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A PROPOS D’UN MILIEU SIMPLE
POUR I’ISOLEMENT ET LA CULTURE DES LEISHMANIES

Par M. BELKAID (1) (2), Z. HARRAT (1), B. HAMRIOUI (1), M. THELLIER (2),
A. DATRY (2) & M. DANIS (2) (3)

A simple medium for isolation and culture of leishmania (short report).

Summary: The authors report the results that they obtained with a medium in which it is easy to isolate and cultivate leish-

mania.

Le diagnostic de certitude des leishmanioses reste
encore la mise en évidence du parasite (2 1’examen
direct ou apres culture). Il est malheureusement assez
fréquent de ne pas pouvoir déceler le parasite dés
I’examen direct. Dans ces cas, la culture sur milieux
approprié€s prend toute sa valeur. Actuellement, le
milieu classique est celui de Novy-MacNeal-Nicolle
(NNN) : milieu simple et souvent suffisant pour le dia-
gnostic. Malheureusement sa composition, sa prépara-
tion et sa conservation font qu’il n’est pas toujours dis-
ponible dans les zones d’endémie leishmanienne
souffrant souvent d’une faible infrastructure sanitaire.
Enfin, on assiste actuellement & un profond boulever-
sement des données épidémiologiques concernant les
diverses formes de leishmanioses nécessitant 1’identi-
fication iso-enzymatique des parasites responsables
apres mise en culture. Or, le manque de milieux dans
les zones les plus exposées fait que le diagnostic est
souvent porté cliniquement, privant ainsi les services
de santé de données intéressantes.

C’est pour essayer de pallier ces insuffisances que
nous avons pensé simplifier le milieu classique de
culture et le mettre ainsi a la disposition des labora-
toires démunis, malheureusement fréquents en zone
d’endémie leishmanienne.
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MATERIEL ET METHODE

Milieu. — 11 est constitué uniquement de sérum de
lapin. Le sang de lapin est recueilli stérilement par
ponction cardiaque dans un récipient contenant
250 000 unités de pénicilline G. On laisse décanter
une nuit a la température ambiante. Le sérum est
ensuite réparti dans des tubes a vis stériles a raison de
3 ml par tube. Les tubes sont mis, inclinés, dans une
casserole d’eau. Apres chauffage de quelques minutes,
le sérum se coagule. Les tubes sont mis 2 refroidir puis
stockés a + 4° C; ils sont alors préts a I’emploi. Au
moment de I’ensemencement, ajouter quelques gouttes
d’eau physiologique 2 9 pour 1 000 stérile. Le milieu
peut se conserver jusqu’a trois mois. Le milieu NNN
utilisé en comparaison emploie du sang total de lapin.

Prélévements. — Notre étude prospective a porté sur
152 cas de leishmanioses cutanées en Algérie com-
portant 97 cas de leishmaniose cutanée « du nord »
(LCN) a L. infantum variant et 55 cas de leishmaniose
cutanée « du sud » (LCS) a L. major.

Méthode. — Tous les prélevements ont subi :

— un examen direct a la recherche de leishmanies
(EXD);

— un ensemencement sur milieu NNN ;

— un ensemencement sur milieu sérum de lapin
(SLP).

Les tests statistiques pratiqués sont le x2, séries appa-
riées (Xavier MENGUAL (2)).



BULLETIN DE LA SOCIETE DE PATHOLOGIE EXOTIQUE 277

RESULTATS (cf. tableau I)

Tab. 1. — Nombre de cas de malades dépistés
en fonction des techniques.

Leishmanioses EXD NNN SLP
LCN + LCS (n=152) 126 87 101
LCN (n=97) 87 47 64
LCS (n=55) 39 40 37
Nombre de cas dépistés par les tests. — 1L.’examen

direct reste le meilleur moyen pour diagnostiquer les
leishmanioses cutanées (126 cas). Malgré un plus grand
nombre de cas dépistés, il n’y a pas de différence signi-
ficative entre le SLP (101 cas) et le NNN (87 cas).

