf. Annexe 1.

Le catalogue de I&Collection de souches deLeishmania de Montpellier a été
entierement revu et mis a jour; et lidentificatiales souches vérifiee avec la méthode de
MALDI-TOF. L'ensemble du stock a été vérifié. Leléttage et la sécurisation de la collection de
souches a continué en 2018.

124 souches ont été recues en 2018 et 47 souctieibues a l'extérieur. Toutes les
souches recues sont typées en MALDI-TOF, et paairelpéeces plus rares, l'identification est
établie par séquencage de I'ADN.

Chaque souche isolée par CNR-LA est envoyée au CRBeishmaniade Montpellier
pour cryoconservation. Depuis janvier 2018, cesces sont également cryoconservées au
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Centre Hospitalier de Cayenne (CHC) au nivealC®B Amazonie Ce dernier a bénéficié du
recrutement d'un ingénieur et le CRB est maintenopétationnel. Une procédure de certification
est en cours. Cette politique de "doublon” est@megal difficile & mettre en ceuvre pour les CRB,
mais elle fait partie des criteres de certification

2.4.1. Réception de souches de Leishmania

e Origine des souches selon le centre de soins
En 2018, 124 souches deeishmania ont été isolées ou recues a Montpellier,
majoritairement d'établissements hospitaliers giqusierement du CH de Cayenne.

Tableau I. Origine, selon le centre de soins, des 1 24 souches de Leishmania traitées
par le Laboratoire Coordonnateur en 2018.

France (124 souches)

Etablissements Nb| Etablissements Nb
APHP Cochin 13| Dr M. Kasbari (ex-ANSES) 24
APHP Bichat-Claude Bernard 2l Pr M. Gallego (UnivBiecelone) 2
APHP Pitié-Salpétriere 1| PrN. Fasel (Univ.de Launen Suisse) 1
CH Cayenne 61

CHU Montpellier 13

CHU Nice 4

CHU Rennes 2

CHU Rouen 1

CHU Strasbourg 1

e Origine géographiqgue des souches par pays de comtimation.

L’origine géographique des souches par pays oo amination a eu lieu en 2018 figure sur le
Tableaull : les contaminations ont eu lieu ddidspays différents, dort pays d’Afrique, 1 pays
d'Europe e8 pays d’Ameérique (en considérant la Guyane fraggaisnme un "pays").

Tableau II. Origine géographique, par pays de conta  mination, des 124 souches traitées
par le CNRL (Montpellier) en 2018

Continents Pays Nb  Continents Pays Nb
Afrique (n = 15) | Maroc 7 | Amérique (n =77) | Brésil 2
Sénégal 1 Guyane frangaise 57
Tunisie 6 Argentine 1
Algérie 1 Suriname 10
Equateur 1
Costa Rica 1

N.B. Ces chiffres sont différents des chiffresé&lgtadtation de cas.
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Figure 3. Nombre de souches stockées annuellementa  u Laboratoire
coordonnateur de Montpellier entre 2013 et 2018.
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En Guyane, 103 souches deeishmaniaont été isolées en 2018, dont 44 souches
(42,7%) provenant des hépitaux de Cayenne et de-Bairent-Du-Maroni (46,2% en 2017), 42
souches (41%) des CDPS (48% en 2017), et 17 so(t®&8%6) du Centre Médical du Service
des Armées (CMIA) (2,5% en 2017). On note queasisbuches isolées de patients vivant pres
des Centres de santé, 31 souches, soit 74% (staldegnaient du CDPS de Maripasoula.

Le nombre de souches isolées semble en diminugpuisl le pic de 2016 (voir Tableau ci-
dessous), mais reste nettement au-dessus descehesasolées en 2013.

Tableau Ill. Origine selon le centre de soins, des  souches de Leishmania traitées par le
LA a Cayenne entre 2014 et 2018.

Hbpitaux Armée Centre /Postes de santé Total
(SLM+CHAR) (CMIA) (CDPS)
Nombre de souchgs 44 (42,7%) 17 (16,5%) 42 (40,8%) 103
isolées en 2018
Nombre de souchgs 55 (46.2%) 7 (5.8) 57 (48%) 119
isolées en 2017
Nombre de souchgs 74 (42%) 9 (5%) 91 (53%) 174
isolées en 2016
Nombre de souchgs 90 (54,5%) 7 (4,2%) 68 (41,2,%) 165
isolées en 2015
Nombre de souchgs 53 (51%) 27 (26%) 20 (19,3%) 104
isolées en 2014
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2.4.2. Distribution de souches de Leishmania

En 2018, 47 souches deishmaniaont été fournies a divers laboratoires et instng,
dont la liste figure ci-dessous :

- 16 souches au CDC (Center for Diseases Controtladiita, USA (Dr M Almeria)

- 15 souches a Science Laboratory, Byblos, Libang[lo&m)

- 12 a l'lnstitut fur Mikrobiologie, Marburg, Allemag (Pr U Steinhoff)

- 3 alInternational Center for Chemical and BiotagiSciences, Karachi (Pakistan)

Par ailleurs, 239 souches ont été distribuées tennie pour des projets propres au CNR
(234 au Pr Laurence Lachaud et 5 au Dr ChristowelR

Il en est de méme pour le LA-CNR, ou 60 souchegtintlistribuées en interne pour des
projets de I'équipe de recherche EPaT (EA 3598)iéaf au LHUPM et LA-CNR Leishmaniose.

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

Le maintien de la Collection de souches du CNRdpjiel a une logistique lourde, a une
rigueur éprouvée et a une collaboration suivie alex équipes nationales et internationales. Le
CNR-L s'emploie a faire vivre et progresser cettdlection, devenue importante pour de
nombreux centres hospitaliers et de recherche.

La richesse des renseignements relatifs a chagishesmécessite un travail de contrble et
de synthése pour faire apparaitre certains groopesatégories de souches et rendre ainsi plus
accessible la Collection en fonction de ce que aibeht les chercheurs.

En 2018 e travail de "curation" de la Collection entamé par le Pr Laurence Lachaud a
son arrivée a été poursuivi.

- Le catalogue des souche=n ligne sur le site Internet du Laboratoire aréwsité avec,
avant mise sur le site, un contrdle rigoureux des les renseignements relatifs a ces souches. Un
certain nombre de souches a du étre enlevé duogatlen raison de l'absence de certains
renseignements, aujourd’hui considérés comme racesgar le Comité scientifique du CNR.
D'autres souches ont été ajoutées. Le nombre a#sgluches sur le catalogue reste aux environs
de 245 (chiffre approximatif car en évolution). Tesl les souches conservées ou mises au
catalogue ont été typées au minimum en MALDI-TOBaett représentatives de I'ensemble de la
Collection.

- Enrichissement des donnéeassociées aux souches a partir de travaux réasesdes
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 cliniqgues plus précises pour les leishreasicutanées (nombre de
lésions, aspect des Iésions, localisations)

Ces données, avec les références correspondamtestégrées a la fiche électronique de
chaque souche concernée. Ce travail long et minutest encore en cours, encadré par le
nouveau curateur, Dr Laurence Lachaud. Il constitue valorisation importante des souches de
la Collection.
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- Les souches référencées comme marqueurs OMSrguenas de zymodemes ont été
sécurisées au CNR-L en plusieurs aliquotes.
- Les doublons sont repérés et fusionnés lorscest possible.

L'ensemble de ces travaux permet a la Collectigorojgoser aux équipes de recherche
des souches bien documentéeadispensables pour les travaux de recherche.

2.5. Activités d'expertise

Activités d'expertise Nombre
Expertise diagnostiqu¢ (nombre | Laboratoire Coordonnateur (Montpellier). 912
d'échantillons réceptionnés) Origine : CHU et CH essentiellement

-

Laboratoire Associé (Cayenne). Origine: Ch 256

Cayenne et CDPS essentiellement

Identification moléculaire Identification/demandes; Laboratoire 170/444
Coordonnateur (Montpellier)

Identification/demandes Laboratoire Associé 143/238

(Cayenne)
Identification par MALDI-TOF Laboratoire Coordonnateur (Montpellier) 124
Laboratoire Associé (Cayenne) 70
Nombre de souche réceptionnées Laboratoire Coordonnateur (Montpellier). 124
ou isolées Origine : CHU et CH (essentiellement

Cayenne) + HIA

Laboratoire Associé (Cayenne). Origine : CH 103
Cayenne et CDPS essentiellement + CMIA

2.5.1. 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 2018 912 échantillons pour diagnostic moléculaire dshimaniose ont été analysés (51%
pour des formes viscérales, 49% pour des |ésiot@éeas), ce qui représente une augmentation
de 34,7% par rapport a 2017 et de 76 % par rappddtl6. Les demandes provenaient du CHRU
de Montpellier (23 %) mais également de 60 Cenh@spitaliers francais (CH ou CHU); ces
chiffres sont stables. 21.6 % des prélevementsraeasérées positifs, dont environ 86 % pour des
formes cutanées.

Le délai moyen de rendu de l'identification eséidejours +/- 2.

Ces demandes diagnostiques sont une source eHserdimformations pour la
surveillance, et fournissent une réelle capacétede, ainsi que des occasions répétées de conseil
aux professionnels de santé (Dr C. Ravel).

Au Laboratoire Associé (CNR-LA) de Cayenne :

En 2018, 256 demandes de diagnostic de leishmaoidaeée ou cutanéo-muqueuse ont
été enregistrées, avec 210 recherches microsc@pigBé recherches en culture et 238 recherches
par biologie moléculaire. De plus, 17 autres dereammbur 16 patients concernaient le diagnostic
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de leishmaniose viscérale avec recherche spécifithl®N de L. infantum majoritairement dans

le sang.
Sur ces 256 demandes, le nombre de résultatsfpdsiiies techniques confondues est de

166, soit 64,8%, ce qui est considérable..
Les demandes correspondent a 223 patients (3fzabat eu au moins 2 demandes de

recherche de leshmaniose).

Tableau IV. Synthese de I'activité diagnostique du L-A de Cayenne de 2013 a 2018

2013 | 2014 | 2015| 201§ 2017 2018
Nombre de demandes de LC 409 669 809 461 344 256
Nombre de patients toutes | 140 | 249 | 358 | 308 | 187 | 223

techniques confondues | (34%) | (37%) | (44%) | (67%) | (54%) | (87%)
Nombre de souches isolées ay 102 165 174 119 103

Le nombre de demandes est en diminution par ragpbannée 2017 (prés de 25% en
moins), avec une réduction de plus de 68% des epsislle pic de 2015 (Tableau 1V). La
diminution est globale et ne concerne pas un cqgudréculierement. Cette tendance doit étre
confirmée dans le temps et dans I'espace.

Ces demandes sont issues de :
- CH de Cayenne : 90 (soit 35,2% contre 28% en 2017
- CH de Saint Laurent du Maroni : 2 (0,8% contrel¥®en 2017)
- Centre Medical InterArmées (CMIA) : 31 (12,1% ten3% en 2017 )
- Centres Délocalisés de Prévention et de Soin®&D 133 (soit 51,9% contre 49,4% en
2017), répartis entre :
Maripasoula : 85/133 (63,9% contre 64,3% en 2017
Camopi : 10/133 (7,5%)
Saint Georges : 15/133 (11,3%)
Papaichton : 71133 (5.3%)
Grand Santi :  1/133 (0,7%)

Cacao: 6/133 (4.5%)
Trois Sauts :  2/133 (1.5%)
Regina: 2/133 (1.5%)
Saul : 2/133 (1.5%)

Cette répartition est proche de celle de 2017 peuiains sites comme le CHAR et les
CDPS (Centre délocalisés de soins et préventiorl; ane demande majoritaire des CDPS qui se
confirme cette année. On note une nette diminudiem demandes de Saint-Laurent-Du-Maroni
qui pour des raisons logistisques, a souhaité fiears ses prélévements vers le CNR de
Montpellier (problématique coursiers, connexiorferimatiques...)

Tableau V. Evolution de la répartition des demandes de diagnostic auprés du CNR-LA

de Cayenne
2016 2017 2018
CH de Cayenne 130 (31%) 97 (28%) 90 (35,2%)
CH St-Laurent-du-Maroni 42 (10%) 66 (19%) 40,8%)
Centre Medical InterArmées (CMIA) 17 (4%) 113,1%) 31 (12,1%)

Centres Délocalisés de Prévention et| d23 (53,5%) | 171 (49,4%) 133 (51,9%)

Soins (CDPS)
Total 418 344 256
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- Diagnostic immunologique

En 2018257 sérologies leishmaniennes ont été réalisées. @eectdntinue d’augmenter
léntement au fil des ans. Ceci pourrait étre daréét de cette sérologie par plusieurs laborasoire
et a I'externalisation de cette analyse vers le CNR

2.5.2. ldentification moléculaire

2.5.2.1. Laboratoire coordonnateur

Le typage moléculaire est réalisé en routine depois.

En 2018, 444 demandes de typage moléculaire on¢étés (soit 34% de plus qu'en 2017
et 95% de plus qu'en 2016), dont 170 qui ont ddieniéa une identification (soit presque le
double qu'en 2017). Au total, 9 especeseishmaniaont été identifiées, avec toujours une
prédominance de. major (50 %), assez stable au fil des ans. Le nomhdertifications pour des
cas provenant du Nouveau Monde est passsé de@83 asespeces impliquées pour ces cas
étaient 49_. guyanensisl7L. braziliensis 1 L. naiffi, 1 L. amazonensis, 3 L. lainsoeti 1L.
panamensis.

Contrairement a 'année précédente, les identifinatfaites par le Laboratoire
coordonnateur confirment la relativement forte éspntation dé. braziliensisobservée en
Guyane.

2.5.2.2. Laboratoire-Associé de Cayenne

L’'identification de I'espéce par biologie moléduaest réalisée en routine a Cayenne par
PCR-RFLP depuis 2006. Depuis 2009, elle est apptictu la grande majorité des cas vus en
consultation de Dermatologie a Cayenne (90% en)2@i5de plus en plus, aux cas des patients
vivant dans les Centres de santé de la Guyane ea wolée. En 2018, cette technique a
progressivement laissé place a une PCR d’'une podiingéne HSP70 suivi de séquencage. En
combinant les 2 techniques, 238 demandes de typagéculaire ont été faites, avec 157
détections positives et 143 identifications d’egpemdues. Pour seulement 6 patients, la quantité
d’ADN étant trop faible, la détermination d'esp@eg RFLP n’a pas pu étre faite. Ainsi, le taux
de succés dans les identifications a considéralbiemementé au CNR-LA, de 45% en 2017 a
66% en 2018. Et on note une plus grande précisaos té diagnostic moléculaire avec une baisse
nette des rendus indéterminés (4,2% contre 229%&n)2

Par ailleurs, le pourcentage Hebraziliensisidentifies au CNR-LA a augmenté en 2018
(Tableau ci-dessous), ce qui peut s'expliquer daamepar une augmentation des demandes chez
des militaires retrouvant dans 32% des cas unetiofea L. braziliensis d'autre part par une
plus grande fréquence de cas chez des migrants.

