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INTRODUCTION

Les leishmanioses sont un groupe de maladies dues a des protozoaires flagellés appartenant au

genre leishmania, Ces parasites affectent de nombreuses espéces de mammiféres dont 1’homme,
auxquelles ils sont transmis par piqdre infestant d’un insecte vecteur, le phlébotome. Largement
répandues a la surface du globe, les leishmanioses connaissent une aire géographique globalement

circumterrestre, mais débordant largement sur les zones tempérées (DEDET, 1999).

Présentes sur quatre continents, elles affectent 88 pays, dont 72 parmi les plus faiblement
développés. La population exposée au risque est estimée a 370 millions de personnes et le nombre
de nouveaux cas annuellement diagnostiqués, toutes formes cliniques confondues est évalué entre
1,5 et 2 millions (WHO, 2000).

Les leishmanioses incluent des formes viscérales, des formes cutanées et des formes muqueuse,
dont les taux de morbidité et de mortalité sont variables (CEDET, 2001). La leishmaniose canine
quant a elle, comporte une association de lIésions catanéo-muqueuse et de Iésions viscérales : ¢’est
une leishmaniose générale. L’ importance de cette maladie est tres grande (BETTINI et GRADONI,
1986) :

@ Sur le plan médical, pour les animaux malades : maladie grave et difficilement curable, a

rechutes habituelles.

@ Sur le plan social : les chiens parasités sont des réservoirs de parasites pour I’homme.

Le chien en tant que réservoir principal et trés rarement en tant qu’agent contaminant, joue
donc un réle majeur dans ces régions enzootiques. Malgré la progression remarquable des
connaissances sur la pathogénie ces 20 derniéres années, tant pour la leishmaniose humaine que
canine, les traitements et les suivis sont toujours insuffisants. La gravité de la maladie et le réle
fondamental de chien dans I’épidémiologie de cette infection, soulignent I’importance d’utiliser des

méthodes fiables, précises et rapides de diagnostic, telle que la PCR.

Cette derniere est déja utilisee avec succes comme technique puissante de diagnostic par
détection de I’agent causal. Cette détection n’est possible qu’en exploitant les connaissances

précises sur une partie du génome leishmanien : I’ADN kinetoplastique (MATHIS et al., 1996)



I. HISTORIQUE DES LEISHMANIOSES

Parmi toutes les parasitoses, les leishmanioses sont une des premieres décrites au moins

dans leur forme cutanées comme en témoigne le nom de kala-azar (fievre noire) qui désigne la
leishmaniose viscérale indienne. En effet, la constatation des lésions cutanées bien évidente remonte
a plus haute antiquité aussi bien dans I'ancien que le nouveau monde, alors que I'individualisation
des formes viscérales et la mise en évidence des agents pathogénes n'ont pu se faire qu'au XIX®™
siecle. D'autre part I'omniprésence de ces affections, en rapport avec des parasites, vecteurs et
réservoirs, a interpellé de nombreux observateurs, ce qui explique la fréquence des descriptions de

cette parasitose.

Ainsi les leishmanioses tégumentaires de I'ancien monde, sont des affections
dermatologiques connues depuis tres longtemps. Al Boukhari, médecin arabe du X®Me décrivit
incontestablement cette affection cutanée et I'attribuait a une piglre de moustique.

La premiere description moderne est celle de McNaught en 1882 et c'est Cunnigham en

1885 qui découvrit les parasites dans un prélevement de « bouton d'Orient ».

En 1889, en Ouzbékistan, le médecin militaire Borovsky mentionna un protozoaire dans les
prélevement d'ulcere, sans en déterminer le statut taxonomique. Ce méme parasite fut étudié en
1903 par Wright chez un enfant arménien vivant & Boston, il fut considéré comme une
microsporidie et recu le nom de Helcosoma tropicum. La méme année, la leishmanies sont mise en
évidence par Marchand dans la rate d'un sujet mort de kala-azar. Le genre Leishmania est établit par

Ross a la méme année.

En 1909, Lindenberg et Garini attribuent aux leishmanies toutes les lésions ulcéreuses

observées chez les habitants du Brésil.

En 1910, Pedrosa et Da Silva, réussissent a cultiver pour la premiere fois Leishmania

Bresiliensis sur milieu NNN.

Viannia en 1911, observe et décrit chez I’homme une Iésion ulcéroproliférative du visage,

chez des habitants du Brésil.

En 1912, Laveran et Nattan appellent L. tropica I'agent du bouton d'Orient. Velez et Lopez,

en 1913, parlent pour la premiére fois de L. peruana pour désigner le parasite de I'uta.



en 1921, les freres Sergent et leurs collaborateurs établissent le réle des vecteurs
phlébotomes, en réussissant la transmission du « bouton d'Orient » par application de broyats de
ces insectes sur des scarifications cutanées. Mais la transmission par la pigdre ne fut prouvee qu'en
1941 par Alder et Ber. Knowles. Parrot et Donatien le font pour la leishmaniose canine en 1930
(DEDET, 2001).

1. GENERALITES DES LEISHMANIOSES

I1.1. Le parasite « Leishmania »

11.1.1. Taxonomie et Classification

Les Leishmanias sont des protozoaires flagellés appartenant a :

Reégne :  Eucaryota

Phylum :  Protozoa (SIEBOLD, 1845)

Sous-phylum :  Sarcomastigophora (HONIGBERG et BALAMUTH, 1963)
Super-classe :  Mastigophora (DIESING, 1866)

Classe : Zoomastigophora (CALKING, 1909)

Order : Kinetoplastida (HONIGBERG ? 1963)

Sous-ordre : Trypanosomatina (KENT, 1880)

Famille : Trypanosomatidae (DOLFEIN, 1901)

Genre : Leishmania (ROSS, 1903)

Depuis la description de la premiére espece de Leishmania par Laveran et Mensil en 1903,
le nombre, d'entités taxonomiques a augmenté pour atteindre une trentaine de taxons distincts.
Impossibles a différencier par la morphologie, les leishmanies ont toujours posé des problémes

d'identification, et par voix de conséquence de classification (DEDET, 2001).

Plusieurs types de classification se sont succédés et complétés. De 1916 a 1987, ont été
essentiellement proposées des classifications monothétiques linnéennes, basées sur I'utilisation d'un
petit nombre de caractéres hiérarchises. A partir des années 1980, ont émergé des classifications
phénétiques, qui prennent en compte un grand nombre de caracteres, tous de méme valeur (absence
de hiérarchisation), utilisés simultanément et sans hypothése biologique. Parallélement s'est
développée la taxonomique cladistique a visée phylogénique, qui met en évidence des filiations au
sein des especes (DEDET & PRATLONG, 2000).

En pratique, le genre Leishmania est divisé en deux sous-genres : Leishmania et Viannia.
Au sein de ces sous-genres, ont été individualisés des complexes d'especes, de valeur taxonomique
différente suivant les types de classification (Tableau. 1) (RIOUX & LANOTTE, 1993)



Tableau 1. Tableau schématique des principaux complexes du genre Leishmania
répartis selon le sous-genre, le grand domaine geographique et I'expression clinique

principales.

Sous-genre Leishmania Sous-genre Viannia

Ancien Monde L. donovani L. tropica

L. major

L. killichi

L. aethiopica

L. arabica

L. infantum L

Nouveau Monde L. mexicana L. guyanesis
L. amazonensis | L-Ppanamensis

L. venezuelensis | L. Shawi
L. naiffi

L. lainsoni

L. peruviana L. braziliensis

o Leishmaniose _ ) ) Leishmaniose
Clinique o Leishmaniose cutanée )
viscerale cutanéomuqueuse

11.1.2. Morphologie et Localisation

Au cours de son cycle reproductif, une leishmanie passe obligatoirement par deux hotes : un
arthropode et un vertébré. Outre la multiplication, ces derniers semblent déterminer des
modifications morphologiques du parasite (HOARE et WALLACE, 1966). Actuellement, la

terminologie : promastigote et amastigote est acceptée par tous les auteurs.

11.1.2.1. La forme amastigote

Le parasite est ovoide, de 5 um de long sur 2um de large. Contrairement a ce que leur
nom pourrait conduire a penser, les amastigotes sont également munis d'un flagelle, mais celui-
ci est tres court et ne dépasse pas le corps cellulaire. Le kinetoplaste de ces formes est le plus

souvent juxta nucléaire (figure.l).




flagelle

oche du flagelle

kinétoplaste

mitochondrie

Figure .1. Ultrastructure d’un amastigote (Antoine J.C et al., 1999

macrophage infesté
de leishmanies

leucocytes

Figure .2. Frottis de suc ganglionnaire coloré au MGG
(Parasitologie et mycologie médicale - Faculté de Médecine de Strasbourg — 2004-2005)



La forme amastigote occupe une situation endocellulaire dans les éléments du systéme
réticuloendothelial de I'ndte vertébré (Figure.2). Hormis l'aspect arrondi, la taille et le flagelle
réduit, l'ultra structure parait étre comparable a celle de la forme promastigote (MAAZOUN,
1982).

