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Resume

La leishmaniose canine est une maladie infectieuse li€e a la transmission, par pigtre de phlébotome,
d’un protozoaire flagellé : Leishmania infantum. C’est une maladie zoonotique grave pour laquelle
le chien est le principal réservoir de la maladie chez I’homme.

Le traitement est long, lourd et coiiteux, et ne confere pas de stérilisation parasitaire, ce qui entraine
la survenue de rechutes et la persistance du parasite, faisant du chien une source d’infection pour les
phlébotomes.

Plusieurs techniques spécifiques de diagnostic ont été développées pour faciliter le diagnostic. Il est
essentiel de comprendre le fondement de chacun des tests de diagnostic et ses limites et en faire une
interprétation appropriée. Fiables et précis, les tests de diagnostic sont essentiels pour la détection
de l'infection & Leishmania chez les chiens malades, malgré leur manque de sensibilité et de

spécificité.

Mots-clés : Leishmaniose canine ; tests de diagnostic.



Abstract

Leishmaniasis caused by Leishmania infantum is a vector-born zoonotic disease that is endemic in
the Mediterranean basin. The dog is the main domestic reservoir for human infection by L.
infantum,

The treatment is long, cumbersome and expensive and does not confer sterilizing parasite, which
causes the occurrence of relapses and persistence of the parasite, making the dog a source of
infection for sandflies.

More specific diagnostic techniques have been developed to facilitate diagnosis. It is essential to
understand the basis of each diagnostic test and its limitations and the proper interpretation.
Reliable and accurate diagnostic tests are essential for the detection of Leishmania infection in dogs
sick, although their lack of sensitivity and specificity.

Key-words: Canine leishmaniasis; tests diagnosis, prophylaxis.
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°C : degré Celsius

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNK : kinétoplaste 'ADN

ARN : Acide ribonucléique

BCG : Bacille de Calmette et Guérin

CanL : leishmaniose canine

CCS : coeur-cerveau-sang

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité
CPA : Cystéineprotéine A

CL : leishmaniose cutané

CPB : Cystéine protéineB

DAT : test d'agglutination directe;

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay
IFAT : le test d'immunofluorescence;

ITS1 : espaceur transcrit interne 1

LV : leishmaniose viscérale

NNN : novy-mac Neal-Nicolle

PCR : polymerase chain reaction

RFLP : polymorphisme de longueur des fragments de restriction
IV : intraveineuse

IFN : interféron

kDa : Kilodalton

FML : Ligand fucose mannose

GP63 : Glycoprotéine

TNFa : Tumor Nécrosis Factor a
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Introduction

Introduction

La leishmaniose canine est une maladie infecticuse due a la multiplication dans le systéme
des phagocytes mononuclées d'un protozoaire appelé Leishmania infantum transmis par la piqlire
d'un psychodidé€ du genre Phlebotomus (1).

Il s'agit d'une zoonose pour laquelle I'espéce canine constitue dans le bassin méditerranéen le
réservoir du parasite. L'importance des leishmanioses dans le monde est illustrée par le nombre
annuel de nouveaux cas qui se chiffre entre 1,5 & 2 millions de cas (2).

L'Algérie est concernée par trois formes cliniques sévissant & l'état endémique: la
leishmaniose viscérale (LV), la leishmaniose cutanée sporadique du nord (LCS) et la leishmaniose
cutanée zoonotique (3).

Cette maladie se caractérise dans sa forme classique par des symptomes généraux

(abattement, amaigrissement, fi¢vre et anorexie) associés a des signes cutanéo-phanériens (alopécie,
ulcéres, squamosis, hyperkératose ou onychogryphose) et muqueux (epistaxis, hématurie ou
diarrhée hémorragique) et par une hypertrophie du systéme lymphomagrophagique (adénomégalie,
splénomégalie) (4).
L'évolution de la maladie est lente, souvent fatale en l'absence de traitement. La thérapeutique
s'appuie essentiellement sur un traitement spécifique systématique (composés stibi€s) et un
traitement complémentaire (allopurinol, substances immuno-modulatrices, reconstituants généraux)
(5).

Si les examens cliniques, hématologiques et biochimiques permettent de suspecter l'infection,
le diagnostic de certitude passe par la mise en évidence directe ou indirecte du parasite dans
différents types de prélévement (sang, ponction de nceud lymphatique ou de moelle osseuse, biopsie
de peau).

Elle peut étre réalisée facilement de fagon indirecte par plusieurs techniques de sérologie
(agglutination, immunofluorecence indirecte, ELISA, é€léctrosynérése, western — blot) chacune
présentant des qualités particuliéres (sensibilité, spécificité, facilit¢ de mise en ceuvre, suivi
thérapeutique).

Les techniques de diagnostic directe par coloration, mise en culture PCR, identification
enzymatique ou par détection d'antigénes spécifiques sont plus spécifiques mais & l'exception de la
coloration de mise en ceuvre plus difficile, notamment pour évaluer 1'efficacité d'un traitement.
L’objectif du présent travail est de réaliser une revue de littérature synthétisant les différentes

méthodes de diagnostic de la leishmaniose canine.



1. Définition

La leishmaniose canine est une maladie infectieuse liée au développement et a la multiplication

dans les cellules du syst¢me des phagocytes mononucléés d’un flagellé : Leishmania infantum, transmis
par la piqiire d’un Psychodidé, insecte Diptére Nématocére appartenant au genre Phlebotomus (1).c’est
une zoonose trés répandue dans le bassin méditerranéen (2).
Ce parasite est responsable d’une affection caractérisée cliniquement par une atteinte générale, une
atteinte cutanéo-muqueuse et une hypertrophie ganglionnaire d’évolution lente aboutissant souvent
a la mort de ’animal (3).
C’est une maladie chronique, évoluant sur plusieurs mois, difficile a traiter, fréquemment sujette a des
rechutes, et donc de pronostic réservé. Il s’agit de plus d’une zoonose, le chien étant une source de
parasites pour les phlébotomes qui peuvent transmettre ensuite la maladie & ’homme par piqfire. Le
chien constitue le réservoir principal de la leishmaniose humaine.
2. Importance

Leishmaniose humaine, causée par plusieurs espéces de Leishmania, comprend un
groupe de maladies qui sont principalement des zoonoses. Il s'agit notamment de 1a LV,
qui implique les organes internes et est mortelle si non traitée, et les formes cutanées et
cutanéo-muqueuses (CL), qui affectent la peau ou les jonctions cutanéo-muqueuses et
peuvent guérir spontanément, cicatrices disgracieuses laissant (4). Ce groupe
d'infections est le troisiéme plus important de maladies & vecteur, aprés le paludisme et
la filariose lymphatique. Elle est endémique dans de nombreuses régions tropicales et
sub-tropicales de 1'Ancien Monde et Nouveau. La leishmaniose est endémique dans 88
pays, avec plus de 350 millions de personnes a risque. L'incidence estimée est de 2
millions de nouveaux cas par an, 0,5 million de VL et 5 millions de CL (2). La
leishmaniose viscérale provoque une estimation de 59 000 décés par an (soit un taux
parmi les maladies parasitaires dépassé seulement par le paludisme), et de 2.357.000
années de vie perdues ajustées sur l'incapacité (DALY), en placant la leishmaniose
9¢me dans une analyse globale des maladies infectieuses (2). La leishmaniose est 1'une
des grandes maladies infectieuses qui affectent la vie des populations les plus pauvres
du monde surtout dans les zones rurales et suburbaines (5).
En médecine vétérinaire, la leishmaniose causée par L. infantum est surtout importante
chez les chiens. La leishmaniose canine est une des principales zoonoses globalement
causant une grave maladie mortelle chez les chiens. L'infection chez les chats (7),
canidés sauvages (8) et les chevaux (9) a également été signalé dans les zones ou la maladie est

fréquente chez les chiens.
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3. Etiologie
a. Parasite
Les leishmanies sont des protozoaires de la classe des Flagellés, de la famille des

Trypanosomatid€s et du genre Leishmania.

C’est un parasite diphasé

une forme promastigote, observée uniquement chez le vecteur et en culture : il s’agit d’un

élément allongé, de 15-20 pum, avec un flagelle libre ;

3

Figure 1 : Forme promastigote
(photo laboratoire de parasitologie - ENVL)
- une forme amastigote , observée dans les cellules du systéme des phagocytes mononucléés du

chien, élément globuleux de 2 a 4 um de diamétre, possédant un flagelle intracytoplasmique (non visible

en microscopie optique), un noyau volumineux et un kinétoplaste (10).

Figure 2 : Nombreuses formes amastigotes dans un macrophage

(Photo Iaboratoire de parasitologie - ENVL)
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La paroi des leishmanies est constituée d’une membrane externe et d’une membrane interne et
renferme des composants jouant un role important dans 1’endocytose des parasites et dans les
phénoménes immunologiques accompagnant les infections leishmaniennes (11) :

- du lipophosphoglycane (LPG) ;

- des glycolipides et glyco-inositolphospholipides ;

- des enzymes ;

- des glycoprotéines : gp63, gp42, gp43 (laminine de surface), gp46 ;
- des cystéines protéinases ;

- une protéine de la famille tryptophane-acide aspartique, le LACK.

Il semble que ces composants soient des molécules-cl€s intervenant dans le métabolisme des
parasites et qu’ils puissent jouer un role important dans leur pathogénicité, leur virulence et dans les
interactions hote-parasite. Ils représentent donc des cibles moléculaires intéressantes en immunothérapie
et en chimiothérapie.

Le cytoplasme contient une kinase jouant un rdle dans la survie des leishmanies dans les cellules
parasitées (11).

Les leishmanies vivent au sein des macrophages, en particulier dans la lymphe dermique, les noeuds
lymphatiques, la rate, le foie et la moelle osseuse. Elles sont exceptionnellement rencontrées dans les
monocytes sanguins. Elles survivent a la phagocytose et & I’agression oxydative du macrophage et se
multiplient par division binaire longitudinale. Cette multiplication peut engendrer la lyse du
macrophage: les parasites sont alors libérés puis phagocytés par d’autres macrophages. Ceci conduit a la
diffusion des leishmanies dans 1’organisme (10; 12 ; 13).

