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Résumé

La leishmaniose féline (FL) est une caractéristique assez rare, la maladie clinique a
été décrite chez le chat depuis les années quatre vingt dix, la plupart des rapports
mettent 'accent sur les chats infectés vivant en zone d’endémie. Quand un typage
de l'agent étiologique a été effectué L.infantum a été identifiée dans tous les cas
signalés [1].

Une étude ponctuelle a été réalisée au niveau de la fourriere (HURBAL) d’Alger
durant la période s’étalant de Juillet 2009 a Mai 2010.

Des préléevements de sang ont été réalisés sur un échantillon de cinquante (50)
chats et cinquante (50) chiens errants (ces derniers étant réputés réservoirs
principaux de la maladie), ces échantillons ont été testés par trois (3) méthodes
(FLG, Witness et IFI) afin de déterminer les prévalences de la Leishmaniose chez
chacune des especes.

L’objectif de ce travail a été de comparer les résultats obtenus chez ces deux(2)
espéces soumises au méme risque infectieux puisqu’il s’agit d’animaux errants
recueillis dans une méme région a savoir la région d'Alger qui regroupe 57
communes.

Les résultats récoltés ont été traités par le logiciel Excell 2007 et ont montré des
prévalences de 40% et 36% chez le chien et le chat respectivement.

Dans un second temps des études statistiques ont été menées afin de mieux cerner
la pathologie chez le chat, espéce réputée réservoir accessoire pour beaucoup
d’études internationales mais dont nous ignorons pratiquement tout en Algérie.

Le calcul des valeurs prédictive positive (VPP) et prédictive négative (VPN) a donné
le résultat suivant :

VPP= 83,33% ; VPN= 94,11%

Les résultats obtenus grace au logiciel Statistica 7.0 en comparant des variables
telles que I'age, les lésions, la race et le sexe n‘ont montré aucune différence
significative (P> 0.05) en dehors de celles retrouvées en comparant les Iésions et le
sexe chez les 2 espéces(P<0.05) .

Mots clés : Leishmaniose — Chat —Prévalence -Witness
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INTRODUCTION

La leishmaniose affecte de nombreuses espéces de mammiféres dont 'lhomme et
les canidés (en particulier le chien domestique) [2]. La leishmaniose se manifeste
sous différentes formes cliniques chez I'homme, notamment trois formes
(viscérales, cutanées et cutanéo-muqueuse) et sous les traits d’'une maladie
protéiforme, combinant toutes les formes cliniques chez le chien.

Cette maladie menace les étres humains dans 88 pays du monde et, son
incidence annuelle est particulierement élevée (2 millions de personnes
contaminées chaque année) (World Heath Organization [3].Cette affection est
présente sur les quatre continents et, de facon endémique dans le bassin
méditerranéen.

L’homme a de tous temps été a l'origine de modifications du milieu dans lequel il
évolue Ainsi, les changements structuraux du paysage, des pratique sanitaires et
écologiques ainsi qu’éco-climatiques sont autant de facteurs pouvant influer sur la
répartition des maladies vectorielles et sur leurs modalités de transmission.

En Algérie nous assistons malheureusement a I'instar de beaucoup de pays dans
le monde, a tous ces changements. C’est ainsi que nous remarquons une
urbanisation galopante et des pratiques non civiques conduisant a 'émergence de
nouveaux biotopes favorisant la propagation de maladies vectorielles telle que la
leishmaniose déja a I'état endémique dans nbtre pays. La leishmaniose est une
zoonose et le chien constitue a ce jour le réservoir principal de la pathologie.

Dans nétre culture arabo-islamique et dans nos traditions, le chat a de tous temps
été « sacralisé » et tient une place prépondérante dans nétre société, faisant de
cet animal un compagnon proche de 'homme a tel point que ce dernier fait fi par
ignorance de tous les dangers que pourrait représenter ce félin domestique pour
sa santé (ex:la toxoplasmose dont il est le principal réservoir). Moins d'une
guarantaine de cas de leishmaniose féline ont été recensés jusqu’a présent dans
le monde [4]. La maladie chez le chat semble étre rare et encore mal connue
voire méconnue et de ce fait sous diagnostiquée.

L’objectif de nétre travail est de déterminer la prévalence de la leishmaniose chez

le chat dans la région d’Alger.
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La premiére partie est une étude bibliographique de la leishmaniose.

La deuxieme partie est une étude expérimentale de la pathologie, rendue possible
grace a des méthodes cliniques et sérologiques réalisée a partir d’échantillons
d’animaux (50 chiens et 50 chats errants) tirés au sort au niveau de la fourriere
canine d’Alger.

Ce choix s’est fait dans le but de comparer deux (2) populations exposées au
méme risque infectieux dont 'une est reconnue comme réservoir principal de la
leishmaniose (le chien) et 'autre présumée source d’infestation (le chat).
L’essentiel du travail sérologique chez le chat est basé sur l'utilisation d’'une
méthode non spécifique en l'occurrence la FLG (Formol Leuco Gélification) et
d’'une autre méthode plus spécifique et plus sensible le Witness leishmania (test
de migration rapide), en plus des observations cliniques mettant en évidence des
|ésions évocatrices sur les animaux prélevés tels que les chancres d’inoculation et

les ulcérations.



Chapitre 1 : la leishmaniose

1-Généralités
1.1- Définition
La leishmaniose canine est une protozoose infectieuse, inoculable
exceptionnelement contagieuse, due au développement et a la multiplication dans
les cellules du SPM (Systeme des Phagocytes Mononuclés) de parasites du genre

Leishmania transmis par la piqure d’un insecte vecteur, le phlébotome [5].

LEISHMANIOSES

vexerne

Cutande | Mucootands

Figure 1-1 : Répartition mondiale des zones d’endémie de la leishmaniose [6]

1-2- Importance

L’'importance de la leishmaniose est multiple :

1.2.1 Médicale

La leishmaniose affecte de nombreux chiens en zone d’endémie et, sa prévalence
comme son incidence sont relativement élevées. La prévalence sérologique peut
atteindre 30% a 40% de chiens selon les zones étudiées et, lincidence est
notable. L'importance médicale est majorée par la difficulté du diagnostic, liée a
I'existence de chiens porteurs asymptomatiques, a une longue durée d’incubation

et, a une expression clinique protéiforme.

1.2.2 Economique et sociale

L’'importance économique de la leishmaniose est liée aux colts engendrés par la
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recherche de diagnostic (consultations, examens complémentaires) mais aussi
par le traitement fastidieux, long (souvent a vie) et dispendieux. Dans le meilleur
des cas, la guérison n’est que clinique : I'animal n’est jamais stérilisé de ces
parasites et restera porteur a vie

Concernant la leishmaniose humaine, les codts relatifs aux consultations, aux
examens de laboratoire, aux soins, aux journées d’hospitalisation et au traitement
sont tels que dans certains pays le budget qui leur est consacré dépasse celui des
soins de santé publique [3].

L’'importance sociale est liée au fait que la leishmaniose canine est une zoonose
majeure, parfois mortelle. La leishmaniose viscérale méditérraneene n’est plus
comme autrefois une maladie de I'enfant mais s’exprime la plupart du temps chez
des sujets immunodéprimés de facon iatrogéne (traitements immunosupresseurs
pour les greffes, corticoides, anticancéreux [7]) ou de facon pathologique
(coinfection par le virus de l'immunudéficience acquise VIH [8]. Le chien
représente le principal réservoir, mais 'homme co-infecté a été en mesure
d’infecter le phlébotome [9]. Ceci laisse supposer qu’a I'avenir des transmissions

directes d’homme a homme pourraient se produire.

1-2- Réservoirs

Le réservoir de Leishmania infantum est connu depuis la découverte princeps de
Nicolle & Conile a Tunis en 1908, comme étant essentiellement canin. Dans toute
la région méditérranéenne, le réservoir principal semble étre constitué par les
chiens domestiques [10], bien qu’un réservoir sylvatiqgue soit également présent
avec une prévalence de 55% chez les renards [11].