Tableau VI. - Détail des identifications moléculaires de Leishman ia au CNR-LA de
Cayenne en 2017 et 2018

2017 2018
Nombre| PourcentageNombre| Pourcentag
L. guyanensis 62 68,9% 111 77,6%
L. braziliensis 8 8,9% 25 17,5%
L. lainsoni 0 0% 1 0,7%
L. naiffi 0 0% 2 1,4%
L. amazonensis 0 0% 4 2,8%
Indéterminée 20 22,2% 6 4,2%
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Ces demandes d'identification suivent la répartides demandes de diagnostic et
proviennent en majorité des CDPS (78 réalisatioits49,7% contre 47,5% en 2017), puis du CH
de Cayenne (55 réalisations soit 35% contre 29,69804.7) et du Centre Medical InterArmées
(24 réalisations soit 15,3% contre 3% en 2017). @endit plus haut, le CH de Saint-Laurent-du-
Maroni n‘adresse quasiment plus ses demandes atLBNR

Le délai entre I'enregistrement du prélevementadnoidatoire et la restitution des résultats
est inférieur a 17 jours, le délai moyen de retstituse situant autour de 12 jours. Comme
annonce l'an dernier, ce délai s’est considérabienaecourci en 2018 par rapport a 2017 (entre
18 et 41 jours, avec un délai moyen de 29 jours)a G’explique d'une part du fait de I'adoption
d'une nouvelle méthode (PCR + séquencage) quiraipetre fluidifier le circuit de rendu des
résultats et optimise la prise en charge en termealn de temps; d'autre part du fait du
recrutement de l'ingénieur de recherche prévu ecdte la réalisation d’'une bonne partie des
manipulations sur le site du CHAR (plate-forme deldgie moléculaire) au lieu du site de
I'Université. Le séquencage est réalisé en souarice avec un délai de rendu de résultat de 12
jours.

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

Au Laboratoire Coordonnateur, la banque de données d’identification desshmania
construite en collaboration avec I'équipe du PPRuroux (initialement a La Timone, Marseille
et actuellement a La Pitié Salpétriere, Paris@an@ise en ligne. Actuellement, toutes les souches
qui arrivent au CNR sont typées avec cette méthode. nouvelle base de données a été créée
(MSI2) afin d’améliorer les performances d’iderd#tion au sein de deux complexes qui posaient
des problemesgipnovanietbraziliensig. La base est accessible et en cours d’évaluation.

La technique de MALDI-TOF permet de rendre un résud’identification en moyenne 4
a 5 jours apres la réception de la souche.

Tableau VII.- Détail des 124 identifications par M ALDI-TOF des souches recgues par le
CNRL a Montpellier en 2018

Espéces Nombre
L. amazonensis 1

L. braziliensis / peruviana 14

L. guyanensis / panamensis 58

L. infantum / donovani 37

L. major 13

L. naiffi 1

Le LA de Cayennea débuté la mise en place de cette technique eB016, en parallele
avec la technigue de PCR-RFLP et en collaborativac aMarseille et le Laboratoire
Coordonnateur. Durant lannée 2017, [lidentificatiopar MALDI-TOF s’est mise
progressivement en place en routine au CNR-LA rd & devenir réalisée en systématique des
lors que la culture le permet.

Sur les 236 demandes delture enregistrées en 2018, 103 (44% contre 39.8% en)201
ont été positives, 55 négatives (23,3% contre 2i%017), et 78 (33% contre 38.5% en 2017)
ont réveélé la présence d’'un contaminant (levurksidtactéries). Sur les 103 cultures positives en
2018, le MALDI-TOF a permis l'identification d’espe sur 70 demandes, réparties comme sulit :
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Tableau VIII.- Détail des 103 identifications par MALDI-TOF des souches recgues par le
CNR-LA (Cayenne) en 2018

Nombre Pourcentage
L. guyanensis (complexe) 52 75%
L. braziliensis (complexe 15 21,4%
L. amazonensis 2 3%
L. lainsoni 0 0%
L. naiffi 1 1,4%

On note ici encore une forte augmentation en ptapoides cas dé. braziliensis (de
7,9% en 2017 & 21,4%).

Le délai entre I'enregistrement du prélevementadoidatoire et la restitution des résultats
varie entre 10 et 15 jours. Le délai moyen de trggin se situe autour de 12 jours (contre 29
jours en 2017). Cette amélioration est comme ewpligi-dessus tres probablement lié au
personnel dédié et aux capacités sur site de eé#s manipulations.

La combinaison en 2018 dessultats du MALDI-TOF et du diagnostic moléculaire au
CNR-LA de Cayennea permis de rendre le diagnostic d’espece dansl@4 166 positifs (88,5%
contre 78.4% en 2017).

2.5.4. 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 probléme d'interprétation en raison dé&rdnces notables observées entre
amastigotes et promastigotes de la méme souchen&uwtemande n'a été enregistrée en 2018.

2.6. Activités de séquencage

Le CNR-L n'a effectué aucune activité de séquengabaut-débit cette année. Sa seule
activité de séquencage est réservée au séquengageatiuits de PCR a des fins de typage. Le
CNR aurait accés a une plate-forme de séquencdagmexau CNR (MGX-Montpellier) ou les
technologies les plus avancées sont proposeées.

Malgré l'intérét pour ce type d'approche, plusi@lrstacles en limitent la réalisation :

- lalimitation la plus flagrante est celle du codt;

- la seconde est celle du temps disponible, prisamé partie par les exigences de

I'accréditation des laboratoires (environ 1,2 Eidfogiste du CNR);

- latroisieme est I'absence d'expertise en bio4nédique.

Mentionner ici les activités de séquengage génomique (WGS, NGS ...) réalisées par le CNR lors de I'année N,
en répondant notamment aux questions suivantes :

- Le CNR a-t-il eu accés a une plateforme de séquencage ?
- SiNON ou acces limité, en préciser les raisons ;
- Si OUI: potentiellement MGX Montpellier (plate-forme CNRS externe au CNR), technologie lllumina
0 Type d’accés (interne ou externe au CNR) ; si externe, préciser quelle(s) plateforme(s) ;
o Technologie/matériel de la (des) plateforme(s) de séquengage auquel le CNR a accés ;
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Le CNR a-t-il eu accés a une expertise bio-informatique ?
- SiNON ou acces limité, en préciser les raisons :
- Si OUI : Potentiellement Antoine Claessens (UMR5290 "MIVEGEC") mais il s'agirait d'une aide ou d'une
collaboration plutét que d'un service
o Type d’acces (interne ou externe au CNR) ; si externe, préciser la source ;
o Outils utilisés pour I'analyse des séquences : commercial (BioNumerics par exemple),
outil open source, outil maison ...

Le CNR a-t-il fait appel aux techniques de séquengage a des fins de santé publique ? NON
- SiNON, est-ce prévu et a quelle échéance ? NON
- SiOUI, pour quelles activités :

0 Investigations d’épidémies ?

o Surveillance ?

Si le séquencage est utilisé par le CNR, décrire les analyses bio-informatiques conduites (cgMLST,
wgMLST, serogroupe/serotype prediction, resistome prediction, analyse phylogénétique, ...) et préciser si
elles sont faites en premiere ligne ou en complément d’autres techniques (indiquer alors lesquelles).

Si le séquengage est utilisé & des fins d’investigations d’épidémies : nombre de séquences réalisées dans
'année

Si le séquengage est utilisé a des fins de surveillance :

- Nombres de séquences réalisées dans 'année

- Modalités de sélection des souches pour séquengage : aucune sélection (séquencage de toutes les
souches regues), échantillonnage (préciser son type), études répétées, ...

Si le séquengage est utilisé par le CNR, ou sont déposées les séquences brutes (fastaq files) :
- Dans des bases de données fermées (nationales ou internationales)
- Dans des bases de données publiques (ENA par exemple) avec ou sans métadata associées

Note : ces informations sont importantes compte tenu de I'évolution des techniques microbiologiques. Elles
permettront de rendre compte au Comité des CNR de votre activité en la matiere, et aussi de répondre aux
enquétes annuelles de 'ECDC a ce sujet sans devoir vous solliciter une seconde fois.
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3. ACTIVITES DE SURVEILLANCE

- Le nombre de cas déclarés au CNR-L a encore augm@l26 cas cette année),
essentiellement des formes cutanées.
- Les cas en provenance du Maghreb continuent dgrgsser, avec des formes cutanégs a
localisations multiples qui répondent mal au ém@iént dans un certain nombre de cas.| Le
nombre de cas a contamination autochtone resteliest Le nombre de LV demeure stable
avec toujours une prédominance de sujets adultegmaunodéprimés
- Diminution du nombre de cas diagnostiqués ou amoimés en Guyane, qui constitugnt
néanmoins la majorité (56%) des cas déclarés. bpoption de LC &.. braziliensisest a
nouveau remontée en 2018, jusqu'a 19,5 %, ce guésente son taux le plus élevé depuis
plusieurs années. Il conviendra de maintenir laesllance pour juger de la cinétique de cette
espece en termes de circulation au sein des pamgdtumaines.

La surveillance a pour but d’évaluer la persistaratela dynamique des foyers autochtones
d’endémie leishmanienne, et d'essayer d’anticigar 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 dincaletans des foyers endémiques a I'étranger,
permettant ainsi d'actualiser les recommandatioms \woyageurs dans ces zones d'endémie.

Les leishmanioses ne sont pas en France des msladiéclaration 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 déclaratsmm faites par les établissements publics ouégriv
de santé, voire par des praticiens libéraux, aigae par les Services de Santé des Armées. Ce
recensement a porté initialement sur la France opiilitaine, 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 dagan 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 envomidees 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. Description du réseau de partenaires

- Description des partenaires ;

- Répartition par type d’activités ;

- Répartition géographique (utiliser une carte pour la décrire) ;

- Estimation de la couverture du réseau ou représentativité ;

- Evolution du réseau lors de I'année N ;

- Définition éventuelle de I'échantillon de souches regues de ces partenaires ;

Le réseaude partenaires mis en place au fil des ans p@NIR reste fort. Il constitue un
maillage sur I'ensemble du territoire métropolitaour Montpellier et sur I'ensemble du territoire
guyanais pour Cayenne. Il comprend I'ensemble dbseratoires de CHU, des laboratoires des
CH pour Montpellier, et des CDPS (centres de sgmé@)y Cayenne. Les Centres de Santé des
Armées constituent également des partenaires iamsrt plus ou moins réguliers selon les
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années. Le réseau se montre stable au fil desTans. les CHUs recoivent annuellement une
solicitation via le réseau ANOFEL pour déclarer ¢@s diagnostiqués. Le réseau mis en place
couvre 'ensemble du territoire métropolitainedépartement de la Guyane Francaise. Le réseau
maille ainsi 'ensemble des régions.

La couverture du réseau est difficile & estimercgrécision. La poussée de I'accréditation
des laboratoires devrait nous permettre d'augmeldemombre de correspondants par
l'intermédiaire des demandes de diagnostic. Amsicours de I'année 2018, nous avons observé
une augmentation de l'activité diagnostique du CGNRprobablement liée a la difficulté
d’accréditer des méthodes diagnostiques pour diwlpgies peu répandues. Il est logique que
ces activités spécialisées soient assurées deeplydus par le CNR, qui dispense aussi les
conseils de prise en charge.

Figure 4. Répartition géographique du réseau des co  rrespondants du CNR
des Leishmanioses en 2018.
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Par ailleurs, depuis 2015, des relations plus $ootet été établies entre Montpellier et le
L-A de Cayenne les relations sont fluides et des collaboratiplss étroites ont été initiées. La
visite de Patrick Bastien & Cayenne a l'automnes 20bermis d'apprécier les fortes contraintes
imposées au L-A par le contexte local et les pabtdts offertes dans ce Département ou la
leishmaniose est un probléme de santé publiquepiE@tement important.

28



* Centre coordonnateur (Montpellier) :

La liste des Centres ayant déclaré au CNR-L desledsishmanioses en 2018 figure ci-
dessous.

Pour les CHU (n=28):les Laboratoires de Parasitologie-Mycologie dedJCGiivants :
Amiens, (80), Bordeaux (33), Caen (14), Clermontded (63), Dijon (21), Grenoble (38), Lyon
(69), Marseille (13), Montpellier (34), Nancy (54 antes (44), Nice (06), Nimes (30), Pointe-a-
Pitre (971), Reims (51), Rennes (35), Rouen (7&st®urg (67), divers établissements de I'AP-
HP a Paris (75) (Bicétre, Bichat, Cochin-St Vincdet Paul, Henri-Mondor, Robert Debre, St
Joseph, St-Louis, Pitié-Salpétriere, Necker), Anieea Bobigny (93).

Pour les CHG (n=18) CH Annecy (74), CH Arcachon (33), CH Avignon (84QH
Béziers (34), CH Chambéry (74), CH Dreux (28), CH Mans (72), CH Metz (57), CH
Mulhouse (68), CH Orléans (45), CH Pau (64), CHéamk (45), CH Périgueux (24), CH de
Tourcoing (59), CH de Roubaix (59), CH Villefranctigr Saone (69), CH Saint Lo (50), Centre
de Santé de Saint Laurent du Maroni.

Pour les Hopitaux d’Instruction des Armées :HIA Legouest & Metz (57), HIA Bégin a
Saint Mandé (94) et HIA Laveran (13), Percy (53)iohville (57).

Pour le Service de Santé des Armée$épartement d’Epidémiologie et Santé publique.

Antennes militairesa Cayenne, Kourou et Saint Laurent du Maroni.

Le réseau de partenaires, regroupant quasimeselidrie des CHU, est censé couvrir de fagon
pratiguement exhaustive les cas diagnostiqués émpage. Le groupement en GHT, la pression
de l'acréditation, ainsi que la refonte et la vigéddu site Internet du CNRL, ont probablement
contribué a améliorer la collaboration avec le CNBiLpermettent d’évoluer vers un recensement
exhaustif des cas diagnostiqués en métrople.