Le cycle évolutif fait intervenir les phlébotomes et les chiens.

Chez les arthropodes, les leishmanies ingérées lors d’un repas sanguin se multiplient par scissiparité, et
évoluent dans le tube digestif, en partie supra-pylorique. Seuls les phlébotomes femelles peuvent
intervenir comme vecteurs biologiques. FEtant donné que les phlébotomes se nourrissent par
telmophagie, ¢’est-a-dire par 1’absorption d’un mélange de sang et de lymphe constitué dans le derme
suite 4 I’action traumatisante des pi¢ces buccales et la sécrétion d’une salive histolytique, ce sont
essentiellement des leishmanies présentes dans le derme qui assurent le passage 4 1’arthropode (10)
Les leishmanies ont un double mode de vie pour un double habitat : elles sont intracellulaires chez le
chien et extracellulaires chez le vecteur. La forme amastigote ingérée par le vecteur se transforme en
leishmanie promastigote, qui se multiplie et sera inoculée au chien. Le cycle évolutif est dixéne, et dure
2 4 3 semaines au bout desquelles des promastigotes infectants pour les vertébrés, sont présents dans les

picces buccales de I’insecte (10).



b . Le vecteur

Le phiébotome est un Diptére Nématocére Psychodidé, de
couleur gris jaundtre. Il est de petite taille (2-3 mm) et son corps i,
est gréle. Il posséde une paire d’ailes lancéolées velues, dressées
en « V » au repos. Son thorax bomb¢ lui donne un aspect bossu
(10).

La femelle phlébotome est telmophage : elle se nourrit d’'un
mélange de sang et de lymphe formé a la suite d’une piqfire,

assurée par des piéces buccales de fort calibre. Ce repas

s’effectue de maniére interrompue, & la suite de plusieurs
piqiires, sur le méme individu ou non. Le repas se compose aussi
de ’absorption de sucres obtenus en particulier a partir de s¢ve 1;
végétale. Cet apport se révéle d’ailleurs indispensable a Ila \ 3
transformation et 4 la multiplication des leishmanies dans le tube
digestif du phlébotome (10). La salive inoculée est allergisante \ \
(érythéme, douleur) et participe activement 3 ’installation et la !
multiplication des leishmanies chez I’h6te (14).

Figure 3: Phlebotomus spp.
Site internet : Wikipedia

c. Répartition géographique et caractéristiques du vecteur

Les vecteurs du genre phlébotome (Vieux Monde) ou Lutzomyia (nouveau
monde) sont les principaux vecteurs de Leishmania (14;15). Les phlébotomes sont
principalement présents dans les pays tropicaux ou sont en activité pendant les mois
relativement chauds de 1'année dans les pays tempérés. L'activité du phlébotome adulte
est crépusculaire et nocturne du premier ressort & 'automne en retard dans le bassin
méditerranéen et toute I'année en Amérique du Sud (14 ; 15). Sa gamme d'activité est
entre 15 et 28 °C, et est toujours associée & I'hygrométrie et a 1'absence élevées du vent
ou de la pluie. Le phlébotome peut voler sur des distances de 200 m a 2,5 kilométres et

peut entrer dans des maisons de nuit due a leur phototropisme positif (14 ; 15).



1. Importance de la leishmaniose canine dans des secteurs non endémiques

La maladie peut étre diagnostiquée dans les pays non endémiques chez les chiens
qui avaient vécu ou voyagé dans des secteurs endémiques (14). Les plus grands nombres
de chiens voyageant au Sud de I’Europe et importés comme animaux de compagnies des
secteurs endémiques ont soulevé des préoccupations concernant l'introduction des
maladies vectorielle, telles que la leishmaniose canine, dans les régions non
endémiques de 1'Europe (16). Une étude des Pays Bas a constaté qu’environ 58.000
chiens voyagent annuellement de Hollande vers le Sud de I’Europe avec leurs
propriétaires pendant les vacances et que le risque d’acquérir la leishmaniose canine est
de 0,027-0,23% (17). Les chiens infectés dans des secteurs non endémiques peuvent
également contribuer & l'entretien du parasite dans la population canine par des modes
de transmission rares mais possibles. En outre, 'infection par L infantum s'est étendue
au nord de I’Europe, atteignant les collines des Alpes en Italie nordique (18). La
transmission pourrait se produire dans un nouveau secteur si des chiens infectés sont
importés et si la population des vecteurs est assez grande. Les changements de la

dynamique des populations de phlébotomes peuvent mener a la création de nouveaux

foyers permanents.

2. Les considérations de santé publique de la leishmaniose canine

Les chiens sont considérés comme le réservoir le plus important péridomestiques de
L. infantum responsable de !’infection chez les humains. Cependant, une seule étude
réalisée en Iran a montré que la possession d'un chien infecté est un facteur de risque pour
I'infection humaine (19). La présence de chiens infectés dans le voisinage des humains est
certainement associée a la transmission de l'infection, mais, la présence effective d'un chien
infecté dans le ménage ne semble pas augmenter considérablement le risque d'infection 4 la
famille lorsque la transmission est déja en place dans la région. Par conséquent, le danger
pour les propri€taires de chiens a la leishmaniose semble faible. L'efficacité de
I'élimination des chiens séropositifs au Brésil pour diminuer l'infection humaine est

‘contestable et plusieurs rapports ont prétendu qu'elle n'était pas utile (21)

3. La différence entre l'infection et la maladie dans la leishmaniose canine

Le concept traditionnel que tous les chiens infectés par L. infantum finiront par développer
de graves leishmanioses cliniques aprés une période d'incubation variable a été réfuté (22). La

leishmaniose canine est une maladie dans laquelle I'infection n'est pas égale a la maladie clinique
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due 2 la forte prévalence de l'infection subclinique (23). Dans le passé, les chercheurs ont utilisé
la classification clinique des chiens asymptomatiques, oligosymptomatiques et

polysymptomatique basée uniquement sur les résultats de I'examen physique (24). Ce classement

a une valeur limitée, car elle ne tient pas compte des anomalies clinicopathologiques et les chiens
qui ont fait un dysfonctionnement organique généralisé, sans apparente manifestétions visuelles
(25). Les auteurs définissent les chiens avec la leishmaniose clinique quand ils présentent des
signes cliniques et / ou des anomalies clinicopathologiques et une confirmation d’une infection
par L. infantum. Les chiens avec une infection subclinique, ou cliniquement sains, sont définis
comme ceux qui ne présentent pas de signes cliniques, ni & I'examen physique, ni d’anomalies
clinicopathologiques par des tests de laboratoire de routine (CBC, le profil biochimique et

analyse d'urine), mais ont une confirmation d’une infection a L. infantum.

4. La prédominance de la maladie et de l'infection dans des régions endémiques

La majorité des chiens infectés par Leishmania ne développent pas de signes cliniques

ou d’anomalies clinicopathologiques et la prévalence de la maladie est souvent
inférieure 3 10% dans les régions endémiques ; bien que la séropositivité est trouvée
dans presque tous les chiens avec une maladie clinique. Les études épidémiologiques
utilisant des techniques moléculaires dans les zones ou CanL est endémique ont montré
que la prévalence de l'infection canine & Leishmania peut étre considérablement plus
élevée que la séroprévalence et la prévalence de la maladie (23). L’infection & L.
infantum chez les chiens est endémique dans environ 50 pays en Europe, Afrique, Asie
et les Amériques (5), avec des taux variables de prévalence, selon les conditions
écologiques et climatiques qui déterminent 1'abondance des vecteurs. Plusieurs rapports
ont révélé 1'émergence de l'infection dans de nouveaux endroits ainsi que son

augmentation dans les zones d'endémicité précédemment établies (18).
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Cartel :Répartition géographique mondiale de Leishmaniose.

5. Le role d'immuno-réaction dans les différentes manifestations cliniques de
l'infection 2 Leishmania
Un large éventail de réponses immunitaires et de manifestations cliniques ont été

décrites dans la CanL. L'infection & Leishmania chez les chiens peut se manifester comme une
infection subclinique, une maladie avec auto-limitation (26), ou une maladie sévére sans auto-
limitation. Chez les chiens, deux opposés de ce spectre clinique sont caractérisés par:

1) L'immunité protectrice qui est médiée par les cellules T CD4 la libération de I'interféron-g, IL-
2 et TNFa qui induisent des macrophages anti-Leishmania,

2) Susceptibilité a la maladie qui est associ€e a la production d'une marque humorale sans
réponse immunitaire protectrice et une immunité cellulaire médi€e réduite ou déprimée avec
un mélange Thl et Th2 de réponse des cytokines (5; 23).

Dans ce spectre, la maladie clinique peut aller d'une dermatite bénigne papuleuse associée a
I'immunité cellulaire spécifique et de faible réponse humorale (27) & une maladie grave
caractérisée par une atteinte rénale avec glomérulonéphrite due au dépét de complexes

immuns associés (28).
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6. Fréquences des réactions immunitaires trouvées chez les chiens vivants dans des

régions endémiques

Les schémas des réponses immunitaires chez les chiens exposés a l'infection a
Leishmania basés sur des études publiées sur des chiens naturellement et
expérimentalement infectés ont été décrits dans une zone d'endémie & un moment
donné du temps en utilisant plusieurs techniques pour la détection de l'exposition au
parasite (sérologie, évaluation de 1l'immunité cellulaire avec des tests cutanés ou
leishmanine, test de prolifération lymphocytaire). L’évaluation clinique, a montré que
généralement 5 3 10% des chiens sont malades et environ 90-95% sont cliniquement
sains. Dans un modé¢le hypothéthique (29), le groupe des chiens apparemment sains
peut &tre divisé en un sous-groupe d'environ un tiers qui n'est pas infecté et les deux
tiers qui sont infectés. Vingt-deux pour cent des chiens infectés seront considérées
comme sensibles a 1'évolution de la maladie clinique due a la réponse cellulaire

déprimée et la présence de la réponse humorale. Les chiens développeront

probablement des signes cliniques et / ou clinicopathologiques plus tard. Quarante-
sept pour cent des chiens infectés sont considérés comme "résistants" en raison de la
présence d'une réponse cellulaire contre Leishmania démontrables. Vingt-sept pour
cent des chiens ''résistants" présenteront la réponse cellulaire et humorale et 18%
présenteront une réponse cellulaire seulement (29). Cependant, l'infection subclinique
n'est pas nécessairement permanente et des facteurs tels que les maladies
concomitantes et 1’immunosuppression pourraient casser 1'équilibre et mener a la
progression de la maladie clinique chez les chiens comme cela a été observé chez les

humains co-infectés par le virus de I'immunodéficience humaine et Leishmania (5).

