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RESUME

Dans la présente étude, réalisée entre Mars 2007 et Janvier 2008, 109 sérums
canins, provenant de ia contrée Sud-est de ia Wilaya de Tizi Ouzou ont é1é 1estes en

immunofluorescence indirecte (IFT). 10 échantillons, soit 9,17%, ont montré un taux
d’anticorps égal ou supérieur a 1/80, et sont ainsi retenus positifs. La répartition des
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a fréquence de ’enzootie canine, qui oscilie entre 2,5 ef 33,3%.
71 cultures ont été confectionnées a partir de différents tissus (rate, ganglion,
moelle osseuse et sang) des chiens positifs a la sérologie. 10 ont été abandonnées du fait
des contaminations massives par les champignons. Les 11 cultures maintenues en
incubations sont restées négatives apres quatre repiquages sur milieu NNN.

Parmi les 5 cha
Malou, divers prélévements ont ete effectués sur 2 d’entre eux. Le sérum d’un chacal agé
de 3 ans s’est montré pn.qiﬁf.q 4 I’TET a la dilution 1/40 T.a PCR appliquée sur du tissn

[¢]

; ; , - ,
als (Canis aureus) captures au niveau de la région d’llloula ou
¢

splénique du méme animal a décelé 1a présence d’ADN leishmanien.

Deux souches de leishmanies ont été isolées & partir de la rate et de la moelle
osseuse du sujet infecté. L’identification biochimique des deux isolats par électrophorese,
sur gel d’amidon, de 15 systemes enzymatiques, réalisée a |’ Institut Pasteur d’Algérie, a
révélé 1’appartenance du parasite au variant enzymatique MON1 du complexe

Leishmania injunium.

L’espéce Canis aureus, un canidé sauvage trés répondu dans la rive sud de la
Meéditerranée, occupe, vraisemblablement une place prépondérante dans les foyers de
leishmanioses viscérale humaine et canine de cette région. 1l serait le réservoir selvatique
du parasite L.infantum.



SUMMARY

In the present study, 109 canine sera were collected in the South-eastern region of
Tizi-Onzon, from March 2007 to Ianuary 2008 and tested by indirect fluorescence
nntlhndv test (TF'_A_T\ Anti-leishmanial antibodies were detected in 10 samples of 109

tested (9,17%). The geograph1c distribution of cases showed that the seroprevalence of
canine leishmaniasis fluctuate from one district to another: it varies from 2.5 to 33.3%.

21 samples were collected from several tissues (spleen, liver, blood, lymph nodes
and bone marrow) of seropositive dogs for culturing in NNN media. 10 cultures were
discarded only afier few days because of ihe coniaminaiion. The 11 cuiiures mainiained
in incubator remained negaiive after four weeks.

Several biopsies were taken from two of five jackals (Canis aureus) trapped in the
Tlloula ou Malou region. The serum of one jackal was positive by IFAT, at the dilution of
1/40. Spleen tissue of the same animal subjected to PCR revealed a Leishmania infection.
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infected jackal. The biochemical characterization of the leishmanial isolates was carried
out at «Institut Pasteur d’Algérie». Starch-gel electrophoretic analysis of 15 isoenzymes

chowed that the narqup hp]nncr to the vvmnr"lpmp MON 1 of Leichmania mf"nnmm

complex.

The jackal population (Canis aureus) is very great in the Southern Mediterranean
shore. This wild canid may occupy a prime place in the human visceral and canine
leishmaniasis focus of this area. It could be the sylvatic reservoir of L.infantum.
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PCR: Polymerase Chain Reaction
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U: Unité internationale
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ViH : Virus d’immunodéficience humaine
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introduction :

La leishmaniose est une anthropozoonose infectieuse, inoculable et
exceptionnellement contagieuse, due a la prolifération au sein des cellules du systéme des
phagocytes mononuclés (SPM), d’un protozoaire flagellé appartenant au genre Leishmania,
transmis par la piqlire d’un diptére vecteur, le phlébotome.

Largement répandue & travers le monde, la leishmaniose est considérée comme I’une
des six maladies tropicales majeures dans les pays en voie de développement selon
I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS). On estimait a 12 millions le nombre de
personnes infectées par les différentes espéces de Leishmania en 2000, avec une incidence
annuelle mondiale d’environ 1.5 & 2 millions dans 88 pays endémiques [142]. Dans les
dernieres années, la recrudescence du nombre de cas de leishmaniose est associée a
Papparition d’un nouveau phénoméne, celui de la co-infection Leishmania-VIH.
L immunodépression engendrée par le SIDA favorise I’expression de la leishmaniose qui
serait normalement demeurée inapparente et aggravent celle en évolution [35]. De son coté,
la leishmaniose viscérale accélere le développement du SIDA et diminue 1’espérance de vie
des patients [101, 121], ainsi, le tiers des sidéens décéde suite a I’infection par Leishmania
causant la leishmaniose viscérale [30].

En Algérie, comme dans tous ies pays du bassin méditerranéen occidental, ie chien
domestique, est considéré comme le réservoir par excellence de L.infantum, agent de la
leishmaniose viscérale et cutanée sporadique du nord, et dont Phlebotomus perniciosus et

4

Pnleboiomus perfiliewi sont respectivement les vecteurs [72, 73]. La région de la Grande
Kabylie est connue depuis longtemps comme un foyer trés actif de la leishmaniose humaine
et canine [36]. Depuis la découverte du premier cas de Kala-azar dans la région, en 1946,

b4 r r ¥ ol Tl A
[126], plusieurs travaux ont €t¢ initiés afin de comprendre le complexe pathogéne de la

maladie et de caractériser ce foyer. Les différents résultats qui en découlent rapportent une
prévalence variant entre 11 et 37% au sein de la population canine [36, 12]. Le variant
enzymatique dominant, chez cette espece, est .infantum MONI1 [131 Par ailleurs, et
contrairement a L.major, agent de la leishmaniose cutanée, dont les réservoirs selvatiques
ont ¢t€ identifiés, (Psammomys et Meriones) [12], aucun réservoir sauvage n’est connu pour
L.infantum.

La présente étude a, donc, pour objectif de contribuer & I’amélioration des
connaissances sur I’épidémiologie de la leishmaniose canine dans le foyer de la Grande

4 -l SO (L
Davyllc.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE : GENERALITES SUR LA LEISHMANIOSE

1 HISTORIQUE:

Parmi toutes les parasitoses, les Jeishmanioses sont une des premieres décrites au
moins dans leur forme cutanée. En effet, la constatation des lésions tégumentaires bien
évidentes remonte & la plus haute antiquité. Une tablette d’argile du palais de Ninive (700-
600 av.j-c), transcription d’un écrit akkadien du deuxiéme ou troisiéme millénaire avant
notre ére, étudiée par Boisier (1894) évoque une ulcération indolore de la face [94].

Photo.1.1 Statuette découverte au Pérou (époque précolombienne: lésion mutilante du nez) [94]

Al Boukhari, médecin du Xéme décrivait incontestablement cette affection cutanée, et
Avicenne attribuait 4 une piqure de moustique.

La premiére description clinique moderne est celle de Mc Naught en 1882, et c’est
Cunningham en 1885 qui découvrit le parasite en examinant des coupes histoiogiques
pratiquées a partir d’un ulcére de Delhi. [94].

En 1898, le médecin militaire Borovsky établit la nature protozoaire du parasite
responsable du “bouton d’orient” au Turkestan. Ce méme parasite fut mis en évidence par
William Leishman, en 1903 [86], dans la rate d’un sujet mort de la fievre de Dum-dum et
évoqua sa relation avec les trypanosomes. Ces observations furent confirmées, peu apres,
par Charles Donovan [43].

Laveran et Mesnil considérent que c’est un parasite des hématies et le nomment
Piroplasma donovani [84], avant que Ross ne démentre gw’il ne s”agit pas d’un parasite des
globules rouges et I’appelle Leishmania donovani [122]. En 1906, Luhre propose le nom de
Leishmania tropica au parasite de Wright. La premiére culture fut obtenue par Nicolle et
Sicre en 1908 aui déconvrent aussi le méme protozoaire chez le chien, puis chez le cheval
et le chat. Ils font ainsi de la leishmaniose une maladie commune a I’homme et aux autres

mammiferes [103].
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2-1-1 Taxonomie :

Phyium

Sous- phylum :

Superclasse
Classe
Ordre
Sous-ordre
Famille

Genre

Espece

Frotozoa
Sarcomastigophora
Mastigophora
Zoomastigophora
Kinetoplastida
Trypanosomatina

1 rypanosomatidae

Leishmania

D’aprés Baker J.K [7]

Sous une apparence morphologique quasi uniforme, les

egpéces: npinnriennn} au genre | eishmania différent

par :

Jeur équipement enzymatique (zymodéme).

Ja densité de leur acide désoxyribonucléique.

- leurs caractéres anfigéniques.
Jeurs affinités fissulaires chez les vertébrés.
Jes especes de phlébotomes vecteurs.

-mode de développement chez le vecteur.

[41]



Tableau.1.1 : Espéces et sous-espéces de Leishmania [121]
| Sous genre Leishmania |
Espeéce Maladies Distribution L.amazonensis Bassin
L.donovani | Kalo-azar Inde, Bangladesh, amazonien
L.archibaldi Soudan, Ethiopie, Brésil,
Linfantum | Kala-azar Nord de I'Asie, Lvenezuelensis Yenezuelg,
Moyen Orient, L.enrietti Brésil,
Sud de I'Europe, L.hertigi Panama,
Afrique du Nord, Costa Rica,
L.chagasi Centre et Sud de L.deanei Brésil
Amérique, L.pifanoi Leishmaniose | Venezuela,
L.tropica Bouton Inde, Moyen tégumentaire | Ethiopie,
d’Orient Orient, diffuse
L killicki Tunisie,
L.major Bouton de | Afrique, Moyen l Sous genre Viannia
Biskra Orient, Asie
soviétique, L.braziliensis | Espundia Brésil,
L.gerbilli Chine, Mongolie, L.peruviana Uta et dos
L.arabica Arabie saoudite, Andes,
L.aethiopica Ethiopie, Kenya, Lguyanensis | Pian Bois Guyane,
[.mexicana | Ulcére de Mexique, Surinam,
Chicleros Guatemalg, L.panamensis Panama,
Costa Rica,




2-1-2 Différentes formes et leur localisation :

En fonction de I’hote, les leishmanies se présentent sous deux formes morphologiques
principales : promastigote et amastigote.

Les promastigotes : Ce sont des parasites extracellulaires mobiles vivant dans le tube
digestif de I’arthropode vecteur. Au microscope photonique, on distingue un corps
fusiforme de 10 a 20 um de longueur et de 1 a 4 um de largeur pourvu d’un flagelle
antérieur qui peut atteindre 20 pm de longueur et qui entraine le protozoaire. Ce flagelle est
relié au grain basal (blépharoplaste) situé a la partie antérieur du corps, loin du noyau qui se
localise vers le centre. Ce grain basal est lui-méme en relation avec le kinétoplaste
caractéristique de tous Ies trypanosomidés.

Seule la microscopie électronique permet de distinguer Dinfrastructure de ces

Amrmimidbam T A menien lhacal amna b D il ndn o Ll dia i man mmmnla el an L
Uigallliivd. LA gldlll vaddl VULLIPUL W, Allldl, 7 WIPIVLDO Ul LIULLLIIWD UIDPUDWDY Wil Wl vl pPruluvlipgy

par un flagelle formé de 9 doublets toujours disposés en cercle avec une paire centrale.

Sous le grain basal, on distingue une masse importante, le kinétoplaste formé de deux
parties : un disque ovoide contenant des molécules d’ADN disposées en‘8°, et une partie
allongée représentant 1’'unique mitochondrie chez ces organismes et caractérisée par ses
crétes.

Autour du corps et sous la membrane cellulaire, on observe une série de microtubules
ayant vraisemblablement un role dans les mouvements et la contractilité.

le cytoplasme contient, <galement, les composants classiques d’une cellule
eucaryote : ribosomes, appareil de Golgi, vacuoles, RE ... [94,74].

_— P Flagelle

novau m
: \ Kinétoplaste

Photo.1.2 Leishmania: forme promastigote. [94]



Tes amastisate : Ce sont des parasites intracellulaires immobiles qui nichent dans les

S &

macrophages de I’hdte vertébré. A ce stade les leishmanies présentent un corps ovoide ou
sphérique de 2 4 5 um de long et de 1 & 3um de large. Le flagelle est réduit a une ébauche
flagellaire ne dépassant pas le corps cellulaire. Le noyau est géncralement situé contre la
paroi de la cellule. Le kinétoplaste de ces ¢léments parasitaires est le plus souvent
juxtanucléaire. L’infrastructure montre les mémes éléments que ceux deja exposés pour la
forme promastigote. [94]
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Photo.1.3 Leishmanie : forme amastigote . Figure.1.1 Ultrastructure d’un amastigote.

[125] [139]

Un troisiéme type connu sous le terme de paramastigote a été identifié principalement
au niveau du pharynx des phlébotomes infectés. A ce stade, les parasites sont ramasses,
munis d’un flagelle court et montrent un kinétoplaste juxtanucléaire. La position de ce
morphotype dans le cycle biologique des leishmanies n’est pas encore ¢lucidee. [94]



2-1-3 Molécules de surface :

Les promastigotes sont recouverts d’un glycocalyx variant entre 7nm chez les
procycliques et 17nm pour les métacycliques alors que les amastigotes en sont presque
compiéiement dépourvus {110]. Ce maniean est constifué de composés giycosyiés et de
protéines ayant tous une ancre de glycosylphosphatidylinositol (GPI). Le lipophosphoglican
(LPG) est la molécule la plus abondante chez les promastigotes. Elle est principalement
comiposée d unités répétées d’un disaccharias et d’
espéces de Leishmania se différentient par la présence de chaines latérales de glycanes, ainsi
que par la composition et la situation de celles-ci sur la structure de base du LPG. En effet,

la TP Aa T mainr ect trac ramifid alare ane cehii da T douovani ne ’act nac [0A1 T ac
le 1P de Imajor est trec ramifie alore que celul ge L. gonovan: ne 18l pas (Yo, L.E8

cvmamd 17 man

S, V. TR TN e ITIT T am
ull puuspliawe SULYalll 1 alluvlie Jl 1. LD

promastigotes portent aussi, & leur surface, la glycoprotéine gp63, une autre molécule qui
leur permet de se lier aux macrophages. Cette métalloprotéinase requérant la présence de
zinc présente une grande variété de substrats tels la caséine, la gélatine, 1’albumine,
’hémoglobine et le fibrinogéne [98]. Elle recouvre I’entiére surface du protozoaire, tout
comme le LPG, mais 10 fois moins abondante que lui.