Dunan et al [12] ont signalé la présence chez le chat (Felis felis) de Leishmania
dans des foyers de leishmaniose canine. De plus des travaux expérimentaux ont
démontré qu’une réponse sérologique significative du chat au parasite inoculé par
voie intraveineuse existe, sans que I'animal ne présente des signes cliniques [13].
Quelqgues rares cas de rongeurs ont été trouvés infestés par Leishmania infantum,

notamment le rat [14].

2 — Etude du parasite
2.1 - Taxonomie

L'infection est due a un protozoaire flagellé, Leishmania spp., appartenant a



I'ordre des Kinetoplastida, et a la famille des Trypanosomatidés.

PHYLUM : Protozoaires
SUB-PHYLUM : Sarcomastigophora

(Protozoaire présentant un appareil locomoteur)
CLASSE : Zoomastigophora

(Protozoaire possédant un ou plusieurs flagelles)
ORDRE : Kinetoplastidae

(Posséede un kinétoplaste, au maximum 2 flagelles, sans d'axostyle)
FAMILLE Trypanosomatidae

(Protozoaire possédant un seul flagelle)

GENRE: Leishmania
Différentes espéeces de leishmanies responsables de leishmanioses félines ont pu

étre identifiées : Leishmania venezuelensis au Venezuela [15], Leishmania
mexicana au Texas [16], Leishmania major en Egypte [17, Leishmania
panamensis [18] et Leishmania braziliensis [19] au Brésil, Leishmania infantum
dans le Sud de la France [20]; [21], en Italie [22]; [23], et au Brésil [24]. Ces
résultats concordent avec les especes de leishmanies circulant dans ces régions,
excepté pour Leishmania chagasi (=Leishmania infantum) identifiée chez un chat
a Sao Paolo, ou aucun cas de leishmaniose canine ou humaine n‘avait encore été
rapporté [24].

Des méthodes biochimiques permettent de différencier les leishmanies par
leur équipement enzymatique. Par analyse électrophorétique des enzymes, on
obtient pour chague souche de leishmanies un profil enzymatique caractéristique
appelé zymodeme : noté MON (comme Montpellier, centre de référence), suivi
d'un numéro spécifique. En Italie, sur 5 chats, 3 zymodemes différents ont été
typés : MON1 (3 chats), MON72 et MON201. En France, L. infantum MONL1 a
été identifié sur 3 chats testés : ce zymodeme étant le plus largement répandu en

Europe du sud (bassin méditerranéen [25].

2.2- Morphologie
Les leishmanies sont des protozoaires flagellés dimorphes présentant [26]
» Forme promastigote, allongée, de 15 a 20 um de longueur, avec un
flagelle libre. Cette forme mobile est observée uniqguement chez le vecteur

et en culture.
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= Forme amastigote, globuleuse, de 4 um de diamétre, avec un flagelle intra-
cytoplasmique appelé rhizoplaste. Cette forme est observée dans les
cellules du systeme des phagocytes mononuclées (S.P.M), au sein d'une

vacuole parasitophore de I'héte définitif (Principalement chien et homme).

"

o'k %o
* 8,
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7

Forme promastigote
Formes amastigotes dans un macrophage

Figure 1- 2 : Morphologie des Leishmanies (Instruction-cvhs.okstate.edu)

2.3 - Biologie : Cycle évolutif

Le cycle biologique des leishmanies est dixéne [26], avec un vecteur hote
intermédiaire et un hote définitif. Le vecteur est représenté par un insecte
hématophage : le phlébotome, et I'hdte par un mammifere (généralement un chien
ou un homme).

Chez I'nbte vertébré, les leishmanies survivent et se multiplient par bipartition
sous forme amastigote dans les cellules du systeme des phagocytes
mononuclées (macrophages, histiocytes, cellules réticulaires de la rate, des
ganglions, de la moelle osseuse, cellules de Kuppfer du foie, et les monocytes).
Leur prolifération entraine [|'éclatement des cellules parasitées et la
généralisation de l'infection dans I'organisme de I'hote.

La femelle du phlébotome s'infecte lors du repas sanguin a partir des
formes amastigotes qui se transforment en promastigote. Les leishmanies se
multiplient alors par scissiparité dans l'intestin moyen avant de subir une
évolution supra-pylorique. Les promastigote remontent vers les pieces buccales
et réinfectent un nouvel héte lors d'un autre repas sanguin, redonnant des formes

amastigotes.
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L'héte principal est représenté par les canidés, principalement le chien. La place
des canidés sauvages, et en particulier du renard, dans le cycle du parasite n'est
pas encore entierement déterminé [27]. D'autres mammiferes peuvent étre porteurs
de leishmanies et constituer des réservoirs secondaires, en particulier les rongeurs.

La place du chat en tant qu'héte reste méconnue.

Figure 1-3 : Cycle évolutif des Leishmanies cutanées et viscérales (UNICEF)

Le vecteur est le phlébotome, insecte diptére de la famille des Psychodides et du
genre Phlebotomus. Seule la femelle est hématophage, donc susceptible
de véhiculer la leishmaniose. Les phlébotomes ont une activité crépusculaire et
nocturne, en région chaude et en l'absence de vent. Parmi les quatre especes
vectrices de Leishmania infantum en Europe,

P. perniciosus est I'espéce la plus largement répandue, du Portugal a la Grece, P.
ariasi étant rencontrée du Portugal au nord-ouest de 1'ltalie. En Europe orientale,
la leishmaniose peut étre transmise par P. perfiliewi et P. neglectus. D'autres

especes jouent ponctuellement le réle de vecteur [27].

T, Alle

Antenne

Fémur

ibia

Tarseg

Figure 1-4 : Aspect général de phlébotomus papatasi (Wikipedia)
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La femelle phlébotome est telmophage : elle se nourrit d'un mélange de sang et
de lymphe formé a la suite d’'une piqlre, assurée par des pieces buccales de fort
calibre. Ce repas s’effectue de maniére interrompue, a la suite de plusieurs
pigdres, sur le méme individu ou non. Le repas se compose aussi de I'absorption
de sucres obtenus en particulier a partir de séve végétale. Cet apport se révele
d’ailleurs indispensable a la transformation et a la multiplication des leishmanies
dans le tube digestif du phlébotome [5].

La salive inoculée est allergisante (érythéme, douleur) et participe activement a
I'installation et a la multiplication des leishmanies chez I’h6te [28].

La transmission s'effectue a la faveur d'une piqure par un phlébotome
infecté lors d'un repas précédant sur un héte porteur de leishmanies.
Des « couples leishmanie/phlébotome ont été identifiés et, dans de nombreux
cas, espece de phlébotome vecteur d'une espece de Leishmania ne permet pas
le développement et la transmission d'une autre espéce de Leishmania. Chez le
chien, de rares cas déclarés en zone non endémigue mais ayant cétoyé des chiens
leishmaniens laissent supposer la possibilité d'une transmission de la maladie par
contact direct. La contamination in utero et par accouplement est possible. Chez
I'homme le parasite peut étre transmis par des aiguilles souillées ou par
transfusion [29].

La longévité de ces insectes est de l'ordre de quelques mois. Un cycle
gonotrophique complet dure environ 6 semaines. La femelle ne prend qu’un seul
repas sanguin par cycle. Au moins 6 jours aprés ce repas de sang, elle pond entre
80 et 100 ceufs qu’elle dépose dans un gite humide, sombre et sablonneux.
Quatre stades larvaires se succédent ensuite et aboutissent a la formation d’une
nymphe qui évoluera en imago. La survie hivernale est assurée par les stades
larvaires en diapause. Les adultes apparaissent au printemps et sont présents
pendant toute la période estivale, jusqu’a 'automne. Toutefois la longévité des
adultes varie d’'un endroit a un autre, en fonction des conditions climatiques [5],
[28].