11.1.2.2. La forme promastigote

Les promastigotes sont des parasites extracellulaires mobiles vivant dans le tube digestif
de diptéres hématophage piqueurs, connus sous le terme générique de phlébotome. lls
présentent un corps plus ou moins fuselé de 5 a 20 um de longueur et de 1 & 4 um de largeur,
prolongeé par un flagelle qui peut atteindre jusqu'a 20 um le longueur et qui émerge de leur pole
antérieur (Figure.3). Dans ces formes parasitaires, le kinetoplaste, une partie spécialisée du
compartiment mitochondrial qui contient 'ADN de cet organite, est situé entre le noyau et la
base du flagelle (Figure.4).
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Figure.3. Formes promastigotes (flagellées) de Leishmania en culture
(Parasitologie et mycologie médicale - Faculté de Médecine de Strasbourg — 2004-2005)

Figure.4. Ulltrastructure de la forme promastigote (Antoine JC et al., 1999)



11.1.3. Biologie
Comme la plupart des parasites, les Leishmania sont étonnantes par leurs capacités

adaptatives qui, au cours du cycle biologique, leur permettent de coloniser des habitats variés. La
morphologie de ces parasites, notamment celle de leur stade promastigote, et leur métabolisme sont
dailleurs trés sensibles aux parameétres environnementaux et a leurs variations. La température, le
pH, l'osmolarité du milieu, la pression en O, et en CO, ont été décrits comme influencant la forme
parasitaire et les metabolismes du glucose et de certains acides aminés.

Deux parametres subissent de grandes variations au cours du cycle, a savoir le pH et la
température semblent plus particuliérement importants et pourraient commander la mise en route du
programme de différenciation (ANTOINE et al., 1999). Lorsque les Leishmania passent des
insectes vecteurs a sang froid a leurs hétes mammaliens, elles subissent tout d'abord une
augmentation de température d'environ 10°C puis, apres internalisation par les macrophages, une

chute du pH externe d'environ 2 unités

11.1.4. Kinetoplaste
Leishmania, comme tous les kinetoplastida, possede deux génomes, I'un nucléaire et l'autre

kinetoplastique. Le génome Kinetoplastique est constitué par deux catégories de molécules d'ADN
circulaire qui sont entrelacées et organisées en réseau : les maxi-cercles, équivalents du génome
mitochondrial des mammiferes, et les mini-cercles qui interviennent en modifiant la transcription

des génes portés par les maxi-cercles (SIMPSON, 1987).

Le kinetoplaste contient 10 a 30 maxi-cercles identiques, d'une taille de 20 a 40 kb selon les
especes et environ 1000 a 10 000 mini ADN circulaires appelés mini-cercles (Figure.5), avec une
taille inférieure a 2 kb. Ces mini-cercles codent pour des ARN guides impliqués dans l'editing des
génes mitochondriaux des plasmides trypanosomiaux. L'editing est une étape supplémentaire

nécessaire de maturation apres la transcription pour I'expression des génes (READ et al., 1993).

Chaque mini-cercle présente une région variable d'environ 600 paires de base (pb) et une
région constante d'environ 200 pb, conservée parmi les différentes espéces de Leishmania a travers
le monde (Figure.6). Le nombre important de copies de mini-cercles au sein de chaque Leishmania,
donc de ces séquences conservées, en fait des cibles idéales pour les amorces de la PCR qui peut
amplifier toutes les classes connues de mini-cercles des différentes especes de Leishmania
(RODGERS et al., 1990).



~ Minicercle

en boucle

Figure.5. Organisation du Kinetoplaste (Adini | et al., 1998)

Region conservée 2 gy B

Région variable

Figure.6. Organisation d'un mini-cercle (Adini I et al., 1998)




11.2. Le Vecteur « phlébotome »

11.2.1. Taxonomie et Classification

Les phlébotomes sont des dipteres hématophages de petite taille, qui constituent au sein de
la famille des Psychodidae, la sous-famille des Phlébotominae qui comporte environ 700 espéces
actuellement décrites. L'intérét qu'ils ont depuis longtemps, vient du fait que tous les vecteurs de la
leishmaniose sont des phlébotomes (DEDET, 1999).

Phyllum . Arthropoda

Sous-phylum . Tracheata

Classe . Insecta

Sous-classe . Pterygota

Super-ordre . Neuropteroida

Ordre . Diptera

Sous-ordre : Nematocera

Famille . Psychodidae (BIGOT, 1854)
Sous-famille . Phlebotominae (KERTESZ, 1904)
Genre . Phlebotomus (RONDANI, 1840).

11.2.2. Morphologie
Les phlébotomes sont des dipteres hématophages présentant un corps fréle de 2 a 5 mm de

long, posséde une téte allongée, formant avec le corps un angle de 45°. Cette disposition lui confere
une allure bossue. Velu, la garniture en poils sur les ailes et le corps lui donne une couleur générale
jaune pale ou grisatre (Figure.7). Les pattes sont longues et les ailes, au repos sont relevées, et

forment un angle de 45°.

Figure 7. Aspect général du phlébotome (Léger & Depaquit, 1999)



= INVENTAIRE PAR STATION DES PHLEBOTOMES CAPTURES DANS I’ALGEROIS

Pour 1’échantillonnage des phlébotomes, nous avons utiliseé les pieges adhésifs (papier 20 x

20 cm de c6té, imprégnés d’huile de ricin)

La période de capture s’étalait sur sept mois (Avril — Octobre 1992, les pieges ont été
régulierement placeés et retires tous les 10 jours.

Huit stations ont été prospectées (EI Annasers, Kouba, Alger Centre, Bir Mourad Rais,

Hydra, Draria, El Harrach et Chéraga.)

Tableau 2. Inventaire par station des phlébotomes capturés dans I’ Algérois
(avril — octobre 1992)
(BELKAID et HARRAT, 1997)

Phlébotomes S. m. parotti P. perniciosus P. longicurspis Total
Station | M F | M F | M F |
El Annasers 133 90 6 1 7 - 237
Kouba 215 161 32 8 63 13 492
Alger Centre 128 77 7 1 17 2 232
Bir  Mourad 228 166 15 3 18 4 434
Rais
Hydra 169 136 19 4 10 1 339
Draria 242 221 37 5 22 3 530
El Harrach 205 133 27 3 18 1 387
Chéraga 74 21 5 13 - 308
Total 1515 | 1058 164 30 168 24| 2959 |

Ce tableau montre la répartition des espéces de phlébotomes par station, il met en évidence
la prédominance de Sergentomyia minuta parroti, suivi de phlébotomes perniciosus et de
phlébotomes longicuspis.

L’abondance de sergentomyia minuta parroti dans notre série s’explique par le choix des
sites de captures, ils sont constitués essentiellement dans les barbacanes et les trous des murs qui
offrent un gite idéal pour cette espéce qui se nourrit aux dépens des animaux a sang froid (réptiles) ;
par contre, les captures réalisées au niveau des chenils et aux alentours des habitations, ont montré
la prédominance de phlébotomus perniciosus et de phlébotomus longicuspis, la premiére espece est
un vecteur prouveé de la leishmaniose viscérale , le réle vecteur de la seconde reste a démontrer .

Les travaux antérieurs de Louis PARROT (PARROT L., 1951) ont permis 1’isolement des
leishmanias chez plusieurs spécimens femelles de cette espece capturée au voisinage d’un chien
leishmanien dans 1’ancien chenil de 1’Institut Pasteur d’Alger. Il est fort probable que cette espéce
zoophile jouerait a coté de P. perniciosus un réle majeur dans la transmission de la leishmaniose

canine urbaine.
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11.2.3. Biologie
Généralement nocturne, le phlébotome a un vol saccadé et de courte duree. Son activité

parait obéir au cycle saisonnier et nycthéméral. Le biotope des phlébotomes est variable selon
I'espece ; sa détermination est fortement influencée par des facteurs abiotiques (température,
humidité) et biotique (besoins trophiques). L'aire de répartition du phlébotome est a priori délimitée
par I'effet des parametres précitées (MAAZOUN, 1982).

Les phlébotomes sont largement répandus dans le monde partout ou régne une température
assez élevee pour leur permettre d'entrer en activité, au moins pendant une partie de I'année. Le
stimulus qui provoque l'oviposition chez le phlébotome est le contact avec une surface humide,
leurs oeufs se développent ensuite en larves sur le sol, dans les terriers, les nids, des rochers, de
vieux murs ou les tas de debris végétaux, puis se transforment en pupes et enfin en imago (DEDET,
1999).

De mceurs nocturnes, les phlébotomes adultes gitent durant la journée dans des endroits
retirés, sombrent et relativement humides. Se déplacent par vols courts avec des arréts fréquents,
leur rayon maximum de déplacement, variable selon les especes, est d'environ 1 km. lls ne
commencent a s'agiter qu'a la tombée de la nuit lorsque les températures sont suffisamment élevées
(19-20°C), s'il n'y a pas de vent (limite : | m/sec) et si le degré hygrométrique est élevé. Certaines
espéces sont attirées par la lumiere, le plus souvent de faible intensité, d'autres ne manifestent que
peu ou pas de phototropisme (GOLVAN et al., 1963).

Seule, la femelle est hématophage, elle se nourrit sur les mammiféres, les oiseaux, les
reptiles, ou les batraciens. Certaines especes sont trés éclectiques, d'autres plus ou moins
spécialisées dans I'exploitation d'un ou de plusieurs hotes. Les espéces qui piquent I'hnomme sont
généralement zoophiles, ce qui explique la transmission de ces zoonoses que sont les leishmanioses
(DEDET, 1999).

Chez I'hnomme ce sont les parties découvertes qui sont exposees aux piqdres (visage, cou,
mains et pieds), chez les animaux, ce sont les zones les moins velues (museau, oreilles). La pigdre
est douloureuse, mais l'intensité des réactions de I'hdte varie selon I'espéce de phlébotomes en cause

(douleur, apparition d'une papule ou d'une tache hémorragique) (GOLVAN et al., 1963).
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11.3.  Le Réservoir
Les leishmanioses sevissent dans les foyers endémiques, lorsque coexistent le mammifere-
réservoir et l'insecte-vecteur, nécessaires au développement du protozoaire parasite (DEREURE,
1993).