Le phosphoiipide de giycosyiinositol (GIPL) est une petite moiecuie 10 fois pius
abondante que le LPG, appartenant 4 la classe des glycolipides et ayant une ancre GPI [97].
Contrairement 2 LPG qui éliminée continuellement, le GIPL se caractérise par une longue
Ao ot ook fmm ot it e AT Fm edm s A T el nn s e ui i FT1AT TR T T
UCLII=VIT ©L _]UuU allldl ull 1UIT Uuc 1)1 ULCLULIVLL UC 1d dUllavo uu lJl ULLIADLIZULG | L 14]. LT pPlud, 1<
parasite peut sécréter certaines molécules telles les protéophosphoglycanes (PPG) et les
phosphatases acides. Les derniéres sont des enzymes hydrolytiques qui jouent un role dans
la racictanma A naracite a4 cnn hAta da mAme mia danc ca nathnadninitd at ca nntritinn 011
AV A WA VRALAW W N r}muu;uv B RIWSAL AANS LN i ALAWSALLY \1\:&\-’ WALALLLY WP Y“LLI\JDULLLVLUV W WA LAMVALL ALAVSLE LI .LJ
L. major est dépourvu de phosphatases acides. [92]Chez les amastigotes, deux aspects
majeurs caractérisent les molécules de surface : une diminution marquée du LPG [97] et une

diminution légere de la gp63 [128]

elvcane

inos<itol

A : la protéine gp63 ; B : LPG

Figure.1.2 Principaux antigénes de surface de Leishmania.
[119]

-



-7 ievecteur:

Le role vecteur de la mouche des sables a été établi, en Algérie, par les fréres Sergent
et leurs. coliaborateurs en 1921 en réussissant la transmission du « bouton d’orient » par
application de broyats de ces insectes sur des scarifications cutanées [129]. Mais la
transmission par piqtire ne fit prouvée qu’en 1941 par Adler et Ber [4].

2-2-1 Classification : |144]

Reégne : Animal S/Classe : Pterygota Famille : Psychodidae
Phylum : Arthropoda Super ordre : Mecopteroida S/Famille: Phlebotominea
S/ Phylum : Mandibulata Ordre : Diptera Genre : = Phlebotomus
Super classe : /racheata S/Ordre : Nematocera - Lutzomyia
Classe : Insecta Super famille : Psychodoideae

Espice : Sur 700 espéces que compte la sous/famille Phlebotominea, au moins 50 ont et
confirmées comme vecteur des différentes leishmanies. Certaines d’entre elles transmettent
une seule espéce de Leishmania, alors que d’autres peuvent transmettre deux ou davantage.

labieau. 1.2 : Principales espéces de la sous famille Phlebotominea 147}

Genres : - Espéces: Mdies
transmises :

P.ariasi, P.perniciosus, P.perfiliewi,

D P.papatasi, P.major, P.smirnovi, Leishmaniose
o P.chienensis, P.martini, P.argentipes. | yiscérale.

I’Ancien Fhiebolomius

P.sergenti, P.bergeroti, P.papatasi,
Monde P.mongolensis, P.duboscqui, | 1eishmaniose

P.ansarii, cutanée
F.longipes, F.pedijer.

L.longipalpis,

Lutzomyia L.umbratilis. Leishmaniose
viscérale.
Dansle L.olmeca, L.pessoana, L. trapidof,
L. peruensis, L.intermedia,
Nouveau Leishmaniose

e . L.flaviscutellata, L.verrcarum, p
ionae L.panamensis Culaiico-inugueusc,

2-2-2 Morphologie :



Te hl_éb tome est un diptere hf-mﬂfnnhaop présentant un corps or Ele et all_ngé

(2 aSmm) recouvert, ainsi que les ailes, d’une fine pilosité. La téte forme avec le corps un

angle d’environ 45°, lui donnant une allure bossue. Il est de couleur jaune paille avec des
pattes longues et des ailes lancéolées. abondamment nervurées, dressées en « V » au repos.

[94, 82, 48].

Photo.1. 4.5 Phlébotome adulte. [145]



2-2-3 Biologie :

L’¢tude de 1’épizootiologie des leishmanioses passe impérativement par une
connaissance parfaite de 1’écologie du phlébotome, vecteur exclusif de ces protozooses. Ce
dipiére présenie un cycie holométaboie. Le coniaci avec une surface humide siimuie ia
femelle qui pond des ceufs se développant en larves, sur le sol, dans les terriers, les nids, la
poussiere des anfractuosités des roches ou de vieux murs. Les larves mueront en pupes, puis

en imagos. [37]

£

P Adultes
A /j =
° i ™ Termre
Eufs ‘;-'v \é}’ Métamorphose
- T~ ﬁ Pupes

Larves terrestras détriticeles
Figure.1.3 Cycle de vie du phiébotome. [37]

Les phlébotomes adultes, de moeurs nocturnes, gitent durant la journée dans des
endroits retirés sombres et relativement humides {terriers, €tables, maisons... ), €t sortent au
crépuscule par temps chaud (19-20°C) et calme (pas de vent) a degré hygrométrique €leve
(80%). Leur vol actif est généralement court (200-800 m) de sorte que les foyers de
leishmanioses sont relativement peu etendus. Certaines especes sont attirees par la lumiere
de faible intensité, d’autres ne manifestent que peu ou pas de phototropisme. De plus,
certaines especes sont endophiles alors que d’autres préferent I'extérieur.

Le sang est indispensable pour le développement des ceufs, ce qui explique
I’hématophagie de la femelle qui se nourrit sur les mammiferes, les oiseaux, les reptiles et
les batraciens. L’attraction des mouches des sables vers ’homme dépend de la production
de CO2 par ce dernier mais également de son odeur. En outre, les especes qui piquent
I’homme sont généralement également zoophiles, ce qui explique le réle du phlébotome
dans la transmission da la leishmaniose.

Chez les animaux, ce sont les zones glabres (museau, oreilles,...) qui sont les plus

exposées aux piqlres, alors que chez I’homme ce sont les parties découvertes (visage, cou,
maing, pieds, )[04 471

-10-



2-2-4 interaction Leishmania-vecteur :

Bien que I’analyse du contenu stomacal d’un phlébotome puisse révéler I’existence de
plusieurs espéces du genre Leishmania, il n’est pas dit que ce vecteur transmettra toutes les
espéces du parasite de fagon aléatoire. En effet, le développement d’un parasite dans le
tractus digestif de cet insecte dépend de la capacité du protozoaire & surmonter certains
obstacles tels les enzymes digestives de I'intestin médian, la membrane péritrophique
entourant le repas sanguin et, finalement, 1’excrétion du contenu de I’intestin suite a la
digestion [123].

Pour échapper a ’action des enzymes digestives, le parasite sécrete des protéines
contenant des phosphoglycanes (e.g.PPG et une phosphatase acide). Ces protéines
formeraient une matrice qui diminuerait la quantité¢ des enzymes digestives de 1’intestin et
leur charge négative protegerait le parasite de 1’effet hydrolysant des enzymes & proximite.
Le LPG, a la surface du parasite, jouerait egalement le méme role [124]. Par ailleurs, les
leishmanies doivent s’évader de la membrane péritrophique qu’elles lysent en produisant
une chitinase [127]. Finalement, et pour éviter d’étre éliminer avec le reste du repas sanguin,
ie protuzuaiie douit s attacher aux celluies Epithiciaies de iniesin par Slablisseent d’une
interaction entre les membranes de ces derniéres et le LPG du premier [76]. En effet, les
différences de structure entre les LPG des différentes espéces de Leishmania sont a 1’origine

da 1 Lnifinitd da 1 1nti : A titra A2 Ia 1 iFinnti 4
a la anmanitinita a In ralatinn vantalnir nnraacita t1tra oavarmnla ac romitiantiana a
UV LU OPVVILIVILY UV 10 LWIULIVIL TRULDUL PUIUOILY, L3 WUV U VAVILIPIY, W0 LUUWU VLD U

résidus galactose du LPG de L.major permettraient son attachement dans son vecteur naturel
P.papatasi, alors 1’absence de ramification du LPG chez L.donovani empécherait cette
adhésion [111] Cette spécificité se confirme anssi pour P sergenti, vectenr de . fropica,
dont le LPG contient beaucoup de glucose et d’arabinose ne permettant pas, ainsi, a L.major
et L.donovani de coloniser I’intestin médian de ce phlébotome [76] .

-ii-



2-2-5 Effets de la salive du vecteur chez 'hote :

Lors de son repas sanguin sur 1’hote, la femelle du phlébotome injecte de la salive au
site de piafire qu’elle soit infectée ou non par Leishmania. Des études menées par Belkaid,
1998 [10], Lima et Titus, 1996 [89], Mbow, 1998 [95], ont démontré que des homogénats
de glandes salivaires de cet insecte avait provoqué une immunomodulation locale lorsque
injectés de facon concomitante avec des leishmanies favorisant, ainsi, la diffusion du
parasite et I’augmentation de la taille de 1a 1ésion. Cette immunodépression se manifeste par
une libération accrue de I’'IL4 et une inhibition de plusieurs fonctions du macrophage :
présentation de I’antigeéne, production de monoxyde d’azote et prolifération de lymphocytes
T specifiques au parasite.

La salive de vecteur est aussi reconnue pour conférer une immunité contre la
leishmaniose. Une pré-exposition de souris aux homogénats de glandes salivaires les
épargnait une exacerbation de la pathogenese suite a une co-injection d’homogénats et de
parasites. L’acquisition de I’immunité a été confirmée par 1’apparition de plus petites I€sions
et moins de parasites sur des souris soumises au préalable a des piqfires de phlébotomes non
infectés puis a une infection par des phi¢botomes porteurs de L.mgjor. [ 10, 77]

2-3 Lesnotes resemvoirs :

Plusieurs vertébrés ont été retrouvés porteurs de protozoaires appartenant au genre
Leishmania. Hormis certaines especes de 1ézards, tous les hotes, qu’ils soient accidentels ou
naturels, appartiennent a la classe des mammiferes. Ainsi, 8 ordres de cette classe peuvent
faire partie du cycle de Leishmania . Primates, Carnivores, Rongeurs, Marsupiaux, Edentés,
Insectivores, Hyracoides et Chiroptéres [2]. A noter que dans 1’Ancien Monde, 42 espéces
appartenant a 4 ordres ont été retrouvees infestés par des leishmanies intégrant 8 complexes
leishmaniens [37].

-iz-



Tableau.1.3 : Hotes naturels ou occasionnels de Leishmania dans 1'Ancien Monde
(371

Ordre Famlle Espéce L L L L L. L L L L.
mmor  arabica  toramica _cl-;nc':.mi fropica _ldlllcki mfium  aethiopica  gaebilli

Primates Cercopitiecidae  Cercopithecus aethiogs 8
Hominidae Homo sapiens 2 z 8 B 3 )
Camivorz  Caidea Cans familians g 8 g ® 2
Canis awens 3
Caniz lupus 2
Vulpes ulpes 8
Felidea Fennecus zerda )
Felis felis &
Telis serval &8
Viveridae Genetta gegetta &
Pracyonidae Nycterentes procyonides =]
Hytaccidea  Procaviidae Procavia capansis 2
Procavia johnstond 8 )
Procaviz habeszinica @
Heterolryrax brucei 8
Dendrolras arboreows
Rodemtia  Seiuridae Xerus mtius g
Xens gemlu: &
Muridae Tatera gamhiana 2
Tatera robusta 8
Tatera nigricanda B
Taterz indica g
Tateritus emini B
Puammonys chesus 8
Rhombonys opioms @ e 3
Meriones shaw g
Meriones fybicus g
Meriones crassus g
Meriones huvicanae g
Meriones meridianus 2
Meriones erythromos 2
Meiones persicus 8
Gerbiltus prramidum (2
Acomys albigena 3
Arvicanthis niloticns 8 3 8
Mastoms erythwolencrs 2
Mastonsys nataleasis g
Nezokia indiea 2
Aethonnys kaiserd 8
Ratrus rattus N B
Ratrus sorvegicns 8
Cricatonyys ambians B
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En fonction du réservoir, on peut distinguer trois types de cycles (ou foyers) de

leishmaniose :

*Foyer primaire : entretenu par les animaux sauvages qui représentent ici les réservoirs
primaires. L’homme ne pourra deés lors se contaminer qu’a I’occasion de contact avec le
milieu naturel (chasse, cueillette, sé¢jour dans un milieu récemment anthropise,... ).

sFoyer primo-secondaire : entretenu par des réservoirs sauvages et des reservoirs
péridomestiques ou domestiques. La transmission & I’homme pourra se faire alors par
I’intermédiaire d’un vecteur zoo-anthropophile.

* Foyer secondaire : entretenu par des reservoirs domestiques et peridomestiques qui
peuvent assurer ainsi le role de relais au sein du complexe pathogene. [47]

Réservoirs I Réservoirs Réservoirs

domestiques et

| s> oo o)
bt 1 e 2 o e

J
—

L U

\— | Réservoirs \~ | Réservoirs ll/ ‘ Réservoirs
domestiques et ! domestiques et I+
Foyer primaire Foyer primo-secondaire Foyer secondaire
Cycle sylvestre Cycle rural Cycle domestique
— ==

‘ Homme Homme l

Figure.1.4 Epidémiologie des leishmanioses. [47]
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2-3-1 Le chien:

Le réservoir canin est considéré depuis longtemps comme un ¢élément crucial dans le
cycle secondaire de la leishmaniose viscérale [102]. Ainsi, cet animal dont le mode de vie le
rend trés proche de I’homme d’un coté, et augmente les probabilités de contact avec le
vecteur de I’autre coté, joue un role de relais entre les réservoirs sauvages et ’homme, et
permet ensuite une circulation plus rapide du parasite. Ce fait s’accentue plus pour les
chiens vagabonds, et a moindre degré pour les chiens de chasse, qui ont volontiers tendance
a roder pendant d’assez longues périodes et sur des dizaines de kilometres. Sur le plan
clinique, il faut noter que la majorité des formes de leishmaniose canine s’accompagnent
dCune s nche wiection du deune tendant les chuens patiiculiéiement favorabies a
I’infection des phlébotomes [59].

D29 | aec ranidac canvacace *
== meo CAN.OSC CaNVagSE ..

A Tinstar des chiens, les canidés sauvages sont des réservoirs de leishmaniose
viscérale. Ils sont incriminés dans le maintien des foyers primaires (selvatiques) de cette
protozoose, ce qui complique davantage la lutte anti-Leishmania. Les pius importants dans
1’ Ancien Monde sont : le renard, le chacal, le fennec et le loup [118,32, 85].

Une enquéte menée au nord de I’Iran a révélé que 12.5% des chacals de la région sont
infestés [64], alors qu’au Brésil des taux d’infestation de 4 a 12% ont ét€¢ mis en évidence
chez le renard Lycalopex vetulus [34)].

