L

|
-]

N
y
T

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECH ERCHE
SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE IBN KHALDOUN DE TIARET
INSTITUT DES SCIENCES VETERINAIRES
DEPARTEMENT DE SANTE ANIMALE

PROJET DE FIN D'ETUDES EN VUE DE L'OBTENTION DU DIP LOME DE
DOCTEUR VETERINAIRE

SOUS LE THEME

DIAGNOSTIC DE LEISHMANIOSE
CANINE

PRESENTE PAR ENCADRE PAR:

Mr . OUISSI Sofiane Dr . AMMAM Abdelkder

ANNEE
UNIVERSITAIRE
20132012

Vv
h



o $I 0o $IN oo SN o H
#1) #‘) #‘) #‘) #‘) #‘) H

o)

Au nom de dieu le clément et le misédisux qui par fii
sa grace nous avons réaliser ce modeste travail. {Z**
Nous remercions nos parents qui sontolag avec (ﬁ
nous et derriére toutes les réussites dans no&e vi {t*}
Nous remercions trés vivement notre piteomo (ﬁ
DrAMMAM ABDEL EL KADER d’avoir accepter de dlrlge{ﬁ
ce travail ainsi que pour son disponibilité et soﬁ?
encouragement pour nous. {(%
Nous remercions tous les enseignantsigus ont suivi ("?

: S : e
durant notre cursus, car ils ont contribué a nosrations et @;

enrichi notre savoir. @;
Nos remerciements vont également a tausx @ui @;
participent a I'élaboration de ce travail. «i};
(ﬁ;
(ﬁ;

iy

goriey

O O O N N N N O N AN AN ANANANL



TABLE DESMATIERES

R BN I C MBI S . . .ot e e e e e e e e e e e e e
DICACES . .. e e e e

Tables des matiéres
Table d'illustration :
Tableaux, figures

Chapitre 1 LEISHMANIOSE CANINE

1 Epidémiologie et pathogénie........cocevvviviiiiiiiiiiii i,
2. 01410 (0] 1=
2.1. AGUBS . .. e e e e e e e e
2.2. (O o1 0] 1o 8= P
2.2.1. SYMPLOMES GENEIAUX. .. ... e e temmees et e eaeete et eeeaeaen et e e ee e e eneees
2.2.2. Symptomes Cutan€O-MUAQUEUX.........cemmemreereeeneaneaneannannns
2.2.3. SYMPLOMES VISCEIAUX ... euuaenetieeieieiaeeae e aeieane e aenens
3. LSIONS .. ettt e et et e e e

3.1. Macroscopiques

3.2. Microscopiques

4. Etude de I'agent étiologique........coeeveviiiiniie i e
4.1. [ 111 0] o [ 1= P
4.2. Cycle de vie et morphologie..........cccviiiiiiiii i e e
5. RESEIVOIN..... et e e e e e
5.1. VBCEBUL. .. e e e e e e e e e

5.2. TrANSIMISSION ... et e e e e e e e e e,

Chapitre 2 METHODESDE DIAGNOSTIC

1. Arguments d’orentation.........cc..euiie i s e e
1.1 Origine geographigUEe.........cuvieiueeinee v e e ea e e aenaeas
1.2 Arguments CliNIQUES... .. .. e
2. Arguments de SUSPICIONS ... ..vuiet et cteaeate et v e e e e e e e eaeeaeeens
2.1 Modifications hématologiques............oeeeeiiiiiiiie e ennnn.
2.2 Modifications bioChimIqQUES............coevvieeiiiii e e
3. Arguments immunolOgIQUES. ..........ou it it ee e eae e aenans

3.1 Immunofluorescence INdireCte........ovvveeoeee e

3.2 Elisa

3.3 Test d'agglutination direCt............cooveiiiiiiiiiii e
3.4 Test d'agglutination direCt............cooviiiiiiiiii e

Tk Yo 15 Te3 (0] o VAP



3.5 Hémagglutination .............ccoiii i e e e an 2D
3.6 Fixation du complément............ccoooiiii e a0 2D
3.7 Le Dot Blot et Western Blot..........o.oov i e, 25
4. Argument ParasitOlOgIQUES. .. ... .. oueu ettt e e e e e e e aeeen 26
Chapitre 3 PCR
1 Biologie moléculaire ...........ccoevieiie it e e B
2 Description de latechnique...........ccoooov i 22, 30
21 HISTONQUE ... e e e e e a2 30
2.2 Principe de la PCR.....oc i e e e 13
2.3 TechniqQUE PCR ... e e e e e e 32
CONCLUSION. ...t s s e e e a0 40
BIBLIOGRAPHIE. ... i i e a4



TABLEAU D'ILLUSTRATION

A FIGURES:

Figure 01:
Figure 02:
Figure 03:
Figure 04 :
Figure 05:

Figure 06:
Figure 07:
Figure 08:
Figure 09:
Figure 10:
Figure 11:

Figure 12:

répartition de la leishmaniose cutanée dansoed® 2009...................cocevviviieennen. 10
Furfur leishmanien chez un cocker Spaniel (PBotbHubert)..............ccoooii i, 11
lésion oculaire de 1a 1eiSNMANIOSE. .. .......oiii i e e e e 12
Furfur leishmanien céphalique chez un BeagleHhert)............ccccoviiiii i, 13

Ulcéres sur la face dorsale des doigts et setlenme du membre antérieur chez un Schnauzer

géant leishmanien (Photo B. HUDEI)........ooiiie e e e s s e e e e e e e n e 13
Chien leishmanien atteint d’'une gale sarcoptigiieto E. Bensignor).............c.ccovvveenne.. 13
Forme promastigote SChEMAtISEE..........c.viriieie i e e e e e 14
La forme promastigote deishmania...........c..ooii i 14
La forme amastigote de leishmahia...............ccoooi i e e 16
Schéma morphologique d'un phlébotome méle adulte...................coceoiiennen 17
Adulte PhlEDOTOME. .. ... e e e e e a
Cycle parasitaire des [eISNMaNIOSES. ...t e e e 19
répartition géographique dans le bassin medn&EN..............cooeve i e e 22

Figure 13:

B- TABLEAU :

Tableau 01: tableau clinique de la leishmaniose généralehden...................cooiii i, 23

Tableau 02: test de confirmation de leiShmaniose........ ... e 27
Tableau 03 Avantages et Inconvénients des techniques PCHREGW, 2001).......ccccvvvvvveineenninnnnnn. 34



Introduction :

La leishmaniose est une maladie parasitaire duees pmrotozoaires flagellés
appartenant au genre leishmania. Ces derniersiremsimis par piqare d’un insecte vecteur,
le phlébotome.

Les leishmaniose sont retrouvés dans toutes lacaiterrestre mais plus répondues
sur les zones tempérees.

La leishmaniose canine est une parasitose graveciass des lésions cutanéo-
mugueuses et de lésions viscérales.

Le chien joue un réle majeur dans la propagatiocedte maladie puisqu’il constitue
le réservoir principal des agents infectieux, & rarement en tant gu’agent contaminant.

La gravité de la maladie et le réle fondamentathien dans I'’épidémiologie de cette
infection, nécessite le diagnostic expérimentaladeishmaniose.