A I'heure actuelle, chez le chat, rien n'a été déemontré, et aucune infection
expérimentale n'a été réalisée en utilisant des phlébotomes, mais seulement des
voies intraveineuses [13] et intradermiques [30]. Aprés la transmission des

leishmanies au chat, leur pouvoir pathogene est susceptible de s'exprimer.
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2.4 - Pouvoir pathogéne
La pathogénie de la leishmaniose est complexe et méconnue chez le chat. Elle
repose sur les caractéristiques antigéniques du parasite et sur des mécanismes

qui ont été étudiés a partir de modéles expérimentaux.

2.4.1- Antigenes majeurs du parasite Les leishmanies possedent de nombreux
antigenes de surface, dont certains sont communs a d'autres protozoaires.
Certains de ces antigenes jouent un role clef dans la réponse immunitaire, la GP
63 et le LPG [31].

. GP 63

Il s'agit de la glycoprotéine majeure de surface de la leishmanie. Elle intervient dans
le processus d'échappement du parasite au systeme de défense de 1'hdte et dans
sa capacité a le coloniser. Cette glycoprotéine est capable d'induire une réaction
immunitaire favorable.

Elle constitue un des antigenes majeurs présentés par les cellules présentatrices
d'antigenes au systeme immunitaire.

° LPG

Le LPG, ou lipophosphoglycane, est un antigéne présent a la surface des formes
promastigotes de certaines especes de leishmanies. Il permet la fixation des
parasites aux cellules intestinales des phlébotomes. Le LPG varie d'une espéce
de leishmanie a une autre et explique l'existence de « couples » conditionnés

entre certaines espéces de phlébotomes et certaines espéces de leishmanies.

2.4.2 - Inoculation de souches félines a des animaux de laboratoire

En 1933, Mac Hattie et al. Cités par [32] isolent Leishmania tropica partir de
lésions cutanées de deux chats leishmaniens irakiens. Aucun parasite n'est
retrouvé dans le foie, la rate et la moelle osseuse. Les souches d'un des deux
chats sont cultivées sur milieu NNN (Nicolle, Novay, Mc Neal) puis inoculées a
des souris blanches par scarification au niveau de la queue. 30 jours plus tard, les
frottis de queue, foie, rate, moelle osseuse sont négatifs. D'autres souris
blanches sont infectées parallelement avec deux souches canines. Ces souris
développent des Iésions au point d'inoculation de la queue, et de nombreuses

leishmanies sont observées dans la rate et la moelle osseuse. lls en déduisent
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qgue le passage de L. tropica chez le chat semble atténuer sa virulence.

En 1986, Craig et al. [33] Inoculent Leishmania mexicana isolée d'un chat atteint
de leishmaniose cutanée a des hamsters et a un chien. Un premier lot de
hamsters est infecté par voie intradermique au niveau du museau ; ils observent
le développement de lésions avec la présence de leishmanies. Un second lot est
infecté par voie intra-péritonéale ; ils rapportent I'apparition de Iésions sur une
oreille et un membre postérieur, avec la présence de leishmanies qui sont
également retrouvées dans les nceuds lymphatiques parotidiens. Apres
inoculation au chien par voie intradermique, ils notent une lésion sur l'oreille,
semblable & celle observée chez le chat, mais ne contenant pas de leishmanies
et guérissant spontanément. lls en déduisent que Leishmania mexicana posséde
un tropisme cutané chez le chat, que cette espece est pathogene chez le hamster
mais non chez le chien. [33]. En 1991, Bonfante-Garrido et al. [15] réussissent a
inoculer a des hamsters du matériel prélevé sur trois chats présentant des
nodules leishmaniens [15].

En 2002, dans les travaux de Poli et al., [22] un nodule et des nceuds
lymphatiques contenant des leishmanies sont prélevés chez un chat ; le matériel
est inoculé a des hamsters, sans résultat.Pour linstant, l'inoculation de
leishmanies du chat a d'autres especes s'est révélé fructueuse seulement chez
des hamsters et a échoué chez le chien. La virulence des leishmanies serait-elle

atténuée chez le chat ? Le chat constituerait-il une impasse parasitaire ?

2.4.3 - Réponse immunitaire

La relation hbte-parasite est tres complexe dans le cas de la leishmaniose. Elle
dépend de l'espece en cause, et de la réceptivité de I'héte (réceptivité
spécifique et individuelle). Les données suivantes sont extrapolées a partir du
modéle du chien. L'inoculation de Leishmania par le phlébotome peut entrainer deux
types d'évolution [31]:

- Infection localisée a la peau, chez I'animal résistant, qui développe une
réponse de type Thl a médiation cellulaire. L'animal est généralement séronégatif
ou faiblement séropositif. Cette réponse immunitaire est fondée sur des
phénoménes de cytotoxicité faisant intervenir les lymphocytes tueurs (CD8+ et
NK). Elle est généralement insuffisante pour entrainer une disparition des

parasites.
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- Dissémination du parasite et une extension de la maladie aux noeuds
lymphatiques, a la rate et a la moelle osseuse chez l'animal sensible, qui
développe une réponse de type Th2 a médiation humorale. Des anticorps sont
produits, mais ils n'‘ont aucun rbéle protecteur. L'animal est en général
immunodéprimé, et présente un faible taux de lymphocytes CD4+ circulants.

Cette distinction entre animal résistant et animal sensible est fragile, un
animal résistant pouvant devenir sensible sous l'effet de médicaments, d'infections,

d'infestations parasitaires ou de néoplasie.
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Chapitre 2 : Epidémiologie

La leishmaniose (humaine et animale) est une maladie cosmopolite, présente en
Afrique, Moyen-Orient, Amérique du Sud, Inde, et sur le pourtour méditerranéen.
Elle concerne 88 pays et la prévalence mondiale de la maladie humaine est

actuellement estimée autour d’'un demi-million de personnes [34].

2-1-Epidémiologie descriptive

Des cas sporadiques en zone non endémique sont observés : cas ectopiques,
exceptionnels, pour lesquels les circonstances de la contamination ne sont pas
toujours connues. Plus importants sont les cas de chiens leishmaniens examinés
en zone non endémigque mais contaminés dans le sud du pays et qui expriment la
maladie dans leur lieu de résidence habituel. La circulation de plus en plus
importante de nos compagnons ne fait qu’augmenter le nombre de cas
diagnostiqués [35].

Chez les humains, les cas sont de plus en plus fréquents, en particulier chez ceux
au systeme immunitaire fragilisé, comme les personnes contaminées par le virus
de limmunodéficience humaine (VIH) : depuis 2004, outre les 6.000 chiens
infectés, on enregistre chaque année une trentaine de personnes atteintes [34].
Les infections ont lieu du printemps a lautomne, période d’activité des
phlébotomes. L’expression clinique est répartie sur toute I'année du fait d’une

incubation extrémement variable.

2-2-Epidémiologie analytique

2-2-1- Espéces réservoirs

Les sources de parasites sont les chiens hébergeant des leishmanies dans le
derme ; les parasites peuvent étre présents dans la peau méme en I'absence de
|ésions cutanées. Au contraire, chez les humains, on ne trouve pratiquement
jamais de leishmanies dans le derme (sauf chez les immunodéficients), si bien
que 'homme n’est pas source habituelle d’infection pour les phlébotomes.

Les chiens, en raison de cette abondance de parasites dans le derme et de la
fréquence de leur infection, constituent les véritables réservoirs habituels de la

maladie humaine.
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Cependant, Leishmania infantum affecte également le chat, des rongeurs
sauvages et des carnivores sauvages (renard) mais le réle épidémiologique de
ces animaux en tant que réservoir de la maladie humaine est inconnu [36]

2-2-2- Transmission

La transmission du parasite s’effectue quasi exclusivement par piqglre de
phlébotome, en particulier dans les zones glabres du corps de I'animal : chanfrein,
conques auriculaires.

La contagion directe est possible mais extrémement rare, nécessitant I'existence
de lésions ouvertes (ulceres) permettant le passage de leishmanies dans les
larmes, le jetage, la salive, ou & la surface de la peau.

Enfin, la transmission in utero est également possible mais probablement
exceptionnelle [36]. De méme, une transmission vénérienne n’est pas exclue car
les leishmanies sont présentes dans le sperme et des chiennes ont été infectées
par cette voie [37].