7. Chiens infectés restent-ils médicalement sains ou deviennent-ils sévérement

malades ?

On ne sait pas avec certitude quels sont les mécanismes responsables de la
résistance ou de la sensibilité chez le chien, ni la fagcon dont des facteurs comme
I'dge, le sexe, la nutrition, génétique de 1'hbte, les co-infections et / ou maladies
concomitantes, conditions immunosuppressives, l'environnement de cytokines, la
charge parasitaire virulence des souches de Leishmania, les infections antérieures et

le mode de transmission peuventt affecter la polarité des manifestations cliniques de
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I'infection & Leishmania. Certaines races de chiens tels que le Boxer, Cocker,
Rottweiler et Berger Allemand semblent étre plus sensibles au développement de la
maladie (30). Tandis que d'autres tels que le chien Ibizian développent rarement des
signes cliniques (29). Le Slcllcl (famille porteuse de solutés 11 membres al) geéne,
anciennement nommée N-Rampi, et certains all¢les des génes du CMH II ont été
associées a une prédisposition & CanL (31). L'dge semble &tre un facteur important.
Les pics de prévalence de CanL ont été signalé€s chez les chiens de moins de 3 ans et
plus de 8 ans (32). Les hamsters méles expérimentalement infectés semblent Etre plus
sensibles a la maladie en développement que les femelles (33). Chez les chiens,
certaines études épidémiologiques n'ont pas déclaré la prédisposition des sexes (34)
alors que d'autres études ont rapporté un risque plus élevé de la maladie chez les
chiens méiles (35). En outre, les infections canines expérimentales ont montré

comment les différentes voies d'infection et les stades de vie du parasite utilisés pour

I'infection, vont entrainer des manifestations cliniques divergentes. L'infection
intradermique et l'inoculation de promastigotes conduira probablement & une
infection subclinique tandis que les infections par voie intraveineuse par des

amastigotes se manifestent comme une maladie grave (5).

8. Signes cliniques de la leishmaniose canine

Les caractéristiques cliniques de la leishmaniose varient largement comme une
conséquence des mécanismes pathogéniques de nombreux processus de la maladie, les
différents organes concernés, et la diversité des réponses immunitaires montrés par des

hotes individuels (23).

La CanL est une maladie systémique qui peut potentiellement impliquer tout
fluide, organes, et tissus biologiques, et se manifeste par des signes cliniques non
spécifiques. Les principaux résultats cliniques disponibles sur 1'examen physique dans
CanL classiques incluent des lésions cutanées, généralisée, lymphadénomegalie, perte
de poids progressive, atrophie musculaire, intolérance a 1'exercice, perte d'appétit, la
léthargie, une splénomégalie, une polyurie et la polydipsie, 1ésions oculaires, épistaxis,
onychogryphose, boiteries, des vomissements et la diarrhée (23). Les signes cliniques
variables et non spécifiques rendent la liste des diagnostics différentiels a CanL

largement étendu.
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Photol : Quelques signes cliniques trouvés dans CanlL :
A)Epistaxis; B) uvéite bilatéral et opacité cornéenne; C) conjonctivite purulente et
blepharitis; D) Exfoliative alopécie dans la jambe arriére ; E) cachexie et alopécie généralisé.

a. Les lésions cutanées chez les chiens leihsmaniens

Les Iésions cutanées sont les plus communes chez les chiens admis en
consultation (36). Les 1ésions cutanées peuvent étre observés seules ou avec d'autres
signes cliniques et / ou des anomalies clinico-pathologiques. Plusieurs entités
dermatologiques ont été décrites (22, 36):
> non prurigineuses érythrodermie avec ou sans l'alopécie qui peut étre
généralisée ou localisée sur le visage, les oreilles et les membres,
> dermatite ulcéreuse au niveau des proéminences osseuses, les jonctioné
cutanéo-mugqueuses, les pattes, les oreilles,

> dermatite nodulaire focale ou multifocale,

11
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> dermatite proliférative cutanéomuqueuse,

> dermatite papuleuse (26, 27).

Les manifestations cutanées atypiques telles que' la dépigmentation, la panniculite,
I’hyperkératose, 1’éruption pustuleuse, la pelade ou l'alopécie pemphigus foliacé et
erythémamultiforme sont relativement rares (37) La pyodermite a Staphylocoques,

superficielle ou profonde, est une complication fréquente (38).

Photo2 : Les lésions cutanées dans CanL :
A) I’ alopécie et blépharites; B) Iésion cutanéomuqueuse nasales ulcératives; C)
dermatite papuleuse dans la région inguinale; D) lésions cratériformes
nodulaires bordant la museliére ; E) Iésions érythémateuse ulcératives sur

la surface plantaire de la patte et entre protections ; F) Onychogryffose

12
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b. Les manifestations rénales et oculaires chez les chiens leishmaniens

Chez les chiens malades, il est essentiel d'évaluer la fonction rénale (39). La CanL est

associée & une forte prévalence de la maladie rénale chronique (28). La maladie rénale peut étre la
seule manifestation clinique chez les chiens malades et peut évoluer d’une protéinurie légére a un
syndrome néphrotique ou une insuffisance rénale terminale. Le diagnostic précoce de la maladie
rénale est bénéfique pour le patient et peut prolonger sa vie. L'insuffisance rénale chronique (IRC)
est une manifestation grave de progression de la maladie et est la principale cause de déces des
animaux dans les CanL. Plusieurs études ont décrit la présence de 1ésions histologiques dans 100%
des chiens évalués (40). Malgré la forte prévalence de la pathologie rénale, 1'insuffisance rénale
typique avec azotémie est inhabituele et il est évident que lorsque la majorité des néphrons
deviennent dysfonctionnelles pendant la progression de la maladie, 1a glomérulonéphrite et néphrite
tubulo-interstitielle sont les conclusions pathologiques les plus courantes tandis I’amylose est trés
rare (28). La glomérulonéphrite est fréquemment associée & la déposition glomérulaire de
complexes immuns et est principalement membrano et / ou mésangioproliférative (41). Autres types
histologiques de la maladie glomérulaire (membraneuse, segmentaire et focale, chroniques, les
changements minimes) ont également é&té décrites (41). La  Glomérulonéphrite
membranoproliférative est plus fréquemment associée & IRC, tandis que chez les chiens sans preuve
clinicopathologiques de la maladie rénale, l'évaluation histopathologique des lésions révele
généralement une glomérulonéphrite mésangioproliférative avec changement minime (41).

La prévalence relative des Iésions oculaires et péri-oculaires dans CanL a été rapporté a la gamme
de 16% a 80% (42). Les manifestations les plus fréquentes sont la conjonctivite, blépharite
(exfoliatrice, hémorragique, ou nodulaire), uvéite antérieure et la kératoconjonctivite (43).
Conséquences oculaires de 'hypertension systémique (par exemple, le décollement de la rétine et /
ou hémorragies, la rétine avec tortuosité artérielle, hyphéma) sont assez rares car ils ont €té€ vus dans
seulement 5,7% des chiens hypertendus avec CanL (44). L histopathologie oculaire de 60 cas CanL
a révélé une inflammation granulomatoses a lymphoplasmocytaire, avec la présence du parasite (56,

2%) dans les tissus oculaires, en particulier dans le corps de la conjonctive, limbe et ciliaire (45).

¢. Les signes cliniques rares de la leishmaniose canine

Les formes cliniques rares (37) incluent des lésions des muqueuses (cavité
buccale, langue et organes génitaux), le gonflement commun avec polyarthrite érosive
ou non-non-érosive, des lésions ostéolytiques et ostéoproliférative des os, I'hépatite
chronique (46), la colite de rechute chronique (47), la maladie neurologique due a la

méningite et la myosite du muscle masséter ou la poly myosite atrophique (48), les
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désordres auto-immuns et les désordres cardio-vasculaires tels que la péricardite et le

syndrome d’hyperviscosité du sérum.

9, Possibilité d’une leishmaniose canine

Les cliniciens doivent suspecter la CanlL quand les chiens présentent une
protéinurie rénale persistante (créatinine urinaire ratio de protéines (UPC) 0. 5) ou
rénale azotémie (IRIS stades II, III ou IV de CRF) (39) , hyperglobulinémie anémie
non régénérative (maladies chroniques et / ou CRF), une leucocytose ou une
leucopénie, hyper protéinémie sériques, béta et gamma poly clonales, hypo
albuminémie, diminution de l'albumine / globuline et une élévation de 1’activité des
enzymes hépatiques (36,49). L hyperviscosité du sérum, la thrombocytopathie (50), la
thrombocytopénie, les troubles de 1'hémostase secondaires et de la fibrinolyse (49)

peuvent également étre détectés.

Le type d'infiltrat inflammatoire dans les tissus de cytologie (ponctions,
frottis) ou l'histopathologie des organes comme la peau, le foie, l'intestin, les yeux, la
rate, les ganglions lymphatiques, les muscles striés, la synovie, la muqueuse nasale, etc
, est communément soit pyogranulomateuse, agranulomateuse et / ou
lymphoplasmocytaire (45,47,50,51). Typiquement, il y a une hyperplasie lymphoide
réactive dans les organes lymphoides comme les ganglions lymphatiques et la rate ainsi

que la moelle osseuse (52, 53,54) et un nombre variable d'amastigotes de Leishmania.
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1.Comprendre les tests de diagnostic

L'utilité des examens de diagnostic réside dans leur capacité & détecter la
maladie ou l’exclure. Elle est habituellement décrite par des limites telles que la
sensibilité, la spécificité, la valeur prédictive positive et la valeur prédictive négative.
Beaucoup de cliniciens sont fréquemment peu informés sur l'application pratique de ces

limites (55).
a. Sensibilité

La sensibilité est la proportion de sujets infectés qui sont testés positifs. La
sensibilité peut étre uniquement estimée dans un groupe de sujets infectés (56). Ceci
signifie que la sensibilité d'un essai indique seulement la capacité du test de diagnostic a
identifier les individus infectés. La sensibilit¢ n’apporte aucune indication sur la

proportion d’individus non infectés qui testeraient positifs.

b. Spécificité

La spécificité est la proportion de sujets non infectés qui sont testés négatifs. La
spécificité peut étre uniquement estimée dans un groupe de sujets non infectés (56). Ceci
signifie que la spécificité d'un essai indique seulement la capacité du test de diagnostic a
identifier les individus non infectés. Elle n’apporte aucune indication sur la proportion

d’individus infectés qui testeraient négatifs.