* |_aboratoire Associé (Cayenne) :

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

- Cayenne: CH Andrée Rosemon, Institut Pasteur de CayeBMIA (Service de Santé
des Armées)
- Saint-Laurent-Du-Maroni : laboratoire du CH de Saint-Laurent-Du-Maroni, BM

(Service de Santé des Armées)

- Kourou : Laboratoire du CH de Kourou, CMIA
- AutresCDPS (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
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d’'activités de diagnostic de la leishmaniose cuta® noter toutefois, 'absence de données
provenant de Saint-Laurent-Du-Maroni qui a faitleix de transférer les prélevements au CNR
Montpellier du fait de problématiques logistiquesyrsiers, connexions informatiques...).

3.2. Surveillance de l'infection et des caractéristiques des
leishmanioses

3.2.2. Déclaration des cas

En 2018, 426 cas au totadnt été déclarés au CNR-L : 269 fiches de dédatarate cas
ont été recues directement au CNR-L, provenanttdetsres de France métropolitaine (196
déclarations), des Services de Santé des Arméesafd5 directement de Guyane Francaise (37
cas) et de Guadeloupe (1 cak.guyanensisle Guyane). Le L-A de Cayenne a déclaré 157 cas
de LC diagnostiqués en Guyane Francgaise; cecigepie une baisse globale de 15% par rapport
a 2017, déja enregistrée a lidentique l'année édedte. Néanmoins, avec la hausse des
déclarations en Métropole, le nombre de cas aveccontamination en Guyane frangaise (224)
est globalement stable par rapport a 2017.

La répartition de ces cas selon la forme clinigupour 'année 2018 se fait de la fagcon
suivante (toutes structures confondues) :

- 22 cas de leishmanioses viscérales, dont 10 'eagodhtones, 7 dont l'origine était
indéterminée, et 5 ou la contamination avait ew iers de France.

- 399 cas de leishmanioses cutanées (dont 4 aatashte France métropolitaine),

- 1 cas de leishmaniose cutanéo-muqueuse (contkommen France métropolitaine).

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

Le Tableau IX et la Figure 5 ci-dessous montreméfartition de ces calon l'origine
géopgraphiquedes contaminations.

Les principaux changements observeés par rapp@1a font :

- une nette diminution de laroportion de cas de Guyane Francaise, ne représentant plus
gue 52,6% des cas (au lieu de 61% et 78% en 20PD1& respectivement), mais avec un
nombre gloabl de cas guyanais qui reste stable;

- une augmentation modérée de la proportion delgddaghreb qui se poursuit depuis 3
ans (11% en 2016, 15% en 2017 et 18,9% en 2018).

Le pourcentage des cas ou lorigine de la contatmiman’est pas renseignée ou
indéterminée est resté stable.
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Tableau IX. Lieux de contamination pour I'ensemble des cas de leishmanioses
déclarés au CNR-L en 2018.

Origine de la contamination
France Maghreb | Guyane | Antilles Autre Indéterminée | Total
métropolitaine | (Algérie, et pays pays (ou ou non
Tunisie, | limitrophes plusieurs | renseignée
Maroc) pays
possibles)
Sl 10 0 0 0 5 7 22
-g viscérale
S | L. 4 100 224 0 46 29 403
g | cutanée
o | L 1 0 0 0 0 0 1
YL | muqueuse
Total 15 100 224 0 51 36 426
(3,5%) (23,5%) (52,6%) (12%) (8,4%)

Figure 5. Nombre de cas de leishmaniose déclarés au =~ CNR-L de 2014 & 2018 en
fonction du lieu de contamination
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3.2.3. Analyse de la distribution des différentsty  pes d’agents caractérisés
en fonction des criteres pertinents (age, sexe, géo  graphie) et analyse des
tendances

3.2.3.1. France métropolitaine (hors Guyane)

Leishmanioses_autochtones/importéesen 2018, 15 cas de leishmaniog&sochtones
(10 viscérales, 4 cutanées et 1 muqueuse) ont étards. Le nombre de cas importés est
beaucoup plus élevé (148 cas dont 5 LV, 143 LC madsine LCM). Pour environ 39 cas, il n'a
pas été possible de déterminer l'origine de laawmiation (voyages ou résidences multiples en
particulier).
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Evolution : Le nombre de cas de leishmanioses déclarés &+LCphar des structures de
santé en France métropolitaine a significativenaeigmenté par rapport a 2017 (Tableau X), et
cela peut étre mis sur le compte des cas de LCriégm Lissés sur 5 ans, la moyenne annuelle
des cas était de 130 sur 2013-2017, alors qu’e8 26ds avons recenseés 214 cas de LC.

Les cas autochtones restent a un niveau bas (16 as@e des chiffres toujours
relativement faibles au cours des années passéesifimmax. 31).

Le nombre de contaminations ayant eu lieu dangés du Maghreb a continué de
monter a un niveau relativement élevé avec 10®ada contamination a eu lieu avec certitude
ou avec une tres forte probabilité au Maghredrgus16 en 2014, puis 57 en 2017). Il s’agit dans
plus de 90% des cas des LC dués major. Des localisations cutanées multiples sont de g@tus
plus souvent constatées et présentent des difficdk prise en charge thérapeutique. Une enquéte
menée est aupres de nos collegues marocains omitspr confirmer que les mémes observations
ont été faites au Maroc. Apres des échanges awecatiegues dermatologues, une synthese a été
faite et une communication présentée aux Journéaa&ologiques de Paris (Décembre 2018).

Tableau X. Evolution du nombre de déclarations annu elles des cas faites au CNR-L
(hors CH Cayenne) entre 2014 et 2018.

Moyenne
Années 2014 2015 2016 2017 2018 Total annuelle
2014-2018
LV autochtones 11 8 8 7 10 44 8,8
LC autochtones 6 5 3 3 4 21 4,2
LM autochtones 2 0 0 1 1 4 <1
Total 19 13 11 11 15 69 13,8
autochtones
LV importées 5 9 6 9 5 34 6,8
LC importées 49 29 31 40 33 182 36,4
Guyane
LC importees 25 71 64 88 143 391 78,2
autres pays
LM importées 1 0 2 1 0 4 <1
_Total 79 109 103 138 181 611 122,2
importées
Origine 39
indéterminée 1 6 13 35 94 18,8
(LV + LC) (7+32)
Total 99 128 127 184 235 774 154,8
Pathologie :

En 2018 comme depuis plusieurs années, le nombre de $ovinecrales est stable.

Par contre le nombre de cutanées importées egtEnaugmentation (210).

Sur I'ensemble des 210 cas de LC diagnostiquésarcé métropolitaine, autochtones ou
importés, et associés a des données fiables, T8uévé5 en 2017) étaient des formes cutanées
multiples, 60 étaient des formes a Iésion uniquepar 80 cas il n’y avait pas de précision sur le
nombre de lésions.

Un seul cas de forme cutanéo-muqueuseigfantuma été rapporté.
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Autres données patients :

Pour les22 cas de LV,le facteur_immunodépression était renseigné dahsds :
seulement 3 patients présentaient une immunodépmessus les trois infectés par le VIH.

Cing cas sont survenus chez des enfants agés ds Bains et la contamination avait eu
lieu en France ou en Espagne. On notera que Sooaswwrvenus chez des patients de plus de 75
ans (contamination en France ou au Portugal). AersiFrance, la LV continue de toucher plus
souvent des adultes relativement jeunes (moyenagedde 46.8 ans [1-85 ans]). On notera
également, encore plus que précédemment, un sexréeg biaisé (H/F = 4,5/1), avec seulement
4/22 cas de LV chez des femmes.

Distribution géographique :

* En 2018, comme les autres années, la majoritécdsgiéclarés ont été contaminés en
Guyane (224/426, soit 52,6%), et si on considezaskmble de I'’Amérique le nombre de cas
s’éleve a 250 cas (58,6%). La seconde région graudevoyeuse de cas reste le Maghreb
(Algérie, Maroc, Tunisie), avec 55,8% (100/179) das de formes cutanées diagnostiquées en
métropole, contre 56 % (57/159) en 2017.

* Pour lesleishmanioses autochtonedes cas avec un lieu de contamination précis (7
LV, 1 LCM et 3 LC) provenaient de cinq départemeshisSud de la France (Alpes-Maritimes,
Bouches-du-Rhéne, Corse, Hérault, Var et Vauclusefyés dans la zone d’endémie
leishmanienne connue, et les autres du Sud deatec€&rsans précision. A noter que cette année,
deux cas provenaient de Corse (1 LV et 1 LC).

3.2.3.2. Guyane Francaise (synthese)

La situation en Guyane Francaise a été détaillées da 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 santéamed-meétropolitaine. Les chiffres donnés ci-
dessous s'appuient sur ces deux types de notifisati

Pourl'année 2018 : on retrouve un total de 224 cas dmntamination en Guyaneou
dans les pays limitrophes (voir Tableau Xl), soitnombre identique a 'année passée (225) :

- Le Laboratoire de Parasitologie-Mycologie (Pr. Merar) du Centre Hospitalier de
Cayenne nous a adressé 157 déclarations de cd&S degnostiqués en Guyane Francaise
(soit 14,6% de moins qu'en 2017, 2017 ayant déjgwcaine baisse de déclarations de
l'ordre de 40%)Sur 101 fiches renseignées sur ce paramigtiggu de contamination
retrouvé correspondait dans 70,3% des cas a @sssfiiiés en Guyane. Les autres lieux de
contamination correspondaient aux pays limitrofSesinam et Brésil).

- Les Hopitaux d'instruction des Armeées (HIA BégimayvEran, 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), cedliant les antennes militaires de Guyane,
ont déclaré un total de 45 cas de LC avec une conéion en Guyanevérsusl2 en
2017). La notion de « militaire » était renseigpéar 25 patients.

- De plus, parmi les déclarations de cas de LC erespar les diverses structures sanitaires
métropolitaines, 14 concernaient une contaminatiorGuyane, dont 3 pour lesquelles le
patient était signalé comme militaire.
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- A noter que 34 cas de LC avec contamination en fBiyget été déclarés directement au
Laboratoire coordonnateur, par le CH de Saint-Latidei-Maroni, et dans une moindre
mesure par le Centre de Santé de Grand Santi.

Le nombre de cas originaires de Guyane est siable par rapport a 'année passéeAvec 157
cas déclarés en Guyane et 224 cas déclarés auliotatlence annuelle de la LC en Guyane
Francaise en 2018 est similaire a 2017, soit 0,8800 (sur la base de 270.000 habitants,
recensement 2016), alors qu'elle était de 1,3600.8d 2016, et un peu inférieure a 1 p.1000 en
2015 et 2014.

Tableau XI. Cas de leishmaniose cutanée et cutanéo- muqueuse contractés en Guyane
en 2018, en fonction de la source de déclaration.

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

Centres de Santé de France 14 11 3 3 - 11

métropolitaine

CH Cayenne et Centres de 165 111 | 54 12 - 153

Santé de Guyane

HIA, SS des Armées et 45 44 1 25 - 20

antennes militaires de

Guyane

Total 224 166 | 58 40 - 184
Pathologie :

Tous les cas de contamination en Guyane Francaimnedes LC. Aucune leishmaniose
viscérale ni cutanéo-muqueuse n’a été détectée.

Autres données patients :

On notera que le niveau de remplissage des fidtdases variable selon le paramétre et 62
fiches n'ont pas été remplies (aucun renseignemlengue autre que I'état-civil du patient), ce
qui a augmenté de 61% par rapport a 2017. Le nivEm remplissage des fiches pour le
parametre "Profession" est de 30% contre 59% e, 2@&lui de "Lésion cutanée” de 68% contre
43% en 2017, celui du "Siege des lésions" de 65tre®3% en 2017, en diminution sur ces
deux derniers parameétres (données du CNR-LA).

Une LC a été observée chez 3 patievithl -positifs dont deux ayant développé une
infection aL. guyanensis

En 2018, lesex-ratio H/F pour les cas ou cette donnée était connué ¢#a?,86 (166
hommes pour 58 femmes). Il était de 3,9 (595 hompoes 152 femmes) durant la période 2011-
2015. Ceci est a mettre en relation avec les &esiviorestieres (orpaillage, bucheron..),
essentiellement masculines.

La répartition desorigines ethno-culturelles des patients estla suivante : 64 de
nationalité étrangere (33,8%) dont 62 Brésiliesd’brigine métropolitaine (9%), 9 Améridiens
(4,8%), 5 Bushinengue (2,6%), 3 Hmongs (1,6%) éinfllais (1%) (données du CNR-LA de
Cayenne).

Agents pathogénes en cause :

La combinaison des données de Cayenne et de Mbetpmiontre donc la répartition
suivante selon l'espéce en cause : 156 cds gayanensig116 a Cayenne et 40 a Montpellier),
41 cas dé.. braziliensis(25 a Cayenne et 16 a Montpellier), 3 cas deaiffi, 5 L. amazonensis, 4
L. lainsoniet 1L. panamensis
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En Guyanel. guyanensigeste donc I'espéce prépondérante, & un niveaivatent a
celui des années antérieures (40 au CNRL et 11&yare). Le CH de Cayenne rapporte 25 cas
a L. braziliensis mais, en cumulant les identifications réaliséeslL® de Cayenne et au
Laboratoire Coordonnateur, on obtient 41 cds &raziliensis espéce qui maintient donc une
visibilité et une présence constante depuis plusiannées, ici a 19,5% (41/210 identifications
d'espéce) apres s'étre maintenue autour de 13¥4uAQL5, et une baisse inexpliquée en 2014 et
2016.

Un examen de I'évolution depuis 2011 (Tableau Xibntre des fluctuations relativement
importantes de la répartition des principales espemais sur le moyen terme une situation
globalement stable. Les chiffres confirment dorimplantation réelle dd.. braziliensisen
Guyane avec une prévalence qui semble en augnmenté&lette tendance devra étre confirmée
dans les années qui viennent.

Les espéeces telles que lainsonj L. naiffi ou L. amazonensjsrestent minoritaires
(environ 5% des cas).

Tableau XII. Pourcentages des espéces de Leishmania identifiées pour les cas de
Guyane de 2011 a 2018.

2011 | 2012| 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Nombre d'identifications 96 104 92 22p 198 270 17@10
L. guyanensi$%o) 85,4 | 78,8| 83,7 92,2 67 89,3 824 74,6
L. braziliensig%) 135 | 144 13 5 12,6 3,2 12/4 19,6
L. amazonensi@no) 0 5,8 2,2 2,3 55 0,7 3.5 2,4
L. lansoni(%o) 1 1 1,1 0,4 2 2,5 0,6 1,9
L. naiffi (%) 0 0 0 0 0,05 0,7 1,2 14

N.B. Les résultats de 2017 et 2018 ont été obtenusombinant les résultats du CNR-LA
de Cayenne et du séquencage au Laboratoire-Coatdamn

Distribution géographigue et temporelle :

La part des cas déclarés par Gntres de santé (CDPSjeste stable pour cette année
2018 avec 50% des cas. Les cas recensés au nigs@emntres de Santé des Arméesnt, par
contre, beaucoup augmenté cette année, avec 3hdesneontre 11 en 2017.