2-3-3 Les rongeurs sauvages :

La plus part des réservoirs des espeéces de Leishmania a tropisme cutané sont des
rongeurs. Ces animaux entrent dans un cycle primaire « rongeurs-phlébotome-rongeurs »
permettant la pérennité du parasite dans les zones qu’ils peuplent. Lorsque les populations
de rongeurs réservoirs sont affectées par des variations saisonniéres, les cas d’infection
humaine s’étendent et se multiplient prenant un aspect épidémique pendant la saison de
pullulation des rongeurs [47/].

Le role de ces petits mammiféres comme réservoir de leishmaniose viscérale,
aunoian’infime, n’est pas 4 négliger FEn effet le rat noir Rattus rattus a été tronve infecté par
L.infantum en Espagne, et il est de méme pour les gerbilles Meriones et Psammomysen
Afrique du Nord [12]. Comme il a ét¢ démontreé que le rat rossard Arvicanthis niloticus, est
réservoir de L.archibaldi en Afrique Orientale.



Le cycle des leishmanies est un cycle hétéroxéne qui nécessite un passage par deux
ibies, un ndie wvericbié {phicbovivme) et un bdie veriébié (houune, chien,... ). Au vours de
son repas sanguin sur un sujet infesté, I’insecte aspire des phagocytes contenant des
parasites sous la forme amastigote. Le repas sanguin est rapidement entouré par une

mhrana naritranhicnna wradiiita mnr lac ~allinlas Aa ]’1n+nn+1-n matran Qalam Qlhars+ 11211
memeorane PYLILUPLLUMUY Plvuuile pul 1w H ORI LLIMWOLLLL LUV Y WL, DWIVLL DIIVIW 151§,

3

les formes amastigotes ingérées se divisent 4 I’intérieur méme de la membrane
péritrophique avant que celle-ci-se déchire au bout de 3-4 jours. La transformation en
forme amastigote ne pent se réaliser an’anrés 1a destriction dn factenr inhihitenr existant
dan le sang de I’hOte vertébré. Ainsi ce n’est qu’aprés ce temps de latence que les formes
pramastigotes apparaissent [94].

Il sont d’abord au stade procyclique ou ils se divisent activement mais ne sont pas
infectieux .Des promastigotes allongés et motiles grice a leur flagelle appelés
Nectemonades, commencent & apparaitre apres 4 jours et s’attachent aux microvillosités des
cellules épithéliales de I’intestin médian pour le type suprapylaria, du pylore pour le type
peripylaria, et de I’intestin postérieur pour le type hypopylaria [80].

Sandfly Stages Human Stages

o Sandf'y taxes a. t meal PledSllgO'v‘S are
[ L4 % 1: Cmastgote stage

o the sk} phﬂﬁcyhmﬁ by
0 Divide in midgut and /
migrate 10 proboscis

- \ - ’ macrophages
\ \
\ g\ J
W

© &
\ Promastgotes trarsform
1 0 amastgotes inside
J faciophages A
Amastgjoles transform mto
premasligote stage n midgut W\
Cw e
\ e e
-
°g O ° LI
o “G? Amastgotes muttiply in celis
" (including macrophages) of

o various hssues A

o anes!»on of
parasiized cell

Sandfly takes a blood mea!
sgesiy macrophages nfected
with gmashgotes)

A= Infectve Stage

A: Dsagnostc Stage

Figure.1.5 Cycle de la leishmaniose chez les mammiféres. [143]



A partir du7éme jour, les flagellés se lihérent et migrent vers la partie antérienr du
tractus digestif, le proventricule, ou ils se transforment en Haptomonades qui sont plus
petits et plus arrondis. Ces parasites se fixent en insérant leurs flagelles entre les cellules en
brosse et poursuivent leur multiplication. Les leishmanies se détachent de nouveau et se
dirigent vers I’cesophage et le pharynx ou ils prennent la forme métacyclique . A ce stade les

parasites ne se divisent plus mais sont infectieux pour les mammiferes [124].

La durée de I’évolution chez le vecteur est de 4 a 18 jours suivant ’espéce de
Leishmania, au terme de laquelle les leptomonas parviendront a la lumiére du labium ou ils
forment des rosettes caractéristianes du genre De ce fait, le phléhotome pent inoculer le
parasite & un animal ou & I’homme par contraction du labium ou suite & un phénoméne de
blocage proventriculaire entrainant une régurgitation du sang absorbé. Une fois dans la
circulation de 1’hdte vertébré, les promastigotes envahissent d’emblée des cellules du
systéme phagocytes mononuclées, essentiellement des macrophages et des monocytes. A
I’intérieur d’une vacuole parasitophore les leishmanies subissent une série de transformation
aboutissant aux formes amastigotes. Elles deviennent ovoides ou sphérique, leur flagelle est
réduit a une ébauche flagellaire. S’en suit une multiplication du parasite par fission binaire
entrainant la lyse cellulaire et la dissémination, dans le sang ou la lymphe, des amastigotes
qui seront phagocytés par de nouvelles cellules du systeéme réticulo-endothélial.

4 Relation héte- parasite :

4-1 Pathnoénie :

L’action pathogéne du protozoaire Leishmania dépond plutdt de la réponse de
I’organisme a 1’infection que du parasite lui-méme. En effet, diverses eétudes ont démontré
que contrairement aux chiens réfractaires (dont 1’infection ne provoque pas de symptomes),
les chiens susceptibles produisent une catégorie d’anticorps qui aggravent 1’évolution de
I’infection plus qu’ils ne I’améliorent [69] :

-I’augmentation des titres en anticorps IgG1 est étroitement corrélée a 1’exhibition
des symptomes.

Tas asita_niatsnnsemn fostimssnlAaseng o tismmrionnlnn licana)  lan Fondnrven slhasmantardaas
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présents donnent a 1’affection 1’aspect d’une maladie auto-immune [235, 52, 132].
-la formation et le dépdt de complexes immuns dans ['uvée, la synovie, la

membrane basale des néphrons et des vaisseaux sanguins aboutissent respectivement
a une uvéite, arthrite, glomérulonéphrite ou une vascularite [132, 90].



De pius les macrophages soliicités sécrétent une grande quantit¢é de TNF (lumor
necrosis factor) qui augmente considérablement le catabolisme protéique d’ou
I’amaigrissement [18].

Les iésions déterminées par le parasite lui-méme sont principalement des granulomes
au niveau du foie suite a la colonisation des cellules de Kiippfer, une polyadénomégalie et
une splénomégalie dues a la prolifération des macrophages et monocytes apres I’invasion du
sysieine des plhagocyies mononuciées par ies ieisinnanies. Eufin la disséunuation du patasiic
dans la moelle osseuse provoque une pancytopénie: la thrombopénie aggrave les
hémorragies engendrées par la formation ulceres [21, 18].

4-2 Immunite :

La connaissance assez large de la leishmaniose sur le plan clinique est contrebalancée
par une exploration réduite de la réponse immunitaire de I’hdte a I’infection. Cette réponse
immunitaire dont les diverses modalités explique le large spectre clinique et pronostique de
la maladie.

Les réaciions immunitaires de ’organisme décienchées par les ieishmanies el eiudices
dans les modéles expérimentaux murins ne sont pas toujours transposées a ’homme et au
chien. Cependant la résistance génétique démontrée chez des lignées sélectionnées de souris

(CSTDRT T Aviatn Aona 17acnAsn nv 1?Aavenaitinm A21mna loron manmnlats An
ot TP L, llluJ\Jl) VAIOWL Udlio 1 wopuLy umuu\/, car 1 CAPUDIUULL U Ul 1l gy Puyuxuuuu uu

chiens au parasite dans des conditions identiques n’entraine pas la méme évolution sur
I’ensemble de I’échantillon [138]. D’autres études ont attribué le développement de la

maladie 2 une déficience de 'immunité 3 médiation cellulaire mm et a une T'PhanF'
humorale notable mais inefficace qui permet la dispersion du parasite 4 travers 1’organisme
et I’apparition de Iésions inflammatoires généralisées [93]. Cette résistance génétique serait
due a un géne. NRAMPI1. qui code pour une protéine transporteuse intervenant dans le
contréle de la réplication intra-phagosomale des leishmanies et dans D’activation des

macrophages. Les chiens sensibles auraient probablement une mutation de ce gene [9].
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Figure.1.6 Orientation de la réponse immunitaire suite & I'infection par les leishmanies [1]

4-2-1 réponse humorale :

L’immunité 4 médiation humorale ne confére pas une protection efficace a
I’animal. La grande majorité des anticorps produits ne sont pas spécifiques des leishmanies.
Ils appartiennent essentiellement & la classe des immunoglobulines G (IgG1, IgG2) [93].
L’IgG2 est retrouvée de fagon prédominante chez des chiens asymptomatiques infectés par
L.infantum et donc associée a une résistance au parasite, aiors que i’IgG1 est associée au
développement de la maladie [19, 40].

En outre, les parasites de certaines espéces de Leishmania sont capables d’esquiver
I’action des anticorps par un phénomeéne de « capping ». Ce phénomene observé chez les
promastigotes, comme chez les amastigotes, leurs permet de regrouper rapidement leurs
antigénes de surface aprés fixation d’anticorps. Les complexes antigene-anticorps peuvent
migrer, dés lors, & un pdle de la cellule avant d’étre €limings [45].
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1l est classique de distingner denx formes évolutives

est fréquemment observe que les formes chroniques debutent

les jeunes, les formes aigies ne deviennent jamais chroniques,

1’apparition [27, 47].
Par ailleurs, le tableau clinique de la leishmaniose ¢
envisageant quatre grands types symptomatiques :

autres symptomes.

Tableau.1.4 : Tableau clinique dela Jeishmaniose canine [

aigiie et chronique. Tontefois, il

par un épisode aigu et, chez

la mort en précédant

anine peut étre brossé en

général, visceéral, cutanéo-muqueux et

16, 105, 151

Général Viscéral

culanc

« Abattement -Hépatomégalie «Alopécie <Ulcération de
«Squamosis (furfur) cavité buccale
epileur des «Splénomégalie «Hyperkeératose oI Tlcération de
muqueuses «Ulcérations muqueuse  Nas
-Polyadénopathie «Nodules (épistaxis)
+Fente musculaire «Onychogryphose «Lésions oculaire
Insuffisance (ongles de Fakir) - conjonctivite
«Hyperthermie rénale «Dermatite pustuleuss AT
Intermittente - uvéite

Cutanéo-muqueux
HIUgucux

Autres symptomes

. Hémorragies
diverses

eTronhles nerveuy :
de sensibilité
tremblement
parésie
«Diarrhée
Léonagiyue

«Polyarthrite

la

E]
ale -

S

Néanmoins, ce ne sont pas tous les signes cliniques qui
chien leishmanien, a moins

cutanées semblent assez constants. Entre 1990 et 1997, environ
les vétérinaires d’ Alger, et les renseignements apportes

sérologique IFI ont €té examines par
ont contribué a la connaissance
associées A ia ieishmaniose canine [65].

Tableau.1.5: Prévalence des principaux signes cliniques
[65].
Symptémes
_ Pourcentages
Amaigrissement 67 _
Lésions cutanees 52,1
Chute de poils 47,2
Onychogryphose A4
Adénopathie 43,6
Epistaxis 23
Lésions 10
25

Asymptomatiques
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sont observes sur le méme

qu’il soit en phase terminale. L’amaigrissement et les lésions

600 chiens positifs au test

de la prévalence relative des différentes manifestations

de la leishmaniose canine



__.- : ; 3 ; A - :

Photo.1.6 Onychogryphose [125] Photo.1.7 Dépilation autour des yeux (lunettes)
avec conjonctivite [125]

Finaiemeni, une rémission sponianée des symptomes peut &tre observée sans qu’ii
y’ait guérison total, et I’animal reste, ainsi, toujours susceptible de rechute [3].

5 DIAGNOSTIC DE LA LEISHMANIOSE CANINE :

B A s e B A A e e e, — — — — — — — — —  ——

5-1 Diagnostic épidémio-clinigue :

En zone d’enzootie (ol la présence de phlébotome est confirmée) ou devant un chien
ayant vécu en zone d’enzootie, des signes cutanés tels : une alopécie, un squamosis ou une
hyperkératose associés 4 une maigreur et un état d’asthénie sont des indices souvent

évocateurs de la leishmaniose.

R_9 Niannaetin aundsimantal .
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4-2-1 Observation directe du parasite :

ia mise en évidence du parasite doit étre réaiisée en premiére intention pour obtenir
un diagnostic de certitude. Elle est effectuée a partir de divers types de prélévements qui
sont classées par Gradoni [60] selon leur sensibilité décroissante :

-Ponction de la moelle osseuse.

-Ponction de nceud lymphatique.

-Ponction d’un nodule dermique.

-Raclage conjonctival.

-Calque de lymphe dermique 4 partir d’un copeau cutane.

-23-



colorés au May-Grunwald-Giemsa. Tes lames sont

r

Tes frottis sont fixés 2 1’alcool et

ensuite soigneusement lues au microscope & I’objectif 40 puis a I’objectif 100. Les parasites
pourpre, un kinétoplaste

intramacrophagiques ou libres se présentent avec un noyat rouge

de couleur violette et un cytoplasme bleu pale [83].
Si le parasite est présent en grande quantité, I’identification est facile. Mais parfois il

n’y a que trés peu de formes amastigotes dans le frotti : le diagnostic devient alors beaucoup
plus difficile & établir [54]. Selon Gradoni [60], la sensibilité du test est plus importante en

début d’évolution que dans les formes anciennes.

Mice en culture du naracite ;

Le milieu classique de Novy-Mc Neal-Nicolle (NNN), melange de gélose et de sang
frais de lapin, est le plus utilisé avec ses deux phases solide est liquide. Les tubes
ensemencés, & partir d’une ponction de moelle ou de ganglion, sont incubés a 24°c pendant,

au minimum, 14 jours puis des repiquages sont effectués tous les 7 jours. L’observation,

sous le microscope, des promastigotes disposés en « rosettes » devient alors possible [49].

Photo.1.8 Leishmanies disposées en rosettes : aspect caractéristique [1 25].

T o lnrsillam Maneae (asrnn 8] ~ra 1 A
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feetal et le milieu RPMI1640 sont aussi utilisés pour la culture des leishmanies [50, 11].