¢. Valeurs prédictives

L’objectif d'un test de diagnostic est d’utiliser ses résultats pour poser un
diagnostic, nous avons donc besoin de connaitre la probabilité que le résultat du test nous donnera
le bon diagnostic. Les valeurs prédictives positive et négative décrivent la probabilité qu’un patient

soit infecté une fois les résultats des tests sont connus.

< Valeur prédictive positive

La valeur prédictive positive (VPP) d'un test est définie comme la proportion d’individus
ayant un résuitat positif et qui réeliement ont ia maladie (56).
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< Valeur prédictive négative
La valeur prédictive négative d'un essai est la proportion des individus avec un

résultat négatif au test et qui n'ont pas la maladie (56).

Le diagnostic est habituellement cherché pour des raisons principales :

> pour confirmer la maladie chez les chiens médicalement suspectes.

>  pour étudier la présence de l'infection pour des ¢tudes épidémiologiques,

>  pour dépister des chiens apparemment sains vivants dans des régions endémiques
»  pour empécher la transmission des porteurs sains par transfusion sanguine

>  pour éviter l'importation des chiens infectés aux pays ou la leishmaniose n'est pas

endémique,
>  pour le monitoring du traitement.

Pour toutes ces raisons, il est important de séparer 'infection & Leishmania de 1a maladie lors de

I’application des différentes techniques de diagnostics (36, 51).

Le diagnostic précis de la leishmaniose canine est complexe. Il exige souvent un
diagnostic clinicopathologique se composant d'approches intégrées et d’essais spécifiques en
laboratoire. Plusieurs techniques spécifiques ont été développées pour faciliter le diagnostic. Il
est essentiel et appropri€é de comprendre la base de chaque examen, de son interprétation et de
ses limitations. Les examens de diagnostic fiables et spécifiques sont essentiels pour la détection
de linfection & Leishmania chez les chiens malades ou infectés bien qu'ils manquent de

sensibilité et de spécificité (36, 51).

Les approches Ies plus utiles pour I’investigation de I'infection chez les chiens malades

et apparemment sains incluent :

> La détection des anticorps anti-leishmania par des techniques sérologique
quantitatives.
> La démonstration de I’ADN leshmanien dans les tissus en appliquant des

techniques moléculaires (36.51).
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2. Evaluation _de Pinfection a leishmania dans les chiens avec une leishmaniose

clinique et dans les chiens infectés médicalement sains

Chez 1les chien avec des signes cliniques et/ou des anomalies
clinicopathologiques compatibles avec une leishmaniose, les méthodes de diagnostics
incluent la détection des amastigotes dans les souillures cytologiques (ponctions des
lésions cutanées, des ganglions lymphatiques, de la moelle et de la rate) (5) Moins
généralement, la cytologie est effectuée sur d'autres tissus ou liquides corporels (20,
57). Cependant, la recherche des amastigotes par la cytologie pourrait &tre infructueuse
due aux nombres faibles &3 modérés de parasites discernables méme chez les chiens
malades (58). Les leishmanies peuvent également &tre observés dans les sections
histopathologiques de biopsie de la peau ou d'autre organes infectés. Une infection a
Leishmania peut é&tre suspectée lors d’inflammations pyogranulomateuses a
granulomateuses de différents tissus (50) et/ou d’hyperplasie réactive des ganglions
lymphatiques (52,54). L'identification définie des parasites dans des macrophages de
tissu peut étre difficile et une méthode de contamination immunohistochemique peut
étre utilisée pour détecter ou confirmer la présence de Leishmanies dans le tissu.
L'isolement dans la culture des parasites des tissus infectés n'est pas approprié au
diagnostic rapide et a une sensibilité plus faible que I'ACP et la sérologie. La culture de
parasite est actuellement employée plus souvent dans la recherche (59).

3. Apports des examens hématologiques et biochimiques

L’anémie est souvent un symptome récurrent chez le chien leishmanien. Elle est
normochrome et normocytaire. Elle s’aggrave souvent avec 1’état général. L’anémie est souvent
observée a ’examen
clinique d’un chien asthénique. Le myélogramme réalis€ alors pour son exploration permet

quelquefois la mise en évidence du parasite.

Les numérations et formules leucocytaires peuvent présenter des variations contradictoires.
Ainsi, au début de la maladie une leucocytose est observée (un mois aprés inoculation) mais pour
une pathologie plus ancienne, elle laisse place a une leucopénie, conséquence d’une lymphopénie.
La triade classique retrouvée chez I’homme associant anémie, leucopénie et thrombopénie n‘est pas
toujours retrouvée chez le chien car la thrombopénie, comme la monocytose, n’est pas

caractéristique bien qu’on I’observe couramment (60).
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L’hyperprotéinémie est aussi une caractéristique de la leishmaniose méme si elle ne constitue en
soi qu’un reflet d’une réponse humorale non spécifique.

L’électrophorése de ces protéines permet d’imputer leur €lévation a celle des globulines (a
2 et B) de telle sorte que le rapport albumine/ globulines est effondré. La réaction de formol-
gélification pouvait permettre de metire en évidence cette inversion, mais elle manquait de
spécificité et était souvent commune 2 plusieurs maladies chroniques et cachectisantes. C’est pour
cette raison qu’il s’agit d’une technique maintenant abandonnée (61).

Sur le tracé électrophorétique, on observe la présence d’un bloc -y dit en « pain de sucre ».
Une analyse détaillée du trace B- ¥ et a 2 peut permettre de déterminer le stade d’évolution de la
maladie: leishmaniose récente si la globuline B3 est prédominante, phénoméne inflammatoire ou
nécrose d’un organe secondaire avec un pic a 2.
Le rapport albumine/globulines est fonction de la gravité de I’atteinte et diminue & mesure que le
traitement est entrepris. Il peut donc servir au contrdle du traitement méme s’il n’est pas trés
spécifique (62).

Le dosage de Iurée et de la créatinine n’a pas en lui-méme de valeur diagnostique mais un
résultat défavorable (urémie et/au créatininémie augmentée) doit &tre pris en compte dans
I’instauration d’un traitement notamment en réduisant les doses d’antimoniés néphrotoxiques.

Le dosage urinaire de la gamma glutamyl transférase, N-acetylbétaD- glycosaminidase et de la
bétaglucuronidase permettrait de détecter une atteinte rénale précoce mais probablement peu
spécifique de la leishmaniose (63).

Tous ces examens complémentaires associés a la clinique et au contexte épidémiologique (vie en
zone d’endémie, sortie vespérale.. .) permettent quelquefois de faire le diagnostic différentiel de la
leishmaniose avec les dermatoses auto-immunes, la démodécie séche et suppurée ou d’autres
maladies anémiantes et cachectisantes du chien mais le diagnostic de certitude repose en fait sur la

mise en évidence du parasite (64).

4. Mise en évidence indirecte du parasite
La mise en évidence indirecte du parasite est réalisée au moyen de différentes techniques

sérologiques permettant la mise en évidence d’anticorps spécifiques de Leishmania infanturn. Elle
constitue la base essentielle du diagnostic biologique chez le chien. Les quantités de sérum

nécessaires sont trés faibles (une centaine de p1) (65, 66).
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SerasesTenT e

5. Sérologie dans le diagnestic de la leishmaniose canine

Le diagnostic de la leishmaniose canine peut étre fait par la détection des
anticorps spécifiques de sérum (IgG) utilisant des techniques sérologiques
quantitatives, telles que I'essai d'anticorps d'immunofluorescence (IFAT) et 1'analyse
enzyme-linked d'immunosorbant (ELISA). Des niveaux ¢€levés d'anticorps sont associés
au parasitisme élevé et 4 la maladie (67). Quelques chiens restent séronégatifs pendant
des périodes variables aprés avoir été infecté par Leishmania (68). Cependant, en
raison de la période d'incubation relativement longue, les chiens malades sont
susceptibles d'étre séropositifs (69). Il est important de soumettre des échantillons a un

laboratoire qui peut fournir les techniques sérologiques quantitatives

Un niveau élevé danticorps est concluant d'un diagnostic de leishmaniose canine.
Cependant, la présence de niveaux bas d'anticorps n'est pas nécessairement indicative
de la maladie et davantage de manoeuvre est nécessaire pour confirmer ou exclure la
leishmaniose clinique par d'autres méthodes diagnostics telles que la cytologie,
I'histopathologie et I'ACP (59).
6. Les techniques les plus répandues

IFAT, ELISA et des dispositifs d'immunochromatographie sont les techniques
les plus couramment utilisés pour la détection des anticorps antileishmaniens (5, 59,
70). Des résultats faussement positifs dus & une réactivité sérologique croisée avec
d'autres agents pathogénes ont été décrits dans 1'ensemble des techniques sérologiques
mentionnées ci-dessus, en particulier dans les domaines de Trypanosoma cruzi dans les
Amériques avec d'autres espéces de Leishmania (71, 72) Des réactions croisées sont
moins susceptibles de se produire lors de 1'utilisation de peptides recombinants tels que
rA2, rK9, rK26 et K39 qu’avec des tests utilisant des antigénes bruts du parasite entier

(72, 73).

a . Immunofluorescence indirecte (IFI)

Les formes promastigotes de la souche de référence de Leishmania infanturn
(zymodéme MON-1) sont fixées sur des lames ou sont déposées les différentes dilutions des sérums
a tester. Le complexe antigéne-anticorps est ensuite révélé par une antiglobuline de chien couplée a
une substance fluorescente en lumicre ultraviolette. La lecture des lames au microscope est
fastidieuse et nécessite un personnel expérimenté pour étre reproductible (74).