Tableau XIII. Origine des cas de leishmaniose en Guyane par types de centres de

santé
Cas déclarés 2014 2015 2016 2017 2018
CDPS 20 (20%) 93 (46,5% 180 (59%) 96 (51,9%) 113 (59,2%
Hopitaux 53 (53%) 95 (47,5%) 114 (37% 79 (42,7%) 3 (B7,7%)
CMIA 27 (27%) 12 (6%) 13 (4%) 10 (5,4%) 25 (13,1%)
sur 100 cas sur 200 cas sur 308 gas sur 184|casr 198was

La distribution temporelle des cas de leishmaniasd¢anées et cutanéo-muqueuses en
Guyane suit toujours une certaine saisonnalité avegrand nombre de cas durant la saison des
pluies de décembre a mai (77,3% des cas en 20iupe baisse des cas durant la saison seche
de juin a novembre (22,7%)(voir Tableau XIV ci-dass).
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Tableau XIV. Répartition des cas en fonction de la date de préle  vement.

Mois Janv.| Fev. | Mars| Avril| Mai | Juin | Juil.| Aout| Sept, Oct, Noy. Dec.
Cas 2017 45 30 27 11 16 17 g 3 3 b 8 14
Cas 2018 55 42 21 16 5 3 4 4 3 2 B

3.3. Surveillance de la résistance des agents pathogenes a  ux anti-
infectieux

Des testsn vitro de sensibilité des Leishmanies aux drogues, eicpigr a I'amphotéricine B,
ont été mis au point au CNR depuis 2005. CepenBnlkes résistances documentées a laifois
vivo etin vitro sont rarissimes et (2) les demandes sont égalenésntares. Aucune demande n'a
été enregistrée en 2018.

3.4. Interfaces avec les réseaux de surveillance nationa  ux ou
internationaux

3.4.1. 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
en 2018.

Le recrutement d’'une PH en Infectiologie affectémidemps aux CDPS a contribué a la
déclaration et surveillance des cas, de méme qu&ehsibilisation 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.

3.4.2. Contribution aux réseaux de surveillance internatio naux

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

En 2018, 4 cas de co-infection VIlfishmaniaont été rapportés :

- 3 cas de LV chez des patients VIH+ sur le tergtoirétropolitain (1 cas de contamination
en France métropolitaine et 2 cas sans précision);

- 3 cas de LC chez des patients VIH+ en Guyane (deok alL. guyanensiset un a
L. brazilienside 3™ patient), sans criteres de sévérité.

3.5. Enquétes ou études ponctuelles concourant a la surveillance
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4. ALERTE : DETECTION ET INVESTIGATION DES
CAS GROUPES ET DES PHENOMENES ANORMAUX

En cas de détection de phénoméne anormal conceumenaugmentation du nombre de cas,
ou l'existence de cas groupés, ou une modificagientuelle des formes cliniques, sur le plan local,
Le Laboratoire Coordonnateur, aidé du LaboratoiresAcié, se met en contact avec la CIRE
Languedoc-Roussillon, ou avec la CIRE Antilles-Guypour la Guyane Francaise.

Si le phénomene concerne le reste du territoireonat, les DOM-TOM ou I'étranger, le CNR
contacte également le Département des Maladiestlateses de S.P.F.

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

Les cas importés d’Algérie, Maroc et Tunisie, aipge ceux de Guyane Francaise, font
l'objet d'une surveillance particuliére : le nombeecas importés d'Afrique du Nord est de 100 cas
en 2018 yersus57 en 2017), ce qui est une nette augmentationapgaort a I'incidence annuelle
moyenne calculée sur les 6 derniéres années. @agi@mentation est peut-étre en partie due a
I'amélioration du recensement des cas et au fatdgpiplus en plus de laboratoires font appel au
CNR-L pour confirmer le diagnostic ou identifiee$pece. La localisation précise du pays est
disponible pour seulement 71 cas sur les 100 (lgsuautres, le lieu est « Maghreb »). Pour ces
71 cas, la répartition par pays est la suivant@ c& provenant du Maroc, 29 de Tunisie et 12
d’Algérie. Un cas d’Algérie associait une formecdgle et une localisation cutanée. Pour les
autres cas, on relevait 45 formes cutanées a $atiains multiples et 23 avec une Iésion unique
(non précisé pour les 32 autres cas).

L'endémicité en Guyane Francaise apparait diffiestimer de fagcon précise, car le lieu
de contamination n'est pas toujours précisé dandéelarations. En 2017 et 2018, I'incidence de
la leishmaniose a légerement baissé mais demelagveeent élevée, a peu pres au méme
niveau que 2015 (0,83 p. 1000). Lissée sur legfmigles années, la situation en Guyane apparait
relativement stable.

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

5. ACTIVITES D'INFORMATION, DE FORMATION ET DE CONSEIL

5.1. Conseil et expertise aux professionnels de santé

5.1.1. Enseignements et formations

Dans les deux Laboratoires du CNR, une formatiorispensée aux Internes concernant
les prélevements de leishmaniose cutanée.

En Guyane:

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

* Il en est de méme pour le service universitaireD@éematologie tropicale. Le service
accueille 3 internes de spécialité DES de Dermgielde méme que des internes de
spécialité de DESC de Pathologie Infectieuse epitabe. Ils participent a la prise en
charge clinique, diagnostique et thérapeutiquepddients et effectuent les prélevements
des frottis cutanés et cutanéo-muqueux de méméeeguopsies.
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* Une formation pour les prélevements de lésionsnéas et/ou muqueuses suspectes de
leishmaniose est réalisée pour les médecins adfeletds les Postes et Centres de Santé.

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

5.1.2. Accueil de stagiaires au CNR

En 2018 :

Anna FERNANDEZ Université de Barcelone| Doctorat 4-8/06/2018

et Pr Montserrat GALLEGO| (Facultat de Farmacia) | d'Université

Houliati ISMAILA Univ. Montpellier Master 2 15/01-15/06/2018
Recherche
Biologie-Santé

Victoria CHAUVIN Univ. Montpellier Externe 5eme | 01/01-31/03/2018
année Pharmacie

Camille GOJARD Univ. Montpellier BTS 29/10-21/1018

N.B. Ces données ne prennent pas en compte lessasiiagiaires recus au sein du
Département pour des activités autres que celleSNHR-L.

5.1.3. Liste des guides élaborés (contenu, modes de  diffusion)

5.1.4. Diffusion des données de surveillance et des productions du CNR

* Rétro-information aux partenaires : les rappddSCNR sont diffusés grace au site
Internet du CNR-L (dernier rapport mis en lignapport d'activité 2017, ainsi que la demande de
renouvellement 2017-2021).

Une réunion du type "Journée du CNR-L" est envieage2019 ou 2020.

* Le site Internet du CNR-L a fait I'objet en 2018 d'une rénovatiomeléte, avec
un site maintenant autonombttps://cnr-leish.edu.umontpellier.fj/ dissocié de celui du
site du Département de Parasitologie-Mycologi@réisente de fagon claire le CNR et son
organisation, les instructions pour le diagnosigidgique (en particulier en cas d'envoi au
CNR) et le typage, les déclarations de cas, et dasal thérapeutique pour les
leishmanioses. Les activités du CNR-L y sont désgrace a la mise en ligne des rapports
d’activité.

Le site du CRBeishmaniaa également été séparé et rénowtps://crb-
leish.edu.umontpellier.fiy de fagon a permettre une visibilité et une sdjgar plus faciles
des activités CNR/CRB vues de l'extérieur. Il perome présentation du CRB et de son
organisation, du catalogue des souches disponfmas la communauté scientifique, et
facilite la mise a disposition des souches gréace documents disponibles en ligne. Les
pages du site incluent toute linformation sur léaglementation et les conditions
d’expédition des souches.

La version anglaise des deux sites est encocemstruction.

5.1.5. Conseils aux professionnels de santé

Le CNR assure une veille téléphonique pour réporaiig appels concernant la
pathologie, le diagnostic et le traitement.
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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 Pr. Laerkachaud (leishmaniose viscérale) et le Pr
Pierre Buffet (leishmanioses cutanées), ainsi gu& | Patrick Bastien.

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 problenfeildif pour plusieurs raisons. Les
produits disponibles ont une efficacité limitéepelddante de I'espéce de Leishmania en cause. lIs
peuvent exposer a des effets indésirables séveresj@érent de ce fait des modalités de suivi
specifiques. Il n’existe pas a ce jour d’algorithatécisionnel simple. C’est pourquoi le CNR-L a
mis en place depuis 2006 une structure de conkéilapeutique téléphonique destinée aux
médecins.

Ce conseil thérapeutique a été basé sur une crdlddio entre le CNR-L a Montpellier et
le Pr Pierre Buffet et le Dr Gloria Morizot, au d&pau Centre Médical de I'Institut Pasteur de
Paris, aujourd'hui a 'INTS/CHU Necker-Enfants Miga. Bien que la demande soit aujourd'hui
le plus souvent faite pae e-mail, un numéro télgmhee est accessible aux médecins aux heures
ouvrables. Ceci permet de proposer au sollicitanédecin francais confronté a un cas et
fournissant les informations cliniques nécessaitg®) solution thérapeutique au cas par cas,
reposant sur une connaissance préecise de la tittérat sur I'expérience personnelle des
intervenants. Le conseil est donné soit en digait, dans les 48 h pour les cas complexes. La
responsabilité de prescription demeure toutefdisedas mains du médecin directement en charge
du patient. Ce conseil doit en outre permettre élerer le recueil et la déclaration des effets
indésirables graves des médicaments anti-leishmsingn relation avec les services de
pharmacovigilance.

En2018 28 conseils thérapeutiques ont été donnés paipe de Montpellier; un nombre
plus important a été donné par I'équipe de NecksteRr (non trace).

En Guyane Francaise le Service de Dermatologie du CHAR est le servidérent pour
la prise en charge clinique et thérapeutique deisdamaniose cutanée avec comme responsable
référent, le Pr Pierre Couppié. Un nouveau Chefldgque-Assistant est venu renforcer I'équipe
en 2018, avec des missions réalisées dans le dasli@€DPS.

b) Conseil en matiere de diagnostic et typage

Le Dr Christophe Ravel, responsable du diagnostittculaire des leishmanioses et de
l'identification moléculaire dekeishmania recoit de nhombreux 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 traceés.

lIs constituent une source importante de conseilpafessionnels de santé, mais aussi en
retour, d'informations concernant d'éventuels re@gements anormaux de cas de leishmaniose ou
d'augmentation d'incidence localisée.
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5.2. Conseil et expertise aux autorités sanitaires

. Le CNR-L participe au réseau international de Surveillanee ld co-infection
Leishmani&v/IH coordonné par {Organisation Mondiale de la Santé (WHO/UNAIDS
Surveillance Network), auquel il déclare les casoehtones de co-infection signalés sur le
territoire national.

. Apres la consultation du CNR-L paa H.A.S. en 2016 et 2017 pour expertise
concernant les examens biologiques relatifs aundi@g conventionnel, sérologique et
moléculaire, des différentes formes de leishmasioBdAS a publié des recommandations
pour le diagnostic des leishmanioses httgs://www.has-
sante.fr/portail/jicms/c_2751691/fr/actualisatiors-@detes-de-biologie-medicale-relatifs-au-
diagnostic-de-la-leishmanigseA ce jour les modifications de la nomenclature @té
validées par la CHAP et la CNAM,; la publicationh@. sera effective avant fin juin 2019.

5.3. Conseil et expertise pour d'autres cibles (grand public... )

Le CNR-LA a Cyaenne, en collaboration avec I'EPBA 3593), participe chaque année au
projet « la Féte de la Science » qui consite a enifes stands auprés du public en abordant
des thématiques de santé. La leishmaniose faiephes thématiques abordées.
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6. TRAVAUX DE RECHERCHE ET PUBLICATIONS EN
LIEN DIRECT AVEC L'ACTIVITE DU CNR

6.1. ACTIVITES DE RECHERCHE EN 2018

Le CNR-L participe a plusieurs programmes de rexdieconduits
- d'une part dans le Département de ParasitologieaMge du CHU de Montpellier et dans
l'unité labellisée MIVEGEC " ("Maladies infectieuses et vecteurs : écologendaique,
évolution et contréle”, UMR CNRS 5290/ IRD 224 / itkrsité Montpellier, dir. F.
Simard), a laquelle le CNR-LC est rattaché dep0@32
- - d'autre part dans le LHUPM HEA 3593 "EPaT" a Cayenne.
Dans ce cadre, le CNR-L développe des projets fipées, orientés vers I'épidémiologie,
le diagnostic et le typage, et la surveillanceldshimanioses.

6.1.1. Projet européen LeishMan « Improving treatment of
Leishmaniasis based on species differentiation ».

Développé a l'initiative du Pr Johannes Blum (Unsi& de Béle), le groupe LeishMan
(pour Leishmaniasis Management) travail a harmoniss pratiques de prise en charge
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 cliniciensladgiqurs pays Européens (UK, Suisse, France,
Espagne, Allemagne, Pays Bas, Belgique, Suedaydadritalie) 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 biologiquété développée par le Pr Pierre Buffet. Elle a
entre autres l'originalité de recueillir les optothérapeutiques qu’auraient choisies le clinicien
sollicitant s’il navait pas eu accés au conseilegore de I'impact tangible de I'activité de
conseil).

Au sein du groupe, le Dr C. Ravel participe enipalier a la réflexion sur I'identification
moléculaire et les éléments de taxonomie du patasiec 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 2016, un autre membre du CNR-L (L. Lachaaddejoint le groupe sur la
thématique "Mise en place de recommandations thétmpes".