Comparaison des tests lors des cas de LCN. — Si I’on
compare les résultats des tests pris deux a deux dans le
cadre du diagnostic des 97 cas de leishmaniose cutanée
du nord, I’examen direct (87 cas) et le sérum de lapin
(64 cas) sont plus performants que le NNN (47 cas),
avec une différence toujours significative.

Comparaison des tests lors des cas de LCS. — Dans
notre étude portant sur 55 cas de leishmaniose cutanée
du sud, il n’y a pas de différence significative entre
I’examen direct (39 cas), le NNN (40 cas) et le SLP
(37 cas).

Comparaison des tests positifs isolément. — Globale-
ment, sur les 152 cas de leishmaniose, 1’examen direct
(30 cas ) et le SLP (31 cas) sont plus souvent positifs
isolément, et ce de maniere significative, que le NNN
(15 cas). Pour les 97 cas de LCN, I’examen direct
(23 cas) et le SLP (31 cas) sont également plus souvent
positifs isolément, et ce toujours de maniére significa-
tive, que le NNN (7 cas). Il faut noter qu’il n’y a pas de
différence significative entre I’examen direct et le SLP.

COMMENTAIRES

Avant de tester notre milieu sur les prélevements
provenant de malades, nous 1’avons utilisé sur des
souches prélevées sur des souris BALB/c infestées
expérimentalement avec des promastigotes de L. major
et de L. infantum. La culture sur sérum de lapin se
positivait des les premiers jours, tandis que les repi-
quages pratiqués tous les sept jours permettaient la
survie des leishmanies pendant plusieurs mois sans
altérer leur virulence (des souris ont pu étre infestées
avec production de lésions a partir de ces cultures).
De méme, nous avons pu obtenir, par des repiquages
hebdomadaires, un bon entretien, pendant plusieurs
mois, des souches de L. infantum responsables de leish-
manioses viscérales.

De cette étude préliminaire, il ressort que :

— la mise en évidence et la croissance des leishma-
nies sont plus précoces et plus abondantes sur le sérum

de lapin coagulé que sur le milieu NNN, que ce soit
pour les souches cutanées a L. major ou pour les
souches viscérales a L. infantum et les souches cuta-
nées a L. infantum variant (pour ces dernieres, le NNN
n’a souvent permis qu’une « pousse » faible, voire
nulle);

— I’examen direct reste fiable, mais malheureuse-
ment, il ne permet pas 1’étude iso-enzymatique des
souches ;

— les leishmanioses cutanées du nord sont mieux
dépistées par I’examen direct et par le milieu avec
sérum de lapin;

— les trois tests se valent pour le dépistage des leish-
manioses cutanées du sud.

BERREBI avait déja utilisé le sérum de lapin comme
composant du milieu NNN (1), mais a la différence du
présent travail, I’auteur maintenait la gélose dans la
composition du milieu et n’obtenait pas un bon entre-
tien des souches.

Parallelement a ce travail, nous avons entrepris une
étude comparative de culture en masse avec le milieu
coeur — cerveau — sang pour la production d’anti-
genes avec les souches a croissance lente (L. infantum
MON 24). Les premiers résultats obtenus avec le sérum
de lapin sont trés encourageants.

Enfin, il faut souligner que le milieu sérum de lapin
peut également étre lyophilisé et repris dans 3 ml d’eau
physiologique, ce qui facilite 1’approvisionnement des
laboratoires les plus reculés.

CONCLUSIONS

Les leishmanioses sévissent souvent dans des régions
ayant des difficultés de production et d’approvisionne-
ment en milieux classiques pour leur diagnostic. Ces
contraintes nous ont poussés a mettre a la disposition
des laboratoires de ces régions un milieu simple et de
longue conservation.

Le milieu a base de sérum coagulé de lapin semble
répondre a ces exigences.
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