Les mammiferes peuvent étre réservoirs ou hotes accidentels pour le parasite. En fonction de
I'ndte, il est admis de distinguer des cycles primaires et secondaires (zoonotiques) dans lesquels les

mammiféres sauvages ou domestiques interviennent en tant que réservoirs (GARBHAM, 1965).

11.3.1. La leishmaniose animale

Le spectre de vertébrés atteints de leishmanioses est aussi large que varié, en effet, Lézards,
Marsupiaux, Edentés, Insectivores, Rongeurs, Carnivores et Primates peuvent constituer un maillon
de la chaine épidémiologique. Les especes infestant I'nomme, admettent généralement un rongeur
ou un canidé comme réservoir d'infection. Les rongeurs incriminés appartiennent a plus de 15
genres (Meriones, Rattus, Xerus, Rhombomys...). lls entrent dans les cycles de Leishmania a
tropisme cutané (RIOUX et al., 1972).

Les canidés sont surtout réservoirs des leishmanies a tropisme viscéral, quoique
l'implication ‘de certaines espéces dans plusieurs foyers de leishmaniose cutanée, soit suspectée.
Canis familiaris, C. aureus, C. lupus ; Vulpus vulpus, V. pallida, Lycolapex vetilus sont les
réservoirs les plus connus. Cerdocyon thous, Fennecus zerda, constituent d'autres réservoirs
d'importance moindre (BETTINI et GRADONI, 1986).

Depuis longtemps considéré comme la clef de volte des foyers secondaires de leishmaniose
viscérale, le réservoir canin se divise au sens écologique en classes sociales qui ne sont pas
impliquées de la méme maniere dans la dynamique du complexe leishmanien (GIRAUD et al.,
1950). Le comportement du chien profondément influencé par son mode de vie, intervient en effet
souvent de facon decisive, ne serait-ce qu'en augmentant les probabilités de contact avec les

vecteurs ou en permettant une circulation plus rapide du parasite.

Aprés avoir constaté l'infestation naturelle du renard (GOLVAN et RIOUX, 1963), une
étude des préférences alimentaires du vecteur habituel, Phlebotomus ariasi, a été conduite sur le
renard comparativement au chien, aux rongeurs et aux reptiles. Pour ce faire, les animaux ont éte
mis en contact pendant une nuit, sous une moustiquaire bordée, avec un certain nombre de
phlébotomes non gorgés. Le matin, les femelles étaient re-capturées et identifiées, et les résultats
exprimés en pourcentage de femelles gorgées. Cette méthode confirme la préférence tropique de
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Phlebotomus ariasi a I'égard du chien (91%), 55% chez le renard, a l'inverse des Lagomorphes
(26%), des Rongeurs et des Reptiles (0%) (GOLVAN et RIOUX, 1963).

11.3.2. La leishmaniose humaine

11.3.2.1. Leishmaniose viscérale

En région méditerranéenne, elle se caractérise par le présence du parasite dans les
organes profonds (moelle osseuse, rate, foie). La leishmanie endoparasite, envahit rarement le
systeme sanguin. De ce fait, il parait peut probable que le phlébotome puisse s'infecter sur
I'nomme. Ceci plaide fortement en faveur du caractere secondaire du réle joué par I'hnomme
dans le maintien de la parasitose. Il constituerait une « impasse parasitaire », ce qui implique la
nécessité du concours d'un autre héte vertébré dans le cycle épidémiologique.

L'infestation inter humaine, quoique exceptionnelle, est également possible,
contamination transfusionnelle (ANDRE et al., 1957), vénérienne (SYMMERS, 1960) et
transplacentaire (LOW et COOCK, 1926).

11.3.2.2. Leishmaniose cutanée

La multiplicité des formes cliniques et épidémiologiques cutanée humaine, a servi pour
individualiser plusieurs espéces. Sur le plan épidémiologique, on peut opposer les foyers ou la
maladie s'exprime sur la mode épidémique a ceux ou elle se propage sur les modes : endémique
ou sporadique. Dans les deux cas, I'nomme peut constituer avec les hotes, domestiques ou

sauvages, canidés ou rongeurs, un réservoir d'infection.

Les tableaux cliniques de cette affection vont des lésions bénignes, uniques ou
multiples, non ulcérées ou ulcérées, jusqu'aux formes cutanéo-muqueuses dont I'évolution peut

étre maligne.

I1.4. Le Cycle Evolutif

Le cycle des leishmanioses est un cycle hétéroxene présentant deux hotes, un hote invertébré

(phlébotome) et un héte vertébré (homme, chien, renard...) (figure 8.).

C'est au cours du repas sanguin pris sur un animal ou un sujet infecté que le phlébotome
absorbe les leishmanies sous la forme amastigote, parasite intracellulaire du systeme réticulo-
histiocytaire du sang et de la peau des vertébres. La rupture des cellules hotes intervient au cours de

I'ingestion et les amastigotes sont libérees.
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Chez les insectes, le repas sanguin est rapidement entouré par la membrane péritrophique
secretée par les cellules intestinales abdominales. En effet, au cours de 24-48 heures qui suivent le
repas sanguin, les leishmanies se multiplient une ou deux fois dans l'intestin du phlébotome sous la
forme amastigote. Il semblerait qu'il existe dans le sang de I'néte vertébré une facteur inhibant leur
transformation en forme promastigote, caractéristique de la phase hoéte invertébré, qui ne pourrait
intervenir qu'apres destruction de ce facteur par les enzymes protéolytiques sécrétées par l'insecte.
Ainsi ce n'est qu'apres ce temps de latence que les formes promastigotes apparaissent et se
multiplient. Au bout de 3-4 jours, elles s‘échappent de la membrane péritrophique qui est déchirée et
gagnent leur lieu de multiplication qui varie en fonction de l'espéce de Leishmania. Ce critére a
permis la mise en place d'une classification des Leishmania en : Hypopylaria (au niveau de
I'intestin postérieur) ; Péripylaria (de part et d'autre du pylore) ; Suprapylaria (au niveau de
I'intestin antérieur et moyen).

Les leishmanies gagnent ensuite les piéces buccales. La durée du cycle chez le phlébotome
est de 4-7 jours suivant la température. Le vecteur peut alors transmettre le parasite a un animal ou a
I'nomme. Les promastigotes injectés seront transformés en amastigotes lors de leur passage en
phagolysosome, dans lesquels ils se multiplient entrainant la lyse cellulaire successive des
macrophages du sang ou de la peau de I'néte vertébré (DEDET, 2001). Les phlébotomes infectés
ont des difficultés a prendre leur repas sanguin de fagon continue, ce qui peut étre un facteur de

multiplication des pigdres et donc d'augmentation de transmission.
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Figure .8. Cycle Evolutif des Leishmanioses (DEDET, 2001)
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I11. DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE DES LEISHMANIOSES

Largement répandues a la surface du globe, les leishmanioses possédent une aire
géographique globalement intertropicale, mais débordant fortement sur les zones tempérées
d'Afrique du Nord, du Sud de I'Europe et d'Asie (Figure.9.).

LEISHMANIOSES

Viscérale
Cutanée / Mucocutande
Viscérale + Cutanée / Mucocutanéde

Figure.9. Localisation des Principaux Foyers d'Endémie des Trois Leishmanioses

Présentes sur quatre des cing continents, elles affectent 88 pays dont 21 dans le nouveau et
66 dans l'ancien. La population exposée au risque de leishmaniose est estimée a 350 millions de
personnes, et I'incidence annuelle mondiale comprise entre 1.5 et 2 millions, dont un demi-million
pour la leishmaniose viscérale et 1 a 1,5 million pour la leishmaniose cutanée et mucocutanée.
Soixante douze (72) des quatre vingt huit (88) pays ou les leishmanioses sont endémiques sont des
pays en développement, dont treize parmi les plus pauvres (DESJEUX, 1999).

Parmi les deux espéces couramment responsables de leishmaniose viscérale, Leishmania
donovani est anthroponotique et sévit principalenet en Inde et en Afrique de I'Est (Tableau 2.;,
cependant que Leishmania infantum est une espéce zoonotique (réservoir canin) s'étendant a.e la
Chine a I'Amérique de Sud. En ce qui concerne les leishmanioses cutanées, I'Ancien Monde
présente des especes a aire géographique vaste, telles Leishmania major et L. tropica, ainsi que des
espéces a distribution restreinte comme L. killicki (Tunisie), L. aethiopica (Ethiopie), L. arabica
(Arabie Saoudite).
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Tableau 3. Distribution géographique, expression clinique, principal réservoir et vecteur
(KILLICK-KENDRICK, 1990 ; LANE, 1993 ; COLLIER etal., 1998).

Especes Maladies Distribution Réservoir Vecteur
. Cutanée seche: urbaine et Europe, Asie, . P. sergenti
L. tropica Chiens
rurale Afrique P. guggisbergi
L. major Cutanée humide: rurale Asie, Afrique Rongeurs P. papatasi
P. duboscqi
. s . o P. longi
L. aethiopica | Cutanée seche: Diffuse Ethiopie, Kenya Rongeurs
P. pedifer
P. alixandri
. L . . . P. martini
L. donovani Viscerale (Kala-Azar) Asie, Afrique Chiens )
P. celiae
P. argentipes
P. ariasi
Chiens, P. perfliewi
L. infantum viscérale Infantile Meéditerranée .
Renards P. perniciosus
P. syriacus

IV. DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES DE LA LEISHMANIOSE DANS L’ALGEROIS

L’importance des leishmanioses dans le monde est illustrée par le nombre annuel de nouveaux

cas qui se chiffre entre 1,5 et 2 millions de cas (DEJEUX P., 1996). L’ Algérie qui compte parmi les
pays les plus exposés est concernée par trois formes cliniques sévissant a 1’état eudémique : la
leishmaniose viscérale (LV), la leishmaniose cutanée sporadique du nord (LCS) et la leishmaniose

cutanée zoonotique.