C’est la méthode de référence pour le diagnostic de la leishmaniose. Le seuil de positivité

a été fixé au 1/100 pour le diagnostic individuel mais pour les enquétes de masse, on préfere utiliser
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le 1/50 pour rendre compte du niveau d’infestation dans une population donnée. En pratique, comme

il n’existe pas d’homogénéité de dilutions et de lecture entre les différents laboratoires, il est
classique de répondre douteux pour un titre au 1/50 et positif pour un titre au 1/100.

C’est une méthode trés sensible et spécifique ; les quelques réactions croisées connues chez
I’homme concernent le paludisme, la trypanosomiase, la tuberculose et les maladies auto-immunes.
L°IFI permet le suivi des malades mais doit étre réalisée toujours par le méme laboratoire compte
tenu du manque de reproductibilité d’un laboratoire a I’autre (75).

IFAT, qui utilise généralement 1'ensemble des antigénes des promastigotes est
hautement spécifique et sensible pour la détection des CanL cliniques, mais, peut
manquer de sensibilité pour détecter les chiens cliniquement sains mais infectés (76).
Le titre seuil pour distinguer les résultats positifs et négatifs varie du 1:40 a 1:160

entre les différents laboratoires (77).

b. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
Dans cette méthode de diagnostic immuno-enzymatique, le fluorochrome de I’IFI est

remplacé par une enzyme qui peut agir sur un substrat que 1’on rajoute en cours de réaction pour
produire une réaction colorée dont I’intensité est proportionnelle a la quantité d’anticorps.

La coloration peut étre appréciée a I’oeil nu ou, mieux encore, quantifiée au spectrophotométre par
mesure de I’absorbance limitant ainsi la subjectivité de la lecture (78).

La réaction ELISA posséde sur I’IFI plusieurs avantages : mise en oeuvre plus aisée, lecture
possible a I’oeil nu, possibilité de n’utiliser qu’une dilution de sérum et sensibilité considérée
comme supérieure a 1’IF1. En revanche, il est admis que sa spécificité est souvent moins bonne que
I’IFI avec des réactions croisées pour la toxoplasmose (79).

Des méthodes plus récentes, versions améliorées de I’ELISA classique, comme le FAST-ELISA ou
le DOT-ELISA ayant une sensibilité et une spécificité améliorées se sont hissées au niveau des
méthodes de référence. Leur mise en oeuvre plus facile les fait préférer pour I’usage sur le terrain
(utilisation de moins d’antigéne, diminution des couts de production, temps de réaction diminu€)
(80).

Pour I’ELISA, la sensibilité et la spécificit¢ dépendent fortement des antigénes
employés, qui comprennent principalement des extraits solubles de promastigotes et de
protéines recombinantes ou purifiées (59). Les extraits de parasite entier sont sensibles
pour la détection des infections subcliniques ou cliniques canins, mais ont une
spécificité 1égérement inférieure (71, 76). D'autre part, la technique ELISA avec des

peptides recombinants est trés spécifique, mais peut manquer de sensibilité pour la
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détection des chiens infectés cliniquement sains, en fonction de I'antigéne employé
(72, 76). Un test ELISA & base d'antigénes recombinants (épitopes K9, K26 et K39), a
montré une spécificité et une sensibilité élevées chez les chiens infectés (73). Les études
évaluant IgGl et IgG2 utilisant des anticorps polyclonaux ont souvent atteint des
résultats contradictoires et ne sont donc pas utilisées en routine dans le diagnostic de
CanL (81).

Les Immunochromatographies sont faciles & utiliser et donnent des résultats
qualitatifs. Ces kits ont généralement une bonne spécificité mais leur sensibilité est
variable et leur performance n'est pas encore optimale (76). Plusieurs kits de tests
rapides et des préparations antigéniques pour I'IFAT et ELISA sont également

disponibles dans le commerce.

¢ . Eléctrosynérése

C’est une technique moderne d’immunoprécipitation couplée a une électrophorése ou des
antigénes solubles de Leishmania infantum réagissant avec les anticorps du sérum a tester
provoquent la formation d’arcs de précipitation, qui sont révélés par coloration. (82)

Les sérums a tester sont placés entre des sérums témoins. On observe en cas de positivité une
continuité des arcs. Le résultat est donné en nombre d’arcs en continuité avec ceux du témoin
positif. Certains arcs peuvent €&tre non spécifiques en cas de maladies auto-immunes ou
d’hypérgammaglobulinémie non leishmanienne. La sensibilité de cette méthode est inferieure a
celle de I’'immunofluorescence. L’électrosynérése est plus sensible en début de maladie et moins
sensible en fin de maladie (83).

La concentration d’anticorps précipitants diminuant avec la thérapeutique spécifique,
I’électrosynérése est donc aussi adaptée au suivi thérapeutique bien que des arcs non spécifiques
puissent persister quelquefois et bien qu’elle indique la rechute moins rapidement que I’IFI ou

I’ELISA (84).

d. Autres tests d'immunodiagnostic utiles pour le pronostic chez les chiens

malades
Les chiens qui ont une infection progressive se manifestant par la maladie ont une
réponse cellulaire déprimée aux antigénes Leishmania exprimé par aucune réponse cellulaire
apparente ou peu de réponse. Les chiens infectés apparemment sains sont considérés
comme'"résistants” du fait de la présence d'une réponse cellulaire manifeste (23). Le test in

vivo de peau leishmanine, in vitro de stimulation des lymphocytes par l'antigéne de
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Leishmania et la détection de I'IFN-g sont des tests qui évaluent la réponse cellulaire 3
Leishmania et ils pourraient &tre utilisés pour prédire la susceptibilité ou la résistance a
I’infection dans un avenir proche (85). Cependant, ces tests ne sont disponibles que dans
les laboratoires de recherche (70). L'utilité clinique de la taille des sous populations de
lymphocytes, tels que les CD4 et CD8 dans I'évaluation de la sévérité de l'infection par
Leishmania et la réponse des chiens a la thérapie est discutable. Une étude récente n'a pas

trouvé des différences entre les sous populations lymphocytaires chez les chiens malades,

avant et aprés le traitement antileishmanien par rapport aux chiens en bonne santé (86).

e. Réactions d’agglutination

L8 Hémagglutination indirecte

Les premiers kits sérologiques commercialisés, utilisaient cette technique. Elle est basée sur
I'utilisation d’érythrocytes sensibilisées par un antigéne leishmanien soluble. La formation d’un
anneau ou mieux d’un voile aprés contact avec des immunoglobulines G (IgG) ou IgM spécifiques
signe la positivité. La réaction négative conduit & la sédimentation des globules rouges au fond de la

cupule.

Les sensibilité et spécificité de cette méthode sont moins bonnes que celles des techniques
précédentes (beaucoup de faux positifs et de faux négatifs en raison de I’apparition tardive des
anticorps hémagglutinants, de réactions croisées avec la brucellose, les rickettsioses ou une
hémopathie maligne), elle peut étre utilisée en pratique courante pour un diagnostic rapide de
premicre intention mais il est préférable de compléter le diagnostic par des méthodes plus fiables
(83).
< Agglutination directe

C’est une technique basée sur I’agglutination d’antigéne sous forme promastigote en

présence d’anticorps sériques. Elle nécessite un antigéne particulier pouvant prendre deux formes
différentiables visuellement selon qu’il est en suspension ou agglutiné.

Cette réaction présente une sensibilité égale a 1°IFI et a I’éléctrosynérése. Elle se négativera en
revanche, plus lentement et persistera souvent aprés guérison.

L’agglutination directe constitue une bonne méthode de dépistage que 1’on peut utiliser dans le
cadre d’enquétes épidémiologiques. Toutefois, nécessitant une production importante d’antigéne,

elle peut étre difficile de mise en ceuvre (87).
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< Test au latex (agglutination passive)

C’est une technique récente semblable a I’hémagglutination ou les érythrocytes sont

remplacés par des billes de latex sensibilisées avec un antigéne soluble de Leishmania infantum. La
relative bonne sensibilité et spécificité de ce test par rapport a I’IFI ou a la ponction ganglionnaire
en font un test simple, rapide qui peut étre mis en oeuvre en premicre intention pour des enquétes de
terrain chez I’homme et 1’animal (88).

En Algérie, deux enquétes éco-épidémiologiques ont été réalisées en décembre 1987 et aoiit
1988, en coopération avec I’Institut Pasteur d’Alger, dans la région de Tizi-Ouzou, en Kabylie, dans
I’étage climatique sub-humide ot I’enzootie leishmaniénne est connue de longue date. Dix huit
souches de leishmania infantum provenant de chiens résidant habituellement en zone rurale ont pu
étre isolées (89) :
° Trois chez des animaux présentant une positivité au Test au latex et en IFI au titre seuil du
1/ 160,
® Onze chez des chiens ayant un est au latex positif mais une IFI inférieure au titre seuil (un
au 1/ 20, sept au 1/40 et trois au 1/ 80),
© Quatre obtenues aprés rétro culture chez des hamsters inoculés avec du suc ganglionnaire
prélevé chez des chiens présentant une positivité au Test au latex et en IFL
Toutes les souches isolées ont été identifiées comme appartenant au zymodéme MON-1, a
I’exception de deux d’entre elles (MON-77) chez des chiens présentant un Test au latex positif et
une IFI au 1/40 (89).

g. Western blot

Le western blot utilise la technique des immunoempreintes. Les différents stades de cette
technique sont 1’électrophorése des protéines antigéniques de formes promastigotes de Leishmania
infantum transfert du profil obtenu sur nitrocellulose, mise en contact de la membrane avec le sérum
a tester, élimination des anticorps non spécifiques par lavage et marquage du complexe antigéne-
anticorps avec des anticorps antiglobulines marqués avec un chromogene. Le stade final consiste en
une comparaison entre la bandelette test et un témoin (90).
Tout I’intérét de cette technique réside dans la mise en évidence d’anticorps spécifiques d’antigénes
de Leishmania infantum. 11 en existe plusieurs qui pourraient €tre intéressants mais les auteurs
divergent ; en ne tenant compte que de seulement ceux pour lesquels il n’existe pas de réactions
croisées connues (babésiose, rickettsiose, ehrlichiose...) les antigénes 130, 74, 33, 38, 30, 28,16, 14

kDa se révélent immunogenes et spécifiques, notamment ceux de 16 et 14 kDa. I.’amélioration des
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sérologies passe par I'utilisation d’antigénes spécifiques purifiés plutdt que d’extraits bruts de

Leishmania infantum (66).