2-2-3- Facteurs favorisants

L’abondance des vecteurs favorise les piqQres. Les phlébotomes sont
particulierement actifs et abondants dans les zones d’endémie en été, dans des
zones protégées du vent, au crépuscule et, pres du sol. Enfin, on a pu considérer
que le pelage a poils longs pouvait jouer un rdle protecteur ; mais en réalité les
vecteurs attaquent des zones peu protégées par les poils (chanfrein, conques
auriculaires) [36].

2-3 - Pathogénie

A la suite de l'inoculation de promastigotes par le phlébotome, les leishmanies
sont phagocytées par les macrophages. Le phagosome formé, contenant le
parasite, effectue sa fusion avec les lysosomes primaire et secondaire, pendant
gue le promastigote se transforme en amastigote, survit et se multiplie.

La prolifération des leishmanies dans les macrophages provoque la destruction
de ceux-ci et la réaction du systeme des phagocytes mononuclées : prolifération
intense dans la rate, le foie, les nceuds lymphatiques, entrainant une hypertrophie
de ces organes, une anémie par hypersplénie et des lésions cutanées par
invasion macrophagique du derme. Des Iésions sont également provoquées par la
formation de complexes immuns et d’auto-anticorps se déposant dans les
glomérules rénaux, dans les articulations, sur les hématies, d’'ou hémolyse

extravasculaire [5].
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2-4- Symptdbmes

La leishmaniose canine a une symptomatologie trés polymorphe, pouvnt associer
simultanément des signes généraux et cutanés. Les symptémes peuvent étre plus
ou moins marqués et d’évolution plus ou moins rapide, permettant la distinction de
formes aigués et de formes chroniques, ces derniéres représentant la majorité des
cas.

Les neuf symptdbmes les plus fréquemment rencontrés dans la leishmaniose
canine sont : des lIésions dermatologiques (figure 5), un amaigrissement ou une
anorexie (figure 6), une lymphadénopathie localisée ou généralisée, des lésions
oculaires, une épistaxis, un abattement, une anémie, une insuffisance rénale, de
la diarrhée ; toute combinaison de symptémes étant possible. Ces signes cliniques
apparaissent au terme d’une période d’incubation dont la durée varie entre 3 mois
et 1 an aprés I'inoculation des leishmanies par le phlébotome [38], [34]. Le tableau

2-1 résume les symptémes observables.
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Tableau 2-1 : Symptdmes observés lors de leishmaniose canine [39].

Localisation ‘ Symptdémes et Iésions

Abattement, prostration, anorexie. Amaigrissement.

Etat général Hyperthermie irréguliere, fugace et modérée (39°C a
39,5°C).
Calvescence, alopécie. Chancre d’inoculation, inconstant
et fugace. Hyperkératose, parakératose
Peau et phaneres Onychogryphose. Ulceres cutanéo-muqueux.
Granulomes, nodules non adhérents.
Systéme des | Adénomégalie indolore, symétrique (concerne
phagocytes essentiellement les noeuds lymphatiques superficiels).
mononuclées Splénomégalie, modérée et inconstante. Envahissement

de la moelle osseuse.
Uvéite antérieure non granulomateuse avec photophobie.

CEil Conjonctivite et leishmaniomes. Kératite banale ou
stromale.

Appareil urinaire Insuffisance rénale (glomérulonéphrite).
Hyperprotéinémie avec hypoalbuminémie et
Hypergamma-globulinémie (pic électrophorétique

Systéme sanguin oligoclonal des gammaglobulines en « pain de sucre »).
Anémie normochrome, leucocytose puis

leucopénie,monocytose.
Ostéolyse et ostéoprolifération des diaphyses. Sclérose.

Squelette Polyarthrite, synovite.

Muscles Amyotrophie. Granulomes.

Systeme nerveux Dégénérescence neuronale, amyloidose de I'encéphale
et du cervelet. Rupture de la barriere hémato-méningée.

Appareil respiratoire Rhinite, pneumonie. Inflammation des muqueuses,
épistaxis.

Appareil digestif Entérite. Colite chronique. Ulcéres et granulomes.

Cependant, certains chiens infectés par Leishmania infantum ne développent
pas la maladie et sont totalement asymptomatiques. lls peuvent seulement
présenter une réaction locale appelée « chancre d’inoculation », a I'endroit de
I'inoculation des parasites par le phlébotome. Cela se manifeste par un nodule
cutané alopécique, ulcéré et crolteux, de 1 a 3 cm de diameétre, non prurigineux et
modérément douloureux. Il se situe souvent sur le chanfrein ou les pavillons
auriculaires. Ce nodule peut disparaitre spontanément au bout de quelques mois
[38].

Pour les sujets qui présentent des symptdmes, la maladie évolue lentement mais
irrémédiablement vers la mort. C’est souvent l'insuffisance rénale qui est la cause

du déceés de I'animal.
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Nous nous interrogerons également sur la réceptivité et la sensibilité du chat aux
leishmanies. Ce paragraphe repose en partie sur les données épidémiologiques
des 35 cas recensés dans la littérature mondiale.

2-5 - Prévalence et incidence

La prévalence correspond au nombre de cas recensés a une période donnée. On
distinguera la prévalence mesurée par des méthodes parasitologiques, la
prévalence mesurée par des méthodes sérologiques et enfin la prévalence
clinique, correspondant au recensement de chats leishmaniens présentant des
signes cliniques.

L'incidence est le nombre de nouveaux cas recensés dans une période donnée.

2-5-1- Méthodes parasitologiques

Les méthodes utilisées sont variables : cytologie, histologie, PCR (Polymérase
Chain Réaction). La cytologie et I'histologie donnent des résultats tres faibles,
excepté dans 'étude de Morsy et al. en 1980 [25]. Aujourd’hui, ces méthodes
sont abandonnées au profit de la PCR (Polymerase Chain Reaction) qui offre
une grande sensibilité. Les pourcentages de chats dépistés sont bien
supérieurs, mais il reste toutefois une grande variabilité entre les résultats
observes (Tableau 2-1).

Plusieurs facteurs expliquent la disparité des taux de prévalences obtenues (0
a 60,6%) :

D'abord les méthodes utilisées varient d'une enquéte a l'autre : les méthodes
cytologiques ont une sensibilité beaucoup plus faible que les méthodes PCR
(sensibilité de la PCR sur sang soit remise en question chez le chien [40].

Les échantillons analysés ne sont pas les mémes (foie, rate, oreille ou sang).

Les régions et les périodes d'études sont trés dispersés, les populations
échantillonnées ne sont donc pas soumises aux mémes pressions d'infection.

La méthode cytologique, par la mise en évidence directe de leishmanies chez 18
chats, démontre l'existence d'une circulation des leishmanies dans |'espece
féline. Par contre, sa trop faible sensibilité est un inconvénient majeur pour
mesurer l'importance de cette circulation.

La PCR, au contraire, présente une trés grande sensibilité en révélant la
présence de I'ADN du parasite, mais elle ne présage ni de I'état des leishmanies

ni de leur pouvoir infectant.
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Tableau 2- 2 : Leishmaniose féline-Méthodes parasitologiques. [25]

AUTEUR. Date Pavs

Technigue

Source

Positifs /Examinés

Giordano 1933* Italie Cyto-Histologie |Rate / foie / m.os| g/120 (0)
Ondovilla, 1933* Espagne Non précisé Non précisé 1/495 (0,2)
Chagas al, 1938* Brésil Cytologie Foie 1/202 (0,5)
Alencar al, 1955* Brésil Cytologie Foie 0/214 (0,0)
Deane, 1956* Brésil Cytologie Foie 0/142 (0,0)
Morsy et al., 1980* Jordanie| Cytologie Foie, rate 16/78

Sherlock, 1996* Brésil Cytologie Oreille 1/53 (1,9)
Pennisi et al., 2000~ Italie PCR Sang 54/89
Martin-Sanchez-2007 PCR Sang 47/180

TOTAL 120/1573 (7,6)

2-5-2 - Méthodes sérologiques

Ces études présentent également des résultats tres dispersés : de 0 a 60%. Les
facteurs cités précédemment expliquent cette observation : pressions d'infection
différentes d'une région a une autre, variabilit¢é des méthodes employées
(principes, valeurs seuils). Des doutes ont d'ailleurs été émis quant a la valeur
du dépistage sérologique dans le cadre de la leishmaniose féline [41], comme
nous le reverrons par la suite. Les méthodes sérologiques montrent que des
chats ont été en contact avec le parasite et ont développé une réponse
immunitaire, mais elles ne mettent pas directement en évidence la circulation du
parasite .