24-



5-2-3 Tests serologiques :

Bien que n’autorisant pas un diagnostic de certitude, la sérologie est d’un intérét
certain. ne serait-ce que pour justifier ’indication ou la répétition des explorations

parasitologiques qui

demeurent la référence. Certaines méthodes sérologiques ont

d’excellentes sensibilité et spécificifité mais aucune n’a une sensibilit¢ de 100%. Or une
sérologie négative n’exclut pas I’hypothese d’une Jeishmaniose, et inversement, un chien
possédant des anticorps dirigés contre Leishmania 1€ manifeste pas forcément des
symptdmes de leishmaniose [54, 55]. De plus, il n’y a pas de relation entre la sévérit¢ des
signes cliniques et le titre sérologique. Par conséquent, le dosage sérologique n’a aucune
valeur pronosiiyue el ne peul Site ulilisé powr vonitdier les progies ol Peflicaciic d’un
traitement [116, 53]. Mais les résultats des travaux, initiés dans ce sens, restent toujours
convergents sur l’existence de cette corrélation. En fin, des réactions croisées avec les

“1nnmr\r;1-1xmo
_‘.}Luul LIV/NALGALLLD

. . ’
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r
1a maa ~Ant ota ran
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Tableau.1.6 : Tableau comparatif des tests sérologiques appliqués au diagnostic de LC

f6ol
Mathede Princips Substrat | Semsibiitd | Résultat Commentaire
Révélation  d’Ac Substance  tampon  liée @
Test immimn- cérimies anr (Coloratiom des deny 1’&chantillon
chromato- membrane Sérum + bandes aprés | -Faibles taux peu réveélés
graphique (Speed Leish®) Plasma éclaircissement  du | -Auto-suggestion (barres)
Sang fond
P Billes de latex Détaction précoce (Igm)
Agglutination recouverts d’Ag _Phénoméne de zones lors de
au latex semi-purifiés Sérum ++ Agglutinats blancs | taux faibles et de taux élevés
(Leishmatest®) Plasma visibles a I’ceil nu -Lecture subjective
Ag solubles fixes -Méthode de choix
Elisa sur par absorption -Faux positifs trés rares par
(enzyme linked | sur un support en Sérum +++ | Titre seuil : 0,80 communautés antigéniques avec
immunosorbent | polystyréne les mycobactéries et Toxoplasma
aseav) A des titres trés élevés
[FI (immuno- | Ag de paroi, -Méthode de référence
fluorescence forme leptomonas , -Lecture au microscope
indirecte) anti-IgG  canine Titre seuil : subjective
waguée @ la | Seium ++ | 1/50 vu 1/80 Faux unegaiils de 5ai% %o, suil
fluorescéine selon le laboratoire | par mauvaise conservation du
sérum ou par immunodéficience
Westarn Réaction Révélation deg | -Laboratoire spéeialise
blotting test immuno- substrats Ag en | -Utilisé en cas de sérum canin
enzymatique par présence des Ac | douteux ou de sérum félin
migration Sérum ++ | sériques
électrophorétique




permettant de soutenir le diagnostic, peuvent

NB : D’autres réactions moins specifiques
Jeucogélification et la sérofloculation.

stre réalisées par le clinicien lui-méme : la

5-2-4 Biologie clinique :

s hématologiques, biochimiques et urinaires permettent de rechercher
anmoins, les résultats obtenus sont peu

r des résultats similaires [69].

Des analyse
d’éventuelles lésions hépatiques et rénales. N¢
spécifiques car d’autres affections peuvent entraine

Bilan hématologique :

On observe, généralement, lors d’une leishmaniose :

- augmentation de la vitesse de sédimentation avec 1 apparition des premiers

signes cliniques [33].

- Une anémie normochrome, normocytaires régénérative ou non, dont I’intensité
augmente avec i’aggravation de la maiadie (apparition d’hémorragies) [21].
L’anémie est un symptome observé systématiquement alors que les perturbations

de la formule blanche ne sont pas systématiques [21].

-Une ileucocytose associ€e a une jeishmaniose débutante on stabili
leucopénie liée & 1’apparition des symptomes ou a I’ancienneté du processus

sée, ou bien une

pathologique.

- Une monocytose et une thrombopeénie. [21]

Bilan biochimique :
Les examens biochimiques révéient plusieurs modifications :
-augmentation des transaminases, de la bilirubine et du cholestérol total (LDL-
cholestérol).
_diminution de la glycémie et du taux de phosphatases alcalines [17].
_Taux d’urée-créatinine légérement supérieur a la normale [69].

-une hyperprotidinémie constante et importante avec inversion du rapport
albumine/ globulines consécutive a I’élévation des globulines et 4 la diminution
de 1’albumine, décelée chez 90% des chiens leishmaniens [120].
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Figure.1.7 Formol-leucogélification [56]. Figure.1.8 Electrophorése des protéines sériques
d'un chien leishmanien [39].

Le test peut &tre mis en La diminution de lalbumine est
ceuvre au chevet du malade selon associée 4 une augmentation des
la technique de Gater-Papacostas, globulines B et y qui forment un
mais il n'est pas spécifique et bloc homogéne. C'est durant la
peut étre positif lors de maladies phase initiale de la maladie que les
infectieuses ou parasitaires. Par globulines B1 et B2 enregistrent une
contre s'il existe des faux positifs. ¢lévation suivies. par la suite, des
les faux négatifs sont trés rares globulines B3 et ¥ [56].Les
[18]. globulines a2 augmente également,

signes d’une atteinte rénale ou d’un
processus  inflammatoire {Z1]. Par
ailleurs, la surveillance des protéines
sériques  permet  d'affiner le
pronostic en se faisant une idée sur
'ancienneté de la maladie et semble
la meilleure maniére d’évaluer la

réponse au traitement [21].

Rilan nrinaira *

Une hématurie, une protéinurie, la présence de leucocytes, de cylindres ou de
cellules épithéliales sont des signes fréquents lors d’une leishmaniose canine avancée ; ils
témoignent des lésions rénales liees aux dépdts de complexes mmmuns. L’existence d’une
insuffisance rénale contre-indique I’utilisation de certains antileishmaniens néphrotoxiques
tels - Glucantime® et I’ AmphotéricineB.



labieau. |./: Altération des paramétres biologiques associe

e i la leishmaniose canine

[105].

myperglobulinémie 70-100%

H&apport albumine/globuline bas 76%
Hypoalbuminémie 68-94%

e dlevées £3,3-01%
Anémie 21-94,2%
Leucopénie 22%
Leucocytose 8-24%
Thrombopénie 29,3-50%
Urémie et hypercréatininémie 38-45%
Protéinurie 29-91%

16-61%

Elévation des enzymes hépatiques

5-2-5 Biologie moléculaire :

La détection moléculaire des leishmanies vient compléter les approches
parasitologiques et sérologiques classiques dans le cadre du diagnostic initial de la
maladie. La « polymerase chain reaction » est la technique de choix, elle permet de
détecter et éventuellement de quantifier un fragment specifique d’ADN leishmanien, et
autorise un suivi des animaux traités. Cette technique est plus sensible (97%) que les
autres techniques, surtout en debut d’évolution, et met en évidence d’infimes quantités
d’ADN de Leishmania dans les prélévements de moelle osseuse, de nceuds lymphatiques,
de peau, et éventuellement de liquide céphalorachidien, de liquide synovial et de
"humeur aqueuse. Son pouvoir de détection est, par contre, moins bon dans le sang

[114].



6 TRAITEMENT DE LA LEISHMANIOSE

AN S e e —m,———————— e e e —————

Te fraitement ne doit &tre mis en place qu’aprés avoir établi un diagnostic de
certitude par la confrontation de I’anamnese, de I’examen clinique et des examens
complémentaires mis en ceuvre (sérologie ou mise en évidence directe du parasite). Avant
d’entreprendre le traitement, il s’avére important de réaliser des bilans hématologique et
biochimique, notamment le dosage de I'urée et de la créatinine afin de détecter
d’éventuelles insuffisances rénale ou/et hépatique qui nécessiterait d’adapter le protocole
thérapeutique [69].

Le traitement de la ieishmaniose est long et difficile, et les rechutes sont
malheureusement fréquentes. La localisation intracellulaire et le métabolisme du parasite
conferent a celui-ci une certaine «résistance» vis & vis du systeme immunitaire et de la

plupait des moléeules uuilises eu wédecine veie ate.
G6-1 Principes actifs:
)

*Dérivés de I'antimoine :
. antimoniate de méglumine (Glucantime®): c’est la forme pentavalente de
I’antimoine utilisée depuis longtemps pour le traitement de la leishmaniose.

mécanieme d’action est mal connu. Tl peut &tre injecté par veie
intramusculaire, intraveineuse ou sous cutanee, cette derniére étant celle qui
provoquerait les concentrations plasmatiques les plus durables. Les
nombreuses études réalisées montrent que le maximum d’efficacité était
observé avec le protocole suivant : administration quotidienne, par voie sous
cutanée, de 100 mg/kg durant une période de 20 jours au minimum [22, 14].
Bien qu’il donne de bons résultats, le Glucantime ® comporte une certaine
toxicité : il peut entrainer chez le chien des troubles digestifs, une torpeur, des
douleurs musculaires et articulaires, ainsi qu’une néphrotoxicité parfois grave

[109].

- stibogiuconate de sodium (Pentostam®): administré par voie intramusculaire
ou intraveineuse & raison de 20 mg/kg/jour (850 mg maximum) pendant 20
jours en moyenne.



*Aliopurinol (Zyloric®) :

C’est une molécule utilisée chez I’homme dans le traitement de la goutte et
possede cependant des propriétés leishmaniostatiques : il empécherait le
parasite de synthétiser un ARN normal, en prenant la place des bases azotées.
L’allopurinol est administré par voie orale, a la dose de 15mg/kg, 2 fois par
jour.

Le protocole idéal conseilieé a tous les praticiens lors du congres de la
SNVSPA consiste a associer le Glucantime® et le Zyloric® pendant un
mois, aux doses citées précédemment, puis I’administration de Zyloric® seul
peidaiit 3 a 12 i00is suppiéineilaiiés seloi 165 autéuis. La cuié est ensuite
maintenue par administration de Zyloric® a la dose de 20 mg/kg/j, une
semaine par mois. Cela permettrait de diminuer le risque de rechute sans

PUUL Guleilil DLV LIIOWL 1 GG DL AW PG PO GRILMLL W | ULy dekay L

*Pentamidine (Lomidine®):

nic de 4 mn-/lzn toutec lag AR hen

Elle peut ¢’utiliser a la dose , pu L mal

voie intramusculaire, pendant plusieurs mois. En plus de sa toxicité tres
élevée aussi bien localement (nécrose, abces froid), que sur ’ensemble de
I’organisme avec une atteinte rénale, cardiaque et pancréatique. aucune étude
n’a prouvé une efficacit¢ supérieure au Glucantime®, y compris en
association avec lui [22].

eAmphotéricine B :

Cet antibiotique s’attaquerait aux stérols de la membrane plasmique du
parasite de la méme maniere qu’il le fait avec les champignons [42].

Elle posséde également des propriétés immunostimulantes. L’ Amphotéricine
B est administré par voie intraveineuse stricte a la dose de 0,5 a 0,8 mg/kg, 2
a 3 fois par semaine jusqu’a une dose totale de 15 mg/kg. Elle est tres
efficace (97% de guérison) et aucune résistance n’a encore été rapporteée
[136]. Elle est par contre plus cofiteuse que les traitements a I’antimoine et
les effets secondaires sont importants. Pour diminuer cette toxicité, certaines
formulations lipidiques d’Amphotéricine B ont ¢€té ¢€laborées, soit les
liposomes, dispersions colloidales ou complexes lipidiques. Les liposomes
sont les plus efficaces et les moins toxiques mais les colits extrémement
élevés de I’ensemble de ces produits ne permettent pas leur usage dans les
pays en voie de développement [62].

Fi=



*Les quinolones :

Elles inhibent I’action d’une enzyme: ADN gyrase, conduisant ainsi au
blocage de la réplication et de la transcription de I’ADN. Elles ont donc des
propriétés bactéricides et également leishmanicides. L’enrofloxacine
(Baytril®), a la dose de 10mg/kg/jour a montré¢ une certaine efficacité
notamment sur les symptomes généraux mais semble avoir moins d’effets sur
les uicéres cutanés. Vu leur faibie toxicité, les quinolones meritent d’étre
étudiés afin de définir un protocole d’utilisation de ces antibiotiques dans le
traitement de la leishmaniose canine [22, 14].

*Association spiramycine et métronidazole :

Le protocole recommandé associe le métronidazole & raison de
25mg/kg/jour, et la spiramycine a raison de 150000UI/kg/jour, per os durant
30 jours. L’efficacité de ce traitement a été prouvée notamment lorsqu’il est
utilisé simultanément au Glucantime® [24, 31].

Plusieurs autres composés sont testés et donnent parfois des reésultats encourageants
notamment dans le traitement de la leishmaniose chez 1’homme, entre autres :
Sitamaquine, [130], la paromomycine [137], la miltefosine [133, 57], kétoconazole,
itraconazole. fluconazole [81].

Un traitement symptomatique s’avére parfois nécessaire pour minimiser I’impact
des complexes immuns circulants sur la membrane des glomérules et I'uvée. Or, les
corticoides sont ies moiécules les plus recommandées. (prednisolone a Img/kg/jour, per
os pendant 5 a 6 jours) [22].



b-Z Probiemes iiés au tranement :

Malgré les nombreux outils thérapeutiques utilisés, le traitement de la leishmaniose
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temporaire sans pour autant débarrasser I’animal de ses parasites. Le chien reste ainsi
porteur et est donc exposé aux rechutes [22]. De plus, la toxicité importante de certaines
molécules limite le choix thérapeutique chez les chiens leishmaniens : "antimoniate de
méglumine, ’amphotéricine B et la pentamidine sont néphrotoxiques et doivent &tre
évités en cas d’insuffisance rénale.

Mais le probiéme majeur des médicaments reste 1’émergence grandissante de
souches de parasites résistants chez le chien, mais aussi chez I’homme. En effet, plusieurs
auteurs ont rapporté des échecs de traitement au Glucantime® dans plusieurs régions du
monde . Sundar {134] affiine que jusqu’a 70% des paticnis nfecies eu Inde ne 1épondent
présentement pas au traitement, alors que Gramiccia [61] a démontré que la sensibilite
des parasites 4 I’antimoniate de méglumine s’est révélée beaucoup plus faible apres une
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Un suivi clinique rigoureux permet de déceler tout signe évocateur d’une rechute ou
d’effets secondaires a la thérapeutique. Un controle biologique des parameétres rénaux, de
i’hématopoise et de 1’équiiibre aibumine/globuline (par electrophorése) devra permettre a
son tour une surveillance de 1’évolution de la maladie. Ainsi, une augmentation de
I’albumine et une baisse des gammaglobulines avec effacement du bloc béta-gamma
taduit le tetow & la notnale de la courbe des proiéines. La sérolugie, e assuciation aves
1’électrophorése des protéines, peut contribuer a déceler une récidive. Mais elle ne doit
pas étre réalisée immeédiatement aprcs la fin de la cure car le titre des anticorps ne
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baisser longtemps aprés la guérison clinique pour devenir trés faible au bout de 18 mois.
Il convient, alors, d’attende au moins 6 semaines. Toute augmentation du taux de

pngiﬁvité de denx dilutions, méme en 1’ahsence de .Qymp‘rnmnm]ngie évocatrice, Rigﬂiﬁe

une rechute et exige un renouvellement du traitement [14].