6.1.2. Identification des Leishmania par la techniqgue 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 @technigque d’obtention d’empreintes ("spectres")
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et pour la création d’'une banque de spectres deer@fe. Cependant, la base de données n'était
pas assez fournie. En collaboration avec le CeQt#aborateur dd_a Pitie-Salpétriere (Pr
Renaud Piarroux, ex-Marseille), la base de donaéésolué. Une nouvelle base (MSI2) a été
construite. L’algorithme a été amélioré pour unentification plus fine des complexds
donovani et L. braziliensis Le nombre de données incrémentées a aussi étéeatdy La
validation est en cours par les 4 centres (MorigrelPitie-Salpétriere, Cayenne et Barcelone).
Les premiers résultats semblent trées promettetapplication gratuite permettant I'identification

en ligne a partir de fichiers bruts générés pauttmate de MALDI-TOF Bruker® a été
maintenue. Ce travail fera l'objet d’'une publicatiales les tests achevés. Nous avons
communiqué a différentes reprises sur ce sujetdafifaire connaitre cet outil.

6.1.3. Travaux de recherche du CNR-LA a Cayenne

* Le CNR-LA contribue au travers des souches isadékspoursuite des projets de recherche
de 'EPaT, EA 3593 sur la virulence des souchépjdiémiologie moléculaire, et 'usage de la
pharmacopée traditionnelle dans cette pathologie.

» Etudes épidémiologiques, cliniques et thérapeutiqsell s’agit d’actualiser les données de
nature épidémiologiqgue mais aussi relatifs aux grtions cliniques et aux aspects
thérapeutiques. Il implique la participation duvéez de Dermatologie avec lequel nous avons
une étroite et ancienne collaboration (Pr. Piemeppi€) et I'aide méthodologique apportée
par le CIC-EC (Pr. Mathieu Nacher). Ces études p#ront de

- parfaire nos connaissances concernant la leislos@al. guyanensis.

- préciser les aspects particuliers des atteintess daux autres especes, tout
particulierement.. braziliensis.

- décrire les spécificités en cas de déficit imrtaire (infection rétrovirale VIH, HTLV1).
Ce travall a fait I'objet en 2018 d’'un mémoire dESXC de Spécialité en dermatologie pour les
années 2017-2018.

6.1.4. Autres travaux collaboratifs en recherche

En 2017, un travail collaboratif a été initié aVéquipe du Pr Pierre Antoine Bonnet
(Faculté de Pharmacie, Université de Montpellie)éguipe du Dr Hiba El Hajj, (Department of
Experimental Pathology, Immunology and Microbiolp&gculty of MedicineAmerican
University of Beirut). L’objectif est de tester I'efficacité@ vitro de nouvelles molécules
candidates sur diverses souches et espedssigstenaniadans des modéles promastigotes,
amastigotes et murins. En 2018, les financememtsddés n’ont pas abouti, de nouvelles
demandes sont en cours en 2019.

La collaboration de longue date avec l'équipe dCRarles Jaffe (National Center for
Leishmaniasis,Hebrew University-Hadassah Medical School, Jerusame) sur les souches
responsables de LV et de PKDhoEt-kala azar dermal leishmaniosen Ethiopie et au Soudan a
abouti & une publication en commun darfect. Genet. Evoken 2018.

La collaboration, également de longue date, avéqulpe du_Pr Monserrat Gallego
(Facultat de Farmacid/)niversitat de Barcelong s’est poursuivie dans le cadre de la these
d’'université d’Anna Fernandez-Arévalo. Elle coneelmtypage de souches et I'épidémiologie des
leishmanioses en pays catalan. L'un des aspedtavhil est de préciser la stucture génétique du
complexeL. donovanisur I'ensemble de son aire de répartition et digrales flux génétiques
entre les taxons qui sont réunis dans ce complexd_( infantumL. archibaldietL. donovan.
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6.2. LISTE DES PUBLICATIONS ET
COMMUNICATIONS DE 2018

Les publications et communications sont détailléedessous_(en souligné les membres

6.2.1. Publications nationales

6.2.2. Publications internationales
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EL HAJJ R, BOU YOUNESS H, LACHAUD L, BASTIEN P, MAQUEFA C, BONNET
PA, EL HAJJ H, KHALIFEH I. EAPB0503: an Imiquimodnalog with potent in vitro
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/. COOPERATION 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 réffement 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 pagnaladie a déclaration obligatoire en
France. Les diagnostics établis par les vétérinmipraticiens ne sont pas centralisés. Aucune
activité de surveillance n’est vraiment formalisée.

Le Centre Collaborateutaboratoire Santé Animale (LSA) de 'ANSES a Maisen
Alfort (Dr Mohamed Kasbari Dr Pascal Boireau), en raison de ses missionslidgnostic, de
recherche, d’appui scientifique et technique auptés tutelles, de veille et surveillance et de son
expertise dans le domaine des maladies animale®a@totiques, contribuait depuis 2009 a la
surveillance de la progression des leishmaniosedestsouches de leishmanies susceptibles de
passer du réservoir animal a I'homme.

Pour des raisons indépendantes de notre voloANSES a décidé d'arréter cette activite,
mettant un terme a la coopération en matiere dee#lance et de veille entre le LSA de 'ANSES
et le CNR, qui s'était traduite tant par des éghard’informations sur les souches circulantes
dans la faune, que de matériel biologigue ou métlogitue, voire de données
d'exp&rimentations.

En conséquence, aucune activité n'a eu lieu cett®eaau CNR-L concernant la
leishmaniose animale. Le Dr Mohamed Kasbari nongéanmoins envoyé 24 souches issues de
ses recherches antérieures.
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8. PROGRAMME D'ACTIVITE POUR 2018-2019

Le programme d'activité pour 2018-2019 comporteptaursuite des activités d’expertise, de
surveillance, d’'alerte et de conseil. Dans chacencds domaines, le CNR-L s'efforcera
d’améliorer ses performances et d’accroitre sagit&st, comme il I'a fait depuis sa création.

8.1. Activités d'Expertise

8.1.1. Réseau de partenaires

Le CNR-L a un réseau de partenaires étendus, aetaninétropole qu'en Guyane
Francaise. Environ 120 établissements de santétalu publics, privés ou des Armées, envoient
des échantillons a Montpellier pour un diagnoséidedshmaniose.

De méme, le L-A de Cayenne draine I'ensemble degmdstics et des déclarations de cas
pour cette forte zone d'endémie. Le L-A a le saaristant de veiller au maintien des contacts
avec les prescripteurs, en particulier ceux des&DIRontinuera ses actions de sensibilisation et
de formation qui ont porté leurs fruits au coursaitinquennal précédent. Il cherchera aussi a
améliorer le recueil de données épidémiologiquetirgtjues concernant les cas de leishmaniose

Par ailleurs, les liens continueront a étre stimelétre Montpellier et le L-A de Cayenne,
dans le but de fluidifier les relations et d'ergrét des collaborations plus étroites. Les réunions
téléphoniques continueront autant que possibleiserbase réguliere. Des réunions en métropole
pourraient avoir lieu & l'occasion du passage dWi&galie Demar. Des formations en biologie
moléculaire sur le site de Montpellier pourraietne érganisées pour I'ingénieur de recherche de
Cayenne.

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 reumbs (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 systtme non commercialisé actuellemensétdu LC du CNR (basé sur la technique
développée par C. Mary et al., J Clin Microbiol02042, 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 étalelg comparaisons.

Le CNR-LA poursuivra ses tests de performances pieux systemes de PCR
commerciaux : le kit lyophilisé LshSpp dtec-qPCR Test de GenAhalysis Strategies (GPS®)
et le kit Leishmania spp. de CLONIT® distribué fgarobio®. Ces kits permettront la détection
gualitative des leishmanies dans les échantilltmdPCR «typage» serait conservée pour les
échantillons positifs. S'ils sont satisfaisants termes de sensibilité et spécificité, ces kits
devraient aussi offir une meilleure standardisaibnne meilleure adéquation avec les exigences
de l'accréditation de la biologie.

D’autre part, le CNR envisage la constitution dauillons de sang artificiels lyophilisés
destinés a permettre d€ontrdles de Qualité stables dans le temps au sein du CNR et entre
Centres désirant comparer leurs techniques respecti
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8.1.3. Identification des Leishmania

L’évaluation de lidentification des souchesldgshmaniasera poursuivie, avec maintien
de deux approches :

* [lidentification moléculaire, devenu le typage déférence dans le Laboratoire
coordonnateur ; a noter que seule cette méthaddesaiun typage ddsishmanian situ
dans les échantillons humains.

» le typage par MALDI-TOF qui sera évalué de fagcohaasstive (voir ci-dessous). Pour les
souches, cette technique rapide et bon marché gentent remplacé I'identification
moléculaire dans la plupart des apllications entineu Par contre, si sa facilité
d’utilisation pour le typage rapide de souche nmlde pas faire de doute, il reste
indispensable d’évaluer la capacité de cette meéthencEtre utilisée pour des études
épidémiologiques.

Application de la spectrométrie de masse (MALDI-TOF a I'identification et a la
caracterisation des isolats de Leishmania

La phase de mise au point est terminée et la tgoanialidée. Cette technique, utilisée au
quotidien autant a Montpellier qu'a Cayenne, peraretcontréle sur 'ensemble des souches
stockées ou regues au laboratoire dans le cad@Ndu Ainsi, I'identification systématique des
>6000 souches existantes se poursuivra afin dectdéte’éventuelles erreurs anciennes de
manipulations, déja mises en évidence lors de $& iai point de ce typage (a ce jour plus de 600
souches typées, dont 'ensemble des souches dagrsa

Le progres enregistré sur ce plan technique sepdifénet partagé au titre du CNR.

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

La Collection internationale de souched ééshmaniadu CNR-L est décrite au § 2.4. Son
maintien fait appel a une logistique lourde, a tigaeur éprouvée et a une collaboration suivie
avec de nombreuses équipes nationales et intemabdg

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

8.1.4.1. Amélioration des données associées auxcms

La richesse et la précision des renseignementtifseda chagque souche nécessitent un
travail constant de controle et de synthése auevliédorme masse de données engrangée au fil
des 40 années de l'existence de la Collection. Bejputravail de l'ancien curateur de la
Collection, Dr Francine Pratlong, en 2014-201%sil apparu essentiel d’améliorer la précision et
I'exactitude de ces renseignements. Il s’agit dhavail long et minutieux consistant a comparer
les renseignements présents dans la base de daaweeseux issus des documents originaux
accompagnant les souches, et éventuellement désgtigims ayant utilisé ces souches.

Le Dr Laurence Lachaud poursuivra cette entrepasec l'aide de Patrick Lami,
technicien, et de [I'Assistant-Ingénieur responsatide I'informatique, Yves Balard. Le Dr
Francine Pratlong, MCU-PH émeérite, qui connaitratique cette collection depuis sa création,
sera sollicitée régulierement pour son expertigs souches vérifiées seront étiquetées comme
telles et seront susceptibles de passer au catlogu

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

8.1.4.2. Curation des données d’identification deosiches

A la suite de la reprise du travail de curateuldad€ollection par Laurence Lachaud en
2016 et 2017, il est également apparu qu’'un cem@mbre d’autres erreurs pouvaient étre
présentes. Ces erreurs sont inévitables au vundeditance de la collection, du nombre d’années
de son existence et de la multiplicité des actquis'’y sont succédés depuis sa création. Suivant
une approche différente de celle de Francine Pigtlet profitant de sa mise au point du MALDI-
TOF dans le Laboratoire, L. Lachaud, assistée deicRa_ami et Yves Balard, doit donc
continuer a identifier des erreurs éventuelles eorant le code O.M.S., le stock de cryotubes
existant, voire l'identification d’espece ou de oagme.

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 la soupleskegistion de la Collection.

8.1.4.3. Réception des souches

Les souches recues durant les années a venir werdiit & alimenter |&ollection
internationale. Le CNR pourra également, comma&ifdit par le passé, accepter en dépbt pour
conservation les collections de diverses équipefiées pour sauvegarde dans une structure de
référence. Sur recommandation de I'Organisationditda de la Santé, nous recevrons également
en dépbt les souches correspondant aux différestesces décrites, ainsi que les souches objets
de recherches approfondies et servant de modélgsréaculier pour les études de séquencage a
haut débit.

Le dépdt de souches s’accompagnera a I'avenir@buatrat de cession.

8.1.4.4. Démarche Qualité

La démarche Qualité sera poursuivie, avec pourctibjau cours du quinquennal la
certification selon la norme NF 96.900 pour le C&B'accréditation selon la norme 1ISO 15189
pour 'ensemble du Département de Parasitologied\bgsie.

En ce qui concerne le CRB, les structures sontuadiioui en place pour mener a bien
cette démarche a son terme. En particulier, laepeEsd’un Ingénieur Qualité (Andreia Dhenaut)
au sein du CRB du CHU de Montpellier est a priorigage de succes. Cependant, la Collection
de souches deeishmaniamanque de ressources humaines pour terminer la,técte vacation
"Qualité" sera demandée pour un technicien Quafité de terminer ce qui reste a faire pour la
Collection de souches.

8.1.5. Activités d’expertise du CNR-LA de Cayenne

Le programme d'activités d'expertise du LA de Caggpeut se décliner comme suit :

- Un outil moléculaire de type qPCR pour assurer un diagnostic en routine des
leishmanioses cutanées adaptées aux souches miesutie Guyane est actuellement
en phase de développement avec le test de 2 kitsmecciaux. Une accréditation ISO
15189 pourrait étre envisagée si un de ces kits @ea utilisé en routine pour la
détection des leishmanies.
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- La mise en place d’'une gPCR sur des souchds Heaziliensisou L. guyanensign
uniplex ou biplex est en cours de réflexion pdrAe

- Mise en place d’'un Contrdle inter-Laboratoires (CIL) pour le diagnostic direct de
Leishmaniaavec certains laboratoires privés et publics affatt le diagnostic par
cette technique en Guyane. Le protocole de faigabést rédigé et soumis aux
partenaires.

- 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 dispositgxpertise microbiologique du
CNR-LA sur le diagnostic ddssishmaniad’origine cutanéo-muqueuse : prélevements
de biopsies cutanées, étalement de lames, colo@i® lames et lecture.

- Amélioration du recueil de données épidémio-cliniges. La secrétaire affectée au
CNR-LA est chargée de vérifier 'ensemble des rigmaments notifiés sur les fiches
de déclaration en termes de richesse et pertindeseinformations (appels des
praticiens, ..).

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

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

Ce projet se poursuit depuis plusieurs années ladgectif d’harmoniser les techniques
d’identification moléculaire des parasites, étajgedans la prise en charge thérapeutique, et de
mettre en place une base de données intégrant aeseek cliniques, épidémiologiques,
thérapeutiques et d’identification des parasitagpgumet une prise en charge mieux standardisée
des patients. Des guidelines pour lidentificatioléculaire des espéces ont été définies et
publiées en 2014. La méthodologie d’identificatipar 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 clinigudsologiques du Pr Pierre BUFFET pour
augmenter encore I'exhaustivité des données eti@van particulier la corrélation entre type
génétique, présentation clinique et évolution ($pofevs.sous traitement) des lésions.