Ces recherches sur la prévalence de la leishmaniose féline prouvent qu'une
circulation du parasite au sein de la population féline existe (18 cas dépistés par
observation directe du parasite), et qu'a l'issue de ces enquétes, une moyenne
de 12,1% a 19,1% des chats testés a été en contact avec des leishmanies. Les
méthodes PCR et sérologiques ne sont pas des témoins directs de la
circulation des leishmanies chez le chat, et la cytologie et I'histologie sont peu
sensibles. Il s'avere donc difficile d'estimer I'importance de la circulation des
leishmanies chez le chat, ce qui s'explique également par la disparité régionale
des pressions d'infection. D' ailleurs, les enquétes épidémiologiques réalisées

chez le chien présentent également des résultats tres variables selon les régions.
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AUTEUR Date Pays Technique sérologique| Positifs |
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Michael et al., 1982* Egypte IHA 3/80 (3,7)

Morsv et al.. 1988* Eavnte IHA 1/28

Bez, 1992 France IFI 1/174 (0,6)

Marechal, 1993 France WB 14/110

Morsy, Aboul- EI-Seoud, 1994%IHA 2/60

Sherlock, 1996* Bresil IFI 0/53 (0,0

Pennisi et al., 1998* Italie IFI 55/93

Ozon et al., 1999 France wWB 12/97 (12,4)

Simoes-Mattos et al., 2001* Bresil  [ELISA 9/84 (20,7)

Simoes-Mattoset al., 2002* Bresil ~ [ELISA 43/106

Oliveira, 2002* Bresil IFI 45/89

Portus et al., 2002* Espagne ELISA 2/117

Ramos et al., 2002* Espagne DAT 21/50

Poli et al., 2002 Italie IFI 1/110

Vita et al., 2005 Italie IFI 33/203

Solano-Gallego et al., 2007 Espagne| ELISA-prot A (44 UE) 28/445  (6,3)

Martin-Sanchez et al., 2007 Italie IFI (1/10) 108/180 (60,0)
TOTAL 378/2079 (18)

* Cites par PENNISI, 2006

IHA Inhibition de I'nérnagglutination

IFI : Immunofluorescence indirecte

WB : Western Blot

2-5-3 -Prévalence et incidence

DAT : Test d'agglutination directe UE:

cliniques

Unite ELISA

Moins d'une quarantaine de cas de leishmaniose féline ont été diagnostiqués dans

le monde. 35 cas sont rapportés ici. La prévalence clinique de la maladie parait

donc trés faible. L'incidence semble avoir augmenté : 9 cas ont été diagnostiqués
en 62 ans (entre 1927 et 1989), puis 13 cas en 10 ans (entre 1990 et 2000), et
enfin 13 cas en 7 ans (entre 2000 et 2007). Ceci peut s'expliquer par 1'

amelioration des outils diagnostiques, une recherche accrue de la maladie chez

le chat et/ou une augmentation de la pression d'infection. Cette observation

laisse toutefois supposer que la leishmaniose féline pourrait étre largement sous

diagnostiquée. [4]
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Figure 2-1 : Répartition mondiale de la leishmaniose-Source

http://mww.who.int/csr/resources/figure23.gif

Le premier cas de leishmaniose féline reporté dans la littérature date de 1912 a
Alger (Sergent et al., 1912, cités par Pennisi [42]). Parmi les 35 cas répertoriés,
nous trouvons :

—Amérique (12 cas): Brésil (6 cas), Argentine (1 cas), Venezuela (4 cas), Texas (1
cas).

—Asie (3 cas): Irak (2 cas), Vietnam (1 cas).

—Afrique (2 cas): Algérie (1 cas), lle de la Réunion (1 cas).

—Europe (18cas): Suisse (3cas), France (4cas,) Portugal (1lcas), Espagne
(4cas), Italie (6).
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Figure 2.2 : Carte de répartiion des cas de leishmaniose féline rapportés

Cette répartition correspond aux fortes zones d'endémie, ou la pression
parasitaire est importante. Des enquétes épidémiologiques ont également été
réalisées dans ces mémes régions du globe. En Egypte, les enquétes ont montré
des prévalences sérologiques inferieures a 5% [106] ; Morsy et al., 1988 cités
par [25]), mais ces études ne sont pas récentes. En France, un taux de
prévalence de 12,7% a été mesuré [43]. Des taux de prévalences
sérologiques supérieurs a 40% ont été obtenus en Espagne (Ramos et al., 2002
cités par [25]), au Brésil (Simoes-Mattos et al.,, 2002 ; Oliveira, 2002 cites par
[25]), et en Italie [41]. Il n'existe aucune donnée sur les régions a plus faible
pression parasitaire ou nouvellement infectées. La leishmaniose féline reste
inféodée dans les zones ou circule le vecteur du parasite, le phlébotome.

La leishmaniose féline a L. infantum a été trouvée dans I'état de Sao Paulo, au
Brésil, ou les cas autochtones de leishmaniose humaine ou canine n'ont jamais
signalés. En Iran [44] Leishmania infantum a été détectée chez 4 des 40 chats
errants prélevés (10%). Le parasite a été isolé dans la rate (3 cas) et le foie d'un
chat et dans le milieu de culture. Enfin, récemment en Europe des cas

sporadigues de leishmaniose équine a L. infantum ont été signalés.

2-6-1 - Variations saisonniéres

Les phlébotomes présentent une activité saisonniére marquee.

La leishmaniose féline serait-elle donc soumise a des variations saisonnieres ?
Mac Hattie et al. Suggerent en 1933 [32] qu'il existe une influence de la saison sur

la prévalence. En effet, sur les deux cas de leishmaniose féline qu'ils observent,
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les premiers signes cliniques apparaissent en hiver. Evaluant la période
d'incubation & deux mois, ils supposent que ces chats ont été contaminés en
septembre-octobre.

Une étude menée en 1998-1999 sur 89 chats par PCR ne montre aucune
corrélation entre le pourcentage de chats PCR positifs et la saison [17].

Le caractere saisonnier de la maladie dans l'espece féline est difficile a étudier

puisque la durée d'incubation est inconnue.

2-6-2 - Réservoir félin

Une espéce réservoir est définie comme une espéce permettant la survie et
la transmission d'un agent pathogene. Pour étre considéré comme réservoir de
la leishmaniose, le chat doit d'abord permettre I'entretien du parasite, donc étre
une espece réceptive, c'est-a dire apte a héberger les leishmanies et a en
permettre la multiplication (sans forcement en souffrir) et ensuite assurer sa

transmission au vecteur.

2-6-2-1-Réceptivité du chat

Lors d'une expérience menée en 1993 a Nairobi [45], 12 chats errants sont
infectés, par voie intraveineuse pour 6 d'entre eux, et par voie intracardiaque
pour les 6 autres, a l'aide d'une souche de Leishmania donovani. Un chat de
chaque groupe est sacrifie 30, 60, 90, 120, 150 et 180 jours apres l'infection.
Pour tous les chats, les cultures et frottis sur sang, moelle osseuse, foie, rate,
reins et nceuds lymphatiques restent négatifs. Les auteurs en déduisent que les
chats domestiques semblent non réceptifs, linfection par cette souche de
Leishmania donovani. Pourtant, I'existence de cas cliniques et les dépistages
cytologiques de leishmanies chez des chats montrent que cette espéce peut
effectivement étre réceptive. Pour étudier les facteurs de réceptivité du chat,
nous disposons de deux types d'informations : celles concernant les enquétes
épidémiologiques (sérologie et PCR) et celles concernant les 35 cas cliniques
répertoriés

Les informations issues des études PCR et sérologiques sont extrapolées,
puisqu'elles sont certes le témoin d'un contact leishmanies/chat, mais ne préjugent
pas de la survie des leishmanies chez le chat « positif ». Quant aux 35 cas

cliniques répertoriés, ce sont des individus réceptifs sensibles : ils hébergent les
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leishmanies et en permettent la multiplication, lls font donc partie de la
population réceptive, mais ils n'en représentent qu'une sous-population (sous-
population des réceptifs souffrant de l'infection par les leishmanies), ce qui peut
fausser les résultats en confondant facteur de réceptivité et facteur de sensibilité.