141 lutte antivectorielle :

La lutte contre le phlébotome doit faire essentiellement appel a des stratégies bien
coordonnées et a des objectifs bien étudiés. C’est ainsi que les compagnes de
puivérisation d’insecticides doivent se faire seion des plannings qui prennent en
considération les résultats des enquétes épidémiologiques et entomologiques, qui
permettent, notamment, d’apprécier la dynamique saisonniére du vecteur

Par aiileurs, les phénoménes de résistance aux Insecticides nécessitent une
optimisation des moyens de lutte et le développement de nouveaux utiles de controle du
vecteur en veillant au respect de I’environnement [63, 67].

1-2 Protection individueiie contre ies pigures de pnienotomes :

L’utilisation de moustiquaires & mailles fines de préférence_imprégnées de
pyrémetamine de synthése permet de réduire considérablement la densite¢ des
phlébotomes a I’intérieur des habitations.

Pour la protection des chiens, on peut utiliser un collier & base de dé€ltametrine
{(Scalibor ®) ou un spray a pase de permeinrine (Douwin ®) {79].

Récemment, un insecticide 4 base de perméthrine et d’imidaclopride (advantix®) a
été commercialisé sous forme de spot-on. Il aurait un effet anti-engorgement pendant les
semaines suivant son administration [109].

1-3 Dépistage et surveillance systématigues des chiens:

En zone d’endémie, ia détection active des cas de leishmaniose canine s’avere
nécessaire pour controler la maladie. Ce dépistage peut étre associ¢ aux compagnes de
vaccination contre la rage. On recherche pour chaque animal les signes cliniques de la
leisiunaniose avani de préiever du sang pow e diggnosiic séroluglques des echiautiiions
pour les examens parasitologiques. Les chiens a parasitologie positive doivent étre
¢éliminés et ceux a sérologie positive doivent étre surveillés.

En zones indemnes, les chiens seront contrdlés des leur retour d un s€jour en zone
endémique [142].
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I-3 Gompaynes de sensibilisation :
La premiére priorit¢ est d’entrainer les professionnels de santé a effectuer
efficacement les fonctions requises a chaque niveau de la lutte contre la maladie (agents

des soins de santé primaires, médecins, laborantins, vétérinaires, etc.).

On peut informer, motiver les communautés et expliquer les avantages de la lutte
contre la LV humaine et canine par I’intermédiaire des écoles ou d’autres organisations.

Le soutien du secteur clinique et les interventions précoces doivent accompagner
toute action dans le domaine de 1’éducation sanitaire.

L’éducation sanitaire doit exploiter tous les moyens de communication disponibles
(posters, prospectus, radio, téiévision, vidéos, diapositives) [142, 67].

7-D. Vaccinauon Ges cniens :

La meilleure méthode prophylactique serait la vaccination des chiens, mais aucun
vacein n’est aujourd’hui utilisable.

Plusieurs types de vaccins ont été envisagés: des vaccins de lere génération
correspondant au parasite (promastigote) tué et inactivé, des vaccins de 2°™ génération
correspondant & un antigéne parasitaire associé 4 un adjuvant, ou des vaccins a partir
d’ADN (vaccin génétique) [75].

Derniérement, des essais d’immunothérapie ont ¢té menés par Hugnet, Lemesre,
Papierok et Bourdoiseau sur 4 chiens atteints de leishmaniose dont 2 en situation
récidive. Les résultats montrent une réponse clinique franche puisque une amélioration
est notée chez les 4 chiens dés le 15 jour aprés la premiere injection. On assiste a
I’absence de leishmanies sur les ponctions de moelle osseuse 2 mois aprés la 2
injection et une guérison sans rechute des 4 chiens 2 ans aprés I’initiation du protocole

ro~ =N
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ETUDE EXPERIMENTALE.

LA LEISHMANIOSE CANINE EN ALGERIE :
CONTRIBUTION A L’ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE DU FOYER
DE LA GRANDE KABYLIE

1 Apercu sur ia zone d étugde :

Sept communes rurales de la contrée Sud-est de la wilaya de Tizi Ouzou ont éte
concernées par notre étude : Illoula ou Malou, Idjeur, Beni Zeki, Bouzguene, Imsouhal,
Ifigha et Azazga. Cette région, a climat sub-humide, est située entre 36°55" et 36°74
Nord, 4°36" et 4°53' Est. Elle est limitée au nord par le mont d’Akfadou et la Forét de
Yakouréne, au Sud et a L’Est par le versant Est de la chame de Djurdjura. Elle est
sillonnée de nombreux cours d'eau qui coulent vers ’Oued Sebaou. La végetation est
composée essentiellement d’oliviers, de chéne et de broussailles a genét épineux.
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qui s’échelonnent entre 180 et 1080m d’altitude.

Z materieis et methodes:

2-1 Population étudiée :

Notre étude a porté sur 114 canidés, 109 chiens domestiques (Canis familiaris) et 5
chacals (Canis aureus), vivant dans la zone précédemment décrite. Les prélevements ont
été effectués au sein des habitations, dans le cadre d’une enquéte sérologique, mence
dutant ta périvde s”Statant du mots de Mars 2607 au mois de Janvier 2008, Les ciuens vt
été prélevés sans distinction de race, d’age, de sexe ou d’état clinique. Dans certains
villages, le taux de chiens prélevés avoisinait les 100%.

Chaque préiévement est accompagné d’une fiche de renseignements, sur laquelle
figurent le signalement du chien, son adresse, d’éventuels signes cliniques observés lors
du prélévement et le type de prélevement.

Les chacals ont été capturés au niveau de la région d’Iilouia ou Malou. Trois
d’entre eux ont été retrouvés en état de dégradation avancée et n’ont pu €tre prélevés. Les
deux autres, capturés vivants, ont été euthanasiés au thiopental. Aucun signe clinique

’ 1 1 2 ra 1 o r 2 N
Syucaicul de la leishimaniose 17a ié vbser vé sut cos deux sujels dgeés de Smois et de 3aus,
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2-2-5-2 Protocole:

a) L'extraction d’ADN :

L’extraction d”’ADN a été pratiquée sur du tissu spiénique du chacal n® Z, seion ia
technique de Helen Pearson et David Stirling [108]. Dans un tube conique, une quantité
de 0,5 g de tissu est traitée avec 0,5 ml de tampon de digestion d’ADN contenant 0,25 mg
de ia proiéinase K. ie méiange est ensuii€ incubé a 56°C pendant une nuit. Au reirait, ie
tube est additionné de 0,7 ml de phénol/chloroforme/isoamyl alcool, puis placé dans un
agitateur durant une heure. Apres centrifugation a 12000 g pendant 5 minutes, le

surnagont cat ransfird dans un autre tubc. 1l cst de ncuveau mdlangd avee 0,7 mil oo
phénol/chloroforme/isoamyl alcool, agité pendant une heure, centrifugeé a 12000g
pendant 5 minutes. L opération est, ainsi, répétée jusqu’a la disparition de I’interphase.
T e surnagent ect alare dignereéd dane 1 ml d’éthanaol 4 100% T e tube ect agité
délicatement jusqu’a 1’apparition de précipitadt d’ADN (méduse), puis centrifuge a
12000g pendant 5 minutes. La phase supérieure est écartée, et le tube est maintenu
renversé sur un papier durant 15 minutes a température ambiante afin de sécher I’ADN
obtenu. L’extrait est enfin resuspendu dans 100 pl du tampon TE est incubé a 65°C

pendant 15 minutes pour dissoudre I’ADN.

Kemargue =

Tampon de digestion d’ADN : 50 mM Tris-HCI, 100 mM EDTA, 100mM NacCl, 1%
SDS, pH 8.0.

Tampon TE : 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0.
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b) Préparation de la PUK:

La préparation du mélange réactionnel doit s’effectuer de la maniére la plus stérile
pour éviter toute contamination par I’ADN du milieu environnant. Nous ’avons donc
réalisée dans une hotte a UV. Ce mélange réactionnel est préparé sur un seul tube puis
réparti sur une batterie de X microtubes. Chaque microtube regoit 24 ul de mélange a
lequel on rajoute 1ul de ’extrait d”’ADN a analyser.

Ainsi, pour obtenir Z4pi de soiution de réaction il faut prevoir :

» 14,25 ul d’eau distillée sterile.

> 2.5 ul de mixtion de nucléotides contenant 200 uM de chacun de dATP,
dTTP, dCTP et de dGTP

» luld’amorce 1. (1 uM)

» 1lul d’amorce 2. (1 uM)

» 2,5 ul de tampon d incubation (1U uM 1ris HCIL + 50 uM KCI. Eurobio).

» 0,25 ul de Taq Polymeérase (1,25 U).

L ¢clianiiiion 4" ADIN est subsiiiué par 1ui 4 cau siciiic pout e cuuitOle uégaill, ol
par 1 ul d’extrait d’ADN de suspension de culture de leishmanies pour le contrdle
positif.

aAsrian An A2 AN nilala act Ta cAna Aandant mase l’ ADNT smilhncnmmnl 10 C At lan

L\-I- uv\lu—vl;vv W L AL SL Y WIAIVAW WL AW eUJ..l.\J WU WAL }J\J’ul FECESE BN IVIVISLUSS RIS S ) L)’ Wl A%
amorces utilisées sont :
° R221:5"-GGTTCCTTTCCTGATTTACG-3"

© P229 - &N AOCCHITAAACKHYCTIA ATACE 2N

B R i i e e

Les préparations vortexées quelques secondes, sont incubées dans un
thérmocvelenr [Techne Geninsl Tes conditions de temnératures obéissent an profil

sulvant :

Début : 94°C pendant 4 minutes
94°C pendant 30 secondes
40 cycles :{ 54°C pendant 30 secondes
L 720 pendant 90 second
Fin : 72°C pendant 10 minutes
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c) _Préparation du support de migration :
Le support de migration que nous avons utilisé est un gel d’agarose a 1,5% . Nous

I’avons préparé en dissolvant 7.5 g de poudre d’agarose dans 50 ml de TAE (Trice Acide
acétique EDTA). La dissolution de la poudre nécessite souvent un chauffage de quelques
minutes dans un micro-onde. 3,5 ul de bromure d’ethidium sont ensuite ajoutés a la
suspension, avant de ia transvaser dans une cuve a electrophorese. Un peigne a dent
plates est introduit verticalement dans la cuve et laissé sur place jusqu’a la gélification de
la solution. Le peigne est ainsi retiré laissant apparaitre des puits dans le gel.

Sur une feuille en aluminium, on mélange chaque produit de la PCR avec une
goutte de Bleu de Bromophénol, et on introduit le produit délicatement dans un puits. La
cuve contenant ie gel est emerge dans un tampon ( L AE), et soumise a un courant

électrique de 150 V. Le temps de migration est de 60 minutes.
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2-2-6 lgentrication des parasites par electropnorese aes iISoenzymes :

2-2-6-1 Principe et historique :

La caracterisation isoenzymatiques des leishmanies repose sur la faculte des
protéines constituant les systémes enzymatiques du cycle énergétique du parasite a
migrer sur un support inerte, solide, et poreux soumis a un courant €lectrique constant et

. T . T LY ro1 A 1 s
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v’ Acétate de cellulose.

v" Gel d’agarose.

v (el d’amidon.

v" Gel de polyacrylamide.

Le pH du tampon utilisé pour la préparation du gel. doit étre ajusté a ce que la
charge électrique globale de chaque enzyme soit négative. Ainsi, toutes les enzymes
vont migrer dans le méme sens (vers 1’anode), et la distance parcourue par chacune
d’entre elles est fonction de son poids moléculaire et de son degré de négativite.

Au terme de 1’opération, chaque protéine est visualisée grace a une solution de
révélation adequate constituge d un substrat spemﬁque de lenzyme a analyser, de

e Lm mbme A 1. = P P ~a A2. ~1 ~1~ Lol ~ 1~
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produit de la réaction [51].

Cofacteurs
_

Substrat + Enzyme '_, Produit + Sel coloré ___,  Bande

Les bandes colorees obtenues, appeiees eiectromorphes, sont specifiques et stables;
elles permettent d’identifier 1’espéce et la souche du parasite étudié. L’ensemble des
souches présentant le méme profil enzymatique forment un zymodeéme.

A chaque zymodeme est atfectée une souche marqueur designee par 4 iitiales :

La classe animale a laquelle appartient 1’héte a partir duquel la souche a été isolée.
M : mammifére. I : insecte : ainsi que le nom du genre pour un mammifere. et le
nom de I’espece pour un phlébotome. Can : canidés, Lon : longicuspis.

Le nom du pays ou I’hdte a été retrouve infecté.

L’année d’isolement indiquée par les 2 derniers chiffres.

Le code du laboratoire ayant identifié la souche.

Exempie : MHOM/DZ/82/LIPASY ( zymodeme MION24).
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L’ appiication de i’éiectrophorese des isoenzymes a la taxonomie de Leishmama a
été initiée par Gardener et Howells en 1972 [58], en utilisant la migration de la MDH en
gel de polyacrylamide. En 1973, Ebert [46] montre par électrophorése des Estérases et
des Fliosphiatasss, acides o allaliiiss, 1 CABLGILE UG Plusiculd Lypes LIoCIuiuguss Cliss
L.donovani. Par la suite, des variations électrophorétiques des ALAT et ASAT, en gel
d’amidon, ont permis & Kilgour [78] de distinguer quatre variants au sein du complexe

I wminvisarn~
Aot ettt

En 1978, I’étude de trois systémes enzymatiques en gel de polyacrylamide, G6-PD,
MDH et PGM, a permis a Chance [29] et Brazil [26] de constater des ressemblances
entre des souches provenant de foyers situes dans des regions geographiques differentes.
Depuis, I’analyse isoenzymatique des leishmanies est devenue la méthode la plus
courante pour 1’identification des souches. Elle est reconnue par I’OMS.

2-2-6-2 Extraction des enzymes solubles :

L’extraction d’une quantité suffisante de protéines, nécessaire a 1’électrophorese,
FEqUIETL UNe Masse Unporianie de promasigoies.

Les leishmanies isolées sur milieu NNN sont repiquées en flacons de 25 ml
contenant 5 ml de milieu de culture CCS (cceur, cerveau, sang). Les flacons sont, ensuite,

iiiCives a 24°C peiaiit 4 a O jOuis. La phLase 1guiae, Coiileiaiil 165 paiasits, &t
transférée dans des flacons de 250 ml contenant 25 ml de milieu de culture CCS. Apres
une incubation de 4 a 6 jours & 24°C, on ajoute a chaque flacon Sml d’eau physiologique,

At nsa vramna 1o anestasmes ldanida Aa A Aannesn Ansmn 13emn lnstn Aa Darsrer Anmtbamand 1IN wal AA
CL On YOIoT 1T COnweiiu LM UL MY T LIGWULIO MU WLV UV U AW UA, WULIWVLIGLLL L&V 1 Uy

milieu de culture CCS.