Le Western-blot accompagné d’études cliniques permet donc de mettre en €vidence de
nouveaux candidats pour les tests notamment ELISA afin de les rendre plus spécifiques en
éliminant la détection des faux positifs (91).

11 a été ainsi possible de mettre au point un test sérologique ELISA avec I’antigéne 1K 39 de
Leishmania donovani permettant de corréler la positivité du test & une infection aigue (92). Le
western blot est une technique trés sensible qui peut &tre utilisée pour suivre une séroconversion,
dépister les traces d’anticorps sur les porteurs asymptomatiques et dépister de nouveaux réservoirs
comme le chat par exemple (66).

Compte tenu de I’imperfection de certaines techniques de mise en évidence indirecte, réactions
croisées notamment et pour la mise en place d’un traitement potentiellement néphrotoxique , il est
préférable de mettre en évidence directement le parasite (93).

7. Mise en évidence directe du parasite

a. Prélévement des échantillons

Biopsie cutanée
La peau est soigneusement désinfectée aprés décapage des croiites éventuellement

s
o>

présentes. La biopsie est effectuée en marge de la lésion ulcérée, au niveau du bourrelet
inflammatoire, a 1’aide d’un punch a usage unique. On peut réaliser sur ce prélévement, un calque
cutané sur lame que I’on colorera ensuite mais il est préférable de le mettre en culture aprés 1’avoir
laissé pendant 24 h 3 4°C dans une solution de sérum physiologique additionnée de pénicilline G a
forte concentration afin d’éliminer les contaminations puis de le broyer dans un Potter. Il est
important de ne pas dilacérer ni d’épiler le prélévement car les glandes sébacées et les follicules
pileux sont riches en parasites. Lorsque la ponction est réalisée au niveau de zones douloureuses
comme le chanfrein ou la truffe, 1’animal doit étre tranquillisé ou anesthésié (kétamine, diazépam,
par voie IV) car I’anesthésie locale est trés difficile a réaliser (83).
< Ponction de noeuds lymphatiques

Le prélévement de pulpe des noeuds lymphatiques par ponction nécessite une aiguille 8/10
ou 9/10 et une seringue de 5 ml. Les noeuds lymphatiques explorés sont essentiellement les poplités
ou préscapulaires souvent hypertrophiés. Aprés tonte et désinfection de la zone, le noeud
lymphatique est maintenu en position superficielle par la pression des doigts. La perception d’un
craquement a la traversée de la capsule conjonctive et la mobilisation latérale de I’aiguille qui

entraine le ganglion confirme la ponction réussie. Le vide partiel dans la seringue étant réalisé dans
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la seringue en tirant le piston, Paiguille est déplacée dans plusieurs directions pour dilacérer la
pulpe qui se retrouve aspirée (89). Cette pulpe peut &tre déposée ensuite sur lame pour coloration ou
bien mise en culture a condition que le prélévement ait été effectué de maniére quasi Stérile et
recuéilli sur sérum physiologique additionné de pénicilline G.

Cet examen simple pour le praticien permet de mettre facilement en évidence une leishmaniose(94).

4 Ponction de moelle osseuse

Les sites de prélévement sont fonction de la taille du sujet. Ceux qui sont d’acces le plus
facile sont 1’épiphyse costale, entre la 6° et la 9° cote, zone peu douloureuse, chez les sujets de plus
de 6 kg et 1’épine iliaéue antérosupérieure chez les sujets de moins de 6 kg chez lesquels la table
osseuse est beaucoup moins dense.

On utilise une aiguille de 20 mm de long, d’un diamétre de 20/10. L’anesthésie est
quelquefois utile pour les sujets nerveux. La ponction est pratiquée en deux temps : traversée de la
peau puis de la table osseuse. L’aiguille montée sur une seringue dans lequel le vide partiel est
réalisé est implantée obliquement, le biseau vers le haut par une pression modérée mais continue
accompagnée d’un léger déplacement latéral. L’apparition d’un liquide sanglant au fond de la
seringue indique que la ponction est correctement réalisée. Il peut arriver de collecter un volume
important de sang, il faut alors recommencer le prélévement. Le contenu est déposé puis étalés sur

lame et coloré ou mis en culture (95).

4 Biopsies de rate ou de foie

Elles peuvent se pratiquer sur I’animal couché sur le coté droit ou sur le dos. La ponction
est ensuite mise en culture ou traitée par réaction de polymérisation en chaine (PCR). L’opportunité
de ces ponctions en client¢le vétérinaire est discutable compte tenu du risque d’hémorragie

important et de la surveillance ultérieure du chien trop délicate h effectuer (96).

b . Culture
Les prélévements de tissus ou d’organes peuvent €tre mis en culture aprés prélévement
stérile sur sérum physiologique additionné de 125 000 Ul/ml de pénicilline G soit sur milieu de
culture, soit directement sur animal de laboratoire (souris, hamster....).

< Milieux de culture NNN et CCS

Le milieu NNN (Novy-Mac Neal-Nicolle) réalisé avec gélose et sang de lapin se préte
parfaitement a 1’isolement et au maintien in vitro de Leishmania. 11 peut aussi servir pour la

cryoconservation et I’expédition des souches.
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La température d’incubation des milieux est primordiale, elle doit étre comprise entre 22°C et 26°C.

Cette exigence ne pose pas de probléme dans le laboratoire mais sur le terrain, il est souvent
difficile de maintenir cette fourchette de température surtout dans les pays chauds d’endémie

leishmanienne (Soudan, Yémen, Liban...). La maitrise de la chaine du froid (thérmosondes,
systémes réfrigérants, surveillance constante jour et nuit) est donc primordiale dans I’isolement de
nouvelles souches(97).

Le milieu CCS (coeur-cerveau-sang) est quant a lui essentiellement utilis€é pour la
préparation des extraits en vue de I’identification enzymatique. II permet en outre la préparation
d’antigeénes figurés pour I’TF1 et solubles pour les techniques d’électrosynérése et ELISA.

< Technique d’inoculation sur animal :

Le hamster ou les muridés peuvent étre inoculé par voie péritonéale ou voie sous-cutanée.
Le chien peut aussi étre utilisé ; I’inoculation se fait alors par voie intradermique (au niveau de la
truffe) intraveineuse ou intrapéritonéale (89).
II est important de changer d’aiguille entre le prélévement et I’inoculation. Les animaux sont
ensuite sacrifiés, autopsi€s et des prélévements d’organes sont réalisé (rate, foie, moelle osseuse)
pour mise en évidence, culture sur milieu NNN apres broyage si nécessaire, et identification du
parasite. La longue période d’incubation (délai moyen de trois a six mois) rend inutile en pratique
P’inoculation dans un but simplement diagnostique. En revanche, elle peut étre un moyen de
conservation de souches pour identification ultérieure (96).

¢. Identification des parasites :

< Coloration

Elle doit s’effectuer avec un matériel adapté. Les lames doivent étre parfaitement
dégraissées dans un mélange alcool-éther
Les colorations sont réalisées selon les techniques utilisées en hématologie du type May-
Griinwald-Giemsa. On peut avoir recours aux colorations rapides a condition qu’elles soient de
bonne qualité car la coloration est un €lément de bonne identification.
Le microscope doit étre de qualité convenable et propre. La recherche se fait habituellement au
grossissement 400 pour détecter les éléments indicateurs et au 1000 pour identifier les parasites.
Compte tenu du faible nombre de leishmanies potenticllement observables, I’examen doit étre
réalisé avec méthode et patience sur au moins 1000 champs différents. Les calques ont sur les frottis
I’avantage de conserver intacte la structure des macrophages et d’éviter ainsi la dissémination des

parasites sur la lame
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L’identification des leishmanies est réalisée par la mise en évidence d’éléments de 2 a 6 um,
ovoides ou ellipsoides au contenu caractéristique : un noyau plus ou moins granuleux et un
kinétoplaste souvent de couleur plus foncée et en forme de bitonnet souvent perpendiculaire au
noyau (94).

> Mise en évidence des antigénes leishmaniens

Les techniques immunologiques utilisées pour la sérologie, comme I"ELISA par exemple,

peuvent servir & la détection d’antigénes circulants de Leishmania infantum. Plusieurs auteurs ont
essayé ainsi de mettre en évidence I'intérét de la détection d’un antigéne circulant de poids
moléculaire 51 kDa mais il n’a pas ét€ montré pour I’instant d’intérét épidémiologique & la mise en
évidence de cet antigéne (91).

La détection des antigénes reste cependant une voie a explorer car elle peut s’affranchir de toutes
les imprécisions des techniques de mise en évidence indirecte et sera sans aucun doute la technique

de I’avenir, a I’instar de ce qui se passe en virologie (98).