8.1.6.2. Recherche en collaboration avec les struct  ures travaillant en santé animale

Prévalence de la leishmaniose canine en LanguedociRsillon

Une collaboration au niveau local entre le Centrerdonnateur de Montpellier et 18/D sera
développée avec pour objectittude de la prévalence de la leishmaniose caninen
Languedoc. Ce travail a pris du retard du fait de difficultéées a la disponibilités des
propriétaires de chenils dans la région cévendadrdvail est relancé pour 2019-2020.

Des observations trés indirectes font penser qoeidence de la leishmaniose canine a
fortement diminué dans la région. Une enquéte degbence sera menée dans le foyer Cévenol
afin d’évaluer I'endémicité canine dans un foyertipalierement bien décrit et connu par le
passé. La derniere enquéte date de 1997-98 elste pas de données actualisées sur cette
endémie, alors que des changements importantsrgentenus en termes de moyens préventifs :
port de collier a la deltaméthrine (type Scalibom®)introduction du vaccin depuis plusieurs
anneées. Ce travail sera mené en collaboration lavedV et portera sur environ 200-300 chiens
dispersés sur une zone geéographique représentaBgemeéthodes utilisées reposeront sur la
détection d’anticorps spécifiques et la rechercA®MN circulant ; par ailleurs, les données éco-
épidémiologiques seront recueillies. Autant quesimbs, les localités ciblées seront celles
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étudiées il y a 20 ans, de facon a pouvoir réeligrapprécier I'évolution de la prévalence dans le
réservoir animal et d’en déduire I'effet des mesymetventives.

8.1.6.3. Autres projets de recherche en collaborati  on

La collaboration de longue date avec l'équipe dCRarles Jaffe (National Center for
Leishmaniasis,Hebrew University-Hadassah Medical School, Jerusame) sur les souches
responsables de PKDlpdst-kala azar dermal leishmaniosisera également poursuivie a la
lumiére de nouvelles données obtenues grace au NGS.

Le travail collaboratif avec I'équipe du Pr Piefrgtoine Bonnet Faculté de Pharmacie,
Université de Montpellier) et I'équipe du Dr Hiba El Hajj, (Department of fetimental
Pathology, Immunology and Microbiologyaculty of Medicine, American University of
Beirut) visant a tester I'efficacité in vitro de nouvallmolécules candidates sur diverses souches
et especes deeishmaniasera également poursuivi.

Un projet d'évaluation de différentes techniguEaslsgiques dans le cadre du diagnostic
de laleishmaniose viscérale va étre mené en aolsibn avec leCHU de Nice et deux
partenaires du Maghreb tnistitut Pasteur de Tunis (Pr Karim Aoun) et Pr Badre Lmimouni
(Hopital Militaire d'Instruction Mohammed V, Rabat, Maroc) et I'lHU méditerrané (Dr
Coralie L'Ollivier). Pour cela, environ 110 sérunssus de patients ayant une LV confirmée
seront inclus dans I'étude ainsi que 140 sérumeitss provenants de patients n'ayant pas de LV,
ceci afin d’obtenir une spécificité et une sengibille 95% avec une précision de 4%.

8.1.6.4. Projets de recherche du CNR-LA de Cayenne

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

Les sujets de recherche dans lesquels est imgligeggétement ou non le CNR-LA sont :

» L’étude decorrélation in vivo/in vitro dans le cadre de collaboration entre le LHUPM et
les services cliniques dont le Centre Médical Wtenées (CMIA), le service de
dermatologie et les CDPS. Il s’agit de décriredspects cliniques particuliers ou non en
rapport ou non avec la circulation des différerdesches dé.eishmania Ce travail de
fond contribue a la surveillance épidémiologique.

» 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). Cesled 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).

» Evaluation du diagnostic moléculaire de leishmaniascutanée et cutanéo-muqueuse
sur écouvillons Ce travail est en cours de réalisation coordopag le service de
Dermatologie et le LHUPM.

* Epidémiologie des leishmanioses aeishmania lainsoni et L. naiffi et typage
moléculaire. Ce travail est en cours de réalisation en colkmn avec le CHU de Nice
(équipe du Pr Marty) et le CNR a Montpellier.

» Depuis 2017, le CNR-LA a contribué avec I'InstiRdsteur de Cayenne et le Laboratoire
de Parasitologie de la Pitie-Salpétriere (Pr. FARROUX) au développement d’une
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banque de données didentification des phlébotomes de Guyane francaesa partir
du MALDI-TOF . L’exploitation des données et la valorisationcddravail dans le cadre
d’'une these de Sciences est en cours.

* Etude de lasensibilité des souches déeishmania (i) aux composés issus de la
pharmacopée traditionnelle ou des extraits d’huidssentielles (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. brazilienyis_'objectif avec Cayenne sera d'évaluer la pehaeg des
Leishmania RNA virus chelz. guyanensigt déterminer leur diversité génétique. Il s'agit
d'un projet dont le promoteur & 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 espéeces 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.

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. liscgzeront le cas échéant a I'élaboration de
mesures de lutte contre la maladie. lls jouerontrdie de conseil aupres des organismes
administratifs décentralisés (ARS) et aupres defepsionnels.

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

Le conseil thérapeutiquetéléphonique sera poursuivi. En effet, la compéexiu sujet
cantonne le savoir-faire thérapeutique a de rapxialistes. Par ailleurs, sauf situation
exceptionnelle, aucune des formes cliniques ndegqle décision urgente.

Au niveau du LA-CNR, le service de Dermatologie du CHAR est le servédérent de la
prise en charge de la leishmaniose cutanée. Lesomars référentes par rapport au conseil
thérapeutique sont le Pr Pierre Couppié et le Dn&o Blaizot (Chef de Clinique Assistant).

8.2.2. Information

La veille d'information (Internet, bibliographie) doit étre améliorée ICNR, par des
données actualisées sur I'évolution de la malaals ¢tes zones d'endémie leishmanienne dans le
monde avecmise a jour annuelle descommandations aux voyageurgpublication dans le
BEH). Le point sera également fait de facon régulierenme actuellement & propos des
leishmanioses importées, d'apres le systeme deikance du CNR.

Il nous semble intéressant aussi de développer poigiqgue d’information et de
sensibilisation pour les personnes se rendant aghidh durant la saison de transmission de

Leishmania majorafin de limiter l'incidence des cas de leishmaeiasitanée importées du
Maghreb (cf. Alerte 2010).

Le site Internet du CNR-L et du CRB-Leish fera I'objet d'amélionas.
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La version anglaise des deux sites est encocemstiruction; elle sera mise en place
en 2019 de fagon a permettre l'accés a une awdietarnationale.

Des pages spécifiques au CNR-LA seront rédigeesses en forme par le LA pour
étre mises en ligne sur le site du CNR a Montpellie qui lui assurerait une meilleure
visibilité.

Une réunion scientifique du typddurnée du CNR-L" est envisagée en 2019 ou 2020.

8.2.3. Formation

Le CNR-L continuera d'accueillir desagiairesfrancais et étrangers pour leur formation
en matiére d'épidémiologie des leishmanioses, agndstic moléculaire, d'isolement et de culture
in vitro, de typage de souches, et de cryocongervat stockage.

AuL-A de Cayenne une sensibilisation est faite aupres de pofessionnel de santé
amené a exercer en zones isolées en Centres de santé (CDPS) : formation sujaureée au
Service de Dermatologie pour la confection dedifr@t biopsies, connaissance du protocole de
confection en vigueur.

Le L-A souhaite poursuivre I'accueil de stags (niveau Licence) au sein du laboratoire
pour la réalisation de la RFLP-PCR, de la cultdeelidentification par MALDI-TOF.

8.3. Contribution a la surveillance des leishmanioses humaine S

8.3.1. En France métropolitaine (Montpellier)

Le Laboratoire Coordonnateur & Montpellier contnaug assurer leecensement des cas
de leishmanioses diagnostiqués sur le territoire nw@politain, gu’ils soient autochtones ou
importés. Le Laboratoire-Associé "Guyart®' Cayennecentralisera les déclarations de cas pour
la Guyane Francaise qui continueront a étre trasesrau Laboratoire Coordonnateur.

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 I'année écoulée.

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

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

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

Les difficultés a résoudre sont connues et demdnden

- Motivation des acteurs et bonne mise en applicaties instructions fournies aux
personnels soignants des Postes et Centres de 8esteél'objectif de réduire les
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difficultés comme celles liées durn overélevé du personnel, & une orientation et une
sensibilité plus "diagnostic individuel” que "saptéblique".

- Connaissance et prise en compte d’événementseaxtesource 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 suéeslpar cet organisme. Le LHUPM est
déja en relation avec cette CIRE, site Guyane / AR$ane, pour la transmission des
données de paludisme du CH de Cayenne.

Les regles de recueil des données et les modditésansmission au CNR a Montpellier se
feront selon les mémes régles gu’actuellement.

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 ctatgut en milieu médical. Pour ce faire, nous
avons généralise la réalisation systématique d'nimé&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)tdebniques de PCR sont réalisées a partir de la
biopsie elle-méme (culture négative, contaminéaauréalisée).

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

* Chez 'homme :

La leishmaniose viscérale n'est pas endémique eraii@ucontrairement a d’'autres pays de la
région (Brésil, Venezuela). Son implantation potirédre favorisée par la forte prévalence de
l'infection a VIH en Guyane et par I'importance desgrants en provenance du Brésil. Cela
impose une surveillance du fait des mouvementsatdges (homme et animaux). La recherche
sera systématique par PCR en temps réel en cagsgeien clinique, associée a la sérologie
classique, avec des indications élargies cheajesssmmunodéprimeés.

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

8.4. Contribution a I'alerte

Le Laboratoire Coordonnateur, aidé en cela paradbotatoire-Associé, centralisera et
signalera a l'Institut de Veille sanitaire tout deénent anormal concernant 'augmentation du
nombre de cas, I'existence de cas groupés, ou wakfication éventuelle des formes cliniques,
en France métropolitaine, dans les DROM ou a Higea

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.
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Les informations concernant des événements de nm&tuge survenant dans des pays
étrangers, en particulier dans les pays européerisophes ou au Maghreb, seront également
signalées a la DGS et au RNSP.
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Annexe 1 : Missions & organisation du CNR

1.1 Missions du CNR et de ses éventuels laboratoires associés

Le Centre National de Référence des Leishmanid3&&{L) a été créé en mars 1998 (arrété du
17 mars 1998). Il a été renouvelé en avril 20025 pa janvier 2006 et janvier 2011. Depuis sa
création, il développe les différentes missionsdrtips aux CNR : expertise, surveillance, alerte
et conseil.

Dans ce cadre, il effectue depuis sa création :

- 'expertise en matiére de diagnostic et d'idésdtfon de souches pour de nombreux laboratoires
sur le territoire national, et plus rarement denshisensibilité des souches deishmania

- la collecte et la conservation de souches@shmaniaet leur identification (par protéomique
ou biologie moléculaire),

- le conseil et la formation dans le domaine ddecpathologie, en particulier en matiere de
diagnostic et de thérapeutique (conseil thérapeati§léphonique), en collaboration avec le Pr P.
Buffet du Centre d'Infectiologie Necker-Pasteur.

- la surveillance des différentes formes de leishioges humaines, avec un registre des cas
autochtones et importés en France métropolitaiimsj gu'en Guyane francaise, avec l'aide du
Laboratoire-Associé (L-A) de Cayenne, et une pigdiion importante du Service de Santé des
Armées.

- I'alerte en cas de phénomeénes anormaux obsenvé&suas des activités de surveillance.

Le CNR-Laboratoire-Associé de Cayenne (Laborato@darasitologie-Mycologie, C.H. Andrée
Rosemon, Pr Magalie Demar) remplit effectivemeat®mes missions sur le territoire guyanais.

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

1.2 Organisation du CNR et de ses éventuels laboratoires associés

Fournir une description détaillée de I'équipe en renseignant notamment les items suivants :

- Equipe : personnels dévolus dans les activités du CNR et laboratoires associés
- Fonction, ETP, qualification, statut, organisme payeur

1.2.1. Organisation générale du CNR

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-Universitaidee Parasitologie Mycologie
(LHUPM) du Centre Hospitalier de Cayenne (CHAR)té #éclus dans le CNR comme le
Laboratoire Associé (L-A) de Cayenngavec le Service de Dermatologie comme composante
clinique (Pr. Pierre Couppi€). 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 Cayenuee longue expérience de recherche en
matiere de diagnostic et d'épidémiologie des le@tioses sud-américaines : niveau d’endémie,
facteurs d’exposition, facteurs de risque d’origgm¥ironnementale et selon les particularités des
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souches parasitaires incriminées. Il est égaleneampétent en matiére de culture, de
cryoconservation et de typage de souches de Lersbm&nfin, il est en relation avec un réseau
de Centres de santé lui permettant une vue completegne 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 différents membres du CNR, le & P. Couppié€, du fait de son expertise de
longue date sur les leishmanioses. Dans ce quin@liesiest le Pr Magalie Demar qui coordonne
ce L.-A. En effet, le LHUPM est de fait au centre k& plupart des activités concernant le
diagnostic et le typage nécessaires a la survedlae la leishmaniose en Guyane. Il draine les
échantillons du réseau de Centres de santé évoqigssus. Le Pr P. Couppié, désigné comme
co-responsable du L-A apportera le support de stimité clinique et thérapeutique, et de plus
menera une activité de prévention aupres des pignsa

Structuration du CNR des Leishmanioses

Centre de
Ressources
Biologiques des
Leishmania
Montpellier

Direction :
Pr. Patrick Bastien

Laboratoire

Associé du CHG
de Cayenne

Pr Magalie Demar

Centre coordonnateur
CHU/Université de
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 ELler e uny Necker-Pasteur Pharmacie) Pr Gilles M. Mohamed
Pr. Renaund Piarroux Pr Pierre Buffet Pr Jérome Depaquit oaoieai LT
- _/

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

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

(i) le Pr Pierre Buffet (auparavant AP-HP Pitiéidriere, 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.

(i) le_Laboratoire de Parasitologie-Mycologie da Pitié-Salpétriere (Pr Renaud
Piarroux) pour ses études sur I'épidémiologie ®tclimiorésistances desishmania infantugn
ainsi que sur le typage par spectrométrie de masse.