A la phase exponentielle de croissance (7 a 10 jours), le surnagent est recueilli puis
filtré cur une oaze nonr liminer les déhric de gélose Te filtrat est encnendn dans 20ml
d’eau physiologique a 9 %o, puis centrifugé a 2500 g pendant 10 minutes. Le culot,
contenant les parasites, est souvent riche en hématies. Elles sont lys€es par suspension
dans une solution d’eau physiologiaue a 3 %o. suivie d’une centrifugation a 2500 g durant
10 minutes. Les promastigotes sont enfin laveés dans une solution saline a 9 %eo.

Le culot final est récupéré dans un Eppendorf, et émergé dans de 1’azote liquide
pour provoquer la lyse des cellules et la libération des enzymes. Le lysat cellulaire est,
par la suite, centrifugé a 12000 g pendant 20 minutes. Le surnagent obtenu est réparti, a
I’aide d’une pipette, en perles de 50 pl qui sont conservées dans de [’azote liquide.

Remargue : toutes les centrifugations sont menees a 4°C.
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2-2-63 Electrophorése en gel épais d’amidon :

Le typage isoenzymatique des souches isolées est basé sur 1’électrophorése, en gel

énaic dA’amidon des extraite nrnféirlneq nhtenme <elon la techninane prénnniqée nar Rinny
1 F 1 P 1

etal (1990) [117].

a) systemes enzymatiques étudiés :

Les quinze systemes enzymatiques utilisés sont Ies suivants : maiate
déshydrogénase, MDH, EC 1.1.1.37 ; enzyme malique, ME, EC 1.1.1.40 ; isocitrate
déshydrogénase, ICD, EC 1.1.1.42 ; 6-phosphogluconate déshydrogénase, PGD, EC

11 1 AAd o Voo W TR . Y O, -, [ e MTTY T 11 1 AN .
1.1.1.777T g EIUUUD\J-U PILUBPIIGL\.«- uuau_yulusuuaau, UuL L, Lo 1L.1.1.%> gy 51utcuuatu

déshydrogénase, GLUD, EC 1.4.1.3 3§ NADH diaphorase, DIA, EC 1.62.2 ; purine
nucléoside phosphorylase, NP 1, EC 2.4.2.1 ; purine nucléoside phosphorylase, NP 2, EC
2A42% 3 slulamate avalaandiate transaminase GOT 1 BC 23611 » ablstamgts.
oxaloacétate transaminase, GOT 2, EC 2.6.1.1 j phosphoglucomutase, PGM, EC 5422 ;
fumarate hydratase, FH, EC 4.2.1.2 ; mannose phosphate isomérase, MPI, EC 5.3.1.8 ;

ghlr‘.nge phngphme isomérase (GPT E(C53 19

b) Solutions tampons :

L'etude des quinze systemes enzymatique a necessité la preéparation de 4 soiutions
salines appropriées. Chacune d’entre elles sert de solution mére d’un tampon destiné 4 la
préparation d’un gel, et d’un tampon d’électrode (tampon pont) pour le méme gel.

~ IR TINE B - 13 A 1
LOlanliod CLIAYLICD ULIL GLT CLUUITTD au dTLL U Ul LICLIG BCl.

Tableau.2.1 : Solutions tampons utilisées pour le typage enzymatique

Solution tampon Enzymes a révéler

TME, pH 7,4, NADP |G6PD, PGD, GPIL, PGM

™, pH 7,4 FH, GOT2, GOT1

TC, pH 8,6, NADP NP1, MPIL, GLUD, DIA, 1CD, NP2

TCE, pH 9,5 MDH, ME

Les solutions tampons préparées au niveau du laboratoire peuvent étre conservées
pendant un mois a température ambiante. Au moment de I’emploi, on vérifie le pH et on
effectue les dilutions.
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1) Lris-Citrate ¥.6 NADP :

Tampon pont :

“T1s (000100 i i O F T

-Acide citrique (0 083M) N . £

-Eaudistillée.........................................51
lampon geli :

-Tampon pont TC 8,6........................18,7ml

“NADE T et 4ml

e Compiéier a 400 mi avec de 1 eau disiiiice.

2) Iris-Vigiéste EDTA 7.4 NADP

Tampon pont :

A -

-T11s (U, 1M).. v wmmrmine wamean wrsuwe wisws eI
-Acide rnalelque (O IM) e .58g
.EDTA(0,0IM).................................16,8g

AN~V 2TTAN N NTR AN 1N~
TLYASNALL, VALLAS A\ VoWV LLVA St vis cns it ees et v s e LU

-Baudistillée... .....................................5]

P e e T

~Tampon poni TME 7,4.......................40mi
ANADIP 196,00 iiisiniisiamansas sssasssosmasnenses 5ml
e Compléter a 400ml avec de 1’eau distillée.

3) lris-Citrate EDTA 9.5

Tampon pont :

-1ris . 46,45g
-Amdecztrlque . I
SBLYTR 0 oo simos 155098 18040 wasomes wowsnmncnen Re SO

— 1 L1 ~1
B = B R 0 B L P2 |

Tampon gel :
el s I A S .||

e Compieter a 40Umi avec de i’eau distiliee.
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4) Irig-Maiéate 7.4

Tampon pont :

-Trisg ﬁﬂﬁg

-Acide maléique ..................................58g

-MgCl12,6H20 ................cooc oo 10g

-Baudistillée........................................51
lampon gei :

-Tampon TM 74....................cccc.o... ... 40ml

e Porter ie volume a 400mi avec de i’eau distiiiee.

c) Préparation du support de migration :
L’¢lectrophorese est réalisée sur gel épais d’amidon préparé de la maniére suivante -

v’ Incuber 45¢ d’amidon dans 1’étuve a 37°C pendant quelaues heures. afin de le
déshydrater.

v’ Mélanger, dans un Erlenmeyer, I’amidon avec 400ml de tampon adéquat,
contenant les additifs et dont le pH est vérifié.

v’ Chauffer, au dessus d’un bec bunsen, tout en agitant le récipient jusqu’a ce que la
suspension devienne visqueuse.

v’ Agiter trés fortement pendant une minute puis arréter le chauffage.

v Dégazer a I’aide d une trompe a vide jusqu‘a la disparition des bulles d air qu1i en
envahissaient le gel.

v’ Verser le gel dans un moule en verre de 30x25x]1 cm, en évitant la formation de
pulies 4 air.

v’ Couvrir avec une plaque de verre ou un film en plastique, et laisser polymériser
durant au minimum 6 heures.

d) Migration éléctrophorétique :

< Une fois le gel revétu une parfaite texture, il est placé dans un réfrigérateur

AN wmneadn rrimn Ansmns lanrven Afia vra 120mdhmcnlith A nn manere romm s v mnevrAa Avasenoad
\7 \/} PUIL\-ILI«A.I.L [CIRL VAN CANINEE o l.].\il.vll\.’, (ES SN Llu\/ E s Ll].l.\/&l. Gillvw uww UI.J.LJJ' 111\.’0 \J\Jlb UUILU\-‘L Y W \.«IHI. i

les manipulations a suivre.

&, \

% Les perles d’extraits protéiques sont décongelées, a température de

réﬁ-igérgﬁnn dane dec Fnnendnrfe anr ]p.qunplq eont ineerite lee cndes dec ennichee g
reaigeralion aang Aeg knnendoris eur leconele eont ineerite les

analyser.



5w A l'aide d’un peigne a dents piates, espacées de Smm, et humectées d’une
solution de bleu de Bromophénol ; on creuse, dans le gel, des puits disposés sur une ligne
verticale a I’axe de migration.

W Des 1eciangies calibies de papiel Wikiman n” 3 soni imbibés d exiraii
proteique, puis introduits délicatement dans les puis avec une pince.

28 Une fiche individuelle d’électrophorése, sur laquelle est indiqué ’ordre de
ALt AAan Asrdenibo wmenthla At dem Al nsama lala wamae 12 cadn Adndsmen Anm whnilbnda
UUPUI- Vv VALl Gl lJJ.Ul-\.’l\-iUUD, oL uxuxayv;;auu;v lJUI-ll. i llll.\il.l.ll UL“LIULL UUO LWwouiLaLo.

R La cuve contenant le gel est placée entre deux bacs. Chacun d’entre eux

contient environ 500ml du tampon adéquat dans lequel baigne un électrode. La jonction

entre « eolitinn nnndmnp-np] enlition nnf’nnﬂmnp » pot acanrée har deuy mpr-pq nlafpe

d’éponge synthétique (Chamex), qui forment des ponts recouvrant le gel, sur 2x20cm de
sa surface, des deux cotés : anodique et cathodique.

@ Le gel est recouvert d’abord d’un film en plastique. puis d’une plaque en
verre sur laquelle deux lignes paralleles distantes de 7 cm sont tracées. La premiére ligne
correspond a celle des puits, alors que la deuxiéme limite le front de migration.

o L’ensemble du systéme est placé sous une seconde lame de verre, sur
laquelle sont déposées des pochettes de glaces. Ce procédé de réfrigération simple,
maintient la température dans le gel entre 4 et 10°C, évitant ainsi la perte d’élasticité du
gel et la dénaturation des enzymes.

% La migration est interrompue une fois e front de du bieu de Bromophénoi
franchit la ligne tracée sur la plaque de verre. Ceci nécessite une durée moyenne
d’environ 6 heures.

d) Kévelation des électromorphes :

Une fois la migration terminée, le gel est débarrassé du bord anodique au niveau du
Iront de migration du bieu de Bromophénoi, et du bord cathodique 4 Z cm en amant de ia
ligne des puits.

Le gel, ainsi taillé, est coupé en épaisseur a trois reprises a 1’aide d’un couteau a

—_1 o mmmis smmmees ammasiea ok AV Ll mmmdeen et Tl an A a A e AL S e Olex
Bwl, Vv Yul uuvuo pavilllivt O vuULLLLLL Yuatlv lvulilvd Ubv 4 o v Vpaldsowul . UL \.«uauuuu

d’entre elles, nous étudions une isoenzyme.

Les tranches minces sont, ensuite, transférées dans des bacs de coloration et sont
immediatement traitdec nar la colution de révélation convenable Chague bac et muni
d’une étiquette sur laquelle est inscrit le nom du systéme enzymatique a étudier.

La température et la durée d’incubation dépondent de I’enzyme a révéler.

Cenendant. toutes les réactions de coloration doivent étre réalisées 4 I’abri de la lumiére.

Remarqgue: Les procédé de préparation des solutions de révélation spécifiques des

isnenzvmes étmdides e tronvent détaillés dans Pannexe X
-
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lableau.2.2 : Conditions de revelation enzymatique

Enzyme Températures de| Durée de révélation
révélation

MDH 37°C Une heure

ME Température ambiante Une heure

G6PD 37°C 30minutes

GOT1,GOT2 Température ambiante | 30mn avec chaque solution

NP1, NP2 37°C 30minutes

FH 27°C [Tne heure

DIA Température ambiante Une heure

e 37°C 20minuics

PGD 37°C Une heure

GPlL 04°C Une heure

PGM 37°C Une heure

ICD 37°C Une heure

GLUD 37°C Une heure

Les reéactions de coloration sont arrétées une fois des bandes colorées visibles sont
apparues sur les geis. L aspersion d’une solution de fixation a base d‘aicool, d’acide
acétique et de glycérol limite la diffusion des enzymes et préserve la forme des
¢lectrophorégrammes. Les gels, ainsi fixés, peuvent étre conservés plusieurs jours a 4°C.



3 IKesulitazs :

3-1 Chiens :

3-1-1 Enquete sero-epiaemiologique :

Sur les 109 sérums de chiens testés avec I’immunofluorescence indirecte, 10 ont
wonité un taux Glaniicurps Sgal vu suplicuw a 1/80, ve Yui GULLIC UG provalouss e la
leishmaniose canine, dans la contrée Sud-est de la wilaya de Tizi Ouzou, de 9,17%.

Les résultats obtenus pour chaque commune sont récapitulés dans le tableau ci-

QCc350us |

Tableau.2.3 : Résultats de ’enquéte sérologique sur la Lecan.

F Localités | Nbr de chiens |Nbr de chiens | [
Pourcentage %
(communes) prélevés positifs
lﬂloula ou Malou 39 01 02,5
! Imsouhal 01 00 00
Bouzguene 12 02 16,6
Ait Ziki 06 02 333
Idjeur 23 02 08,6
Ifigha 13 01 07,6
Azazga 15 U2 13,3
Total 109 10 e
I | A

Nbr: nombre.

INotre echantilion est constitue de 8% chiens de la race commune, et 21 de races
pures : 4 €pagneuls, 4 bergers belges, 3 pointer, 3 bergers allemands, 2 braques, 2 bleus
de Gascogne, un doberman, un basset et un griffon. 2 chiens du lot positif sont un berger

11 i 1 11 1 1 o iz PR
UTIET TL ULl UTLETL dliTllldlid, 1TS 0 'auh TS appal LiCiiicliL @ 1a 1ausT CULLLLLIULIC,
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labiequ.Z.4 : Képartition des resuitats en fonction de la race.

Nbr de sérums Nbr de sérums
teqtéa noqitif pourcentage
Races pures 21 02 09,5
Race commune RR ! nR N9
Nbr : nombre.
rrevaience &
de la Lcan
(%) 40-
22 2%
25
13,3%
10 8,6% 7,6%

-,

Communes

nojej r o Bjnojj|
[eynoswy|
auangznog

MIZ WY

analp|

eysiy

egzezy

Figure.2.4 Séroprévalence de la Lcan dans les 7 localités.

3-1-2 Guiture des ieisnmanies :
Aprés quatre repiquages sur milieu NNN, les 11 cultures confectionnées a partir de
divers tissus des chiens positifs a la sérologie, sont restées négatives.



3-Z Gcnacais:

3-2-1 Biologie moléculaire :

L ¢échaniiiion d"ADN exitaii de ia 1aie, et ampiilé par FCR seion la iechuigue
précédemment décrite, et placé dans trois puits parmi les 10 que comptait le gel
d’agarose.

Apres la migration, le gel est deépose sur une lampe aux rayons UV. Le resuitat
photographié, est représent¢ par la photo 2.2.

Photo.2.2 Résultat de I’amplification, par PCR, du
génome codant pour ’ARNr de leishmanies détectées
dans la rate du chacal.

1. Témoin négatif.

2. Témoin positif.

7 Marauenr du noids moléculaire

5.8.10 Le gene leishmanien amplifié, donnant
des bandes de 603 bp. (Echantillons testés)
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3-2-2 Serologie est iIsolement au parasite :

Le sérum du chacal n°2 s’est révélé positif a I’immunofluorescence indirecte a la
dilution 1/40. alors que le sérum du 1% était dépourvu d’anticorps anti-leishmaniens.

Le parasite a ét¢ isolé a partir de deux biopsies de I’animal n°2: la rate et la moelle

obtenues :

- MCAN/DZ/08/LIPA 7208.
- MCAN/DZ/08/LIPA 7308.