La leishmaniose viscérale infantile et la LCS se répartissent sur toute la partie nord du pays et

leur distribution géographique correspond a celle de la leishmaniose canine.

Il est important de noter que le foyer de la Grande Kabylie regroupe a lui seul pres de 50% de
cas recensés (HARRAT Z., HAMRIOUI B., BALKAID M & TABET DERRAZ 0., 1995).

A la suite de la notification du premier cas de leishmaniose canine a Alger par les freres
SERGENTS en 1910 (SERGENT ED et SERGENT ET, 1910), plusieurs enquétes ont été réalisées

dans le but de préciser la fréquence et I’évolution de cette zoonose dans la capitale du pays ( DEDET

JP, DESJEUX P., HARRAT Z., LEMAIRE G. POUL J. LOUFRANI G., SENEVET G. etal)

16



Matériel et Méthodes

1800 sérums canins et 22 sérums provenant de malades suspects de Kala-Azar, originaire

d’Alger, ont été analysé pendant la période de 1990 a 1997.

Les chiens examinés par les vétérinaires provenant tous de la zone d’Alger et sa banlieue.

- La recherche d’anticorps anti-leishmanien a été effectuée par la technique
d’himmunorescence utilisait un antigéne figuré, provenant d’une souche canine de
leishmania infantum (MC CAN/DZ/83/LIPA116), le seuil de positivité est fixé a 1/80 et la
recherche des parasites chez le chien a été réalisée par ponction a 1’aiguille du ganglion
poplité et par hémoculture.

- Chez I’homme, les souches ont été isolées par ponction-aspiration de la moelle osseuse et a
partir des Iésions cutanées par partage, suivi de ponction aspiration du suc dermique.

- Les parasites isolées sur les milieux NNN et sur milieu de sérum de lapin coagulé
(BELKAID M., HARRAT Z., HAMRIOUI B., THELLIER M., DARTY A. et DANIS M.,
1996) ont été identifiés par la technique d’électrophorése des isoenzymes sur gel épais
d’amidon sur la base de quinze systémes enzymatiques (RIOUX JA, LANOTTE G,
SERRES E., PRATLONG F., BASTIEN P et PERRIERES, 1990).

Tableau .4. Comparaison des résultats des enquétes sur la leishmaniose canine réalisées a
Alger, depuis 1910
(BELKAID et HARRAT, 1997)

Chiens examinés

Période Total Positifs % Auteurs
1910 - 1913 833 25 3% SERGENT Ed, SERGENT Et (14)
SENEVET (13), LEMAIRE et coll, (8)
1949 — 1950 444 35 7,8 % LOUFRANI (9), POUL (11)
1972 — 1973 357 9 25% DEDET et coll. (2)
1990 - 1997 1800 666 37% Auteurs (5)

Les trois premieres enquétes ont été effectuées de facon systématique au niveau de la
fourriére canine. La derniére enquéte concernait huit centres urbains de la capitale. Noter
I’augmentation importante du nombre de cas de chiens leishmaniens au cours de la derniere

décennie.
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D’apres le tableau 4, que le nombre de chiens leishmaniens du Gouvernorat d’Alger est

important ; que les 1800 individus testés, 666 se sont révélés positifs.

En comparant les résultats de cette étude avec ceux des enquétes antérieurs, on remarque
que la fréquence de la leishmaniose canine a considérablement augmenté insignifiante au début du
siecle dernier ou elle était au alentour de 3 % elle a atteint au cours des années quatre-vingt dix, un

taux inquiétant de 37 %.

A travers cette étude, nous avons également remarqué que certaines races canines sont
particuliérement sensibles a I’infection leishmanienne, 80% des chiens positifs sont des bergers
allemands. Suivis des chiens doberman. La race commune est curieusement moins affectée que les

autres. Ce phénomene est probablement 1ié a la réceptivité de 1’hote réservoir.

Dans notre série, 70% des chiens positifs présentent des signes communs a la leishmaniose
canine. L’amaigrissement et les 1ésions cutanées occupent 1’essentiel du tableau clinique (tableau
4). Cependant, la fréquence des chiens « porteurs saints » est de 25%. Cinq souches d’origine
canine (MCAN/DZ/90/LIPA 250, MCAN/DZ/96/LIPA 463, MCAN/DZ/97/LIPA 731,
MCAN/DZ/97/LIPA 732, MCAN/DZ/97/LIPA 733) ont été isolées.

L’identification a révélé que tous les isolats s’apparentaient a leishmania infantum
zymodéme Mon-1, principal agent de la LV en Algérie et dans le bassin méditerranéen (HARRAT
Z.,PRATLONG F, BELLAZOUG S., DEREUR J., DENIAU M., et al, 1996).

Tableau.5. Nombre de cas de leishmaniose canine (L. Can), cutanée (LCH) et viscérale (LVH)
humaines dans I’Algérois diagnostiqués a I’Institut Pasteur
durant la période 1990 — 1997
(BELKAID et HARRAT, 1997)

Forme clinique 1990 | 1991 | 1992 | 1993 | 1994 | 1995 | 1996 | 1997 Total
Positif 18 30 77 104 79 137 | 109 112 666 (37%0)
L.Can  Négatif 15 72 114 | 174 | 180 | 223 | 164 | 192 1134
Total 33 102 | 191 | 278 | 259 | 360 | 273 | 304 1800
Positif 2 1 2 4 2 6 6 17 40
LCH  Négatif 17 24 19 33 11 45 33 51 233
Total 19 25 21 37 13 51 39 68 273
Positif 1 2 2 1 5 3 7 1 22
LVH Négatif 13 11 9 16 33 31 28 17 158
Total 14 13 11 17 38 34 35 18 180
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Les poussées de la maladie chez le chien s’accompagnent souvent d’une augmentation du
nombre de cas de leishmaniose viscérale et cutanées humaines (tableau 5), atteinte de I’homme est

observée de plus en plus de nos jours.

40 cas de leishmaniose cutanée et 22 cas de leishmaniose viscérale ont été diagnostiqués, la

parasitologie a été apportée dans tous les cas cutanes.

Pour la forme viscérale ou 18 cas sur 22 cas ont été¢ confirmés par I’examen direct et/ou par
la culture. Quatre souches d’origine humaine, dont 3 cutanées (MHOM/DZ/92/LIPA 350,
MHOM/DZ/92/LIPA 364, MHOM/DZ/93/LIPA 406), et viscérale (MHOM/DZ/96/LIPA 482) ont

été isolées.

Les souches dermotropes identifiées appartiennent au zymodemes MON-24 de leishmania

infantum. La souche viscérale isolée est identique au Zymedéme MON-1 du méme complexe.

V. LALEISHMANIOSE CANINE

Des études portant sur des chiens soumis a des conditions d'infestation en milieu naturel ont

permis de démontrer que l'affection débute par un chancre d'inoculation, déja suspecté en 1,932
(ALDER et THEODOR, 1932). Celui-ci siege au niveau de la truffe, du chanfrein ou de la face
interne de l'oreille. Les lésions peuvent étre uniques ou multiples (VIDOR et al., 1991)et
surviennent de un a six mois apreés la fin de la période d'activité des phlébotomes-vecteurs, avec un
maximum au troisieme mois. La durée d'évolution de ces lésions est de trois & neuf mois. La
cicatrisation est la régle et la viscéralisation survient dans un délai variable, de quelques mois le

plus souvent, a plusieurs années exceptionnellement.

Il a été constaté que certains chien, bien qu'ayant présenté un chancre d'inoculation,
confirmé parasitologiquement, ne présentent pas de signes, ni cliniques ni sérologiques, de
leishmaniose viscérale. 1l pourrait s'agir soit de cas de résistance spontanée de I'animal, soit de

formes infra-cliniques déja mentionnees par certains auteurs (PINELLI et al., 1994).

Les signes cliniques de la leishmaniose canine ont déja été décrits de longue date
(Tableau.3.). Les signes majeurs de l'affection canine sont a la fois généraux et cutanés. Au plan
géneral, le chien leishmanien présente un amaigrissement généralisé (Figure 10.), bien que l'appétit
soit conservé, responsable d'un état d'asthénie et de faiblesse. L'amyotrophie est particulierement
marquée au niveau le la face, donnant & I'animal un aspect sénile, atonique et triste. L’hyperthermie

est aussi présente et se manifeste par une polydipsie.
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Au niveau des organes profonds, hépato-splénomégalie et adénopathies sont fréquentes. Les
signes cutanées sont nombreux : hyperkératose, dépigmentation et dépilation (signe des lunettes),
mais pouvant également intéresser d'autres régions du corps (bord des oreille, I'arriere train,
queue...). L'onychogryphose est un signe trés fréquemment retrouvé. Des ulcérations des
muqueuses nasales, associées a la thrombopénie, sont responsables d'epistaxix. Les lésions de I'oeil
affectant les paupiéres (granulomes), la conjonctive (hyperhémie), la cornée (kératite), l'uvée
(uveite) ainsi que la rétine (choriorétine), sont généralement associées aux tableau clinique
(McCONNEL et al., 1970).