Par ailleurs, le CNR souhaite reprendre et dépelomles collaborations avec déss
structures expertes en santé animalegn vue d'une meilleure concertation des systémes de
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surveillance et de contrdle des leishmanioses masat animales (surtout canine sur le territoire
métropolitain) :

(i) le Dr Mohamed Kasbari, inspecteur vétérinainesanté publique, qui travaille depuis
plusieurs années sur les leishmanioses animalagceinment nommé en Martinique, devrait
continuer a travailler sur les leishmanioses, I ne soit plus rattaché a 'ANSES;

(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 parasitairestjgleénent JE 2533, du Laboratoire de
Parasitologie de la Faculté de Pharmacie de Rétmg (Depaquit).

Ces trois équipes présentent une expertise comptéaires la premiére concernant
I'épidémiologie et la surveillance de la leishmagriganine, la seconde concernant le contrble de
la maladie, a la fois sur le plan vaccinal et suplan de la lutte médicamenteuse, et la troisieme
sur les aspects vectoriels (Phlébotome), qui coecexutant la leishmaniose humaine que
'endémie canine.

1.2.2. Département de Parasitologie-Mycologie du CH U de Montpellier

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\atde fonctionnement du CNR-L, sont listés dans
le tableau ci-dessous.

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

Un organigramme spécifigue au Laboratoire Coordtsutadu 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?Sg[}f?j&fﬁtgggigﬁ?ﬂ\)’e

Bastien Patrick Médecin (PU-PH) 0,10 CHU-Univ. (50%-50%)

Lachaud Laurence Médecin (PU-PH) 0,10 CHU-Univ. (50%-50%)

Ravel Christophe Médecin (MCU-PH) 0,20 CHU-Univ. (50%-50%)
Balard Yves Assistant-Ingénieur 0,20 Univ. Montpellier
Lami Patrick Technicien 0,50 Univ. Montpellier
Douzou Sylvie Technicien 0,10 CHU Montpellier
Talignani Loic Technicien 0,10 Univ. Montpellier
Lami Joelle Secrétaire 0,05 CHU Montpellier

L'implication de ces personnels dans le CNR-L repmée1,4 ETP: 0,7 ETP pour le
personnel médico-scientifique (incluant un ingénigfiormaticien),0,7 ETP pour le personnel
technique et 0,05 ETP pour le secrétariat. Plruad, le Pr Jean-Pierre Dedet et le Dr Francine
Pratlong, tous deux émérites de la Faculté, coatind'apporter ponctuellement leur expertise au
CNR.

63



ORGANIGRAMME FONCTIONNEL
du DEPARTEMENT DE PARASITOLOGIE-MYCOLOGIE, CHU de M ONTPELLIER

-

Secrétariat Médical

Pr P. Bastien
Coordonnateur de Département
PU-PH

Mme J. LAMI

Cadre de Santé

Qualité

Mme V. PEPIN

Mme S. CARLES

Dr C. RAVEL (RQA) : MCU-PH

~

Pré-Analytique

1TL + 1 Secrétaire

PARAS

M.L. LOI
MICHEL

\_

ITAIRE ET FONGIQUE

Dr N. BOURGEOIS : PH
PrL. LACHAUD : PU-PH
Dr M. LEVEQUE: A.H.U.
Mme S. ALBABA : Praticien-Attaché

(6 vacations)

3 Technicien(ne)s (2 ETP):

/DIAGNOSTIC IMMUNOLOGIQUE?f DIAGNOSTIC

MORPHOLOGIQUE
PARASITAIRE ET FONGIQUE

Dr P. RISPAIL : MCU-PH
Dr N. BOURGEOIS : PH
Mme E. VARLET : MCU-PH
Pr P. BASTIEN : PU-PH

4 Technicien(ne)s (2,5 ETP): F.

Y DIAGNOSTIC

MOLECULAIRE

Dr C. RAVEL : MCU-PH

DrY. STERKERS : MCU-PH
Mme E. VARLET : MCU-PH

3 Technicien(ne)s (2,5 ETP):

~

RY, P. GASQ, F. MICHEL, A. CHAPUIS, B. S. bDOUZOUu, B.
S\SANICHANH, C. THOMAS }\SANICHANH, G. SERREs/

(" CNR des Leishmanioses )

Pr P. BASTIEN : PU-PH

PrL. LACHAUD : PU-PH

Dr C. RAVEL : MCU-PH

2 Techniciens universitaires + 1 Ass-Ing. universit  aire + 1 Technicien(ne) CHU (0,75
\ETP) : P. LAMI, L. TALIGNANI, S. DOUZOU y
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Organigramme du Laboratoire Coordonnateur du Centre National de Référence

des Leishmanioses

CNR Leishmanioses
Resp. Pr. Patrick Bastien
Resp. adjoint Pr.Laurence Lachaud

A

EXPERTISE SURVEILLANCE ALERTE CONSEIL
Dr C. Ravel / Pr L. Lachaud Pr L. Lachaud Pr L. Lachaud Pr L. Lachaud
Pr P. Bastien Pr P. Bastien
Dr C. Rave
—_——
I Typage souches I ——— |
e Dr C.Ravel val. techniques g . —
Pr L. Lachaud I diagnostic / typage InfDorrén z;t;(\)lzlllfporr[n fgghgud Eval. chimio -
I Dr C. Ravel / S. Douzou ' ' resistances
_—— = — — J / P. Lami Pr L. Lachaud
—_
Moléculaire Protéomique 1

I Dr C.Ravel Pr L. Lachaud I
_ﬁW&j_J@__
__Lf_l r___L_ﬁ
Culture in vitro Informatique, bases I
I Pr L. Lachaud i : de données
P. Lami
Y. Balard
- —
Cryoconservation I Démarche Qualité I
des souches I A. Dhenaut
I Pr L. Lachaud / P.Lami I L L. Talignani I
_ e — i
I Ressources
(souches, ADN...) I
I Pr L. Lachaud / Dr C. Ravel
L. Talignani / P. Lami I
’ —_— —— —y —— — — — —
- =~ ~
7 Centre de Ressources
Biologiques \
\ Norme S 96- 900 )
\ Dir. : Pr P. Bastien 7/
~ -
~ -

- - -
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1.2.3. Laboratoire-Associé de Cayenne

Les personnels scientifiques et techniques du LHUWRIMCentre Hospitalier de Cayenne
(CHAR) et de la Faculté de Médecine (Universitéilleg Guyane) qui, pour partie de leur temps,
sont impliqués dans les activités Leishmaniosetaphque Laboratoire Associé au CNR, sont

listés dans le tableau ci-dessous. Leur implicatiemms 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
. I - . Centre Hospitalier Andrée
Blandine Leblanc Adjoint administratif 0,2 Rosemon (CHAR)
Technicien de laboratoire - Centre Hospitalier Andrée
Technicien 0,3

(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 personneltditjige (0,8 ETP), (i) 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 AegiGuyane.

Les schémas suivants illustrent I'organisation &s@NR-L.
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Organigrammes du Laboratoire Associé au
CNR des Leishmanioses (Cayenne)

LA CNR Leishmanioses . CNR Leishmanioses
Responsable : T —
Pr PIERRE DEMAR Magalie Département de Parasitologie-
(PU-PH) Mycologie, CHU Montpellier

Pr BASTIEN Patrick

e . ( Responsable Adjoint
Secretariat L Pr Pierre Couppie

LEBLANC Blandine (PU PH)

(LHUPM) \

I 1 1 Equipes
Unité clinique Unité parasitologique Unité épidémiologique B
Service de Dermatologie Laboratoire HU de Parasitologie- CH, Santé Publique-Epidémiologie
- CHAR Mycologie (LHUPM) — CHAR CIE 802 Inserm CDPS, CHAR
Pr Pierre COUPPIE Pr PIERRE DEMAR Magalie Pr NACHER Matthieu cHoG
CMIA
(PU-PH) (PU-PH) (PU-PH) EpaT EA 3503, UG

Services vétérinaires
Institut Pasteur de Guyane (IPG)

1 ARS, CIRE
Dr Romain BLAIZOT (CCA) Technicienne de laboratoire SIMON Stéphane
Dr SAINTE-MARIE Dominique (PH) LHUPM (Ingénieur de recherche)
Pr PIERRE DEMAR Magalie (PU-PH)
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Organigramme fon

ctionnel

LA-CNR Leishmanioses

Responsable : Pr Pierre Demar Magalie
Responsable adjoint : Pr Couppie Pierre

EXPERTISE SURVEILLANCE ALERTE CONSEIL
Stéphane Simon _’l Pr Pierre Demar Magalie - Pr Pierre Demar Magalie Pr Pierre Demar Magalie
Pr Pierre Demar Magalie Pr Pierre Couppié Pr Pierre Couppié Pr Pierre Couppié
I |
v v ¥ ¥
Typage souches Eval. tec hniques diagnostic / Information / formation Eval. chimio -
Stéphane Simon typage Pr Pierre Demar Magalie resistances
Pr L. Lachaud Stéphane Simon Stéphane Simon Pr L. Lachaud
EPaT, UG
|_,__T_________T________:I____T_________T________I _l
1 7z - I 7 .
I Moléculaire : Protéomique ! I R ———
1! Stéphane Simon  »  Stéphane Simon | ~ r Info rmatique, bases
i Ginouves Marine | de données I
1 [}
. I I Pr Pierre Demar Magalie
1 I I. Pr Pierre Couppié I
I ;  Culture in vitro I | A
1 Stéphane Simon | I CRB, CHAR, [ Démarche Qualité
I | Dr Blanchet Denis | CIC-EC Stéphane Simon I
e | Pr Pierre Demar Magalie
-------- . ™ i | |
Cryoconservation essources —
I 5 5
: des souches I I Biologiques I CRB, CHAR r
| Stéphane Simon (Sogches, ADN)
| Dr Blanchet Denis 1 _J I Stéphane Simon
I |
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1.3 Locaux et équipements (CNR et laboratoires associés)

1.3.1. 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 étagesd, ldooonstruction a été entierement prise en
charge par le CHRU. Dans ces locaux sont installda fois le laboratoire hospitalier de
diagnostic, le Centre National de Référence ldeishmaniaet tout ou partie de 3 équipes de
recherche faisant partie de 'TUMR "MIVEGEC" ("Malad infectieuses et vecteurs : écologie,
génétique, 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 ugellente 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 enceintéirém 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 ;

* un plateau technique réservé a la biologie moléeylgpartagé avec I'équipe de
recherche et I'équipe hospitaliere, occupant envif® m2 ; ces locaux sont en voie
d'accréditation selon la norme ISO 15189 proprelab@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-amplificatioecaas 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 diagnasticutine (sécurisation maximum) et
les activités dites de développement (en particldeactivités du CNR).

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

Les activités 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 deresfée, 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®).
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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), étuwms)trifugeuses, balances, microscopes,
générateurs, cuves d'électrophorese et d'électitfation, systemes de refroidissement des
cuves, sécheur de gels, bains secs, plagues UY5 folnybridation, pH-metres, congélateurs
divers (- 20° et — 80° C).

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

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

1.3.2. Laboratoire Associé de Cayenne

Locaux : Les zones d’activité ou s’exercent les activited AtlCNR-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. braziliensis.

* 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 dadalté de Médecine. Il
comporte un plateau technique réservé a la biolmgiculaire, conforme aux recommandations
classiques pour cette activité avec I'organisagantrois locaux géographiquement séparés : 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,.. méme que ceux indispensables a l'activité : 2
containers de 80 litres d'azote liquide, apparel PCR en temps réel de type Applied,
thermocycleurs conventionnels, automate d'extracti@DN, microscope inversé...
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1.4 Collections de matériel biologique

1.4.1. 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 espéeces comtusslées 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 sesicion seulement échantillonnées de foyers
bien identifiés mais provenant en plus de toustdsurs du cycle épidémiologique de I'espece de
Leishmania en cause, confere une richesse excaptiera cette Collection.

Débutée en 1971, elle s’est régulierement enridbepuis 1998, 100 a 150 nouvelles
souches sont cryoconservées chaque année dankeletiGo (en moyenne).

Toutes les souches sont conservées en azote ligidequipements).

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).

En 2011, a débuté un gros travail collaboratifvee 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 pameth Bizet, Institut Pastedr Ce logiciel a
remplacé ModulBio et a définitivement été adoptéariine en 2014 (cf. plus bas).

La collection est fortement engagée dans une démapualité 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 Réseau 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 cess#gess accord du comité scientifique du
CRB et, le cas échéant, du donneur de la soucheatatogue réduit de 242 souches disponibles
dans la collection est présenté sur le nouveaw Isiternet dédié au CRB_ (https://crb-
leish.edu.umontpellier.fr/fen/accueil/ ). Le choixése fait de mettre au catalogue un seul
échantillon représentatif par espece, pays de congion et hdte d'origine de la souche (insecte

! Demey, S., Begaud, E., Chaibi, N., Gallais , ayrRl-Melchy, E., Clermont, D., Talignani, L., Hgh, 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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vecteur ou mammifére réservoir). Les autres sousbas aussi disponibles a la demande mais
apres avoir contacté le CNR. Les souches distritbada communauté scientifique sont destinées
a des projets scientifiques. Le déstockage deshssuest contrdlé par le logiciel de la Collection
permettant la tracabilité de la sortie des aligsictedées.

Les souches sont envoyées aux personnes qui lésitesol 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@NIR et selon les différents projets en
cours, le L-A de Cayenne a défini ses criteres e ra disposition des souches aupres du CNR
de Montpellier au travers de documents d’autousatit de cession de souches.

- 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, également pougses étre en conformité avec les exigences de la
norme de certification NF S96-900, a réaliser ta lsiternet spécifique pour le CRERishmania
en 2018.11 permet une présentation du CRB et de son orgtaig du catalogue des souches
disponibles pour la communauté scientifique, etlifada mise a disposition des souches grace
aux documents disponibles en ligne. Les pages t iscluent toute linformation sur la
réglementation et les conditions d’expédition dagches.

Le site dédié au CNR est maintenant indépendactlle du CRB mais l'utilisateur peut
passer de l'un a l'autre "en un seul cliK'hoter que le site ne permet pas la notificativsaade en
ligne des cas de leishmaniose par les servicessdalboratoires.

La version anglaise des deux sites est encore estraction; elle est nécessaire pour
permettre l'acces a une audience internationale.

- Collection d’ADN de Leishmania

Depuis 2003, une collection d’ADN a été constitueke renferme des ADN obtenus a
partir de produits pathologiques (environ 2300)aopartir de souches de culture (environ 750).
En 2008, un logiciel de gestion de cette collectagté 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.