La parasitémie étant toujours faible lorsqu’il gtades formes asymptomatiques,
bénignes et certaines formes chroniques de leislsgnet plusieurs techniques de
diagnostic sont limitées, d’ou I'importance d'ugér des méthodes fiables, précises et rapides
telle que la PCR qui est une méthode sensible @tifgpue qui nécessite de prélever un
matériel judicieux.

Le but de cette étude est de préciser I'apportad®CR dans le diagnostic des
leishmanioses canines, c’est une technique quiiaraéla qualité du diagnostic avec une

haute sensibilité et précocité.
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Chapitre | : Leishmaniose Canine

La leishmaniose canine est une protozoose infegietiinoculable due a la multiplication, au
sein des cellules du systeme des phagocytes madéesySPM) : Macrophage, d'un flagellé,
Leishmania infantum transmis essentiellement par la piqire de moustigu genre
Phlebotomus La leishmaniose, chez le chien, est une malaui@/oquant une atteinte de
I'état général (abattement, amaigrissement), du $&Mnomégalie, splénomégalie) et de la
peau (ulcéres, squamosis, etc.) ainsi que de nasdsdormes atypiques.

La leishmaniose féline est due au méme parasg&e@gprime sous la forme d’une dermatose
nodulaire et ulcérative intéressant plutot la fatdes pavillons auriculaires, sans atteinte
systématique de I'état général. ( DEREURE et18i98).

|. Epidémiologie et pathogénie :

La leishmaniose canine est une maldidhgportance croissante.
Elle est observable dans de nombreux pays meéditams dans lesquels elle sévit sous forme
endémique.
Fondamentalement, la transmission de leishmaniedaisepar la piqdre infectante de
phlébotomes, tant pour le chien que pour 'lhomnaicun autre arthropode n’a, dans les
conditions naturelles, été impliqué dans la trassmn. Les parasites inoculés sont
phagocytés, se multiplient au sein de la vacualagi@phore, provoquent la lyse de la cellule
et sont ensuite phagocytés par une autre cellida, ld dissémination du parasite au sein de
'organisme.

Le rat du champ constitue un réservoir naturel g du parasite.

Figure 1 : répartition de la leishmaniose cutaregesde monde 2009



Chapitre | : Leishmaniose Canine

Leishmania infantum
Ce protozoaire se présente fondamentalement
sous deux formes :
> la forme promastigote, avec flagelle libre visitigsiforme, est observable chez le
vecteur et en milieu de culture ;
> la forme cryptomastigote (« flagelle caché ») owastigote (« flagelle absent ») est
sphérique
, constituée d’'un noyau volumineux, de couleur attel au May-Grinwald-Giemsa, Cette
forme est observable chez le chien (et chez I'hojmia@s une vacuole parasitophore des
cellules du SPM (ganglion lymphatique, rate, moetisseuse, cellule de Kupffer,

macrophage, histiocyte, etc.).

Remarque : Toutefois, d’autres modalités accessoires sorandirmées : transmission par
transfusion, par accouplement, in utero. Chez I'maret le chien, l'utilisation d’aiguilles
souillées. La contamination humaine par contadotir avec un chien leishmanien n’est pas

démontrée, la présence du vecteur reste indisplengaur la contamination.

Apres inoculation des parasites par le vecteurderson repas sanguin sans la peau,
une réaction inflammatoire se produit, selon lasg®lité du chien, la dissémination de la
maladie est un élément a partir de la peau, un andi sensible, I'infection gagne en
guelques heures les nceuds lymphatiques, la ratepétle osseuse, par contre chez les sujets
résistants, reste au niveau de la peau grace @&thugiion d’interférons qui stoppent la
dissémination (FERRER, 2002).

Cela est du, a un gene dit NRAMP ( Natural RéstgtaAssocieted Macrophage
Protéine) qui code une protéine transporteuse slimpliquée dans la réplication du parasite
dans le phagocyte et l'activation du macrophage,qoe explique, que certains chiens
échappent a la pathologie et d'autres lignées ajgmhnt pas dans une zone endémique
(DENEROLLE, 2003).

Cependant les Iésions et les signes cliniques wessssensibles a la maladie varient
de quelques mois voir des années apreés l'infecliarcours de la maladie, le parasite peut se
retrouver dans différents organe ; ganglion, rateglle osseuse, foie, pancréas, poumon,
yeux, articulations et méme les testicules, ce pméme s’explique par une réaction
granulomateuse contenant un nombre variable d’agoéss (FERRER, 2002).



Chapitre | : Leishmaniose Canine

[I. Symptomes

En général toutes les études ont montré que ltaties par le parasite débute par un
chancre d’inoculation qui se localise le plus saiai niveau de la truffe, du chanfrein ou de
la face interne de l'oreille (ALDER & THRODOR, 183 les lésions peuvent étre uniques
ou multiple (VIDOR et al., 1991) évoluant souvertsla cicatrisation au bout de trois a neuf

mois.

La leishmaniose générale du chien sdfesa cliniquement par une symptomatologie
tres protéiforme, avec une association de |éstatenéo-muqueuses et de Iésions viscérales.

Les formes peuvent étre :

[I.1. Forme aigue:
Tres rare survient chez les chiens jeunes agés alesnide dix huit mois avec

hyperthermie allant a 41°c, tremblements et la reortjuelques jours,
( AUDEBERT F, 2004).

[I.2 Forme chronique :

[1.2.1. Incubation

L'incubation a une durée tres variable, apres giqier des phlébotome infectés de
promastigotes, l'incubation est de I'ordre de 15an@ette incubation correspond a la forme
pré-clinique de la maladie, au cours de laquelte deiens sont de faibles réservoirs de
parasites ; cependant dés cette phase ils ontuolegie positive (DEDET, 2001).

La période patente de la maladie s’exprime pas sigaptdbmes variables et

diversement associées

[1.2.2. symptdmes généraux

- Amaigrissement di a I'asthénie et de faibless@idit est conserveé)
- Amyotrophie remarguée au niveau de la face « Tétwaalix »

- Anémie, leucopénie.

10



Chapitre | : Leishmaniose Canine

[1.2. 3. Symptdmes locaux :

» Symptbme cutanéo-muqueux :

- Dépilation surtout au niveau de la téte s’obsengemtle pourtour des yeux, oreilles,
coudes, queue et voir méme tout le corps.

- Hyperkératoses : se localise sur le chanfreinferobrds des oreilles, coudes, ischions
et jarrets.

- Onychoglyphose : allongement excessif des grifessymptéome a une grande valeur
de diagnostique.

- Plaies ulcéreuses, riches en parasites.

Figure 2 : Furfur leishmanien chez un cocker SpanigPhoto B. Hubert)

» Symptdmes oculaires

- Kératite interstitielle, souvent bilatérale, c’esh Symptédme fréquent mais pas
constant.

- Conjonctivite, uvéite, choriorétinite, et blépharit beaucoup plus rare
(MCLONNELLE et al., 1970).