Les cultures préparées a partir de broyats de foie sont restées négatives apres 4

provenant du chacal n°1.

3-2-3 l1ypage isoenzymartigue :
3-2-3-1 lecture des électrophorégrammes :

Sur chaque gei, nous mesurons ia distance parcourue par chaque éiectromorphe. Les
valeurs obtenues sont utilisées pour calculer les indices de mobilité électrophorétique
pour les systémes enzymatiques des souches en étude.

L’indice de mobilite est donne par la relation suivante :

IM) =[dwx)/d@s)] x 100

IM : indice de mobilité d’une enzyme de la souche ¢tudiée.

d (v) - distance narcourne nar cette enzyme qur le oel
d (75) : distance parcourue par I’enzyme de la souche de référence.

Deux souches de référence ont été utilisées pour identifier les deux isolats provenant
du chacal :

- MHOM/FR/78/LEM 75 L.infantum MONI
- MHOM/MA/81/LEM 265 L.major MON25



3-2-3-2 Identitication des souches :

Les profils enzymatiques de nos deux isolats ont été identiques & celui de la souche
marquer MHOM/FR/78/LEM 75. 1ls appartiennent donc au complexe L.infantum. et au
zymodéme MON1.

Tableau.2.5 : Profils enzymatiques des souches analysées.

Enzymes

ICD
MDH |ME | G6PD | NP1 | NP2 | GOT1 | GOT2 |FH |MPI | PGD GLUD | GPI | PGM.
DIA

Souches

L infantum vox1 | 100 [100 {100 |100{100|100 {100 (100|100 |100 |100 {100 |100 100

Souches

de

réfé ; L.major MON25 150 (88 |94 400190 | 110 120 |87 150|122 1001200 {77 |118
LIPA 7208 100 100 | 100 100 | 100 | 100 100 100 | 100 | 100 100 .100 100 ] 100
LIPAT7308 100 100 | 100 100 (100 | 100 100 100 | 100 | 100 100 [ 100 100 | 100

+No10.2.5 : Kesuitat de ia reveiation de i'enzyme mri.

1-Souche marqueur : MHOM/FR/78/LEM 75. L.infantum MON1.
2-Souche du chacal : MCAN/DZ/08/LIPA 7208.
3-Souche marqueur : MHOM/MA/3 [/LEM 263. L.major MONZ5.
4-Souche du chacal : MCAN/DZ/08/LIPA 7308.
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4 discussion :

La leishmaniose est une infection trés fréquente chez la population canine du nord
de 1I’Algérie. Les chiens, notamment de race commune, portent le parasite durant de
longues annees, et ne manifestent des symptomes quala sénescence.

L’enquéte séro-épidémiologique que nous avons menée dans une zone rurale située

1 10 il
o1 CLLAUULT

au viwoul J.’uuc légiUil Gudéluiquc, Huud a PUJ.LU;D LlC 1&\"61151 ulLc ﬁé\iUUilUG Ul
canine de 9,1 %o. Ce taux semble faible par rapport 3 celui retrouvé par Bellazoug (37 %
en 1985), et Item (30% en 2005) [12, 71] dans la méme région. Cela serait du @ la
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adressés par les vétérinaires praticiens sont souvent préleves sur des chiens qui présentent
un tableau symptomatique svocateur de 12 leishmaniose, €€ qui augmente 12 probabilité

nonr les résultats pns:itif.c. ala cérolngie Dans notre 1ot cenls denx pré]évements: nons ont
été envoyes par des vétérinaires. De plus, la compagne nationale de lutte contre la
Jeishmaniose, qui a démarre en 2006, 2 certainement contribué a la diminution de

|’incidence de la maladie durant ces deux dernieres années.

Le resuitat que nous avons obtenu s’ avere, donc, pius proche de ceiui retrouve par
Dedet et al en 1977 (11,4%) [36].

Par ailleurs. un écart important est observé au niveau de la prévalence de I’infection
entre des zones géographiquement trés proches. La localité d’Ait 7iki apparait 12 plus
touchée avec 33.3 o/, Cela pourrait §’expliquer par |’abondance des cours d’eau dans
cette région montagneuse, et par le nombre important de chiens errants qui sillonnent les
viilages.

vu I’échantillon insignifiant que NOus avons collecté dans la commune d’Imsouhal
(un sérum), la fréquence de la leishmaniose canine est la plus faible au niveau de la

région d°Tlloula ou Malou (2,5 %), ou 1’abattage des chiens errants 2 été perpétré 2
plusieurs reprises durant ces derniéres annees.

Saus 10le Gluds, e faciow do la 188C W pas 4 wiluetce su ja pLovaleuse de 1a
Jeishmaniose chez la population canine (9,5 % chez les races pures, et 9 % chez la race
commune) 5 contrairement & d’autres travaux ou la prédisposition de certaines lignees a

12smfnntinn o AtA Axramiih real T 1. A~
A manalaeo A laaroenro n11nw\nnAn + An P
1 ollliwaLauLL L MO AV LYYl LT 1auUAvL Y MY U S LAV ALIML LIRS Tl uwv UUUCA lea\ns (q‘»‘lat:c Cﬁ

tout), considérés comme les plus sensibles [66], est faible dans notre Jot, ce qui pourrait
stre a 1origine de cet équilibre entre les deux sous-populations.



Chien : réservoir domestique
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Chacal : réservoir sauvage.

Figure.16 Circuit du parasite leishmanien dans le nord de PAlgérie




5 Lonciusion et perspecrtives:

Au terme de cette étude, nous parvenons aux conclusions suivantes -

® La prévalence de la leishmaniose canine, dans le foyer de la Grande Kabylie est
toujours €levée. Malgré la compagne nationale de lutte contre cette maladie, le taux de
viuous iouis 1osic vuisiddiable, 3,1 Ye. L’aspeision 4 iuseuiicios {Usiiacu sy osi
une mesure qui s’avere insuffisante pour contrdler la maladie. La sensibilisation de la
population sur Iintérét du dépistage annuel des chiens, qui doit s’effectuer

. , ¥ . . 5 # 7.7 ‘
cimmnltandmant avan la yranninntinn antirahiania at caire 1n nanaccitd Aa Panthanacia Aas
ALAAAWALVALIWIIAW LAY WA Y o N v T AAWRALIVGALAL/LL wALALAL “ul‘i.\-‘u, - [SA S A AAW W W LT L L RS A W AALLAVALANALI LW el S

animaux présentant un taux d’anticorps anti-leishmanien égal ou supérieur a 1/80, est un
moyen tres efficace qui doit accompagner la lutte antivectorielle.

° Lrois chiens du lot positif 4 ia sérologie vivaient dans des villages impiantes a pius
de 1000 m d’altitude. Selon 1’étude menée par Rioux en1969, au sud de la France [118],
I"espéce P.perniciosus est trés rare a cet étage. Le vecteur de la leishmaniose canine dans
UE> LUUIG> LIVLLARUCUSES dotall viaseblavicwent ©perfiliewi, dgja wotuning daus la
transmission de la forme cutanée sporadique. Une étude des phlébotomes du foyer de la
Grande Kabylie semble donc nécessaire pour identifier les especes susceptibles de

rq v . . .
wvahinnlar la marncita laichmnnian
TWALLINAMANA A% RVAL LAV AW IIIIel i AL,

* Les chiens errants, I’abondance des cours d’eau et la densité de la végétation font

ane les fluctnatinng de la cdranrdvalance de 1a laichmaninea canine d’une récinn 4 11he
nos Sos SSmLRmRRls OO 08 feToprevalence g2 la leishmaninge canine d'une région 4 nne

autre, au sein du méme foyer, soient importantes.

® le chacal (Canis aureus) semble iouer un rale non négligeable dans le cvcle de 1a
leishmaniose. Il serait le réservoir selvatique de Leishmania infantum, agent de la forme
viscérale méditerranéenne. Un dépistage sérologique incluant un nombre plus important
de chacals permettrait de déterminer la fréquence de I’enzootie au sein de cette
population, et d’évaluer 1’importance de ce canidé dans 1’entité €co-épidémiologique de
la leishmaniose dans la rive Sud de la Méditerranée.



Annexe 1 : Fiche de renseignements pour les prelevements.

Ministére de la Santé de la Population et de la Réforme Hospitaliére

, Institut Pasteur d'Algérie I ’. l N° d'enregistrement
3

Service d’Eco-épidéminlogie ‘: ‘

Tel :
Fay

et Génétique des Populations
Fiche de renseignement
Leishmaniose canine

Date: / [

Demandeur

Nom(ou organisme) :

Prénom : Enguéte |_J
Adresse !

| Chien
Nom : Age
Race : Sexe :

[j Amaigrissement D Allongement des griffes
D Lésions cutanées D Hémorragies
[ 1 Adénopathies E\ Chute de poils

Autres signes :

Type de prélévement

Sang D
Ganglions D

Rate | |

Autres(souches, grattages, organes...) :

Cadre réserve au service
Souche :

Sérum :




Annexe Il : Liste des chiens prélevés.

::::r: Age | Sexe | Race |Localité ::’T;:tat :;:nl: Age |Sexs|Race |Llocalité ::sll;:tal
001 10m O, Cmn lilou:a i 026 5n O, Cmn Illoula =
002 3n | ¥ |Cmn lloula —_ 027 7n | &7|Cmn ILLOULA —
003 4n O’ Cmn llloula — 028 4n O" Cmn ILLOULA i
004 18m O’ Pointer lllovia —_ 029 1n O, Cmn ILLOULA —
005 6n Q Cmn | Houla o 030 4n | ~7|Cmn ILLOULA -
006 4n O, Cmn |llloula _— 031 8n O, Cmn Bouzguene | w—
007 7n O, Cmn | llloula -+ 1/80| | 032 3n O, Cmn Bouzguene | o~
008 5n | ¥ |Cmn |llloula e 033 6n 9 Cmn Bouzguene | ——
009 9m O, cmn lloula — 034 2n O, Cmn Bouzguene —
010 3n Ox cmn loula — 035 6n 2 B.belge |Bouzguene +,1/80
011 |20 | o7 |Cmn llloula — 036 |5n | o7 |Cmn llloula =
012 6n | ¥ |[Cmn |llloula e 037 5n | o¥|Cmn lloula -
013 3n O, Cmn lloula _ 038 3n O, Cmn Houla _—
014 6n | ¥ |Cmn [llloula — 033 1n | 7|Pointer |Bouzguene | —
015 2 n O’ Cmn lloula — 040 2n O, Epagneul | Bouzguene | —
e 2 n O” oo — — 041 2n O, Braque |Bouzguene |

042 5n O»" Epagneul | Bouzguene | mm
017 |2" Q Cmn | llloula -
018 in O’v Cmn llloula _— o zn O, cmn Houzgiane +1/80
otg (80 [Q [cmn Tillouia = o4 |47 | OF|Cmn | louia -
020 [3n | g7 |Cmn |llloula — 045  [30m | ~¥|Cmn Idjeur -+ 1/40
021 arn | ¥ |Cmn |llloula — 0s6 5n ¥ | Cmn Idjeur -+ 1/20
2 |30 | gTemn | llouta - 047 |7m | ¥ |Cmn | idjeur =
023 5n OX Cmn loula - otf 4m O, Dobrmn | Idjeur =+ 1/20
024 2n | ¥ |Cmn |llloula —

4m O" Cmn Idjeur —

025 6n $ cmn |llloula e 049

&%




N° du ; ° e s
U | nge |sexe | Race Localite | RESUItat N°du | Age |Sexs|Race |Localité |Reésultat
privm de IFI privm de IFI
050 10n O, cmn Idjeur e 077 10n O, B.allem. | Azazga -} 1/80
5 -
051 an O Cmn Idjeur — 078 an O, cmn Ifigha f—
052 in w |Cmn Idjeur —_
O 079 6n o)" Cmn Bouzguene | w—
053 10m O’ Cmn Idjeur s
080 4n O, Cmn Azazga —
054 2n o}' Cmn Idjeur —_
081 18m O, Cmn Azazga -+ 1/80
055 4n O, Cmn llloula —
082 3m O’ Cmn Azazga —
056 4n O, Cmn ifigha <+ 1/20
083 3n O, Cmn Azazga o
057 18m | ~¥ |Cmn | ifigha -} 1/80
084 10n Cmn Azazga 1/20
058 8n O, Cmn Ifigha - 91_ T
085 18 m Ox cmn Azazga -+ 1/40
089 8n O, Basset | Ifigha -+ 1/20 '
086 3n O’ Cmn Idjeur =
060 5n O, Cmn Ifigha —
087 4m O, Cmn idjeur —
061 3n O, Cmn ifigha S
088 5n 9|_ Cmn Idjeur s
062 7m O, Bl.Gsgn | Ifigha — 5
089 10n X | Cmn Idjeur 1/80
063 3n O, Griffon | Ifigha — o T
090 13 m O, Cmn Idjeur —
064 7n O, Braque | Ifigha —_—
091 3n O, Cmn Idjeur —
065 7m Q BlL.Gsgn | Ifigha i
092 7n OX Cmn Idjeur —
066 2n ¥ | Cmn Ifigha —
7 .
067 4n OX Cmn Ifigha —_— i " g cmn djeur -
068 6n O, B.belge | Azazga P 094 #n OX Cmn Idjear =
069 18m O, B.belge |Azazga —_— 095 4n OX Cmn Idjeur —
070 18m 9|_ Epageul | Azazga — 096 9n O, B.belge |!djeur —
071 18m 2 Epageul | Azazga e 097 9n O, Cmn Idjeur -+ 1/80
072 4n B.allem. | Az — ’
9. ared 098 8n O’ Cmn Idjeur ==
073 30m O, Cmn Azazga _—
4n A | Cmn Ait Ziki e
074 3n O’ Cmn Azaz3a — b =
075 |2n | &7 [cmn [ llloula F 1/20 | | 100 4n | ¥ Cmn At Ziki -+ 1/80
076 4m | ~% |Cmn Hloula — 101 2n 5" | Pointer | AltZiki —
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Ned ., |Résultat || N° ... | Résultat
. Age |Sexe |Race |Localité g Age |Sexe|Race |Localité

privm de IFi privm de IFI

102 2n OX Cmn Ait Ziki — 106 2n O, Cmn Imsouhal .

103 6n 9|_ Cmn Ait Ziki ~+ 1/80 {407 an O, > - \ajeur =

105 10n Of"' B.allem. | Azazga — 100 in o, e ililoula —

Prlvm : Prélévement

n . dns

B : berger

m : mois

Cmn : commun

BLGsgn : Bleu de

Gascogne




Annexe 111 : Késuitats de i’enquete séro-épidemiologique.

Ze-\mc(. - fL"*—-\
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-= Chiens positifs a ia serologie.

- ®Chacal positif a la sérologie.
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ANnexe 1V : Preparation du milieu INOVY-IVICINEal-INICOLIE (INININ ).