% Réaction de polymérisation en chaine ( PCR)

PCR ont grandement amélioré la sensibilit€¢ du diagnostic parasitologique dans la
leishmaniose canine. La détection de I'ADN spécifique du parasite dans les tissus par PCR
permet un diagnostic sensible et spécifique. Plusieurs essais différents avec des séquences
cibles différentes en utilisant 'ADN génomique ou kinétoplastique (ADNKk) ont été
développés pour CanL. Les analyses basées sur ADNk semblent étre les plus sensibles pour
la détection directe dans les tissus infectés (99). La PCR peut étre effectuée sur I'ADN
extrait des tissus, du sang, des liquides biologiques ou méme 3 partir de spécimens
histopathologiques. La PCR sur la moelle osseuse, les ganglions lymphatiques, la rate ou
la peau est plus sensible et spécifique pour le diagnostic de CanL (100, 101,102) La PCR
sur sang total, leuco-plaquettaire, et I'urine est moins sensible que les tissus
susmentionnés (103,101). L'échantillonnage non invasif utilisant des écouvillons
conjonctivaux s'est avérée étre trés sensible et spécifique pour la détection de L.
infantum dans des groupes de chiens séropositifs avec la leishmaniose cliniques (104).
La PCR sur ponctions des ganglions lymphatiques et la moelle osseuse a été montrée pour
étre plus sensible que la détection microscopique des amastigotes dans les frottis colorés ou
de culture de parasites (58). Actuellement, trois différentes techniques de PCR sont
disponibles: PCR conventionnelle, PCR nichée et la PCR en temps réel (59,70,99)
Quantitative PCR en temps réel est une technique avancée qui permet de détecter des

charges parasitaires extrémement faibles par rapport a4 la PCR conventionnelle (105).
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La PCR en temps réel permet la quantification des charges de Leishmania dans les

tissus de chiens infectés, ce qui est important pour le diagnostic ainsi que pour le suivi
pendant le traitement de CanL (101,106). Il est important de souligner que les
informations fournies par PCR ne doivent pas &tre séparés des données obtenues a
partir de la clinique et les évaluations sérologiques. Celles-ci doivent toutes é&tre

combinées ensemble pour une évaluation compléte.

< L’utilisation de la PCR chez les chiens infectés apparemment sains

La présence d'ADN de Leishmania dans le sang ou d'autres tissus de chiens
apparemment sains vivant dans les zones endémiques indique que ces chiens sont
porteurs de ’infection (29) mais, ils peuvent ne jamais développer la maladie clinique.
L'interprétation des résultats de la PCR doit étre effectuée avec prudence chez les
chiens cliniquement sains en tenant compte du but de la procédure de diagnostic. Par
exemple, dans le but d'identifier des chiens infectés et d'empécher leur importation a
des zones non endémiques ou l'infection peut se propager par des vecteurs locaux
phlébotome, ou dans le but de prévenir la transmission de l'infection par les produits
sanguins provenant de donneurs infectés, la PCR serait une technique appropriée en
combinaison avec des tests sérologiques quantitatifs. Cependant, la décision de traiter
les chiens cliniquement sains avec des médicaments anti-leishmanies basés sur une

PCR positive seule n'est pas recommandée (69).

2

<> Identification enzymatique

L’analyse des isoenzymes par électrophorése est trés souvent utilisé et représente
actuellement la méthode de référence d’identification des leishmanies. Elle consiste en 1’analyse
électrophorétique de 15 systtmes enzymatiques. Les souches présentant un méme profil
enzymatique (électromorphe) sont regroupées dans un méme zymodéme ou umité taxonomique
(MON-1 par exemple). Les foyers francais de leishmanioses viscérales humaine et canine sont dus
ainsi 4 des zymodémes de Leishmania infantum trés proches de la souche de référence MON 1
(106). La collecte dans le monde entier de prélévements humains et animaux a permis au Centre
international de cryoconservation, d’identification enzymatique et d’étude taxonomique des
Leishmania (Montpellier) d’isoler et d’identifier 266 zymodémes différents.

L’intérét pour le clinicien, de cette méthode taxonomique permanente, peut sembler limité méme
si elle permet souvent I’adoption de conduites thérapeutiques adaptées. L’identification précise et
rigoureuse d’isolats de Leishmania a surtout permis d’établir une classification cohérente du genre
Leishmania et de connaitre la structure et le fonctionnement (réservoirs, cycle de transmission...)
des divers foyers de leishmaniose dans le monde ( 107).
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Tableau 1. Comparaison des différents tests de laboratoire pour le diagnostic de la Leishmaniose canine.

Test | Avantages _ Recommandations | Références

L'examen microscopique

Echantillons de tissus tachés par la cytologie | Définitives Temps; dépend de l'expérience de | Pour le diagnostic de la maladie | [58, 67, 69,
(ganglions lymphatiques, la moelle osseuse, la l'examinateur; faible sensibilité chez | symptomatique suspectée 108]
rate et la peau) les chiens asymptomatiques
L'immunohistochimie des échantillons de tissus | Sensible 4 une maladie | Pas largement disponibles Pour le diagnostic des lésions | [58,109]
histopathologie. symptomatique compatibles quand est évident par
histopathologie

Parasite de la culture des tissus Spécifiques Ne convient pas pour le diagnostic | Pour la recherche et des espéces et [68,69,110]

rapide / ou de la souche de détermination

Conventionnel cibles PCR

ITS1 (ADN génomique permet de déterminer les | Faible sensibilité de sang Pour le diagnostic lors de | [68,111,112]
espéces d'ultérieures RFLP spéciation Leishmania est
Sensible & la rate et des important
ganglions lymphatiques
aspire;

ADNk Sensible aux  ganglions | Non spécifique pour L. infantum Convient pour le diagnostic de | [58,111,112]
lymphatiques, la moelle routine

osseuse et la rate
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Quantitative PCR en temps réel (ADNKk)

Les plus sensibles; utile | Pas largement disponibles; pas | Pour le diagnostic a partir de sang | [105,113]
pour la détection dans le | spécifique pour L. infantum ou d'autres tissus; utile pour le
sang; permet une suivi de la réponse au traitement
quantification des parasites
Sérologie Qualitative
Appareils immunochromatographique Un diagnostic rapide sur | Faible sensibilit6 a I'infection | Faible valeur prédictive négative [76,77]
place asymptomatique; non quantitative
Quantitative Sérologie
IFAT Sensible & wune maladie | Faible sensibilit¢ & I'infection | Trés utile pour le diagnostic de la | [67,69, 71,
symptomatique asymptomatique; pourrait provoquer | maladie symptomatique suspectée | 76,77,114]
une  réaction  croisée  avec | ou  chiens  asymptomatiques
Trypanosoma cruzi progresse vers elle
ELISA avec de lextrait soluble dans | Sensible & wune maladie | Faible sensibilitt & l'infection | Trés utile pour le diagnostic de la | [51, 58, 67,
promastigotes symptomatique asymptomatique maladie symptomatique suspectée | 68,71,
76,115]
Polypeptides recombinants Spécifiques Sensibilité variable chez les chiens | Utiles pour le diagnostic de la | [114,115]
asymptomatiques, selon l'antigéne maladie symptomatique suspectée
et pour diminuer [leffet de
réactivité croisée avec 7. cruzi
DAT Bon degré de sensibilité Résultats prendre 18 h Utile pour les études | [71]
épidémiologiques

Abréviations: DAT, test d'agglutination directe; /ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay / IFAT, le test d'immunofluorescence; / I'TS1, espaceur transcrit interne 1/N ADNK,

kinétoplaste 'ADN / RFLP, polymorphisme de longueur des fragments de restriction
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1. Mise 2 jour sur la thérapie

Bien que d'importantes percées ont été faites dans le diagnostic et le contrdle de la
leishmaniose canine ces derniéres années, les progrés dans le traitement de la maladie reste 3 la
traine. Plusieurs médicaments utilisés pour la thérapie de la maladie sont en mesure d'améliorer
temporairement les signes cliniques ou de guérir des chiens cliniquement, mais aucun de ces
traitements n’élimine de maniére fiable l'infection (116). Alors que les protocoles de traitement et
une surveillance clinique ont considérablement changé, les médicaments de base utilisé pour la
thérapie de la maladie sont restés les mémes, malgré les efforts pour améliorer les formulations et
les propriétés pharmacocinétiques. Plusieurs nouveaux médicaments ont ét€ évalués pour la thérapie
de leishmaniose canine, mais elles ont surtout suggéré que des ajouts soient administrés en
association avec les médicaments de base ou comme une thérapie de deuxiéme ligne pour les chiens
qui ne répondent pas bien aux autres médicaments.

Les progrés dans le diagnostic de la maladie et I'insuffisance rénale chronique causée par
la leishmaniose canine ont permis la prise en charge précoce de l'insuffisance rénale et
I'amélioration du taux de récupération de la maladie clinique (41). Cependant, les chiens traités
continuent de nourrir l'infection et d’étre infecticux pour les phlébotomes (113,117,118). Les
médicaments les plus couramment utilisés pour le traitement de la leishmaniose canine sont les
pentavalents d'antimoine antimoniate de méglumine, qui inhibe sélectivement la glycolyse et
l'oxydation des acides gras, et l'allopurinol, qui inhibe la synthése protéique en interférant avec la
synthése de 'ARN. Ces deux médicaments sont fréquemment utilisés en combinaison. Les études
sur les traitements avec chacun de ces médicaments, seuls ou en association, ont démontré que la
plupart des animaux traités guérissent cliniquement, mais restent porteurs du parasite et pourraient
rechuter (113, 117, 118). L'amphotéricine B, qui agit en se liant a I'ergostérol dans la membrane
cellulaire du parasite et de modifier sa perméabilité, est également utilisé, mais il est néphrotoxique
et pourrait mettre en danger les chiens avec une leishmaniose canine qui ont déja une pathologie
rénale. D'autres médicaments auraient une certaine efficacité contre la leishmaniose canine incluant
la pentamidine, miltéfosine, aminosidine (paramomycine), le kétoconazole, le métronidazole avec la
spiramycine et métronidazole avec enrofloxacine (116,119,120). IlIs sont actuellement considérées
comme des médicaments de deuxiéme ligne, et des études cliniques plus €tendues sont nécessaires
pour vérifier leur efficacité thérapeutique.

Le potentiel zoonotique de la leishmaniose canine, I'absence de guérison parasitologique, et les cas
signalés de résistance du parasite & I'antimoine pentavalent, 'amphotéricine B, lamiltéfosine et
I’aminosidine (121) indiquent qu'il serait préférable d'éviter ou de minimiser l'utilisation des mémes

médicaments pour la thérapie des leishmanioses canine et humaines. Les nouveaux médicaments
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qui appartiennent a différentes classes devraient étre développées pour atteindre la guérison clinique

ou une rémission, en plus d'éliminer l'infection.