11



Chapitre | : Leishmaniose Canine

Figure 3 : Iésion oculaire de la leishmaniose

» Symptémes Nerveux
Sont assez caractéristiques de la leishmanioshidn, cependant inconstants :
- Phénomenes moteurs : parésie du train postériatalygie des nerfs périphériques

- Phénomenes sensitifs : hypoesthésie ou au confhaiperesthésie

» Symptémes Viscéraux

Sont caractérisés par une modificationatganes du S.P.M
- les adénopathies en sont la marque la plus caisijée, elles sont quasi constantes
et souvent importantes, facilement détectable.
- Modifications hématologiques : outre 'anémie, dserve une leucopénie générale
avec modification de la formule leucocytaire
- Symptémes hépato-néphriques et parfois des erst@d@imorragiques
Cependant, la mort des individus n'a pas été liéecttment aux signes précédemment
décrits, du fait que certains individus ne présenpas ces symptémes aprés confirmation de
présence d’'un chancre d’inoculation (DUARTE et H86).

[1l. Lésions :

Peuvent étre uniques ou multiples, surviennentsdfaeétivité du phlébotomes (un a six mois

apres).

[lI.1. Lésions macroscopiques :

Les Iésions peuvent étre séveres ou minimes :
» Severe Chines cachectiques, avec ganglions hypertrepliéformés, différents

organes atteints, hypertrophie (rate, foie, rein)

12



Chapitre | : Leishmaniose Canine

» Minimes : Lésion cutané : alopécie sur la tétend@ulure, trains postérieur et les
ailles (FERRER, 2002).

Figure 5 : Ulcéres sur la face dorsale des doigts scleroedéme du membre antérieur chez un Schnauzer
géant leishmanien (Photo B. Hubert)

Figure 6 : Chien leishmanien atteint d’'une gale saoptique (Photo E. Bensignor)

13



Chapitre | : Leishmaniose Canine

[11.2. Lésion microscopiques :

- Réaction inflammatoire granulomatose, hyperplasgeatllules du SPM.

- Lésion d’hyperplasie ganglionnaire, rate et difféseorganes.

- Uvéite et vasculite.

Au niveau cutané les lésions sont variées : foonadie nodules périvésiculaires,

apparition de foyers de nécrose (DEDET, 2001).

IV. Etude de I'agent étiologique :

V.1 Historique :

Les leishmanioses, sont des protozooses causéesinpgrotozoaire du genre
leishmaniail fut découvert en 1903 a I'hopital de Madras PONOVANI.

k)
A

f
1

Figure 7 : Forme promastigote schématisée

En Juillet de la méme année, il fut nommeé Piropfanovani par Laven et Meswil,
depuis plusieurs types de classification se sott&iées et complétés et ce de 1916 a 1987
(RIOUX et al.; 1990).

Régne : Protiste Haeckel, 1866

Sousregne : Protozoa Goldfuss, 1817, Siebold, 1848
Embranchemeni : Sarcomastigophora Horigberg et Balmath, 1963
Sous/Enbranchemer : Mastogiphora Dieshing, 1866

Class¢: Zoomastigophora Calkins, 1909

Ordre : Kinétoplastida Honigberg,1963 Vickerman, 1976
Sous-ordre : Trypanosomastina Kent, 1880

14



Chapitre | : Leishmaniose Canine

Famille : Trypanosomiase Doflein, 1903 Grobben, 1905

Genre : Leishmania Ross, 1903

Dans le domaine des leishmanies, la toxomonie &steosur les caracteres enzymatiques,
'unité biologique est une proteine enzymatique é&dar des genes, et identifiée par
'analyse iso-enzymatique du parasite (Delet JOR9)

1- Complexe phylogénétique L- donovani

2- Complexe phylogénétique L- infantum

3- Complexe phylogénétique L- tropica

4- Complexe phylogénétique L- killicki

5- Complexe phylogénétique L- aethiopica

6- Complexe phylogénétique L- major

7- Complexe phylogénétique L- turanica

8- Complexe phylogénétique L- gerbili

9- Complexe phylogénétique L- larabica

10-Complexe phylogénétique L- mexicana

11-Complexe phylogénétique L- amazonensis

12-Complexe phylogénétique L- enrieti

13-Complexe phylogénétique L- hertig

» Différentes souches de leishmania d’origine carimélgérie ont été mise en
evidence par Harrat.Z et Belkaide.M au niveau desgmorat du grand Alger, de
1990-1997, Cing souches différentedalshmaniaont été identifiées :

1- MCAN/DZ/90/LIPA 250

2- MCAN/DZ/96/LIPA 463

3- MCAN/DZ/97/LIPA 731

4- MCAN/DZ/97/LIPA 732

5- MCAN/DZ/97/LIPA 733

Ces souches, s’apparentent a leishmania infantyimydeme Mon-1 (HARRAT Z et
BELKAID M., 2002).

15



Chapitre | : Leishmaniose Canine

IV.2. Cycle de vie et morphologie :

Le cycle du parasiteeishmaniaest dimorphique c'est-a-dire nécessite deux hdtes
phlébotomes (vecteur) et un mammiferes (réservaoir).
Lorsqu’'une femelle phlébotome infectée prend urasepanguin chez un héte mammifére,
elle salive au site de piqgQre et régurgite par Bmm occasion le parasite sous sa forme

promastigote.

Figure 8 : La forme promastigote déshmania

Ce dernier qui est de forme allongé, flagellé éstmobile, sera ingéré par un
phagocyte (surtout monocyte et macrophage) du mgstééticulo-endothélial et se

transforme en amastigote .

-

-
=

i

Figure 9 : La forme amastigote de leishmahia

Devient ovoide de 2,5 a 5 um de diametre aveclftaghis court et non motile, puis
se multiplie par fission binaire dans le phagocgte se lyse, les parasite libre seront
phagocytés par les cellules avoisinantes ou leegsus se poursuit (ALEXANDER et al.,
1999).

16



Chapitre | : Leishmaniose Canine

Lorsque une femelle phlébotome prend un repasugaag site d’'infection, il y aura
aspiration des phagocytes conten@mshmania (DEREURE, 1993) au niveau du tube
digestif de I'anthropode (vecteur).

Les parasites se différencient a nouveau en progotss apres 12 a 18 heures. lls se
divisent activement au stade procyclique,maisort pas infectieux, apres 4 jours apparition
des nectomonades (promostigotes plus allongés #ejmqui s’attachent aux microvillosités
des cellules épithéliales de lintestin médian,poiggrent au 7 éme jour vers la partie
antérieure de l'intestin jusqu'a ce qu’ils atteighda valve du stomodaeum ou ils se
transforment en heptomonades (plus petits et @usndies) et en promostigotes
métacyclique,(plus mince avec un long flagellerés motiles) qui migrent vers I'oesophage
et le pharynx d'ou la forme infestent lors de regasguin sur mammiféere (SACK &
KAMHAWI. ,2001).

V. Réservoir:

Les leishmanioses sévissent dans les foyers eridéas) en fonction de I'hote, ils
sont qualifies d’anthroponoses ou des zoonosesn(sglie I'humain soit I'h6te direct ou
I'héte accidentel du vecteur), certains vecteur$ ame attirance toute particuliere pour
’lhomme.