Ces données restent toutefois les seules a notre disposition.

2-6-2-2 - Facteurs intrinséques

- Sexe

On peut s'interroger sur l'influence du sexe sur la réceptivité des chats : les
comportements de chasse et de reproduction pourraient entrainer une
exposition plus importante aux piqures. 25 des 35 cas cliniques référencés
renseignent sur le sexe. On compte 17 femelles atteintes et 8 males. Ainsi,
d'aprés les cas rapportés, les femelles seraient plus atteintes que les males,
mais compte tenu de la disparité géographique et temporelle des chats, aucune
population de référence ne peut 'étre utilisée afin d'étudier une éventuelle
signification de ces résultats. Lors d'une étude menée sur 89 chats, un taux de
61% de PCR (Polymérase Chain Réaction) positives est obtenu et ces résultats
révélent une association faiblement significative avec le sexe (54% de males et

73% de femelles) au sein de la population testée [17].

- Age

En jouant sur l'activité et la sédentarité du chat, 'age pourrait avoir une influence
sur l'exposition du chat. En observant le tableau épidémiologique des cas
recensés (22 cas), on remargue que les chats sont d'ages variant, de 4 mois a 15
ans.

La leishmaniose féline touche aussi bien les jeunes, les adultes et les chats
agés. On note cependant que 68,2% des cas ont moins de 6 ans. La maladie
semblerait atteindre plutét de jeunes chats adultes. Toutefois, cette observation
est non significative compte tenu des faibles effectifs et de l'absence de
population de référence.

L'étude réalisée sur 89 chats, citée dans le paragraphe précédent, montre une
corrélation faiblement significative des PCR positives avec lI'age (45% des chats

positifs ayant moins de 1 an, 65% ayant entre 2 et 15 ans) [17] .
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- Race

Des cas concernant des chats de race sont ponctuellement décrits (Siamois)
par Bergeron en 1927 et Bosselut en 1948 [17]. Toujours dans I'étude de Pennisi
portant sur 89 chats, aucune influence de la race n'est significativement observée
(63% de chats pure race a PCR positive contre 58% de chats non de race a
PCR positive, sachant que la population de référence comprend 39% de chats
de race et 61% de chats non de race) [17]. On peut s'interroger sur l'influence de la
longueur du pelage qui pourrait protéger des piqures de phlébotomes. Toutefois,
les zones a poils courts restent exposées (la téte notamment). Un cas de
leishmaniose chez un chat a poil long est d'ailleurs décrit, avec la présence de

|ésions auriculaires [16].

2-6-2-3- Facteurs extrinséques

- Mode de vie

Six des cas décrits sont renseignés comme étant des chats ayant acces a
I'extérieur. Le mode de vie des autres chats leishmaniens n'est pas précisé.

Dans une étude sérologique réalisée sur 97 chats [46], le nombre de chats
séropositifs vivant dans les habitations est inferieur au nombre de chats
séropositifs vivant a I'extérieur (il n'est pas précisé si ces résultats sont

significatifs).

- Environnement

Il conditionne I'exposition du chat a la maladie : plus le chat séjourne dans une
zone a forte pression d'infection, et plus il est exposé. Au sein méme des
régions a risque, des conditions d'humidité, de température et de végétation
peuvent favoriser la présence du vecteur et donc l'infection. On note toutefois
I'existence d'un cas de leishmaniose féline retrouvé a Sao Paulo, ou aucune

leishmaniose canine ni humaine n'avait encore été diagnostiquée [24].

- Infection par des rétrovirus

A linstar de la leishmaniose humaine dont le virus de l'immunodéficience
acquise humain (VIIl) est un facteur de risque majeur, on s'attendait a ce qu'il en
soit de méme chez -nt du virus de la leucose (FelV). Lors d'une étude sérologique

rétrospective men& sur 93 chats ayant un historique de recherche de FIV, FelV
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ou coronavirus, 59% des chats présentent une sérologie leishmaniose positive
[17]. Dans le groupe des FIV+ (dont I'effectif n'est pas communiqué), la prévalence
de la leishmaniose est de 70% contre 39%. Cette enquéte conclut que l'infection
par le FIV est significativement associée a des titres élevés en anticorps anti-
leishmaniens. Depuis, d'autres enquétes épidémiologiques montrent qu'une
positivité a la leishmaniose (par sérologie ou par PCR) n'est pas corrélée a une
positivite au FIV ou au FelV [47], [48], [41]. Parmi les 35 cas référencés, 16
seulement sont renseignés quant a leur statut FelV et FIV. 6 cas sont FIV

positifs (soit 37,5%) et parmi ces 6 cas, 2 sont également FelV positifs.

- Affections intercurrentes

Parmi les 35 cas répertoriés, il est observé une certaine concomitance a la
leishmaniose : des affections cutanées (4 cas) et/ou d'autres affections diverses
(respiratoires, rénales, génitales) (4 cas), ainsi qu'a des sérologies
positives a certains agents infectieux (Toxoplasmose, Coronavirose,
Péritonite infectieuse, Bartonellose). Ainsi actuellement, le seul facteur
déterminant observé est le lieu de séjour du chat en zone d'endémie. Aucun
facteur intrinséque n'a pu étre précisément défini. Le mode de vie pourrait jouer
un réle dans la mesure ou le chat serait plus exposé a l'extérieur. Aucun facteur
d'immunodépression n'a pu étre déduit, ce qui peut paraitre surprenant en

comparaison avec la leishmaniose humaine.

- Contamination des phlébotomes a partir du chat

Maroli et al [49] ont mené une étude afin de savoir si le chat était
susceptible de contaminer les phlébotomes. Cette étude est réalisée a partir
d'un chat méale castré de 13 ans provenant de l'ile de Lipari (Sicile, Italie), suivi
depuis 5 ans pour une périodontite et une adénomégalie mandibulaire. Au
début de I'étude, le chat présente une sévere stomatite, associée a une
polyadénomégalie. Le test FelV/FIV est négatif. Une sérologie
leishmaniose (immunofluorescence indirecte) révéle un titre en anticorps de
1/160. Une culture, réalisée a partir des noeuds lymphatiques poplités, est
positive et Leishmania infantum zymodeme MON-1 est identifié. Le chat est
anesthésié puis exposé a la morsure de 100 femelles du genre Phlebotomus

perniciosus qui est le principal vecteur de Leishmania infantum en Italie en
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général, et sur lile de Lipari en particulier. Ces femelles sont agées de 4 a 6
jours. Apres 90 minutes d'exposition, tous les phlébotomes sont endormis et
observés au microscope. Le sang est collecté individuellement et analysé. 6 a 7
jours plus tard, les moustiques sont disséqués et examinés pour étudier la
présence éventuelle de promastigotes dans leurs intestins. Apres 90 minutes, 20
femelles sur 100 ont pris un repas sanguin. 19 de ces 20 phlébotomes sont
disséqués et chez 4 d'entre eux, des leishmanies promastigotes motiles sont
retrouvées dans la région du cardia. Ces leishmanies sont identifiees comme
Leishmania infantum zymodeme MON-1. L'identification moléculaire est
confirmée par PCR chez les leishmanies du chat et chez les leishmanies isolées a
partir des phlébotomes. Ainsi, 20% des phlébotomes ont piqué le chat, et 21% de
ceux-ci sont infectés. Chez le chien, ces pourcentages sont trés variables selon
les études : de 17,1% a 82,6% de phlébotomes ayant piqués (55% en
moyenne), et de 2,8% a 92% d'infectés (39% en moyenne).