2. Le développement de vaccins

Une vaccination efficace contre la leishmaniose canine peut prévenir la maladie chez les
chiens et constitue une stratégie importante pour diminuer le risque d'infection pour les humains.
Apres des décennies de tentatives de productions de vaccins siirs et efficaces avec un succés limité,
les vaccins nouvellement développés sont actuellement en phases progressives d'essais cliniques sur
le terrain, et une marque est autorisé pour une utilisation commerciale au Brésil (122,123).
L'adjuvant ajouté au vaccin Leishmania joue un role majeur dans la reconnaissance par le systéme
immunitaire de l'antigéne. Ainsi, le choix de l'adjuvant est extrémement important dans la
vaccination contre la leishmaniose canine. Quatre classes de vaccins anti-Leishmania ont été
évaluées chez les chiens. Des vaccins tués composés de promastigotes inactivés (124,125). Un essai
clinique utilisant le merthiolate avec des promastigotes modifiés de Leishmania braziliensis par le
bacille de Calmette-Guérin (BCG) comme adjuvant a montré une bonne protection contre
lI'inoculation par voie intraveineuse de L. infantum (124). Plus récemment, il a été
démontré que la modification de Leishmania major autoclavé + BCG par adsorption a I'alun
augmentait de facon significative 'immunogénicité. Le suivi sérologique pendant 16 mois de chiens
vaccinés, a montré une réduction de 69% du taux de séroconversion par rapport aux témoins (126).
Les fractions purifiées des vaccins & Leishmania, comprennent des composants de 1'ensemble des
parasites en culture ou des macromolécules de leur excrétion-sécrétion (ES). Le principal
représentant de ce groupe d'antigénes est la glycoprotéine GP63 fraction enrichie, aussi connu
comme le «ligand du mannose fucose » (FML), de Leishmania donovani. Un vaccin a base de FML
a été évalué au Brésil dans trois études sur le terrain (122, 127, 128) de 24, 48 et 11 mois,
respectivement. Elle a montré un taux d’éfficacité des vaccins de 80% (122) et a été autorisé au
Brésil comme le premier vaccin commercial pour la leishmaniose canine (Leishmunel).

Le vaccin contre la FML a également €té proposé pour la thérapie immunitaire des chiens infectés
et un vaccin bloquant la transmission (128,129). Cependant, la différentiation naturellement infectés
et vaccinés FML-chiens est difficile et a conduit a la réticence de I’utilisation de ce vaccin chez

certains vétérinaires au Brésil, ot les chiens séropositifs sont abattus (130). De plus, pour une
évaluation critique de ce vaccin, des données sont nécessaires sur les effets directs de la vaccination
par le FML sur la réduction de I’infectiosité des chiens vaccinés aux phlébotomes et sur la réduction
de la maladie dans les populations humaines dans les régions ou les chiens ont été vaccinés. Un

second vaccin basé sur les fractions purifiées du parasite a été étudié en France, ol une bonne
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protection contre l'infection expérimentale & L. infantum a été obtenue. Ce vaccin contient un

antigéne ES purifiée a partir de surnageant de culture de promastigotes de L. infantum (LiIESAp)
avec muramyldipeptide comme adjuvant (123). L’évaluation du vaccin LiIESAp pour prévenir
I'infection naturelle dans un essai sur le terrain en double aveugle a indiqué un taux d'efficacité
élevé (131). Les antigénes recombinants de Leishmania sont constitu€s de protéines immunogénes
dérivées de génes de Leishmania clonés et purifiés a partir de vecteurs d'expression transfectés. Un
vaccin basé sur un recombinant polyprotéinique Leishmania connu comme Leish-111f a échoué a
prévenir l'infection et la progression de la maladie chez les chiens vaccinés (133).

Les vaccins @ ADN contre la leishmaniose canine comprennent une alternative & la
vaccination avec des antigénes protéiques. Un essai de vaccination a €té réalisé dans deux groupes
de chiens & l'aide d'un plasmide portant le géne de l'antig¢tne MANQUE (ADN) ou I'ADN
MANQUE suivi d'un rappel du vaccin du virus recombinant contenant le méme géne. Une
protection de 60% des chiens a été obtenue dans le deuxiéme groupe aprés 17 mois de suivi (133).
Une deuxieme étude a employ€ une combinaison de 'ADN et de protéines d'immunisation avec L.
infantum cystéine protéinases de type I (CPB) et de type II (CPA). Aprés 12 mois de suivi, la
moelle osseuse de dix chiens vaccinés a été négative pour les amastigotes de Leishmania (134). Une
étude supplémentaire avec 'ADN plasmidique codant pour quatre protéines multiantigéniques n’a
pas réussi 2 démontrer une protection expérimentale contre L infantum (135).

Bien que des progres ont été réalisés dans la vaccination de la leishmaniose canine dans la derniére
décennie, le défi de produire des vaccins optimaux contre cette maladie n'a pas été relevé et d'autres

recherches sont nécessaires pour identifier les cibles vaccinales et adjuvants immuno-stimulants.

3. Prévention et contrdle des vecteurs

La prévention contre les piqlires de phlébotomes brise le cycle de transmission de
Leishmania et empéche I’infection. Plusieurs composés chimiques ont montré un effet répulsif ou
insecticide sur les phlébotomes avec un degré variable d'efficacité (136,137), qui dépend de facteurs
tels que le mode d'action des insecticides, la capacité & se propager et rester soutenue dans la peau et
la sensibilité spécifique de la morsure des vecteurs. Les pyréthrinoides sont actuellement les
insecticides les plus utilisés en raison de leur efficacité contre les phlébotomes et de leur faible
toxicité pour 1'héte canin.

Il a été démontré que les colliers pour chien imprégnés de deltaméthrine possédaient des
effets répulsifs et insecticides contre les phlébotomes ; les effets des colliers durent plus de six mois
(136). Les colliers de deltaméthrine sont efficaces contre une variété de d’espéces de phlébotomes

dans des environnements différents en Europe, en Asie et en Amérique du Sud (138,139). Un essai
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randomisé sur un cluster en provenance d'Tran a indiqué que l'intervention et le contrdle par les
colliers de chiens dans des villages ont considérablement réduit la survenue de la séroconversion
chez les chiens et chez les enfants vivant dans les villages d'intervention (140). Cette étude a prouvé
que la protection d'une proportion majeure de la population canine dans un foyer endémique avec
un insecticide est efficace pour réduire I'infection chez les humains.

L'application de spot-on et les pulvérisations d'autres pyréthrinoides ont également été
signalés efficaces contre les phlébotomes, mais pour des durées plus courtes que les colliers (141).
La combinaison de pulvérisation de perméthrine et de pyriproxiféne a une activité répulsive
immédiate et protége pour plus de 21 jours (142), et la combinaison de perméthrine et
d’imidaclopride a un effet répulsif qui commence 24 heures aprés I'application et dure au moins 21
jours (143, 137). Le spot-on a la combinaison perméthrine-imidaclopride a réussi & protéger les
chiens de chenil dans le sud de 1'talie contre la leishmaniose canine lorsqu'il est appliqué toutes les
deux semaines (143). La protection avec des insecticides topique est donc un outil précieux qui
pourrait étre intégré avec succés dans les programmes de controle de la leishmaniose canine et
utilisé en plus de la vaccination.

L'utilisation périodique des médicaments contre la leishmaniose pour la prévention de la
transmission n'a pas fait ses preuves. L'administration quotidienne de 1'allopurinol pendant une
semaine tous les mois pour les chiens dans une étude de terrain contrdlée dans une zone endémique
en Gréce n'a pas non plus empéché de nouvelles infections & L. infantum ou I’évolution de
I'infection existante chez les autres chiens vers 1’expression clinique (144). D'autres essais évaluant
l'infectiosité des chiens leishmaniens pour les phlébotomes aprés traitement ont constaté que, bien
que l'infectiosité puisse diminuer temporairement, elle fini par reprendre (145).

Des mesures de controle supplémentaires contre la leishmaniose visent les vecteurs dans les chenils
et les maisons comprennant la pulvérisation les fenétres de protection, les portes, les filets de chenil,

et les rideaux traités aux pyréthrinoides résiduelles (146).
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Conclusion

11 est essentiel de choisir les analyses les plus intéressantes en fonction :

O

X de I’utilisation du test : diagnostic de la maladie ou enquéte épidémiologique ;

9
%

®

de la zone d’exercice : en zone d’endémie il est important de choisir des méthodes trés

sensibles pour éviter les faux positifs ;

9.
0

du cofit ;

9

e et du stade de la maladie : la PCR permet une détection plus précoce que ’apparition
des anticorps et induit moins de faux positifs (147).

Les divers examens spécifiques peuvent étre utilisés selon deux objectifs :

Si I’on souhaite confirmer une suspicion clinique (notamment en zone d’enzootie) il faut :

Tenter une observation directe au microscope a partir de calques cutanés, d’adénogramme ou de

myélogramme.
o Si des éléments parasitaires sont présents, le diagnostic est posé;
o) si le parasite n’a pas €té isol€, effectuer une sérologie a partir de sang prélevé sur

tube sec ; il est préférable d’associer deux tests (ELISA et IFT);

o si ces analyses sont négatives mais que la suspicion clinique demeure, envisager une
PCR réalisée sur un prélévement de noeud lymphatique ou, a défaut, du sang.

Si I’on souhaite contrdler un animal ne présentant pas de symptémes, il faut :

- Faire un contrdle sérologique environ 2 mois apres la période de contamination,

- ou une PCR trés sensible a la fin de la saison de contamination (148).

Les méthodes sérologiques de diagnostic reflétent I’installation d’une réponse immunitaire suite a
I’infection par les leishmanies. Cette réponse immunitaire est plus ou moins protectrice contre la
maladie.

Le contréle futur de la leishmaniose passe par une approche intégrée de prévention dans
laquelle est incluse une vaccination efficace, I’utilisation de collier & base de deltaméthrine ou un
autre insecticide topique efficace. Ces derniers permettent d’empécher les nouvelles infections et de
réduire la prise des repas des vecteurs sur des chiens déja infectés alors que la premiére permet de
prévenir I’établissement de ’infection. Enfin, des efforts doivent étre mis en oeuvre afin d’éviter
I’introduction de la maladie dans des zones connues pour étre encore indemnes a ce jour 4 ’aide de
tests lors de I’introduction d’animaux sur ces territoires et de contrble rigoureux de la circulation

des animaux, notamment ceux en provenance des zones 3 risque.
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