Ce pendant la majorité ont plutét tendance a iefedtautres mammiféres selon
'habitat (RIOUX et LANOTTE, &993) les réservoirggsents dans le nhouveau monde sont
les paresseux, les rongeurs, les primates et lagveb-souris (PINTO et al.,2001) dans
'ancien monde ,ce sont surtout les petits rongdoraridae) et les chiens (THOMAZ-
SOCCOL et al.; 1993)

VI. Vecteur:

Figure 10 : Schéma morphologique d'un phlébotome adulte

17



Chapitre | : Leishmaniose Canine

Se sont des petits insectes dit dipteres néemawderela famille des psycodidae et la
sous famille de phlébotominae de 2 mm de long,oddecr pale jaunatre, avec de gros yeux
noirs, des ailes lancéolées, frangées de longs frelevés au repos), ayant I'aspect d'un petit
moustique velu (DEDET, 1999). Seules les femelteg fématophages, et les males quant a
eux se nourrissent de végeéetaux et de jus sucre6EEEN et DEPAQUIT J, 1999). Plus
actives la nuit au printemps et a l'automne, agadsurtout les zones globus (chaufrein,
oreilles).

Ce qui explique que les chiens a poils longs n¢ gas particulierement protégés, ils
ne survivent que dans des zones ou l'altitudem&sieures a 8otmetres, milieu chauet
humide avec moins de vent, se trouvent dans &sxate rochers,murets de jardins et surtout
a proximité de points d’eau des quartiers voidiegjuelque centaines de metres peuvent étre
les uns atteints et les autres indemnes, selofegoi@pope est favorable ou non a l'insecte
(KILLICK-KENDRICK,2002

Figure 11 : Adulte phlébotome

Les principales especes des phlébotonasws de la leishmaniose en Algérie
(HARRAT Z et BELKAID M, 2003)

18



Chapitre | : Leishmaniose Canine

Phlébotomus

7\

Ph.longicuspus Ph. pérniciosug Ph.perfiliewi Ph. papatasi

| |

L.Cutanée

—» L.Viscéral

De nombreuses especes de phlébotomes ne sonvéptiices de la leishmaniose
(LARVIERE et al ; 1987).

VII. Transmission :
La transmission a été suspecté pour la premieseefoil 905 et soumis expérimentalement par

Sergent, Parrot, Donation et Begnet en 1921 (ABENN. E., 1972).

L’homme peut étre infecter lors d’'un repas sanguiécédent,sur un hote porteur de
leishmaniose, des transfusion sanguine, ou pamlgmrtle seringues infectées chez les
toxicomanes (KILLICK-KENDRIK, 2002).
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Figure 12 : Cycle parasitaire des leishmanioses
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Chapitre | : Leishmaniose Canine

En plus, la transmission directe est presque iniplesdu faite que les leishmanies ne
résiste pas dans le milieu extérieur (DENEROLLE)30
Il existe trois mécanismes de transraispiar le phlébotome infecté :
- La régurgitation de parasites infectieux (promaxdtg métacycliques) qui détruisent
la paroi digestive l'insecte
- Dépbt de prostigotes métacycliques sur la pealagasmpe lors de repas sanguins
- inoculation de promostigotes métacycliques a pdes# glandes salivaires
Ce pendant les deux dernieres hypothedas,mécanisme de transmission se
contredisent du fait que les parasites n’envahisksnpiéces buccales que trés longtemps
apres le repas sanguins (KILLICK-KENDRIK., 2002).
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Chapitre 1l : Méthodes de Diagnostic

I. Argument d’orientation:
I.1. Origine géographique:

La leishmaniose canine requis une répartition ggagggue intéressant toutes Iés
régions du globe et particulierement le bassin teédinéen.

Figure 13 répartition géographique dans le bassin méditeerané

L'Algérie compte parmi les pays les plus exposétsconcernée par trois formes
cliniques sévissant a I'état endémique : leishmemnigascérale (LV), la leishmaniose cutanée
sporadique du Nord (LCS) et la leishmaniose cutanéeotique (BACHI ;2001).

La présence des chiens, en région d’endémie deitter le diagnostic en faveur de la
leishmaniose (MONTIER B, 1976).

[.2. Arguments cliniques:

Fréquemment, les chiens atteints de leishmaniolgst@mania infantum présentent
une altération de I'état général, une poly adérnopaet une insuffisance rénale, les
symptémes cutanés sont également tres fréquentdsset manifestent par des lésions
kératoséborrheiques des ulcérés et des noduld§@QBELLE, 2003).

Des manifestations oculaires peuvent étre assoca@es lésions précédentes
(FRANCOIS et al ; 1982).
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Tableau 01 : tableau clinique de la leishmaniosegde du chien (GUETTA F, 2000)

Organes touchés Principaux symptémes observées
Comportement, état général - Modification du caractére
- Abattement
- Amaigrissement important
Organes de S.P.M - Hypertrophie des ganglions lymphatiques
- Anémie

- Trouble de coagulation
- Splénomegalie.

Rein - Insuffisance rénale

- Syndrome néphrétique.
Yeux - Conjonctivite

- Uveéite.
Appareil digestif - Vomissements

- Diarrhée, méléna.
Systeme neuro-téo-musculaire - Parésie, paraplégie

- Arthrite

- Atrophie musculaire.
Appareil respiratoire - Toux

- Eternuements.

[I. Arguments de suspicion:

[I.1. Modification hématologique :

Marquer par une modification de la vitesse de sédtation elle augmente

régulierement avant I'apparition des premiers sym@s cliniques.

Une anémie et une leucopénie dans environ 37%ades c

Une formule leucocytaire modifiée avec tendancenadrsion par 'augmentation des
lymphocytes et diminution des polunucléaires.

Une protidémie souvent élevée et modification dguilibre protidique du sérum avec
hyperglobulinémie.

Ces variations peuvent étres mises en évidencdifférentes réactions sérologiques.

[1.2. Modification biochimique :

Tout chien leishmanien est un insuffisant rénalepoél. L'élévation du taux de
créatinine est tardive par rapport au taux d'ucggephénomene serait lié a la fonte
musculaire.

L’augmentation des transaminases, de la bilirubiee des lipides totaux
principalement due a I'élévation des triglycérig#sdu cholestérol, peuvent orienter

vers un diagnostic de leishmaniose.
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- Le dosage des proteines sériques révele une hgp&rpgrmie lors de leishmaniose,
qui s’explique par l'ogmentation des globulines miée a une diminution de
lalbuminémie. L’éléctrophorese des proteines perndé&ffiner I'approche de

I'hyperprotéinémie.

[Il. Arguments immunologiques :

Les tests sérologiques sont les premiers testsfisp@s a réaliser pour confirmer
l'infection. L’interprétation du titre sérique dditre établie en tenant compte de la technique
utilisée, de la date présumée d’infection et désura usuelles du laboratoire.

La sérologie permet de mettre en évidence les apscdirigés contre les antigens
leishmaniens. Les premiers anticorps immunoglokeslirG apparaissent a partir de la
troisieme semaine post-infection (BOURDEAU& GROUDRE ,1998).

Les techniques mises en ceuvre couramment pablestaires sont :

[11.1. Immunofluorescence indirect (I.F.1):

La technigue met en contact un antigéne figuré oéarqa l'isothiocyanate de
fluorescéine avec des sérums a tester (diluéejixddion des anticorps spécifiques sur
'antigene figuré va former le complexe antigendicamps (Ag-Ac) par addition d’anti-
immunoglobuline marquée a l'inthiocyanate de flsoéne.

