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Summary: Epidemiological and parasitological data for sporadic cutaneous leishmaniasis in northern Tunisia.

This study refers to 23 patients presenting with the sporadic forms of cutaneous leishmaniasis
encountered in northern most humid parts of Tunisia. Culture inoculation for parasitic isolation was
processed using two media: the classical NNN and a rabbit serum based medium (SLC). Cultures
were positive in 17 cases with SLC medium and 13 cases with NNN medium. Eight isolates were
typed using 15 isoenzymes systems. Six isolates were identified as Leishmania infantum MON-24
which confirms the crucial role of this zymodeme in causing this form of cutaneous leishmaniasis.
The other two isolates were identified as Leishmania infantum MON-1, which is the principal agent
of visceral leishmaniasis in the Mediterranean area.

Résumé :

Vingt-trois prélevements provenant de sujets atteints de leishmaniose cutanée sporadique du nord
tunisien (LCS) ont été mis en culture sur le classique milieu NNN et le milieu sérum de lapin coagulé
(SLC). Dix-sept cultures s’étaient révélées positives avec le milieu SLC contre seulement 13 avec le
milieu NNN. Huit parmi les 17 isolats de leishmanies obtenus ont été typés par une méthode utili

sant 15 systemes iso-enzymatiques. Six souches ont été identifiées comme étant Leishmania infan-
tum MON-24, confirmant le r6le prédominant de ce zymodéme dans la genese de la LCS. Les deux
autres souches ont été identifiées comme étant Leishmania infantum MON-1, agent classique de la
leishmaniose viscérale dans le bassin méditerranéen.
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Introduction

La leishmaniose cutanée sévit en Tunisie sous trois formes
noso-géographiques distinctes (4). La leishmaniose cuta-
née zoonotique (LCZ), de loin la plus fréquente, est endémo-
épidémique dans le centre et le sud pays (4). Elle est
provoquée par Leishmania (L.) major et son réservoir prin-
cipal est Psammomys obesus ou rat des sables (5, 6). La leish-
maniose cutanée chronique (LCC) causée par L. killicki
évolue en micro-foyers au sud-est du pays (8, 22). Enfin, la
leishmaniose cutanée sporadique du nord (LCS), causée par
L. infantum, sévit dans le nord du pays ou sa distribution
géographique se confond avec celle de la leishmaniose vis-
cérale infantile (2, 7).

Bien qu’environ 30 cas de LCS soient répertoriés chaque
année, un seul isolat parasitologique provenant de telles Iésions
a été typé et identifié comme étant L. infantum zymodéme
MON-24 (12). Le typage iso-enzymatique d’isolats supplé-
mentaires revét donc une importance particuliere. 1l contri-
buerait a une meilleure connaissance du cycle épidémiologique
de cette forme qui reste a ce jour hypothétique.
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Matériel et méthodes

N otre travail est une étude prospective réalisée durant les
années 1996, 1997 et 1998 au laboratoire de parasitolo-
gie de I’Institut Pasteur de Tunis.

Population étudiée

Vingt-trois sujets ont été inclus dans I’étude. lls présentaient
tous une leishmaniose cutanée confirmée par la mise en évi-
dence de leishmanies a I’examen direct des frottis dermiques.
Dix-sept ont consulté dans le service de dermatologie de I’'h6-
pital de la Rabta a Tunis et six nous ont été adressés par des
médecins de libre pratique de la région de Tunis. Tous les
patients étaient originaires du nord tunisien qu’ils n’ont pas
quitté au moins pendant les deux années précédant I’appari-
tion de leurs Iésions cutanées.

Culture des leishmanies

Les prélévements dermiques de tous les patients ont été inoculés,
chacun sur un tube NNIN (Novy-NicoLLE-MAc NEAL) et un
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tube de sérum de lapin coagulé (SLC). Ces milieux ont  Figure 1.

été préparés selon les recommandations de NicoLLE
pour le milieu NNN et BELKAID pour le milieu SLC
(3,9, 18). Aprés ensemencement, les tubes ont été incu-
bés a 22° C. Les repiquages ont été effectués tous les
trois jours pour les milieux a base de SLC et tous les six
jours pour les milieux NNN. Les cultures ont été aban-
données au bout du quatriéme repiquage négatif.