En résume, l'expression clinique est la conséquence directe du statut immunitaire, elle
dépend en particulier des interactions entre les Leishmania d'une part et les cellules immunitaires

d'autre part.

Figure.10. dépilation et cachexie chez un chien en phase terminale.
(DEDET, 1999)
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Tableau.6. Tableau clinique de la leishmaniose générale canine
(DURATE et al., 1986)

Organes touchés

Symptdmes observés

Comportement, état général

Modification du caractéere
Abattement

Amaigrissement important

Organes du SPM

Hypertrophie des ganglions lymphatiques
Anémie

Troubles de la coagulation
Splénomégalie

Peau

Lésions cutanees : dépilation avec squamosis
Hyperkératose, ulcérations muco-cutanées

Allongement des griffes

Reins

Insuffisance rénale

Syndrome néphrotique

Yeux

Conjonctivite
Uveite

Kératite

Appareil digestif

Vomissement

Diarrhée, méléna

Systeme nerveux/ ostéo-musculaire

Parésie, paraplégie
Arthrite

Atrophie musculaire

Appareil respiratoire

Toux

Eternuements
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VI. RELATION HOTE VERTEBRE-PARASITE

VI1.1. Infection et dissémination

Les leishmanies parasitent généralement les cellules phagocytaires mononuclées. Le
promastigote inoculé se transforme en amastigote. La survie et la division des amastigotes dépend
en premier lieu, de la sensibilité du macrophage, et en second lieu de la capacité du parasite de

contrer le processus de défense cellulaire.

Au sein du macrophage, la leishmanie se situe a l'intérieur d'une vacuole phagocytaire
(phagosome) qui devrait normalement fusionner avec les lysosomes contenant les précurseurs des
enzymes digestives. L'ensemble constituerait le phagolysosome. L'amastigote doit, pour assurer sa
survie et sa multiplication, éviter les enzymes en inhibant la fusion, résister a la protéolyse si la

fusion a lieu ou encore échapper du phagosome.

Le parasite diffuse soit lors de I'éclatement des cellules lourdement infectées ou bien en
excrétant des substances mitogenes qui induisent la division du macrophage (LUMSDEN, 1974),
ou encore par la sortie un a un des parasites sans détérioration de la cellule. Dans tous les cas, la

dissémination du parasite est assurée.

V1.2. Pouvoir pathogéne des leishmanies

Dans certains cas, les leishmanies se multiplient sans aucun pouvoir pathogene vis a vis de
I'n6te sauf si ce dernier est immunodépressif (BRYCESON et al., 1972). Par ailleurs, comme pour
plusieurs bactéries et protozoaires parasites, elles peuvent perdre de leur pathogénicité par passage
sur milieux de culture et la regagner lorsqu'elles sont inoculées a un animal sensible (WONDE et
LAMY, 1967).

V1.3. Réactions immunitaires de I'hdte

V1.3.1. Mécanisme d'action

L'immunité humorale et cellulaire agissent, généralement d'une maniére synergique, pour
attaquer I'organisme infectieux et inhiber I'action éventuelle de ses excrétions. Le processus de
sensibilisation des macrophages sains n'est pas clarifié. On pourrait penser que les macrophages
infestés envoient un signal aux cellules saines, sous formes d'interférons. On pourrait penser aussi
que ces antigénes sont a l'origine de la sensibilisation des lymphocytes B, ces derniers enverraient
un signal, qui, décodé par les lymphocytes T, induit leur différenciation en cellules a action

cytotoxique.
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V1.3.2. Guérison spontanée

La guerison spontanée peut étre observée surtout dans les affections a tropisme cutané, dans
de tels cas, le phénomene d'hypersensibilité retardée est précoce, le test cutané ou I'IDR est positif
et I'action des anticorps circulants n'est pas mis en évidence. Le test cutané peut étre positif au debut
de l'infection, il est négatif pendant la phase de généralisation. Les anticorps circulants sont mis en
évidence pendant la phase d'état (WALTON et VALVERDE, 1974 ; ALLAIN et KAGAN, 1975)

V1.3.3. Protection
La leishmaniose cutanée forme humide (L. major) détermine une protection hétérologue (L.
major et L. tropica) alors que la forme séche (L. tropica) est protectrice uniqguement contre la

réinfection homologue.

En aire endémique, la réinfection est rare, en expérimentation elle est impossible sauf si la
seconde inoculation est quantitativement importante. Comme dans le cas de guérison spontanée, la

protection semble étre due a I'immunité cellulaire médiate (ALDER, 1964).

VIl. DIAGNOSTIC DES LEISHMANIOSES

Le diagnostic de la leishmaniose, orienté par le tableau clinique et des notions

épidémiologiques, conforté par des données biologiques non spécifiques ou des résultats
immunologiques ou sérologiques, repose sur des arguments parasitologiques (microscopie et

culture) complétés, plus récemment par ceux des techniques de biologie moléculaire.

VII1.1. Arguments d'orientation

Bien que polymorphes, les lésions cutanées sont les plus caractéristiques. Leur évolution sur
plusieurs mois et leur siége en zone découverte doivent attirer I'attention. Pour la leishmaniose
viscérale, le tableau clinique complet est évocateur, mais ce n'est pas toujours le cas, notamment

chez l'adulte.
L'origine geographique et la notion de séjour en zone d'endémie sont a prendre en

considération, tout comme les notions d'immunodépression, de co-infection avec le HIV ou de

toxicomanie.
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VI11.2. Arguments de présomption

Le bilan biologique n'est profondément perturbé que dans les leishmanioses viscérales. Une
pancytopenie plus ou moins associée a une hypergammaglobulinémie sont évocatrices.

% Anomalies hématologiques, sont principalement dues a une hypersplénisme. L'anémie
est tres frequente, modérée en début d'évolution, elle s'aggrave progressivement. La
leucopénie est aussi trés fréquente, associée a une granulopénie responsable
d'infections bactériennes intercurrentes. La thrombopénie quant a elle est plus tardive,
mais peut atteindre des chiffres trés bas. Elle est généralement associée a un déficit des
facteurs de coagulation hépatiques, des manifestations hémorragiques graves et une

aggravation de l'anémie.

L

Syndrome inflammatoire est marqué par une forte accélération de la vitesse de
sédimentation.

Déséquilibre protéinique dominés par une hypergammaglobulinémie, associée a une

L

hypoalbulinémie sont a l'origine de la positivité du test de formol-gélification
(CHOWDHURY et al., 1992).

Les fonctions hépatiques sont rarement perturbés, Marty et al., 1994 ont noté une

E L

hypertriglycéridémie sans hypercholestérolémie.

VI11.3. Arguments parasitologiques

VII1.3.1. Prélevements
Leur obtention revét un caractere fondamental pour parvenir a une certitude diagnostique.

Le succes est conditionné par la qualité des prélevements.

Q Prélevement de peau : Bien que des leishmanies ont pu étre isolées a partir de lésions
cutanées au cours et aprés 1’évolution de la LV, voir méme en peau saine au cours de la co
infection leishmania — VIH, mais le matériel ainsi prélevé convient plutdt a la confection de

frottis et de culture et plusieurs penchons sont nécessaires pour obtenir assez de matériel.

Q Prélévement de moelle osseuse : C’est la matériel le plus utilisé pour le diagnostic de la
leishmaniose, une partie du matériel destinée a la culture, est préserve de la coagulation sur
héparine, le reste sert a la confection de frottis, il existe des difficultés d’obtention d’un

matériel de qualité optimale chez certains patients, notamment au cours du SIDA.

Q Ponction splénique : Elle est considérée comme plus performante mais elle est peu

pratiquée en raison des risques qu’elles présentent en cas de troubles de la crase sanguine.
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Q Prélévement de sang périphérique : Dans le cadre de la co-infection leishmania — VIH,
ce type de préléevement se révele adapté au diagnostic parasitologique direct et a la culture
(1ZR1 et Coll., 1996) peu invasif et bien accepte, il peut étre répété pour le dépistage et pour

le suivi post thérapeutique.

Q Ponction ganglionnaire : Le moyen le plus usité pour mettre en évidence et isoler les

parasites au cours de la leishmaniose canine.

Q Ponction biopsie hépatique : peu utilisé comme la ponction splenique.

VI1.3.2. Examen direct

La coloration la plus adaptée a la recherche des leishmanies sur frottis est le May-Grunwald-
Giemsa ou ses dérivés. Compte tenu de la petite taille des éléments parasitaires, la culture
microscopique est faite a I'objectif x 1000, I'examen doit étre minutieux et prolongé car la densité

parasitaire peut étre tres faibles.

La réalisation minutieuse de cet examen microscopique est primordiale pour avoir des
arguments diagnostiques positifs rapides, mais sa sensibilité n'est pas absolue et ne permet pas une

caractérisation du parasite au niveau spécifique.