Cette technique est la plus utilisée dans lesrédbimes, du fait que cette réaction
présente l'avantage d’étre sensible, facile a séglinécessitant peu de matériel, peu de
sérums. Le seuil positivité est de 1/80 a 1/160smea fais pas négliger les délutions inférieur
a 1/80 en joue d’endémie (QUILICI et al,; 1968).

[11.2. Elisa:

Cette technique permet de mettre en évidence deahgi-leishmania, elle utilise un
antigéne soluble mis en contact de dilutions swiees de immunoglobuline marquée par
une enzyme telle que la peroxydase (la plus utiliEg@quantité d’anticorps est déterminée par
la mesure de la densité optique par spectrophot@{&@KONG’O-ODERA et al,; 1993).
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[11.3. Test d’agglutination direct (D.A.T):

Consiste a mettre en contact de sérums diluée dgscformes promastigotes de
leishmania trypsinées et colorées au bleu d’Evans. La réagiasitive se traduit par un tapis
d’agglutination (MEREDITH S et al,; 1995).

[11.4. Test d’agglutination au latex :

C’est la mise en contact de sérum a dépister agedilles de latex sensibilisées par
'antigene leishmanien et I'agglutination tradlatpositivité de la réponse (DERREURE et
al. ,1998)

[11.5. Hemagglutination :

Consiste a détecter les anticorps dirigés consramdigenes des globules rouges. Elles
mets en contact des dilutions de sérums et desilglwlyouges sensibilisés par I'antigene
leishmanien, et la formation d’'un sédiment prougenégativité de la réponse mais cette
technique est peu utilisée du fait de son défaudamsibilité et de spécificité (Le FICHOUX
et al,; 1999).

[11.6. La fixation du complément:

C’est la réaction de fixation du complément détéatprésence d’anticorps mettre en
contact le sérum diluée avec I'antigéne leishmampieis I'ajout du complément siil y a
présence d'anticorps ,il y aura formation du com@lémmum (Ac-Ag) qui vont fixés le
complément qui est consommé), ensuite o, ajoutecdbsles indicatrices (érythrocytes)
recouvertes d’anticorps subagglutinant anti-érydies, ces derniers seront lysées s'il reste

du complément ,d’ou la réponse est négative lotgsmt des cellules.

[11.7. Western blot (Immuno empreinte):

Consiste a mettre évidence les anticorps qui setdctée par I'addition du substrat
spécifique de I'enzyme.

Les protéines incubées avec les sérums a testenr@atler le complexe immum par
I'adjonction d’'une anti-immunoglobulines marquékl ghosphatase alcaline (ROLLAND et
al,; 1992).
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V. Arguments parasitologiques:
L’objectif de la recherche est de mettre en évidedaectement le parasite au

microscope apres étalement sue lame du spécimals. IBe examens directs confirment avec
certitude une leishmaniose, car ils sont tous témaés par une spécificité absolue lorsqu’ils
sont bien réalisés (GUETTA F, 2001).

En revanche, leur sensibilité est trés variabldégend directement de la nature du
spécimen examiné. La recherche a partir de sangiest abandonnée, car elle est trop
rarement fructueuse, la parasitémie étant tropeaibire nulle et trop courte (SCOTT et al,;
1991).

On préfere donc une recherche sur ponctions owst@iem’organes ou SPM, tels que
la moelle osseuse, les ganglions lymphatiques edttéa ou a partir de matériel provenant de
Iésions cutanées tels que des biopsies, des calguiss serosites dermiques (BUSSIERAS J
et CHERMETTE R, 1992).

Il existe d’autres examens directs plus sensibtesnme la culture ou les tests
d’inoculation au hamster (CHANG K et HENDRICKS 198b).

En résumé, face a une suspicion daresiose deux types d’examen peuvent étre
effectués, des examens directs et des examenedtl({iT ableau 02).

Cependant que ce soit des criteres épidémiologiqulisiques, biochimiques,
parasitologiques ou méme immunologiques, seuleida Bn évidence du parasite permet de
poser un diagnostic de certitude. La spécificité tdes ces examens est généralement
excellente, c’est leur sensibilité qui differt.

D’ou l'intérét d'utiliser des techniques beaucodpspperformante dont la sensibilité
est tres élevé est faisant appel a un matériebdiiplie bien spécifique du parasite qui est
I" ADN.

Parmis les outils de biologie moléculaire, mis aninp pour le diagnostic des
parasitoses animales, RCR (Polymerase Chain Reactiopsont de loin la plus utilisée ces

dernieres années.
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Tableau 02 :les tests de confirmation de leishnsnio

Examens indirects

Spécimens

Critéres diagnostiques

- Biochimie classique

- Sérum ou plasma

-Urémigr@atinémie augmentées
- Activité des enzymes hépatiqu
augmentée ;

- Hyperprotéinémie.

SN

- Urine

- Protéinurie ;

- Hématurie ;

- Eléctrophorése

- Sérum

Hypergammaglobulinén
gammapathie polyclonale (raremsg
monoclonale) avec parfois ur
augmentation des B2 et bioc By ;

- Hypoalbiminémie

ie:

2Nt

ne

Numération et formule

- Sang EDTA

- Anémie hypo a arégénérative ;

sanguine - Thrombocytopénie ;
- Leucopénie ou leucocytose avec
déviation a gauche de la courbe
d’Armeth ;
- Lymphopénie
- Monocytose
- Sérologie - Sérum ou plasma - Titre en anticerg®rieur a 1/80
par immunofluorescence qu
supérieur a 50 par ELISA (selon |le
laboratoire).
Examens directs Spécimens Diagnostic de certitude
- Examen microscopique-Ponction - Visualisation des leishmanies
apres coloration ganglionnaire (formes amastigotes) ;
-Ponction de moellg¢
osseuse
- Calque cutanés,
sérosités dermiques.
- Histologie - Biopsie ou piéces Lésions caractéristiques |et
d’exérese, intéressanvisualisation des leishmanies
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les organes du SPM

la peau.

e{formes amastigotes).

- PCR (Polymérase Cha

Réaction) sur  mini-tub

EDTA ou frottis sur lame.

n Ponction ganglion
b naire.

-Ponction de moell¢
osseuse.

cutanés

Calques
sérosités dermiques,
-Frottis conjonctivaux
(cytobrosse)
-Biopsies ou piéce
d’exérese cutanées
du SPM

1 - Visualisation de fragments d’AD

ou d’ARN spécifiques de
2 Leishmania sp.
Amplifiés apres migratiof

5electrophorétique.

et
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Chapitre 11l : La PCR

|. ADN leishmanien :

La mise au point d’'un diagnostic basé sur les tigeims de biologie moléculaire
commence par le choix de I’ADN cible.

L’ADN se présente sous la forme d'une molécule dodtlale, composé de
I'enchainement de nucléotides formés d’une bade eEsoxyribose 5° phosphate, reliés entre
eux par des liaisons phosphadiseter.

L’ADN est composé de quatre base : Adénine (A), riva (G), Cytosine (C), et
Thymine (T), s’associent entres elles de facon éémentaire en formant des couples A-T et
G-C par lintermédiaire de deux liaisons entre ATegt trois liaisons entre C et G (liaisons
hydrogénes de faible énergie).