Ingrédients :

(361088 (DIFCO .<w.ovs covss snom semmon w5 smgrs sy Bt sodaii mames 238
BOEE oo s mrmss sonsm soosm oo syiem 105 BOED SEAE v smees s B
Ball Qstillee: ... .. ooenn sonnm 595 5500 56000 15008 socimenr mmmany soe anmes SO0 10
DANG A TAPIN 1250 cvs v 560 saviost 548 505608 Sammns e smpvnn sosnes xens I T
CHrate de SO .. .. vis vos savinss 5585 525,558 dim s ane nemnne serinnn oo ST
PENICIIING ...cov sivams ssuiss costos 55m8 455 viinmn somman sammmn smamens SIOOQ LI
Shcpiumyuinc T T o

Préparation de la gélose :

Q"Ir 'F'D'IIV r']rnrv A;C‘C‘f\lif"fﬂ ]ﬂ C‘D] AO‘I‘IC‘ I’DO1'| A;Gf’;llﬂ’ﬂ “ll‘;t‘ Q';ﬁ'l‘li'ﬂ" ]0 n-o'lnon
RAMEL AR MM MALIU ML WL UL WAL L WM WA LALAN g VR WU MR eA e f

Remuer sans arrét avec une baguette de verre jusqu’a la dissolution de la gélose.
Distribuer dans des tubes a vis stériles a raison de 7 ml par tube.

Stérilicer 4 120°C nendant 20 minutes.

Conserver a 4°C.

Ponction cardiaaue -

Placer un lapin adulte sur le dos et raser la région thoracique.

Détecter, avec le doigt, le choc précordial, désinfecter la peau a 1’alcool puis enfoncer une
aiguille stérile montée sur une seringue de 50 ml.

Aspirer en maintenant 1’aiguille en place jusqu’a ’épuisement du sang.

Transvaser, devant un bec bunsen, dans un flacon contenant I’anticoagulant et les
antibiotiques, et agiter d’un mouvement circulaire pour mélanger.

Conserver a 4°C

Préparation du mélange gélose-sang :

Rotuc ies tubes Uu 1siligbiaiow ol ios plaver daus de 1 cau disiilice, pus puiict a cuullition
pour liquéfier la gélose.

Laisser refroidir quelques minutes et ajouter 1 ml de sang pour chaque tube.
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bulles d’air.
Laisser les tubes en position inclinée, & température ambiante, pendant 24 heures.

(Conearver a 4°0 ot ntilicar danc le maic ani enit la nrénaration
- CLSETVET 8 27 st ueanqans le mois qui suit la nrenarafion



Préeparation du milieu Coeur-Cerveau-Sang (CUS).

Dissoudre 26 g de Brain Heart Infusion agar (DIFCO) dans 500 ml d’eau distillée sur feu
doux.

Porter 4 ébullition, puis répartir dans des boites de Roux a raison de 100 ml par boite, ou
dans des flacons a raison de 20 ml par flacon.

Stériliser a I’autoclave a 120°C pendant 20 minutes.

Laisser refroidir jusqu’a 50°c, puis ajouter 20 ml de sang de cheval par boite, et 5 ml par
flacon.

Meélanger par des mouvements circulaires.
Laisser a température ambiante pendant 24 heures.

Conserver a 4°c.

Prélever du sang par ponction cardiaque d’un lapin (environ 50 ml).
Ajouter 25000 UI de Pénicilline et de Streptomycine.

Laisser décanter une nuit & température ambiante.

Centrifuger dans des tubes coniques & 2500 g pendant 10 minutes.

Répartir le sérum obtenu sur des tubes & vis & raison de 2 ml par tube.
Placer les tubes en position inclinée dans un bain-marie pendant 10 minutes.

Conserver a 4°C



Annexe v: Preparation de i’antigene ieishmanien pour 1F1

L antigene utilisé pour ie diagnostic de Ia ieishmaniose par immunoiluorescence indirecte,
est préparé a partir de souches humaines ou canines.

Les souches sont cultivées en boites de Roux. puis incubées a 24°C pendant 10 a 11 jours.
Le surnagent est recueilli puis filtré sur une gaze pour éliminer les débris de gélose.

Ie filtrat est suspendu dans 20ml d’eau physiologiaue a 9 %.. puis centrifuge a 2500 g
pendant 10 minutes.

Le culot, contenant les parasites, est additionné d’une solution d’eau physiologique a 3 %o,
et centrituge a 2300 g durant 10 minutes (lyse des hematie).

Les promastigotes sont enfin lavés dans une solution saline a 9 %o, puis dispersés dans de
’eau physiologique a la concentration de 2000 parasites/mm 3  (comptage a la cellule de
Thomas).

L’ antigéne est déposé sur les lames a raison d’une goutte par puits.
g parp

Les ilames sont seéchees a 1’etuve, puis conservees a -20~C.



Annexe vi: Préparation du tampon PBS ph /, Z.

Solution mere :

NaHPOA THIO . oo ene wosisss S s55 s eer iwamay ses srmscanvms o
NaH2PO4 H20 ..o oo e e e e e e e e e e

B GISHLBE ..... . cooves wommon mwmsns smmmsd $55 E5iaea oiees e

Ajuster lepHa 7.2
Conserver a 4°C

An mament de ’emnlni

Solution meére de PBS ... oot i e e e e e e

Ban physiologione 8 9% . oo s s vmvum ssm smomss vova s

T

i-

60 g
eeenn ... 1382
cevveer... 1000 ml

e 40 ml

1000 ml



Annexe V1l : préparation des solutions de revelation.

» Glucose-6-phosphate déshydrogénase, G6PD « EC 1.1.1.49 »

Tris HCI (0,2 M ) Ph 8 wuvvveiciiiiiiiiee e 10 ml
Glucoseb-phosphate.: wuvwssmummsnnepmssmsssrsssremeommvae 20|
rMTA 1N -l
INBIDP 1B s simnissmsnmusisiassosmossmiassis s s s s v i s TS T ml
Y I S OO T ml
Incubation & 37°C pendant 30 mn.

T 3 D —— 0,5 ml
AGAE 2% et 5ml

S —— 5 = - sig " - S o vy Gl e
£ © Fnospnogiuconaite aesnyarogenase, oruy « cL 1.L1.44 »

Tris HCL{0,2 mt ] ph8 suvusvessssmsssssuinsnsmesmsmsmvmsimiesensssmsens 10 ml
Acide-6-phosphagluconique ............cccvrviiiiiiiiiinin . 40 ml
Ml BHITGID AR | . eriemmsossems s s 1 ml
N B S T ml
PUBT T8 samsis svinsswinesunvicssnnam s oot iaidsos 550y o m s aa s o nsvms cvgsas 1 ml
Incubation & 37°C pendant 30 mn.
PIVES: 1500w s s s o v S o S R A SR SR I mi
AGAT 2% cvvieeeiiiiiiieei i 5 ml
> Glitamato.avalnarétats trancaminaca GOT 4EC 2 £ 1 1w
Tris HCI (0,2 M ) ph 8 eiiiiieeiiiieiee e 10 ml
X KSGOGINAIALR, ... - crmssiis s disicais sansn s sabassisasiiasin R 150 mg
Acide aspartique........ciuiiiiiiieie e 300 mg
Pyridonal-5-phosphate..........cccovuiiiiiiiiiiii i 15 mg

Ajuster a ph 7,4 .
Verser cette solution sur le gel.
Laisser en contact pendant 3U mn.

Jetter cette solution, et ajouter la moitié de la solution suivante :

RS DISERER. ... e vt o 585035 SR B AANS 225 mg
Trie HCI (ﬂ")M) 75 ml

Rincer le gel puis ajouter I"autre moitié de la solution.
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» Glucose phosphate isomérase, GPI «<EC 5.3.1.9 »

«  TeigHC (0,2 m ) ph 8 ..oevicsissuissimnsimannssssaamssmmsnmes i 10 ml
T . - U O | SRR —— e —— 1 ml
KIAMD 10/ Nnrco__.|
I 1 1 ml
e 1 5 I O 1 ml
- Frictoseb-phosphiale vuusssionamssesismassssisssavs 10 mg
- Incubation & 37°C pendant 30 mn.
- Glucose-6-phosphate déshydrogéna............coooviiiiinnnnnnns 50ul
o PAS TTB cscovnnmsnessoprnsmmsmssssssam s s iy ss VR R EE S0 0,5 ml
- V< LA OSSO P PP 5 mi
) Phosphoglucomutase, PGM «EC 5.4.2.2»
= Ty MICLAD Do Y mebil® | vvnsnosvsssvinmssopsipsmisesiumssmui s sen 10 ml
= MGCI2, BH20 (0,5M).cevreereerreeeeeeeereereeeeeer e 1 ml
I 5 L T RR— 0,5 ml
= U NAD 196 e 1 ml
I - I mi
- Glucose-1-phosphate ........coeveiiiiiiniiiiimiiiiiiieiiiiiiienans 300 mg
- Incubation & 37°C pendant 30 mn.
- GlucocaAnhaenhate déchydrngénase 500!
= PMAS 1% cornnonmmnsnsannsnssanssns s dibisssikin iussisis suaais cusviasis 0,5 ml
ST | ST 5 ml
> fumarate hydratase, FH «EC 4.2.1.2»
= TriS HCL(0,2 M) Ph 8 oo 580 mg
= NAD T% tiiiiiiiieicieiie i s 3 ml
m DYrUvGIE SE1 TMONUSOUIGUS eeeerrernneerirsnseeensssseesnnsnsnnnes 20 iy
W MBT THh mmummsmmmaasmamaumsammssommomms o w3 ml
- Incubation & 37°C pendant 30 mn.
=  Maolic déshydrondmnase. ..ommmimmmumsussssmesssssasses c0eee 200
= U PMS 108 0,5 ml
I o | T 5ml
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» Mannose phosphate isomérase, MPI « EC 5.3.1.8»

TegHC] (0,2 1 ) ph 8 .....onsmimmemsmismns s mmmmmvmsamamrev 8 ml
Mannose-6-phosphate sel de Na ......ccoiiviiiiiiiiiiiiine. 10 mg
MG T, G20 T
T Bl T 1 ml
BT 1% cccnummmmammmuscmimmesmsmoemosoms somsmmmsuxes s 1 ml
Incubation & 37°C pendant 30 mn.

Phosphoglucose I5omerase....cu v sissmsamsssasiansssinenns 50 ul
Glucose-6-phosphate déshydrogénase .............eveeeiieiennnnn. 100yl
PIMS T8 crsvammmmovnmsssmmssss s aissmsrmes s s v s ey 1 ml
ol O 5 mi

» Purine nucléoside phosphorylase, NP « EC 2.4.2»

s Tl HOLID D ped ol ammsmsssssmisemssivets e s o 14 ml
= INOSING it 40 mg
12 L L — 2 ml
- Incubation & 37°C pendant 30 mn.

- Xanftine oxpdase ;s nwnsimansmampsms 100 pl
= PMS T ittt et T ml
NG 2% s AR A T ST R 10 ml
» Enzyme malique, ME « EC 1.1.1.40»

= TriE HCI {0/2 11 ) DB B ooncmmrsssivipmeision s sssmi enmniaiss 8 ml
2 Solufion B s ssmsanmsasesris o 5ml
= MGTI2, SH2C {0, 2M) e iirrrries vt T
= MNADP 1B i smampisimsasnss mpsris s sssosssumes s sis 1 ml
= NBT 196 oottt T ml
- Incubation & 37°C pendant 30 mn.

= PMS 198 et 0,5 ml
o JROT DIB «onsrosamsmmasnmnnommnanssamtssihs SHIH A SRS AR 5 ml

e dolution A:

- Dissoudre 3,10 g de Na2 Ca3 anhydre dans 15 ml d’eau distillée.

- Placer la solution dans un bac de glace.

AV¥iidms lostarmant D AC ~ APt 1 coslrta <
T AVUIST ISTISTIGH Wyv Y W UGS LY e,

- Aprés dissolution, ajouter 10 ml d’eau distillée.

-Ajuster le ph & 7 avec une solution d'acide L.malique.
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Isocitrate déshydrogénase, ICD « EC 1.1.1.42»

Tris HCI (0,2 M) Ph 8 et 8 ml
PN 7 e e TR — 0
Acide isocitrique (0,1 M)....ooiiiimireiniis v e 4 ml
NADP T2 ooniieeiaesirssiessessnnsesssssasesssssanaassassrassssstiarsrnsasnans 1 ml
NBT 1% cvcxncassons anaramssnnsssaniinidisinssssangansisusssmsumsvsssass 1 ml
Incubation & 37°C pendant 30 mn.

BRAS YU oo e s A e RIS 0,5 ml
AGAT 2% sovsesscssssissrmmrsmmnnamransnsassassnsassiisiiniansdprassssssnsgsesescs 5 ml

Glutamate déshydrogénase, GLUD «EC 1.4.1.3»

Tris HCI (0,2 m ) ph 7,5 cooiiiii 8 ml
T R e e T | —— B wal
anlUI\JIIII\- AN N DN IIIUII\JU\JUIHUU ---------------------------------------------
PLADE T uvoivsmmisssmsssrsnnmmsmnonenssassnasme ss s sSiEREE TS iowRoRaUsE 2,5 ml
NIBT" 124 . vorememmen prmmpmn e S5 S 4 TR SR A SR sl S Svtati eaem n i 2 ml
Incubation & 37°C pendant 30 mn.

DNAS T 1o v cnmmmensssnomanns somsnssd SHEFEERAE TS AT T PSR R R g e s 0,5 ml
F 0oy ST ST ———— e 5 mi

NADH diaphorase, DIA «EC 1.6.2.2 »
e Solution 1 :

Erel M7 ALSD lasssssscansannnnssassserssassanssunassssssnnasnassnnnnarersns I8N

- Incubation & 37°C pendant 30 mn.

®Solution 2 :

B 1 T OO UPT P PPPPI 10 mg
< EQu dISHIIES. ... consossnsnessmsssssissssvssssisnsmsesussssrssvreamse 2 ml
- Bien dissoudre.

~Tris HCL{O,Z2 M) Ph B ceiiiciieiiisiisenissin s 2 mi

e Solution 3 :
-DICIP { 1 mg/1 ml de tris HCl pH 8} 0,1 %
- Mélanger les solutions 1, 2, 3.

-13-



Malate déshydrogénase, MDH « EC 1.1.1.37 »

Tris HEL 0.2 m ) pht Brossiisrummmmmusmuessmemnvasimssisssssne 8 ml
SUIIUiEUH A ................................................................... s “lll
1 0 A 1 ml
2T P PP 1 ml
NaH2POA ...t e 10 ma
Incubation & 37°C pendant 30 mn.

PMS 1% weeeeeeeie e et et 0,5 ml
AGET 2% covoernesmisssssmmsassnnsos iasehisasisisnmnsemis sskisssianshnbaesamsaussns 5 ml

-10-
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