Cette étude montre donc qu'un chat naturellement infecté par des leishmanies
peut, dans des conditions expérimentales, infecter un vecteur compétent de
Leishmania infantum. Dans les conditions naturelles, le chat serait donc
susceptible de transmettre des leishmanies aux phlébotomes. Il semblerait
intéressant de tenter d'infecter secondairement des chiens a partir des
phlébotomes contaminés par le chat afin d'observer la virulence des souches
aprés passage chez le chat. De méme, il semblerait intéressant de réaliser
simultanément et dans un méme secteur, une étude épidémiologique a la fois
chez le chien et chez le chat afin de pouvoir comparer les prévalences
obtenues respectivement. Comme nous lavons vu précédemment, les
comparaisons entre les enquétes sont difficiles en raison du trop grand nombre de
facteurs de variation des résultats (secteur géographique et période d'étude,
prélevements réalisés et techniques de laboratoire utilisées). Pour palier a ces
facteurs de variation, une enquéte pourrait étre réalisée dans les populations
canine et féline d'un méme secteur, a une méme période donnée (les populations
étudiées étant ainsi soumises a la méme pression d'infection), en utilisant un
protocole de prélevements identique et des techniques de laboratoire similaires.

Les résultats obtenus chez le chat, dont le r6le en tant que réservoir reste non
élucidé, pourraient ainsi étre comparés a ceux obtenus chez le chien, reconnu

réservoir principal de la maladie en zone d'endémie.
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2-6-2-4 - Sensibilité du chat

La sensibilité est deéfinie comme I'aptitude d'un animal a exprimer
cliniquement laction d'un agent pathogéene. Les cas de leishmaniose féline
semblant rares, le chat apparait comme étant une espéce naturellement peu
sensible a la maladie.

On peut donc supposer qu'il existe des facteurs rendant certains animaux
sensibles.

Des expériences ont été réalisées au début du XX° siécle et se sont toutes
soldées par un échec, laissant supposer que le chat était une espece difficile a
infecter au laboratoire ou que les techniques de I'époque n'étaient pas
suffisamment performantes (Laveran, 1909 ; Nicolle et Blaizot, 1912 ;
Giordano, 1934 ; Mello, 1940 ; cites par [32]).

L'experience de Kirckpatrick [13] a utilisé des chats d'age et de sexe variables. lls
ne présentent pas de parasites intestinaux ni de signes cliniques de maladie
infectieuse, et sont testés négatifs a la leucose et a la toxoplasmose
(Toxoplasma gondii). Its sont vaccinés contre la panleucopenie féline, la
rhinotracheite et I'infection a calicivirus. Les souches de leishmanies utilisées sont
- Leishmania donovani type WR 438, isolée a partir d'un chien (espéce
appartenant au complexe Leishmania infantum d'aprés la nouvelle nomenclature)
- Leishmania chagasi type WR 484, isolée a partir de I'homme (correspondant a
Leishmania infantum MON-1).

L'inoculation de formes amastigotes par voie intraveineuse est réalisée sur 10
chats pour Leishmania donovani (8.10% leishmanies inoculees) et sur 5 chats
pour Leishmania chagasi (2,5.10" leishmanies inoculees). Chez 9 chats (6 chats
et 3 chatons), des formes promastigotes (5.10°) de Leishmania chagasi sont
inoculées par voie intra-dermique. Apres sacrifice de l'animal, les formes
amastigotes sont recherchées dans la moelle osseuse, la rate et le foie sur des
coupes colorées au Giemsa. Les formes promastigotes sont recherchées dans le
sang circulant et les tissus par mise en culture. Le titre en anticorps antileishmania
est mesuré par immunofluorescence indirecte.

Suite a l'inoculation d'amastigotes de Leishmania donovani par voie intraveineuse

(étude sur 8 semaines) : pendant les 8 premieres semaines, les parasites sont
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détectés dans le foie, la rate et la moelle osseuse. Les cultures sur sang sont
positives jusqu'a la 2° semaine puis sont négatives. Le taux en anticorps s'éléve
de facon significative dés la I*°semaine (de 1/16-1/64 a 1/256-1/512 a 8

semaines post-infection).

Suite a l'inoculation d'amastigotes de Leishmania chagasi par voie intra-
veineuse (étude sur 24 semaines) : les parasites sont détectés dans le foie, la
rate, et la moelle osseuse a partir de la 4' semaine et jusqu'a la 16° semaine
dans la rate. A partir de la 24° semaine, aucun parasite n'est décelé. Les
cultures de sang restent négatives. Les taux en anticorps s'élevent de 1/16-1/32
a 1/256-1/1024 a la 24° semaine post-infection.

Suite a l'inoculation de promastigotes de Leishmania chagasi sur 6 chats adultes
par voie intradermique (étude sur 24 semaines) : aucun parasite n'est retrouvé
dans le foie, la rate, la moelle osseuse et le sang. Les taux en anticorps
s'élévent de facon significative de 1/161/64 a 1/128-1/512 au terme de 24
semaines.

Suite a l'inoculation de promastigotes de Leishmania chagasi a 3 chatons par voie
intradermique (etude sur 12 semaines) : les chatons sont infectés avec des
promastigotes provenant de cultures de tissu splénique des chats infectes par
voie intraveineuse. Aucun parasite n'est retrouvé dans le foie, la rate, la moelle
osseuse et le sang au terme de 12 semaines. Le dosage des anticorps n'est pas
réalisé.

Au cours de ces experiences, aucun chat ne développe de signes généraux
(absence de fievre, amaigrissement, variation de I'nmogramme ou du taux de
proteines). Seuls les chats infectés par voie intradermique présentent un nodule
24 heures aprés inoculation disparaissant au 4° jour, de méme qu'un érytheme
passager.

Les auteurs déduisent de ces observations que :

» Les chats domestiques sont moins sensibles a l'infection par L. donovani ou L.
chagasi lors d'une inoculation intraveineuse que les hamsters, les chiens et
certaines especes de souris.

= || semblerait que le chat soit plus sensible a linfection que certains
mammiféres, tels que les rats ou les lapins de laboratoire. Cependant, 02

especes seulement de leishmanies ayant été testées. L'existence de souches



| 28

plus virulentes chez le chat est suggérée.

» Les chats sont capables d'une réponse aux infections par Leishmania en
produisant des quantités d'anticorps relativement élevées et détectables par
immunofluorescence indirecte, et ce quelle que soit la voie d'inoculation.

» La recherche de parasites aprés inoculation est négative au bout de quelques
semaines.

L’experience de Simoes-Mattos [30], consiste en l'inoculation intradermique de
formes promastigotes de L. braziliensis sur la truffe et les oreilles de 13 chats
agés de 3-4 mois environ. Un suivi est réalisé sur 72 semaines. Des |ésions
cutanées sont observées, sous forme de nodules et d'ulceres. Environ 40% des
chats présentent une dissémination cutanée sur d'autres sites. 4 chats sont
successivement euthanasiés au cours de l'expérience et aucun signe de
dissémination viscérale n'est mis en évidence par examen histologique (absence
de leishmanies dans la moelle osseuse, la rate et le foie visibles). Cette
experience suggére donc que le parasite n'affecterait que le territoire cutané
chez le chat.

D'apres la définition initiale de la sensibilité, est considéré comme sensible
I'animal qui est apte a exprimer cliniguement la maladie due a I'agent pathogene.
Un animal résistant a la leishmaniose présente, suite a [linoculation de
Leishmania, une infection qui reste localisée a la peau. Il est généralement
séronégatif ou faiblement séropositif. Chez I'animal dit sensible, le parasite se
disséminé et s'étend aux nceuds lymphatiques, a la rate et a la moelle osseuse.
Les anticorps produits ne jouent qu'un rdle protecteur mineur voire aucun role
[31]. Lors de l'inoculation expérimentale réalisée par Simoes-Mattos [30],
une infection cutanée est observée, sans signe de dissémination viscérale.