La structure d’ADN fut €lucidée en 1953 par Wats@nick et Wilkins. Chaque brin est
orienté dans le sens 5 (extrémité phosphate) egtrgmité hydroxyle libre), avec une
orientation opposée.

Comme tous les kinétoplastidés, Ilesishmania ont un génome nucléaire et un
génome kinétoplastique, qui ont tous deux des t@ratiques inhabituelles, en particulier
dans les mécanismes de transcription.

Les séquences répétées du génome kinétoplastiqtides cibles privilégiées, du fait
de la présence de molécules d’ADN entrelacéesgenées en réseau : les maxicercles et les
minicercles (SIMPSON, 1987).

Le kinetoplaste contient 10 a 30 maxicercles idgpms, d’'une taille de 20 a 40 kb
selon les espéces et environ 1000 a 10 000 mitese@vec une taille inférieur a 2kb (READ
etal ., 1993).

Chaque minicercle présente une région variablevifem 600 pb (paires de base) et
une région constante d’environ 200 pb, conservéemipdes différentes especes de
leishmanies.de minicercles des différentes espgeésishmania (RODGERS et al., 1990).
Ces séguences conservées représentent les ciddssighour les amorces de la PCR, pouvant

amplifier toutes les classes connues

[I. Description de la technique PCR :

[I.1. Historique :

Cette méthode de biologie moléculaire a été mispaint en 1985 par Kary Mullis,

qui avait obtenu pour ces travaux le prix Nobetkieie en 1993.
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Aujourd’hui ce procédé révolutionnaire couplé &ilisation d’'une ADN polymérase
thermorésistant permet d’obtenir, une amplificatioonsidérable d'un fragment donné
d’ADN.

Cette technique mise au point par K.lliglude I'équipe de H. Erlich (Cetus
corporation) est certainement celle qui a conndéeeloppement le plus spectaculaire et le
plus rapide dans I'histoire de la biologie.

Derriere une tres grande simplicité ddis dans le principe et dans la réalisation se
cachent de nombreux pieges susceptibles d’entdahealeur des résultats obtenus. Son
utilisation impose une organisation particuliers tiboratoires et une grande expérience.

Chaque résultat doit étre analysé avant d'étred@alce principal écueil étant la

contamination par les produits des amplificatiorécpdentes (Kaplan, 1993).

[1.2 Principe de la PCR:

La réaction PCR permet d’amplifign vitro une régionspécifique d'un acide
nucléiqgue (ADN ou ARN), afin de le visualiser erisupar d’autres techniques : migration
électrophorétique apres coloration au bromure digtm ou par dautres méthodes
colorimétriques et luminescentes (GUETTA F, 2001).

Il s’agit d'un outil extrémement performant, puidtpermet I'amplification de
millions de copies d'un fragment d’ADN a partir da trés faible quantité de spécimens
biologiques.

Le principe du diagnostic par PCR est donc de ti&téa présence de parasite dans un

spécimen prélevé via une partie infime de son rnehtgénétique (MCPHERSON, 2000).
[1.3. Les composants de la réactions PCR

Les résultats d'une amplification PCR sont largenfienction du milieu réactionnel et

de la concentration de chacun des composants.

L’ADN doit étre parfaitement extrait arifie, en utilisant des techniques d’extraction
bien adaptées pour chaque prélevement (PHENOL - REMEBDRM, PROTEINASE K,
KITS...). Dans le cas de la leishmaniose, 'ADN kopastique est le plus souvent utilisé
pour une PCR standard.

LaTag polymérase qui est une enzyme extraite d’une bagctéivant dans des
sources chaudes (80-90°C)Thermus aquaticus est necéssaire pour chaque cycle,
permettant le transport des désoxynucléotides dsiphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
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précurseurs des nucléotides, des nucléotides et flration au site de prédilection
(MCPHERSON, 2000).

Le choix des amorces est une étapenmgsrtante lors de la mise au point d’'une PCR
(KAPLAN, 1993), car chaque pair d’amorce est spgad au parasite étudié, plusieurs
criteres doivent étre pris en compte :

 La séquence des amorces ne doit pas permettrerfatfon d’hybride entre les
amorces.
» |l est préférable que la composition en bases émiilibrée (et éviter les longues
répétitions de CG)
* Les Tm des amorces ne doit pas étre trop diffésdhtre de I'autre.
» Les séquences choisies ne doivent pas corresp@ndies séguences génomiques
répétées.
Les amorces choisies pour l'amplificatiole I’ADN kinétoplastique du genre
Leishmania d’aprés une étude faite par Aransay et al., 2000 s
- LKF:5 AAGGTTGGTCTAAAAAACCC 3
- LKR:5 TTTGAACGGAATTTCTG 3
Autres composants de la PCR (Kaplan, 1993
= |a concentration en ions magnésium, la Mg++ eseseaire a la fois
pour stabiliser les nucléotides et pour la réaction
= Le PH doit rester constant et correspond au PHngptde I'enzyme
utilisée, ce qui nécessite I'addition d’'un tampais-HCI.
= DMSO : diméthylsulfoxide, lorsque les séquencesDRAsont riches
en CG, ils se forment des structures secondairegue I'’ADN refroidi
apres sa dénaturation. L'addition du DMSO empédsestructures de

se former.

[I.4. Technique PCR :

» Conditions de réaction :
Les conditions optimales de concentratide durée d’incubation et de température

doivent étre recherchées et respectées pour chéacteon.
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L’ADN contenant le segment a amplifiet elsauffé a une température supérieure a sa
Tm (90-94°C) en présence des composants nécesaskreeplication. Cette température est
maintenue entre 30 secondes et 1 minute
Elle est ensuite abaissée a une valdérieénre a la Tm de I'amorce, afin que les
amorces puissent s’hybrider avec ’ADN dénaturéteCiempérature est comprise entre 40 et
70°C, elle est maintenue entre 30 secondes et ttenin
On augmente ensuite la température a a#tCde permettre a 'ADN polymérase de
répliquer 'ADN dans des conditions optimales (KARNL 1993).
» Détection des produits d’amplification :
Plusieurs modalités sont utilisables. Classiquemamtréalise une électrophorése en gel
d’agarose des produits de la réaction.
Les produits d’amplification peuvent étre idensfigprés coloration du gel par le bromure
d’éthidium par comparaison avec des marqueurs s paoléculaire.
Le poids moléculaire de I'ADN kinétoptiggie des leishmanies est de 750 a 800 pb
selon les espécésishmania.

[1.5. Avantage et inconvénients :

La PCR est une réaction tres sensible, rapide eumet d’amplifier des séquences
courtes d’ADN, donc de travailler méme a partirrdatériel partiellement dégradé et sans
purification préalable de ’ADN.

L’amplification ne pose pas de problemes pour depisnces de l'ordre de 1 a 1,5
Kilo bases (1Kilobase = 1 000 paires de bases)d@a-de cette taille, 'amplification est plus
délicate et demande des conditions expérimentakeplieres a définir par tatonnements.

L’amplification de séquences de taille supérieur8 Kilobases est impossible en
routine. De nombreux appareils du commerce permettBautomatiser la phase
dénaturation-hybridation-élongation de la PCR, msguainsi une bonne reproductibilité des
résultats.

De grandes précautions de manipulation sont a ctmpeour assurer une bonne
spécificité de la réaction.