V11.3.3. Culture

La culture (CHANG et HENDRICKS, 1985 ; EVANS, 1987) est un complément
indispensable permettant de rendre plus sensible le diagnostic parasitologique, d'identifier
précisément le parasite (étude des profil isoenzymatique, serotypage par des anticorps
mononucléaux...) et de tester la sensibilité de la souche isolée aux médicaments disponibles. Le
classique milieu NNN est le plus utilisé avec ses deux phases solide et liquide modifiée par I'ajout
de bouillon cceur-cervelle, de milieu RPMI 1640, de milieu drosophile de Schneider, avec ou sans

sérum de veau feetal.
L'incubation se déroule entre 21-27 °C. La vérification des culture est habituellement une

fois par semaine. Une culture est déclarée négative aprés 4-5 semaines. La recherche des

promastigotes est facilitée par leur mobilité.
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VI11.3.4. Inoculation aux animaux de laboratoires

Selon le tropisme cutané ou viscéral des souches, l'inoculation du hamster est faite dans les
coussinets plantaires, le museau ou par voie intra péritonéale. Les souches a tropisme cutané a
I'exception des souches dermotropes de L. infantum, donnent des lésions locales au point
d'inoculation mais la viscéralisation est possible. Les souches a tropisme viscéral, donnent une

maladie expérimentale généralisée.
La durée d'évolution de la maladie animale est longue, variant de quelques semaines a plusieurs
mois. La surveillance des Iésions cutanées chez I'animal est clinique, celle de la viscéralisation dépendra

de la courbe pondérale hebdomadaire, le plus souvent, un amaigrissement (ANJILI et al., 1996).

VI11.4. Arguments immunologigues

VIl4.1. Immunité a médiation cellulaire

Elle est explorée par Intra-Dermo-Réaction (IDR) a la leishmanine ou réaction de monté négro
(1926). Weigle et Coll. (1991) ont standardisé cette réaction. L’angigerie injecté sous un volume de 100
ml est une suspension phéniquée de promastigotes (5 x 106 / ml), sa positivité (Sokal, 1975), marquée
par la palpation d’une papule d’au moins 5 mm de diamétre a la 48éme heure, et le témoin d’un contact
avec le parasite et , peut étre, d’un portage asymptomatique (intérét epidémiologique), elle est positive

au cours de la Leishmanixe Cutanée Localisé (LCL) et des leishmanioses cutanéo-mugueuses.

Elle est négative au cours des leishmanioses cutanées diffusées et son apport diagnostiqué

est donc plus modeste.

VIl.4.2. Immunité humorale

La recherche d’anticorps spécifiques est pleinement justifiée dans les LV et LCD. En
fonction des techniques et de la nature des antigenes utilisés, il peut exister des réactions croisées
avec les plasmodiums, les tympanosomes, les mycobactéries, les schistosomes, la réactivité
sérologique peut varier lors de la coinfection avec le VIH avec la plupart des techniques, la
sérologie a un intérét modeste dans le suivi post thérapeutique, des titres trés éleves persistant tres
longtemps. Gradoni et Coll. (1993), il est d’ailleurs recommandé d’associer plusieurs techniques
ainsi que I’utilisation de souches locales, d’isolement récent (WHO, 1995). Bien que n’apportant
pas une certitude diagnostique, la sérologie est d’un intérét certain, ne serait-ce que pour justifier
I’indication ou la répétition des explorations parasitologiques qui demeurent la référence.

# L'Immuno-Fluorescence Indirecte (IF1) : est la technique la plus répandue (Quilci et Coll.,

1986). L’antigéne figuré est habituellement constitué de promastigotes et le conjugué une

antiglobuline anti-1gG. La réaction sur amastigotes aurait une sensibilité moindre (Badaro et
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Coll, 1983). Les résultats seraient meilleurs avec les antigénes les plus proches de I’espéce
sévissant dans la zone de contamination (Gradone et Coll., 1993), la fluorescence intéresse
I’ensemble du promastigotes, flagelle compris.

L'hémagglutination indirecte : peut étre utilisée en raison de défauts de sensibilité et de
specificité et doit &tre confirmée par une autre technique.

L'hémagglutination directe : sur promastigotes fixés et prypsines, aurait un défaut de
spécificité. Des titre élevés persistants au décours de la maladie.

L'électrophorese : est trés appréciée par certaines équipes.

Les techniques immuno-enzymatiques : sont trés sensibles mais souffrent d'une absence de
standardisation, sensibilité et spécificité varient en fonction de 1’antigéne utilisé : antigene
total soluble, antigéne dp72, antigéne gp63 et différentes variantes de la technique : Dot-
Elissa, Fast-Elissa et recherche d’anticorps anti-phosphatase acide du parasite et elle serait
mieux adaptée au suivi post-thérapeutique.

L’immunoempreinte . est une technique trés sensible mais sa relative lourdeur fait qu’elle
n’intervient souvent que comme argument de confirmation. Sa réalisation n’est pas
standardisée, notamment différentes concentrations de polyacrylamides, peuvent conduire a
la détection d’anticorps différents.

Recherche d’antigénes solubles . Elle a été encore trés peu exploitée a des fins
diagnostiques, Mary et Coll., (1993), ces antigénes disparaitraient assez rapidement sous

traitement d’ou un certain intérét dans le cadre du suivi.

VI1.5. Arguments moléculaires

L'avénement et la généralisation des techniques de biologie moléculaire ont conduit au

concept de diagnostic moléculaire. Ces techniques sont basées sur la détection, éventuellement
I'amplification et l'analyse, des acides nucléiques du parasite dans divers prélevements. Le
diagnostic moléculaire des leishmanies vient compléter les approches parasitologiques et
sérologiques classiques dans le carde du diagnostic initial de la maladie. Mais ses excellentes
performances ont ouvert de nouveaux champs d'investigation au niveau du suivi post-thérapeutique,

du typage des isolats et de I'étude des suets porteurs asymptomatiques du parasite.

La mise au point d'un diagnostic basé sur les techniques de biologie moléculaires commence

par le choix de I'ADN cible (WEISS, 1995). Les séquences répétées de I'ADN sont les cibles
privilégiées. L'ADN kinetoplastique en fait partie : mini-cercles et maxi-cercles. La principale
caractéristique de ce matériel, réside dans son hétérogéneité d'un isolat a l'autre selon son origine

géographique.
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Le diagnostic moléculaire des leishmanies peut étre appliqué a tout type d'échantillon
biologique selon les formes cliniques : ponctions ou biopsies de moelle osseuse, rate, ganglion ou
de peau, parfois du sang, compte tenu du gain de sensibilité apporté par certaines techniques comme

la Polymerase Chaine Reaction (PCR).

VIIl. POLYMERASE CHAINE REACTION (PCR)
VIIL1.  Définition
La PCR est une technique permettant d'amplifier in vitro des séquences d'’ADN par

répétition de réactions d'élongation en présence d'une ADN polymérase et d'amorces nucléotides
spécifiques. La découverte d'une eubactérie thermophyles vivant dans les sources chaudes (70-
75°C) du Yellowstone National Park, Thermus aquaticus, et l'utilisation par la suite de sa
polymérase, stables jusqu'a des températures proches de 100°C, sont a l'origine du développement
de cette technique.

VIIL.2.  Principe
Le principe de I'amplification in vitro repose sur la répétition de trois processus (MULLIS,

1990) (Figure.11.) :
% La dénaturation des deux brins d'/ADN a températures élevées (environ 94°C) afin
d'obtenir des molécules d’ADN monocaténaires.

L'hybridation d'oligonucléotides (amorces) complémentaires d'une séquence de I'ADN

E L

monocaténaire cible (la température est alors ramenée a une valeur comprise entre 50
et 60°C afin de permettre une bonne fixation des amorces).

La réaction d'élongation par une ADN polymeérase stable (la Taq polymerase) a partir

L

des oligonucléotides, réalisée a la température optimal de 60-70°C

Les produits de ce premier cycle sont ensuite dénaturés par la chaleur. Les amorces sont a
nouveau hybridées avec les brins d'ADN provenant du premier cycle. Le nombre de copie de
fragments d'ADN est double.

Cette technique de PCR a littéralement révolutionné les recherches en biologie moléculaire

et trouve de nombreuses applications aussi bien dans le clonage et I'étude de I'expression des génes

que dans la recherche d'un polymorphisme génétique.
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Figure.11. Etapes de la PCR (McPherson, 2000)
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VIIL.3. Avantages et Inconvénients de la PCR

Dans le domaine du diagnostic, la sensibilité et la spécificité de ces techniques semble
supérieure a celle de la recherche du parasite par culture. Le PCR permet, en outre, de réaliser un

typage moléculaire des souches sans passer par la culture.

L'avantage majeur (HARRIS, 1998) de ces techniques de biologie moléculaire est donc leur
sensibilite, spécificite, rapidité, I'utilisation de matériel génétique spécifique, I'automatisation de la

plupart des étapes rendant possible le traitement simultané d'un grand nombre d'échantillon

Cependant des inconvénients sont a signaler, c'est d'abord le risque de contamination
entre prélevements mais surtout par de I'ADN précédemment amplifié. Un autre inconvénient est lié
a la sensibilité extréme de ces techniques permettent la détection d'un portage asymptomatique des

leishmanies.

VIll.4. PCR et la leishmaniose

VIIl.4.1. PCR dans le programme de dépistage

Parmi les nombreuses régions d'/ADN de Leishmania identifiées et susceptibles d'étre
amplifiées, certains ont été étudiées dans I'intérét d'établir des protocoles de diagnostic en médecine
humaine et vétérinaire. De nombreuses études ont comparé la technique PCR a d'autres teslas pour
diagnostiquer la leishmaniose humaine et canine. Les résultats dépendent de nombreux facteurs ; le
type de prélevement, le protocole d'extraction et d'amplification de I'ADN, le moment du
prélevement, malgré des différents facteurs de variation, il est possible d'évaluer et de préciser

I'intérét de la PCR dans ce type de diagnostic.