Typage iso-enzymatique

Le typage iso-enzymatique a été effectué a I’Institut
Pasteur d’Alger selon la méthode préconisée par
Rioux et coll (23). Quinze systémes enzymatiques
ont été étudiés: malate deshydrogénase (MDH,
EC1.1.1.37), enzyme malique (ME, EC1.1.1.40), iso-
citrate deshydrogénase (IDH, EC1.1.1.42), 6-phos-
phogluconate deshydrogénase (6 PGD, EC1.1.1.44),
glucose-6-phosphate deshydrogénase (G6PD,
EC1.1.1.49), glutamate deshydrogénase (GLUD,
EC1.4.1.3), NADH diaphorase (DIA, EC1.6.2.2),
purine nucléoside phosphorilase (NP1, EC2.4.2.1. et
NP2, EC2.4.2.), glutamate oxalocétate transaminase
(GOT1 et GOT2, EC2.6.1.1), phosphoglucomutase
(PGM, EC5.4.2.2), fumarate hydratase (FH,
EC4.2.1.2), mannose phosphate isomérase (MPI,
EC5.3.1.8), glucose phosphate isomérase (GPI,
EC5.3.1.9).

L’identification a été faite par rapport a des souches de
référence du complexe L. infantum dont
MHOM/FR/78/LEM75 (zymodéme MON-1),
MHOM/DZ/82/LIPA59 (zymodéme MON-24),
MHOM/DZ/83/LEM425 (zymodeme MON-80) et
MHOM/FR/84/LEM 528 (zymodéme MON-34).

Résultats
Données épidémiologiques

Parmi les 23 patients étudiés, 12 étaient de sexe masculin et 11
de sexe féminin (SR = 1,09). L’age a varié de 7 mois a 49 ans
avec une moyenne de 20,2 ans (ET + 10,2). La répartition des
cas selon I'origine géographique montre une distribution clair-
semée dans tout le nord tunisien (figure 1). Une concentration
de trois cas a été, cependant, notée dans la petite localité de
“Pont de Bizerte” (figure 1).

Tous les patients sauf un présentaient une lésion unique, loca-
lisée dans 21 cas sur 23 (91 %) au visage. Un patient avait une
lésion de I'avant-bras. Enfin, la derniére patiente, agée de 7
mois, avait de multiples Iésions du visage apparues trés tot, des
I’age de 4 mois.

Isolement parasitaire

Dix-sept parmi les 23 cultures étaient positives avec le milieu SLC,
soit une sensibilité de ce milieu de 74 % (ES = 9,15 %b). Par contre,
seules 13 cultures s’étaient révélées positives avec le milieu NNN,
ce qui donne une sensibilité de 56,5 % (ES = 10,33 %). Toutes les

Tableau I.
Résultats des cultures.
Result of cultures.
SLC (+) SLC (-) total
NNN (+) 13 0 13
NNN (-) 4 6 10
total 17 6 23
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Répartition géographique des cas de leishmaniose cutanée sporadique.
Geographical distribution of cases of sporadic cutaneous leishmaniasis.
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cultures positives avec le milieu NNN Iétaient aussi avec le milieu
SLC, alors que 6 cultures sont restées négatives avec les deux
milieux (tableau I).

Typage iso-enzymatique

Le typage iso-ensymatique de 8 des 17 souches isolées a révélé
qu’elles appartiennent toutes au complexe L. infantum ; 6
sont des zymodémes L. infantum MON-24 et 2 des zymo-
démes L. infantum MON-1. Lisolat provenant de la Iésion de
I'avant-bras n’a pas été typé. La souche isolée chez la petite fille
avec de multiples lésions du visage a été identifiée comme
étant L. infantum MON-24.

Discussion

epuis la description des premiers cas de LCS dans le nord

tunisien (17, 19) des particularités cliniques propres a
cette forme de leishmaniose cutanée ont été constatées per-
mettant de la distinguer de la LCZ, endémo-épidémique dans
le centre et le sud du pays. Parmi ces particularités, I'unicité des
lésions et leur localisation préférentielle au visage, ont régu-
lierement été rapportées par les différents auteurs (2, 11). Dans
notre série, les boutons ont intéressé le visage et étaient uniques
dans 96 % des cas. Cependant, une observation privilégiée
chez un nourrisson a montré que les lésions pouvaient étre
multiples (sept lésions). Ce tableau s’explique, trés probable-
ment, dans ce cas particulier par un déficit immunitaire congé-
nital ou par I'immaturité du systeme immunitaire de la patiente
dont les Iésions avaient commencé dés I'age de 4 mois. La répé-
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tition des piqQres du méme ou de plusieurs phlébotomes infec-
tés ne peut cependant étre totalement exclue.