Cette spécificité dépend de la stabilité de I'hghtion entre 'amorce et la matrice elle
méme sous l'influence de nombreux facteurs doldrigueur des amorces, la température de
I'étape d’hybridation et la concentration des réachotamment des ions Mg++ nécessaires

au fonctionnement de la Taq polymérase.
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Un excés de MgCI2 entraine I'accumulation de prizddé synthese non spécifiques.
Une concentration insuffisante diminue fortemeneledement de la réaction.

Enfin il faut éviter la présence de séquences d’Abdhtaminant qui seraient
amplifiées de facon non spécifique, et conduiragemte faux résultats positifs (tube dénué
d’ADN-cible révélant une amplification).

Ces contaminations proviennent souvent de proddignplification précédente
(KAPLAN, 1993).

Dans la pratique, ces contaminations peuvent &itées en réalisant I'amplification
et I'analyse des produits d’amplification dans déaboratoires nettement séparés, le matériel
utilisé étant propre a chacun des laboratoires.

Tableau 03 : Avantages et Inconvénients des teakeifCR (GUETTA, 2001)

Avantages Inconvénients

Sensibilité et spécificité excellentes. Faux ptsitiliés aux problemes de

contamination lors du prélévement ou |de

'analyse au laboratoire

Aucun milieu de transport nécessaire. Choix judigidu prélevement en fonction
de la pathogénie des symptbmes et| de

I'’évolution de la maladie

Réalisable en routine Faux négatifs, lies a la gés dans ¢

D

spécimen d’inhibiteurs d’amplification qu
d'une quantité d'acides nucléiques cibles

trop faible.

Diagnostic précoce Plus onéreux que la sérologie

Ne nécessite qu'une trés faible quantitéaboratoire spécialisé

d’acide nucléigue cible dans les spécimens

Réalisable méme sur des parasites morts Persauheique qualité et expérimenté

Indépendante de la réponse immunitaire

Résultat rapide (48h en moyenne)

Suivi thérapeutique
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[ll. Optimisation de la PCR :

Les réactions PCR ne sont pas efficaces a 100% raéboa utilisait des amorces et
des ADN clonés de séquences définies. Habituellefesrconditions de la réaction doivent
étre variées pour améliorer I'efficacité.

Les paramétres habituels a varier incluent la teatpée de l'annelage et la
concentration en Mg 2+. Si elle est trop faibletémpérature de I'annelage favorise le
mésappariement.

La concentration optimale en Mg2+ varie avec chagoevelle séquence mais est
souvent comprise entre 1-4umla spécificité de la réaction peut éteaméliorée en
effectuant une PCR nichée ou au cours d’'un secoudde la PCR un nouvel ensemble
d’amorces est utilisé ; des amorces qui s’annelehintérieur du fragment amplifié par la
premiére paire, donnant ainsi un court produitadeCR.

Si au cours du premier tour de la PCR, certainglipte non spécifiques ont été
produits, provenant de frottis ou un nombre de bandutilisation d'une PCR nichée
assurerait qu'uniqguement le produit désiré estlifilmple ce mélange car elle devrait étre la
seule séquence présente contenant les deux groepées se fixant aux amorces.

La PCR peut étre utilisée pour former des sondeasjudas pour dépister les banques
ou effectuer des expérimentations de buvardagejartaat des nucléotides modifiés ou
radioactifs aux phases finales de la réaction PGRromarquant le produit de PCR génére
(MCPHERSON, 2000).

IV. Limites et principaux problemes rencontrés :

IV.1. Les limites de la PCR :

La premiere limite de la réaction PCR est la taléela séquence que I'on souhaite
amplifier, il est quasiment impossible d’amplifides séquences dont la longueur de la
séquence est supérieure a 3 kb.

La seconde limite est celle du nombre de copietadsable, lorsque le nombre de
copies de départ est faible comme c’est le cadaiglsmanies, il est préférable d'effectuer
deux PCR successives.

La troisieme limite est l'inefficacité de I'augntation du nombre de cycle, c’est une
limite intrinseque de la technique PCR.
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IV.2. Principaux problemes rencontreés :

Parmi les différents problemes qu’il est possidke rencontrer en utilisant la
technique PCR, il en est un qui revét une imposgaparticuliere surtout lors d’'une
utilisation en diagnostic (le résultat étant souverfacteur décisif dans le choix de I'acte qui
peut étre par exemple un avortement.

Il s’agit du probleme de la contamination. Si ledqwit d’amplification doit étre sous-
cloné, le probleme majeur est celui de la fafimélité de la Taq polymérase. Enfin il
apparait souvent des amplifications parasites dlomtest pas toujours possible de se
débarrasser.

» La contamination :

C’est le principal probleme majeur rencontré, paiierement difficile a maitriser lors
des premieres utilisations de la PCR.

Il est possible de s’affranchir completement dubjgme de la contamination,
certaines précautions permettent de minimiser dérablement le risque.

En pratique, la source majeure de contamination’ BN amplifié au cours des
manipulations précédentes comme exemple : Un tubea été réaliser une amplification
contient des quantités énormes de la cible,a haurteentration, et lors de I'ouverture du
tube, les turbulences engendrées projettent dapgte des vapeurs d'eau (dans laquelle
’ADN amplifié est solubilisé).

Par ce simple geste plusieurs milliers de copmsvent a chaque fois contaminer
'atmosphére de la piece (KAPLAN, 1993).

Lors des pipetages apres amplification, la dépvassngendrée par la pipette
automatique, crée des micros aérosols qui vonsgapde séquence amplifiée les parois de la
pipette.

Ainsi dans une piece ou sont ouverts des tube®ant un produit amplifié, I'air, les
murs, le matériel,...etc. Sont contaminés par lasgcg cible.

La principale et la plus efficace des mesure adrempour lutter contre ce type de
contamination consiste a réaliser les incubatioassdun laboratoire différent et le plus
eloigné possible de celui ou sera analysé le ptaduplifié (il est par exemple préférable
gu'’il soit situé a un autre étage, voire voir dansautre batiment).

Le matériel utilisé pour réalisé les incubationpéfte automatiques,etc.). Ne doit pas
étre utilisé pour une autre activité et ne daitgss quitter le laboratoire correspondant. Bien
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gue le risque de contamination par de '’ADN norphié soit infime, quelques précautions
supplémentaires peuvent étre prises a titre pte({MICPHERSON, 2000):

» Utilisation de cbnes de préléevement munis de cptotecteur, ou mieux de piston.

* Le corps de la pipette ne peut jamais étre en cbateec I'échantillon ;

* Irradiation des amorces avec des rayonnementswidtiets ;

* Aliquotage en petits volumes de tous les composdets incubations (amorces,

nucléotides,...) et ce des leur réception ;

» Distribution du DNA en dernier, lors de la réalisatdes incubations.

» Le manque de fidélité de laraq polymérase

LaTag polymérase est une enzyme qui ne possede pasviiéade correction des
épreuves. Le taux d’erreurs introduites par aatteyme est donc particulierement élevé

En revanche, lorsque la séquence du pradoiifié joue un rble dans l'analyse, la
présence d’erreurs de réplication peut fausser Emgnt les résultats obtenus. Il n’existe
pas de moyen pour supprimer ces erreurs; on peut &u plus les minimiser.
L'interprétation des résultats devra tenir compt ld possibilité d'erreurs dues a la
polymérase, et les contréles devront étre suffisahappropriés.