En médecine humaine, la PCR a d'abord été comparée aux méthodes conventionnelles
directes de détection parasitaire. Une étude en 1993 a ainsi conclu a la nette supériorité de la
méthode de détection de I'ADN en matiére de sensibilité pour poser un diagnostic de certitude. Une
autre étude en médecine humaine réalisée un an plus tard a Marseille sur des patients cliniquement
suspects, a egalement mis en évidence la plus grande sensibilité de la PCR par rapport a la détection
directe sur frottis de moelle osseuse. La spécificité était en outre également élevée. Les auteurs
concluent ainsi a I'intérét de la PCR comme aide au diagnostic de la leishmaniose viscérale, en

particulier chez certains patients immunodéprimés ou la sérologie n'est pas suffisante.

OSMAN confirme l'intérét de la PCR dans le diagnostic de la leishmaniose en 1997, en

soulignant la meilleure sensibilité du test & partir des ponctions ganglionnaires ou médullaire.
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En 1995, deux études indépendantes (MATHIS et al ; ASHFORD et al) réalisées sur des
chiens leishmaniens ont développé d'autres protocoles avec succes, puisqu'ils ont réussi a détecter
I'ADN de Leishmania avec une sensibilité et une spécificit¢ de 100%. Ces valeurs ne sont
retrouvées qu'a partir de ponctions ganglionnaires et medullaires. En outre ASHFORD montre dans
son etude de dépistage de la leishmaniose viscérale canine au Brésil, que la sérologie a une plus
faible sensibilité (63 %) lorsqu'elle est comparée a la PCR comme méthode de référence au lieu de

la culture ou du test d'inoculation au hamster.

La PCR est donc une methode extrémement sensible et spécifique pour diagnostiquer la
leishmaniose canine. Sa sensibilité est nettement supérieure a celle de la sérologie en phase

chronique ou sur des patients asymptomatiques.

La grande sensibilité de la PCR dépend en grande partie de la méthode d'extraction de
I'ADN a partir des prélevements et des amorces d'amplification choisies en fonction de la région a

amplifier.

Malgré ses nombreux avantages, la PCR ne doit pas étres utilisée en premiére intention. En
effet, I'intérét des tests sériques a été confirmé depuis longtemps, alors que les tests de détection
d’ADN ne sont appliqués au diagnostic de la leishmaniose que depuis peu. Un certain recul s'impose
donc comme pour tout nouveau test de diagnostic. Cependant, cette méthode indépendante du statut
immunitaire s'impose réellement pour établir un diagnostic expérimental fiable dans certains cas
particuliers ou le taux d'anticorps est trés faible voire nul : chiens asymptomatiques, forme bénigne,
forme chronique. Cette détection peut donc contribuer a prévenir rapidement le développement et la

contamination d'une infection & Leishmania.

VII1.4.2. PCR pour un suivi de traitement

Les divers traitements de la leishmaniose canine sont généralement long et colteux,
entrainant des probléme de résistance pour certains chiens traités, ce qui fait que les signes clinique
disparaissent souvent quelque semaines aprés la fin du traitement. De plus les titres sériques
demeurent élevés pendant des mois méme en absence de signes cliniques
Dans ces circonstances, un résultat PCR positif indique que I'animal héberge encore le parasite et

donc il est conseillé de continuer le traitement.

La PCR peut donc étre utile dans le suivi de chiens traités. Elle permet de savoir si I'animal
est encore infecté ou s'il a réussi a éliminer les germes. La PCR est donc une méthode de choix pour

mettre en évidence les infections persistantes malgré le traitement.
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VI1I11.4.3. PCR comme outil épidémiologique de la leishmaniose canine

Le développement des connaissances épidémiologique est fondamental pour la mise au
point de meilleures stratégies thérapeutiques et prophylactiques. L'obtention de données
épidémiologique plus nombreuses et précises revét une importance particuliere lorsque I'on sait que

le chien représente un risque potentiel pour la santé humaine en région enzootique.

Les tests sériques ayant tendance a sous-estimer la prévalence de la leishmaniose canine, la
PCR est donc conseillé pour déterminer la prévalence dans les régions d'enzootie, en particulier
dans celles ou la maladie n'a pas encore été contr6lée. La PCR est donc un outil intéressant pour

étudier les caracteéristiques de la transmission de la maladie.

VIIl.4.4. Limite de la PCR

Malgré les performances de cette technique, elle ne permet pas la mise en évidence des

parasites dans leur ensemble. Cette méthode ne fait pas non plus la différence entre un germe vivant
ou mort. Il est nécessaire d'employer des protocoles d'extraction et d'amplification d'ADN, ainsi les
rares parasites parfois présents dans les prélévements peuvent étre perdus lors de purification. Les
problemes d'inhibition d'amplification d’ADN par certaines substances peuvent aussi provoquer la
perte d' I'ADN. Et enfin les faux positifs dus aux contaminations présentes la principale limite a

I'utilisation de la PCR dans le diagnostic de la leishmaniose.
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Tableau 7. Examens complémentaires réalisables face a une suspicion de leishmaniose
(Franck GUETTA, ALFORT 1995)

Examens indirects

Spécimens

Critéres diagnostiques

Biochimie classique

Serum ou plasma

Urémie et créatinémie augmentées ;
Activité des enzymes hépatiques
augmentée ;

Hyperprotéinemie.

Urine

Protéinurie ;
Hématurie.

Electrophorése

Sérum

Hypergammaglobulinémie : gammapathie
polyclonale (rarement monoclonale avec
parfois une augmentation des 32 et bloc 3,
Hypo-albuminémie.

Al

Numération et
formule sanguines

Sang EDTA

Anémie hypo a arégénérative ;
Thrombocytopénie ;

Leucopénie ou leucocytose avec déviation
a gauche de la courbe d’Arneth ;
Lymphopénie ;

Monocytose.

Sérologie

Sérum ou plasma

Titre en anticorps supérieur a 1/80° par
immunofluorescence ou supérieur a 50 par
ELISA (selon le laboratoire)

Examens indirects

Spécimens

Diagnostic de certitude

Examen
microscopique apres
coloration

Ponction
ganglionnaire
Ponction de moelle
0sseuse

Calques cutanés,
sérosites dermiques

Visualisation des leishamnies (formes
amastigotes) ;

Biopsie ou pieces
d’exérése, intéressant

Lésions caractéristiques et visualisation

Histologie les organes du SPM et des leishmanies (formes amastigotes)
la peau
« Ponction Visualisation et fragments d’ADN ou
ganglionnaire d’ARN spécifiques de Leishmania sp.
= Ponction de moelle Amplifiés aprés migration
PCR osseuse

(Polymérase Chain
Reaction) sur mini-
tube EDTA ou frottis
sur lame

Calques cutanés,
sérosites dermiques
Frottis conjonctivaux
(cytobrosse)
Biopsies ou pieces
d’exérese cutanées et
du SPM

électrophorétique

i Diagnostic par PCR
@4 Puit n° 1 : marqueur moléculaire

Puits

@ Puitn°2:

1:2. 3.4

Puitn® 3:
Puitn® 4 :

résultat PCR positif
témoin négatif
témoin positif (amplicon)
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Les examens complémentaires sont indispensables pour poser le diagnostic avec certitude
(cf. tableau 7). Si ’ensemble des résultats de ’hémogramme ne permet généralement que d’orienter
vers un phénomene infectieux, 1’électrophorése des protéines est I’examen biochimique de choix.
Malgré son manque de précision, il conforte la suspicion clinique en présence d’une
hyperproléinémie, d’un rapport albumine / globuline diminué et d’une hypergammaglobuminémie

polyclonale.

Les tests sérologiques sont les premiers tests spécifiques a réaliser pour confirmer
I’infection. L’interprétation du titre sérique doit étre établie avec prudence en tenant compte de la
technique utilisée (immunofluorescence ou Elisa) de la date présumée d’infection et des valeurs
usuelles du laboratoire. Les premiers anticorps immunoglobulines G (1gG) apparaissent a partir de
la troisieme semaine post-infection. Ils commencent a diminuer généralement entre quarante cing et

quatre vingt jours apres le traitement.

L’interprétation doit aussi tenir compte de certains inconvénients liés aux tests sériques. La
sensibilité maximale en immunofluorescence serait de 80% selon certains auteurs (C. Dye et Coll,
Serogical diagnostic of leishmaniasis on detecting infection as well as disease. Epid. Infect., 1993,
103, 647-656). Elle n’apparait, en outre, qu’apres une longue période d’incubation et diminue
rapidement en deux a trois mois. Ce manque de sensibilité est particulierement observé chez les

chiens infectés asymptomatiques.

Une étude réalisée a partir de chiens infectés naturellement et expérimentalement a montré
que tous les chiens asymptomatiques (huit au total) étaient caractérisés par une bonne réponse
immunitaire cellulaire, et qu’un seul d’entre eux présentait des anticorps détectables (E. Pinelle et
coll., 1994)

D’autres études ont également mis en évidence le manque de spécificité¢ de certains tests
sériques, inconvénient majeur pour les études épidemiologiques de dépistage et de contrble des

chiens infectés en zone enzootique (D — A Ashford et coll., 1995).

L’objectif des examens directs est de mettre en évidence directement le parasite au
microscope apres étalement sur lame du spécimen seul, ces examens confirment avec certitude une
leishmaniose, car ils sont tous bien réalisés. En revanche, leur sensibilité est tres variable et dépend
directement de la nature du spécimen examiné. La recherche a partir de sang est ainsi abandonnée,

car elle est trop rarement fructueuse, la parasitémie étant trop faible voire nulle et trop courte.
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On préfere donc une recherche sur ponction ou biopsie d’organes du SPM (Systéme des
Phagocytes Mononuclées), tels que la moelle osseuse, les ganglions lymphatiques et la rate, ou a
partir de matériels provenant de lésions cutanées telles que des biopsies, des calques ou des

sérosités dermiques.