Malgré I'association de deux milieux de culture, le classique
milieu NNN et le milieu a base de sérum de lapin coagulé
(SLC), 6 parmi les 23 prélevements ensemencés (26 %) sont
restés négatifs, témoignant de la difficulté d’isolement de I’agent
de LCS (3). Lutilisation systématique du milieu SLC, doté
d’une meilleure sensibilité que le milieu NNN dans I'isole-
ment de L. infantum (3), a permis de disposer de 4 isolats sup-
plémentaires, portant le nombre de cultures positives & 17.
Parmi les 17 cultures positives, 8 isolats ont fait I’objet d’un
typage iso-enzymatique. Jamais autant d’isolats provenant de
cas de LCS du nord tunisien n’avaient été typés. Six souches
correspondaient a L. infantum MON-24, ce qui confirme le
role prédominant de ce zymodéme dans la genese des cas de
LCS en Tunisie. En effet, on ne disposait jusque-la que d’une
seule identification de ce zymodéme dans le nord tunisien et
son incrimination comme agent principal de LCS se basait
sur les données de pays voisins, en particulier I’Algérie dont
le foyer de LCS se continue en Tunisie vers I’est (14). Un
autre zymodeme, L. infantum MON-1, agent classique de
leishmaniose viscérale (10), a été identifié chez deux patients
indemnes par ailleurs de tout signe clinique de leishmaniose
viscérale. 1l s’agit de la premiére description de ce zymodéme
comme agent de leishmaniose cutanée en Tunisie alors qu’il
a déja été incriminé en tant que tel en Algérie, en Italie et en
France (13, 15, 21). Malgré leur appartenance au méme zymo-
déme MON-1, il n’est pas certain que le parasite dermotrope
et celui viscérotrope soient strictement identiques mais des
différences plus fines n’ont pu étre mises en évidence par le sys-
teme de typage iso-enzymatique utilisé.

Les deux zymodemes, L. infantum MON-24 et L. infantum
MON-1, ont une répartition clairsemée dans le nord tuni-
sien et ne semblent pas se distribuer en foyers géographiques
distincts. En effet, dans les deux localités, Boussalem et Sid-
joumi, ou L. infantum MON-1 a été identifié, L. infantum
MON 24 a été aussi isolé (figure 1). L. infantum MON-80,
rapporté dans le nord tunisien au cours d’un cas de leishma-
niose viscérale et isolé en Algérie chez 4 patients atteints de
LCS (1, 15), n’a pas été mis en évidence dans notre série.

Le réservoir de L. infantum MON-24 reste a ce jour inconnu.
La présence de foyers mixtes de LV et de LCS pourrait suggé-
rer que le chien, réservoir confirme de L. infantum MON-1 (20),
serait aussi celui de L. infantum MON-24.Cependant, mal-
gré le nombre élevé d’isolements de souches canines dans les
différents foyers méditerranéens de LCS, jamais ce dernier
zymodéme n’a été identifié chez cet animal. Le vecteur de la
maladie reste aussi hypothétique en Tunisie. Phlebotomus
perfiliewi, dont la présence a été confirmée dans les foyers de
LCS, peut étre suspecté car il a été trouvé infecté par L. infan -
tum MON-24 dans des foyers limitrophes, particuliérement
en Algérie (16).

Conclusion

Leishmania infantum MON-24 se confirme comme I’agent
causal principal mis non exclusif de la LCS en Tunisie. 1l a
été identifié chez six patients alors que L. infantum MON-1 a
été identifié chez deux autres patients. Par ailleurs, le milieu
SLC semble plus sensible que le milieu NNN dans I'isole-
ment de L. infantum MON- 24. Son utilisation systématique
en culture, non seulement chez I’homme mais également chez
le phlébotome et le chien, permettrait de disposer de données
supplémentaires qui aideraient a comprendre le cycle épidé-
miologique et par conséquent & mieux contrdler la LCS.
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