Enfin il sera toujours préférable geatiquer des déterminations directes de
séquences (ou les erreurs ne sont pas détectabiedéatoires et diluées) plutét que de
séquencer apres sous-clonage, méme si les résdtdtées plus souvent moins bons et plus
difficiles a interpréter.

» Les amplifications parasites :

Les amorces utilisées sont toujours courésla possibilité qu’elles s’hybrident
ailleurs qu’au niveau de leur cible n'est pas iggglble. On estime en fait que seulement 1
p.100 des amorces s’hybride a leur place norme$e99p.100 restants s’hybridant n’importe
ou de maniere non spécifiqgue (KAPLAN et DELPECH93p

Normalement les amplifications parasiiesen résultent ne sont pas détectables car
elles sont linéaires et non exponentielles. La tjtgaabtenue a la fin des cycles est trop faible
pour étre révélée par simple coloration.

Pour que le contaminant soit détectablaut que deux amorces aient pu s’hybrider
en regard et & une distance suffisamment faible goe I'amplification puisse s’effectuer.

Les amplifications parasites ne sont pasipibles et dépendent de la séquence des
amorces utilisées le moyen le plus efficace esigiigenter la stringence, le plus souvent en

augmentant la température. Cette augmentationffestiee progressivement jusqu’a ce que
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les bandes contaminantes disparaissent (bien s\ ldalimite de ce que permettent les
amorces choisies).
Cette technique, appelée PCR « niché¢BSTED PCR) consiste a réaliser deux
PCR successives en utilisant des couples d’amaditfésents, le deuxiéme couple d’amorces
encadrant une séquence incluse dans celle qaimgsifiée par le premier couple d’amorces.
Ainsi, si la bande correspondant a la peeenamplification est artéfactuelle, lors de
la deuxieme PCR les amorces du deuxieme coupleomegnt pas s’hybrider et il n’y aura

pas d’amplification (Kaplan, 2000).
V. PCR dans le programme de dépistage et de suthiérapeutique :

Parmi les nombreuses régions d’ADN deishmania identifiées et susceptibles d’étre
amplifiées, certains ont été étudiées dans lintdié&ablir des protocoles de diagnostic en
médecine humaine et vétérinaire

De nombreuses études ont comparé la technigDB R d’autres testes pour
diagnostiquer la leishmaniose humaine et canine.

Les résultats dépendant de nombreux factelerdype de prélevement, le protocole
d’extraction et d’amplification de 'ADN, le momemnlu prélevement, malgré des différent
facteurs de variation, il est possible d’évaluedetprésider l'intérét de la PCR dans ce type
de diagnostic.

En médecine humaine, la PCR a d’abord étépaode aux méthodes conventionnelles
directes de détection parasitaire. Une étude eB a%insi conclu a la nette supériorité de la
méthode de détection de 'ADN en matiére de selitsigpour poser un diagnostic de la
certitude.

Une autre étude en médecine humaine réalisée yluantard a Marseille sur des
patients cliniguement suspects, a également méviglence la plus grande sensibilité de la
PCR par rapport a la détection directe sur fralignoelle osseuse. La spécifié était en outre
également élevée.

Les autres concluent ainsi a l'intérét de la PCRioe aide au diagnostique de la
leishmaniose viscérale, en particulier chez cestpatients immunodéprimés ou la sérologie
n'est pas suffisante. OSMANE confirme l'intérét tee PCR dans le diagnostic de la
Leishmaniose en 1997, en soulignant la meilleuresibdité du test a partir des ponctions

ganglionnaire ou médullaire.
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En 1995, deux études indépendantes (MATHIS eASHIFORD et al) réalisées sur
des chiens leishmanies ont développé d’autres qole® avec succes, puisqu’ils ont réussi a
détecter 14adn de Leishmania avec une sensibilii@ée spécifié de 100%.

Ces valeurs ne sont retrouvées qu'a partir de pmrectganglionnaires. En outre
« Ashford » montre dans son étude de dépistagea deeishmaniose viscérale canine au
Brésil, que la sérologie a une plus faible seng#h{63%) lorsqu’elle est comparée a la PCR
comme méthode de la référence au lieu de la cudtwicku test d’inoculation au hamster.

Le PCR est donc une méthode extrémemaestlde et spécifique pour diagnostiquer
de 'ADN a partir des prélevements et des amoréa®lification choisies en fonction de la
région a amplifier.

Malgré ses nombreux avantages, la PCR ne doiéfpas utilisée en premiere intention.
En effet, l'intérét des tests sériques a été coidepuis longtemps, alors que les tests de
détection d’ADN ne sont appliqués au diagnosticlaléeishmaniose que depuis peu. Un
certain recul s'impose donc comme pour tout nouvesiude diagnostic.

Cependant, cette méthode indépendante du statutinitaite s'impose réellement
pour établir un diagnostic expérimental fiable daestains cas particuliers ou le taux
d’anticorps est tres fiable voire nul: chiens agtomatiques, forme bénigne, forme
chronique.

La PCR peut aussi étre utile dans le choix et i@ stérapeutique. En détectant et en
suivant I'élimination des leishmanies, d’évalueefficacité des différentes molécules
antileishmaniennes, et de préciser la durée dernant.

Une évaluation précise par les méthodes classiegtedifficile, voire impossible. Les
symptémes peuvent disparaitre quelques semaines lgpiébut de la thérapie.

Les titres sériques peuvent rester élevés plusiews en l'absence de signes
cliniques et les examens directs conventionnelsomé pas assez sensibles. Ce qui fait que
le principe d’'un suivi plus sensible et plus préués PCR serait donc de traiter I'animal
jusqu’a obtenir un résultat négatif Il est impottale savoir, toute-fois, qu’en raison de
I'existence d’une limite de détection, aussi faibtet elle, un tel résultat ne permet jamais

de conclure a I'absence totale de parasites dgnelévement analysé.
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Observations:

Apres avoir effectués des Prélévements de sangdé2®) des tubes citratés, dans les
régions de Chéraga et de Dely Ibrahim, les tubas centrifugés, les sérums sont recueillis
pour la sérologie, et la couche leucocytaire palRCR.

* Du point de vue clinique les chiens ne préseniéarasymptomes
* L’immunofluorescence indirecte négative
* L’ELISA négative

* PCR positive.
Conclusion

Toutes les techniques de diagnostiques qu’ellesnsa@iérologiques, parasitologiques,
biochimiqgues ou moléculaires se complétent que @ié dans le diagnostic ou dans
l'identification des différentes souches.

La sérologie, insuffisante pour un diagjito de certitude, a le mérite en cas de
positivité d’encourager et de justifier la poursuifinvestigations plus invasives.

La recherche microscopique garde toutist@mét pour une mise en évidence rapide du
parasite, lorsque le chien est fortement symptajuati

La culture, plus sensible mais beaucolus fongue, ouvre la voie a lidentification
précise des différentes souches existantes.

La PCR quant a elle, débouche sur undrisensibilité, de spécificité, de rapidité et de
notion de portage asymptomatique qu’elle induitqeerisque d’entrainer un bouleversement

tres important sur la compréhension des rouagésmidémiologie.
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