La sensibilit¢ maximale est obtenue avec les spécimens de la moelle osseuse, puis des
ganglions lymphatiques, il existe d’autres examens directs plus sensibles, utilisés en médecine
humaine, comme la mise en culture ou les tests d’inoculation au hamster doré, mais leur lourdeur de

réalisation et leur pris interdisent leur utilisation pratique en médecine vétérinaire.

On réalisera, donc, les tests sérologiques en premiére intention, car ils ne nécessitent qu’un
prélévement sanguin et confirment I’infection dans la majorité des cas. Les examens directs seront
effectués seulement si les résultats sérologiques sont difficilement interprétables (valeurs limites des
titres sériques) ou ne confirment pas la suspicion clinique (possibilité de faux négatifs). lls peuvent
¢galement étre réalisés, d’emblée, a l’occasion de I’exécution d’un myélogramme ou d’un
adénogramme dans un contexte respectivement d’anémie ou d’hypertrophie ganglionnaire d’origine

inexpliquée.

Pour les diagnostics des parasitoses animales, la PCR est de loin, la plus utilisée ces
derniéres années, car, elle permet d’amplifier in vitro une région spécifique d’un acide nucléique
cible (ADN ou ARN) afin de la visualiser ensuite par d’autres techniques: migration

électrophorétique.

Aprés coloration au bromure d’éthidium (cf. tableau 7), hybridation avec des sondes
marquées ainsi que d’autres méthodes calorimétriques et luminescente. C’est un outil extrémement
performant, puisqu’il permet 1I’amplification de millions de copies d’un fragment d’acide nucléique

a partir d’une trés faible quantité de spécimens biologiques.

Son principe est de détecter la présence du parasite dans le specimen préleve via une partie
infime de son matériel génétique, donc cette recherche doit tenir compte des connaissances

actualisées des caractéristiques du Génome de leishmania.

De nombreux protocoles de PCR ont été comparés et publiés afin de définir les plus
sensibles et les plus spécifiques. Les premieres études, specifiquement vétérinaires, réalisées en
1995, ont montré une sensibilité et une spécificité, diagnostiques de 100% (D-A Ashford et coll.,

1995). Ces bons resultats doivent étre nuancés, car ils ne sont observés qu’a partir de matériels
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ganglionnaire et médullaires. La recherche sur sang est en effet beaucoup moins sensible. Ces
données ont été confirmées en 1999 avec une étude réalisée en Sicile sur 124 chiens (S. Reale et
Coll., 1999), comportant les résultats obtenus par PCR avec des matériels sanguins et
ganglionnaires. Les auteurs ont montré une sensibilité, une spécificité, des valeurs prédictives
positive et négative de 100% sur ponction ganglionnaire et de respectivement 85, 80, 95 et 57% a
partir du sang. L’étude a également confirmé le nombre important de faux négatifs (40%) obtenus

par serologie.

On retiendra donc I’intérét des techniques PCR pour la détection de leishmania infantum

sans oublier I’'importance de la nature du spécimen analysé et du protocole adapte.

La PCR est surtout indiquée, lorsque les résultats sérologiques ne sont pas satisfaisants ou
lorsque I’examen direct est négatif (ou douteux), en présence d’un contexte clinique évocateur.
Cette méthode étant indépendante du statut immunitaire, est particulierement utile dans les cas
particuliers de chiens infectés a réponse humorale faible : asymptomatique,, formes bénignes ou

chroniques.

L’interprétation du résultat soit tenir compte de la nature du spécimen analysé, des autres

résultats d’examens et évidemment de la clinique et de I’anamnése.

Tableau 8. Avantages et limites des techniques PCR
(Franck GUETTA, ALFORT 1995)

Avantages Limites

Faux positifs, liés aux problemes de
Sensibilité et spécificité excellente contamination lors du prélévement ou de
’analyse au laboratoire.

Chois judicieux du prélévement en fonction de

Aucun milieu de transport nécessaire la pathogénie, des symptomes et de 1’évolution
de la maladie.
Faux négatifs, lies a la présence dans le
Realisable en routine spécimen d’inhibiteurs d’amplification ou d’une

quantité d’acides nucléiques cibles, trop faible.

Diagnostic précoce Plus onéreux que la sérologie.

Ne nécessite qu’une tres faible quantité d’acide

. . . Laboratoire spécialisé.
nucléique cible dans les spécimens

Realisable méme sur des parasites morts Personnel technique qualifié et expérimente.

Indépendante de la réponse immunitaire

Résultats rapides (48 heures en moyenne)

Suivi thérapeutique
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La PCR, comme toute technique d’analyse, comporte également des limites. Son extréme

sensibilité considérée comme son avantage majeur est également son talon d’Achille.

En effet, nombreux sont les risques de contamination entre le prélévement et la derniere
¢tape analytique. Les différents instruments, 1’air ou les solutions peuvent contenir d’infimes
quantités de fragments d’ADN amplifiés, pouvant servir de cibles d’amplification. De plus, des

contaminations croisées horizontales peuvent s’effectuer d’un spécimen a un autre.

Toutes ces contaminations entrainent des faux positifs. Les laboratoires spécialisés adoptent

ainsi de nombreuses précautions associées a des solutions techniques et des contréles de qualité.

La PCR peut aussi étre utile dans le choix et le suivi thérapeutique en détectant et en suivant
I’élimination des leishmanies par ces techniques, des auteurs ont réalisé de nombreuses avances en
matieére d’évolution d’efficacité des différents traitements anti leishmanies (A. Moritz et coll.,
1998). Deux études allemandes (A. Moritz et coll., S. Stember et coll., 1998) ont utilisé cette
méthode et ont effectué I’élimination thérapeutique des parasites sur la moelle osseuse de chiens
leishmaniens. Elles ont ainsi confirmé ’intérét d’un traitement permanent a 1’allopurinol au

Glucantime®. La détection par PCR peut alors préciser la durée de traitement.

On sait en effet, que la Glucantine® est contenue et qu’il entraine des effets secondaires
parfois importants. Une évaluation précise par les méthodes classiques est difficile, voire
impossible. Les symptémes peuvent disparaitre quelques semaines apreés le début de la thérapie. Les
titres sériques peuvent rester élevés plusieurs mois en 1’absence de signes cliniques et les examens
directs conventionnels ne sont alors pas assez sensibles, le principe d’un suivi plus sensible et plus
précis par PCR serait donc de traiter 1’animal jusqu’a obtenir un résultat négatif. Il est important de
savoir, toute fois, qu’en raison de 1’existence d’une 1énik de détection, aussi faible soit elle, un tel
résultat ne permet jamais de conclure a I’absence totale de parasites dans les spécimens analyses, et
a fortiori, dans I’organisme d’origine. En pratique, Ferrer propose néanmoins I’arrét du traitement
apres disparition des symptdmes, normalisation des examens de routine et deux résultats PCR
négatifs espacés de six mois sur un spécimen de moelle osseuse. La mise au point de futurs
protocoles avec des limites de détection encore plus basse permettant certainement a ’avenir de
préciser encore l’arrét du traitement et on pourra utiliser les techniques PCR comme outils

pronostiques, comme c’est déja le cas pour la leishmaniose cutanée humaine.
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IX.CONCLUSION
Si la recherche avance aussi vite sur la leishmaniose canine, c'est en grande partie a cause de

son lien incontournable avec la leishmaniose humaine. On peut s'attendre encore a de nouvelles
avancées dans les connaissances sur cette maladie d'actualité, car elle mobilise de nombreuses

équipes de recherche a travers le monde.

La PCR est une technique et une méthode indispensables pour ce genre d'études

diagnostiques mais aussi thérapeutiques et épidémiologiques.

Comme le souligne BLACKWELL, lavenir des études épidémiologiques sur la

leishmaniose sera fondée sur les études génomiques.
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RESUME

La leishmaniose est une anthropo-zoonose endemo-epidemique, potentiellement grave,
rarement contagieuse, due a un protozoaire flagellé de I'espece Leishmania. La répartition
géographique de la maladie dépend généralement de la présence d'insectes vecteurs et d'animaux
réservoirs. Le diagnostic clinique est souvent difficile car la maladie est trés polymorphe.
Cependant, la variété de la symptomatologie, la gravité de la maladie et la lourdeur du traitement,
nécessitent des examens complémentaires adéquats pour la confirmation du diagnostic, ce qui
souligne I'importance d'utiliser en routine des méthodes fiables, précises et surtout rapide, telle que

la PCR.

Le but de cette étude est de mettre en évidence la technique PCR dans I'établissement d'un

diagnostic fiable de la leishmaniose.
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SUMMARY

The leishmaniasis is an & nthropozoonosis, endemo-epedemic, potentially serious, rarely
contagious, caused by Flagellate protozoa of the leishmania specie. The geographical distribution of
the disease depend generally of the presence of vectors insects and reservoirs animals. The clinical
diagnostic is often difficult because the disease is very polymorph, however, the large variety of
symptomatology, the gravity of the disease and the heaviness treatment required a complementary
and appropriate examination for the confirmation of the diagnostic, it's what underline the

importance to use usually a reliable accurate method and particularly swift, such as PCR.

The objective of this study is to demonstrate the PCR method in the establishment of a

reliable diagnostic of the leishmaniasis.
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