- Description de l'infrastructure informatique

-Environnement informatique du CNR de Montpellier

Le CNR-L se place essentiellement dans un envimoené informatique dépendant de
I'Université de Montpellier. Il bénéficie de la sété et de la surveillance de base liées a cet
environnement. Une personne ressource de 'UM aitlemise en place des deux sites cités ci-
dessus et veillera aux futures mises a jour.

Le Laboratoire hospitalier est lui dans un enviement purement C.H.U., comprenant
des regles de sécurité maximales en matiere daatantec I'extérieur. Seule 'activité d'expertise
diagnostic et typage du CNR-L est en interface asatcenvironnement qui gére les analyses
meédicales du Laboratoire par le logiciel DxLab Ja@société MEDASYS, conforme a la fois aux
exigences de l'accréditation 1ISO 15189 et aux recanaations de la CNIL.
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-Application informatique de gestion de la collecon du CNR

En 2013, la Collection a effectué le basculemerg uae nouvelle application de gestion
des souches appelée BRC-LIMS. Ce projet initid'pestitut 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 piésibil

Elle s'articule essentiellement autour d'une basgotinées sécurisée utilisant le SGBD
Posgresql et fonctionnant sur un serveur d'apmicavec un systeme 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. Cattermunication utilisant des clients légers
(ordinateurs de faible puissance) et aucune apiolicapécifique 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 I'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 weanide sécurité important et une tragabilité
totale du maniement des souches depuis la réceiipnélevement ou de la culture d’origine,
jusgqu’au cryo-stabilat et a I'extraction d'’ADN, siilgjue dans I'expédition vers les laboratoires
demandeurs.

Cet outil integre aussi un module de gestion deskstde la collection, nous permettant
de connaitre la quantité et la position de chatjgaate 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 déesdoimternes au CNR afin d'en simplifier les
traitements statistiques.

L'ensemble de ces fonctions réunies au sein d'@meemnapplication 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'infaqogadu 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.

1.4.2. L-A de Guyane (CH de Cayenne)

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.

Il possede également une collection importante dAd2 Leishmaniasolées 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.
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A signaler la demande de création d'un Centre dss®eces Biologiques au Centre
Hospitalier de Cayenne par le CIC-EC /Inserm (ps&ev de faisabilité par Mme Di Donato en
mars 2016, montage de dossier et demande de fim@amten cours), ce centre étant disposé dans
les locaux du laboratoire et étant prévu de fomctgs 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 devnatiticoer a ameéliorer les conditions de stockage
et de gestion de la collection de souches exigantd HUPM.

Le LHUPM / LA-CNR bénéficie de la sécurité et destaveillance de base liées a
I'environnement hospitalier avec des régles deré#écen matiére d’acces aux données et
d’identitovigilance. Les examens de diagnosticldeshmanioses sont gérés par le logiciel
HEXALIS.

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

1.5 Démarche qualité du laboratoire

Rappeler ici I'organisation mise en place par le CNR en termes de démarche qualité du laboratoire (GBEA,
participation a un contréle qualité externe, accréditation, certification, ...).

Les techniques du CNR étant spécifiquement accréditées a échéance de I'année N doivent étre mentionnées
dans l'annexe 2.

1.5.1. 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 wfi@structure et une logistique internes au
CHU de Montpellier. Certaines activités comme lagdiostic moléculaire sont méme partie
intégrante de l'activité¢ du CHU. LBépartement de Parasitologie-Mycologie du Cldé
Montpellier est engagé dans la démarche Qualitéssaire a I'accréditation des laboratoires de
biologie médicale (certification ISO 15189). Chopghe Ravel (membre du CNR-L) est d'ailleurs
RQA dans ce cadre. Plusieurs audits ont accompagpéocessus depuis 2014. Le Laboratoire a
accrédité lediagnostic moléculaire de la Leishmanioseen 2017 (visite du COFRAC en
novembre 2016, et notification officielle en julll@017) et la sérologie Toxoplasmose, la
recherche d'antigenes aspergillaires et la rechatelpaludisme en 2018. La visite de suivi par le
COFRAC a lieu du 8 au 11 avril 2019.

Le dossier déposé en 2019 comprend I'ensembleMgdalogie.

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 CRReishmaniaa
rejoint le Centre de Ressources Biologiques du @eWontpellier, bénéficiant ainsi de la
dynamique a I'ceuvre dans ce domaine dans I'enselml@&B et surtout de l'aide de Andreia
Dhenaut, responsable Qualité du CRB du CHU. Lolgmani, RQA pour la Collection de
Leishmania, avance dans ce travail accompagné qdrefa Dhenaut, Ingénieur Qualité pour le
CRB du CHU; cependant, en 2017, son affectationgbi@rdans une autre structure a
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notablement freiné la démarche Qualité.dépdt de dossier de certification de la Calbecte
souches deeishmaniaa été reporté en raison de ce ralentissement.

A ce jour :

La tracabilité des processus de réception, suekpédition des souches, est totale,
aujourd’'hui assurée grace au logiciel BRC-LimsgBggiement 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 2014.

La réglementation en vigueur sur les transportswgeres infectieuses est appliquée tant
pour les souches envoyées au CNR-L que pour eeifgsdiees par le CNR-L. L'envoi des
souches au CNR-L a été codifié en 2006, avec nspateur agréé sélectionné par le CNR-L qui
prend en charge les frais de transport.

Les bases du Systeme de Management de la Qual@)(8nt été renforcées :

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

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

* Homogénéisation des procédures de gestion desardarmités et des axes
d’améliorations avec ceux déja existants au nivkeGRB du CHU,

» Convention avec le service informatique permettiagsurer la sauvegarde des
données, la maintenance des logiciels et de |$tfuature,

» Identification et validation des méthodes critiques

» Veérification de la qualité des renseignements esiréssources biologiques
(cohérence, justesse) saisis dans la base de dopa€epport au stock réel et aux
fiches de renseignements papier des déposants,

» Création 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 satisfacti@nts.

1.5.2. 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 aupresdtsigns de Guyane Francaise.

L’ensemble des examens réalisés au L-A devra répank 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 dmidmnts 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 notansuetgs CNR (Maladie de Chagas et
leishmaniose)
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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 graaegauiel 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 : Capacités techniques du CNR

Rappeler ici les informations suivantes (pour la plupart déja disponibles dans votre dossier de candidature) en les
mettant si nécessaire & jour :

2.1 Liste des techniques de référence

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 mobirell typage et identification, stockage et
distribution de souches, et évaluation de la chéemsibilité du parasite.

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

L'identification des Leishmania est actuellement réalisée dans notre laboratore e
premiere intention par MALDI-TOF, et si nécessadre seconde intention par des techniques
moléculaires basées sur le séquencage d’'un oepfasgenes uniques. Ces genes sont intégrés a
un schéma MLST (Multi Locus Sequence Typing) dégupéosur 7 loci indépendants. En raison
de sa rapidité et de son codt, l'identification [#&LDI-TOF a aujourd'hui remplacé en routine la
biologie moléculaire.

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 oudephniques 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). La projet déidadion 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 Leishmaniasolées 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).

2.1.2. 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 santplification par PCR de I'ADN du
kinétoplaste (ADN mitochondrial hautement répétdaeétection par sonde TagMan. La
sensibilité obtenue est tres élevée, autour dedljQivalents-génome par mL de sang. La
quantification de la charge parasitaire dans g g@mur les leishmanioses viscérales a été mise au
point et fonctionne en routine.
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La méthode a été accréditée par le COFRAC en 204ife(du COFRAC en novembre 2016, et
notification officielle en juillet 2017).

- 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 diagnostiectlisur 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.

2.1.3. Identification moléculaire

Au Laboratoire coordonnateur, I'identification moléculaire est réalisée depiins1998
sur tout préléevement provenant de leishmaniosesiégtaires ou viscérales et positif en PCR
diagnostique. Elle est basée sur le séquencagdfélents loci correspondant a des séquences
codantes en copie unique intégrées dans un sché&8a.Mctuellement, des données sur 7 loci
génomiques ont été obtenues sur environ 400 sodehesérence, représentant 'ensemble des
espéces du genteishmaniaUn important travail d’analyse bioinformatiquété réalisé : il a
mis en évidence une grande robustesse de cettecapppour I'identification spécifique et une
trés bonne cohérence avec les techniques d'idgttdin isoenzymatique. L'identification
moléculaire est appliquée essentiellement aux déitbas biologiques de patients, ce qui permet
un typage méme en cas de culture négative ou cordarpar des éléments fongiques ou
bactériens. Elle est également nécessaire posolehes cultivees quand le MALDI-TOF
mangue de finesse en matiere de typage.

Par contre, toutes les souches recues ou décoageléea priori typées en MALDI-TOF.

- Le LHUPM de Cayennea également développé depuis 2006 une technique
d'identification moléculaire par PCR-RFLP (HgallepRI) spécifique pour le diagnostic
d’espéce dekeishmaniadu Nouveau Monde. Cette technique peut étre g&aligpartir des
cultures et, le cas échéant, directement & partiiapsies de Iésions cutanéek'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,saetje osseuse) et aussi sur les biopsies en
culture n‘ayant pas poussé (en cas de négativide aontamination).

2 El Baidouri F, Diancourt L, Berry V, Chevenet Faffong F, Marty P, Ravel C. Genetic structure and
evolution of the_eishmaniagenus in Africa and Eurasia: what does MLSA tslIRLoS Negl Trop Dis2013 ;
7(6): €2255.

% Simon S, Veron V, Carme Beishmaniaspecies identification by PCR-RFLP analysis aadfiplications in
French GuianaDiag. Microbiol. Infect. Dis2010
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Les contrbles de qualité des identifications réakschaque année montrent une parfaite
correspondance avec les résultats obtenus au ltalvereoordonnateur du CNR (Montpellier).

2.1.4. Identification par protéomique

Une nouvelle approche de typage Heshmaniabasée sur I'analyse de spectres de
masse obtenus par la technique de MALDI-TOF (Matssisted laser desorption/ionization-Time
of flight) a été mise au point en paralléle dansxdéentres collaborateurs du CNR, Marseille (Pr
R. Piarroux) et Pitie-Salpétriére (Pr P. Buffet)oafiaboration avec le CNR. Toutes deux ont
donné lieu & publicatioh.

Le niveau de résolution obtenu par cette méthaderdlfication est excellent jusqu'au niveau de
I'espece. Le CNR, toujours avec la collaboratioRdeaud Piarroux, a travaillé & une nouvelle
base de données de spectres (MSI2) avec un ndgeetiame, disponibles en ligne.

Elle est devenue la technique de routine du typ@gesouches desishmaniarecues ou
décongelées au CNRL.

2.1.5. Identification biochimique (iso-enzymatique)

L'analyse isoenzymatique des souches, robustelmaige et d'interprétation subjective,
a été quasiment abandonnée. Elle peut encored@irsée aujourd’hui grace au maintien des
compétences de Patrick Lami (technicien universifat de Francine Pratlong (émérite). Elle se
fait par électrophorese en gel épais d’amidonsatili 15 systemes enzymatiques selon Rioux et
coll., Ann. Parasitol. hum. Comp., 1990, 65 : 1151

Elle reste une technique de référence en épidégmoties leishmanioses mais est de plus
en plus rarement demandée, par des équipes fraagaisailleurs dans le monde.

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

2.1.6. Autres techniques de typage utilisées

- Typage par microsatellites :

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

- Typage par électrophorese en champ pulsé (PFGE) :

Les caryotypes moléculaires des Leishmania (obtpaudPFGE) présentent un extréme
polymorphisme. Cette caractéristique permet d'emgas une différenciation entre souches
génétiquement tres proches. Cette méthode, migmiati dans le Laboratoire depuis 1989, est
utilisée a des fins d'identification depuis 200lle 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 eGiin. Infect. Dis 2009.

2.1.7. Evaluation de la sensibilité aux anti-infectieux

R. Identification of Leishmania at the species levith matrix-assisted laser desorption ionizatimne-of-flight
mass spectrometrZlin Microbiol Infect 2014; 20(6):551-557.

by mass spectrometri)LoS Negl Trop Dis2014; 8(6):e284.1
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Des techniques d'étude de la résistance des sodetesshmania infantunaux drogues
anti-leishmaniennes de premiere ligne que sordriémoniés, 'amphotéricine B et la miltéfosine
ont été mises en place au Département en 2007ietsissystemes d’étude in vitro sont
disponibles au CNR-L: modéle promastigote /mili@xenique, modéle amastigote /milieu
axénigue et modele amastigote /macrophage THPltekesde chimiosensibilité du parasite sont
réalisés de facon ponctuelle au CNR, en génémbdamande de cliniciens, qui restent cependant
exceptionnelles.

2.2 Liste des techniques recommandées par le CNR

1) Diagnostic

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

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

Par contre, il ne peut pas recommander a I'heungelée de méthode d'amplification
(cibles, amorces...) en raison du manque d'étudestiues comparatives.

2) Typage

Le typage est la encore aujourd'hui prioritairemexaiéculaire. Ce typage est trés peu
répandu et réserve a des centres experts.

La méthode de référence de typage moléculaire eestiditiLocus Sequence Typing
(MLST) développée par le CNR, avec amplificatiohséguencage de 7 génes (El Baidouri et al.
PLoS NTD 2013). Une étude comparative multicentiguropéenne plus récente a comparé
plusieurs méthodes de typage moléculaire (Van deveka et al, EuroSurv. 2016) et a adopté
cette méthode comme le gold standard; toutefdis,aetonclu & une bonne efficacité du typage
par séquencage du gene hsp70 .

Les autres méthodes publiées ne sont pas recomesmandé

Au cours des 2 derniéres années, le CNR a mis i, poec le centre collaborateur de
Marseille, la méthode de typage par MALDI-TOF pdwwishmania (cf. 8 6.1.3). Le nombre
important de souches typées a ce jour a permishiiétune base de données ("banque de
spectres") fiable qui est disponible via une appian Internet (MSI1 puis MSI2) et accessible
apres obtention de login et mot de passe auprésetiunaster. En 2017, seuls quatre centres
avaient la possibilité de se connecter. En Mar®204pplication est en acces libre pour toute la
communauté scientifique, aprés demande de codexzedaau Pr Renaud Piarroux. Elle est
devenue la technique de routine du typage des ssuigheishmaniaecues au CNRL.

3) Sensibilité aux anti-infectieux

Il est tres difficile pour le CNR de recommandereuméthode pour les tests de
chimiosensibilité, d'une part en raison de la gadets demandes, d'autre part du fait qu'il n'existe
pas a I'heure actuelle de méthode standardiséplusledes contradictions ont été observées entre
les difféerentes méthodes utilisées dans la litkéeat
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