Il existe une disparité entre les formes de leishmaniose féline observées :
dans les cas ou une dissémination est recherchée, on remarque que parfois les
leishmanies sont cantonnées au territoire cutané (et éventuellement au noeud
lymphatique satellite) (Mac Hattie et al., 1931 cités par [17] ; [16], tandis que dans
d'autres cas, les leishmanies sont disséminées dans la rate, le foie, et/ou la moelle
osseuse [42] ; [20]; [50]; [51] ; [52]; [53]; [24].

Ainsi, la rareté apparente des chats cliniguement atteints de leishmaniose,
I'expérience d'inoculation de Simoes-Mattos [30] , et l'existence de cas

d'infection limitées a la peau, suggerent que le chat serait naturellement résistant
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a la maladie. Cependant, la leishmaniose féline étant méconnue des
vétérinaires praticiens, la maladie serait peut-étre sous voire non diagnostiquée.
De plus, dans un nombre important des cas cliniques décrits (23 des 35 cliniques
publiés et répertories), la dissémination viscérale du parasite n'a pas été
recherchée.

Des formes disséminées sont observées, ce qui laisse supposer qu'il
existe des facteurs rendant des individus sensibles a la maladie.

Gramiccia et Gradoni [54] supposent que dans les zones d’endémie de
Leishmaniose, le chat peut étre un hote-réservoir, plus qu'un simple hote
accidentel a cause :

1. Du haut pourcentage de parasitémie chez le chat (25.7%) associée a une
séropositivité de l'ordre de 60%. Combinant ces 2 données, 70.6% de la
population féline est ou pourrait étre infectées par L. infantum.

2. Les chats sont infectés durant plusieurs mois jusqu’a leur guérison spontanée
ou sont guéris par un traitement spécifiqgue [50] ou morts [22].

3. Durant l'infection, le chat peut étre piqué par un Phiébotome, comme cela a été
démontré par plusieurs études [55], et ils deviennent infectieux pour des vecteurs
compétents [49].

En bilan, les femelles pourraient étre plus sensibles que les males et les
adultes plus sensibles que les jeunes. Le séjour en zone de forte endémie reste
un facteur important. Aucun facteur immunodépressif systématique n'a pu étre mis
en évidence.

La répartition géographique de la leishmaniose féline est vaste. Le statut du
chat en tant que réservoir ne peut étre défini pour linstant. Serait-il réservoir
accidentel ? Accessoire ? Paraissant capable de transmettre les leishmanies aux
phlébotomes (au moins aprés infection expérimentale), son importance en tant que
réservoir dépendrait de sa réceptivité. Or, le chat peut étre réceptif puisque des
cas ont été observés, mais les facteurs de réceptivité et l'existence d'une
circulation significative des parasites au sein de la population féline sont méconnus.
En effet, les prévalences PCR et sérologiques laissent supposer une circulation
conséquente des leishmanies chez les chats en zones d'endémie, mais ces
méthodes ne sont que le témoin de contacts entre le chat et le parasite, et ne
prouvent pas l'existence d'un portage significatif. Cet aspect est important en

matiere de santé publigue compte tenu du caractere zoonosique de la maladie.
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Le chat est aussi victime de la leishmaniose : les cas rapportés sont rares mais
la maladie reste peu connue des vétérinaires praticiens, les symptémes sont peu
spécifiques, et aucun facteur de sensibilité n'a été encore mis en évidence. Il

serait donc possible qu'elle soit largement sous diagnostiquée.



Chapitre 3 : Etude clinique
On distingue en général difféerentes formes de leishmaniose : la leishmaniose
cutanée et viscérale (chez le chien et chez I'homme), et la leishmaniose

cutanéomuqueuse (chez I'hnomme). lls existent des formes atypiques.

3-1-Symptomatologie et traitement chez ’'homme

Amastigotes

Cycle anthroponotique :
L. tropica

Smear or
biopsy

Figure 3.1- Cycle anthroponotique chez I’'homme (L. tropica) [56]
3-1-1- Symptomes
- Cutanés :

Sous forme de granulomes localisé ou diffus [56]

Leishmaniose cutanée localisée Leishmaniose cutanée diffuse

Figure 3.2 : symptémes chez 'lhomme




- Généraux :
- Fievre - Splénomégalie
- Asthénie - Hémorragies des muqueuses
- Rate palpable - Toux
- Thrombopénie - Ictere

3-1-2- Diagnostic de confirmation
-frottis de peau(MGG) positif (amastigotes) - sérologie positive

-PCR positive (sang) - IDR négative

) Culue ) B Species
or

identification
PCR

Figure 3.3 - Diagnostic parasitologique de confirmation [56]
3-1-3-Traitement
- Pentamidine : 4mg/Kg x 10/ 17 jrs

- Glucantime

- Amphotéricine B (Fungizone N.D) 0,5 mg/Kg / 14jrs

- Amphotéricine B liposomale (AmBisome) 3mg/Kg J1- J5 et J10 18mg/Kg J1
et J10

Il faut souligner que '’AmBisome est 'une des derniéres molécules sur le marché

sans effets secondaires par rapport a '’Amphotéricine B.

3-2-Symptbmes et Iésions chez le chien
La clinique associe les différents symptémes décrits par la suite, sachant que

toutes les associations sont possibles.
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3-2-1-Symptébmes généraux [57] ; [58] ; [59] ; [61] On observe fréquemment :
-Amaigrissement intéressant plus particulierement les muscles temporaux, et
pouvant aller jusqu’a la cachexie.

- Abattement, qui peut aller en fin d’évolution jusqu’a la prostration.

On peut également observer :

- Hyperthermie, mais celle-ci est transitoire et modérée (39 a 39,5°C).

- Anémie, pouvant étre arégénérative (due a I'’envahissement de la moelle

osseuse par les leishmanies) et étant a I'origine de 'abattement.

Figure 3.4 : Aspect général de chiens atteints de leishmaniose (Didier Pin)

3-2-2-Lésions cutanéo-mugqueuses

On peut observer : [59] ; [60] ; [57].

- Dépilation pouvant aller jusqu’a I'alopécie, sur les faces latérales de la téte et du
tronc.

- Hypopigmentation au niveau de la truffe.

- Chancre d'inoculation, inconstant et fugace, siégeant au niveau de la face ou sur
la face interne des pavillons auriculaires.

Des modifications de I'épiderme : hyperkératose (au niveau du chanfrein, de la
truffe et des coussinets plantaires), parakératose a l'origine du furfur
leishmanien (squames de grande taille, sur la totalité ou une partie du corps de
'animal.

- Une onychogryphose (hypertrophie irréguliere des griffes).
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- Ulceres

Figure 3.5 : Ulcéres cutanés (ENVL).

- Cutanés, situés sur tout le corps mais apparaissant préférentiellement en regard
des articulations et autres points de pression, des régions interdigitales et de la
truffe ; non douloureux et prurigineux mais qui cicatrisent mal.
- Muqueux, qui saignent facilement et sont a l'origine entre autres
d’épistaxis, d’hémorragies digestives.
- Granulomes multiples cutanés ou sous-cutanés, dont la taille peut
augmenter rapidement de maniére importante (de quelques millimetres a
plusieurs centimétres), non adhérents, généralement indolores et non
prurigineux. Ces nodules sont rarement observés, et ce type de lésion semble
intéresser tout particulierement les chiens de race Boxer, Teckel & poils durs ou
encore Bullmastiff [61].
-Lésions intéressant le systéme des phagocytes mononucléés
On peut observer :
» Adénomégalie souvent multiple, intéressant essentiellement les nceuds
lymphatiques superficiels, qui sont indolores et non adhérents au plan
profond.

» Splénomégalie modérée.
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» Envahissement de la moelle osseuse par des parasites.

3-2-3-Lésions oculaires

Les symptémes oculaires pouvant étre observes sont [62]:

-Une uvéite souvent antérieure et non granulomateuse, liée a de la photophobie,
et pouvant dans le plus grave des cas se compliquer en glaucome.

-Une conjonctivite bilatérale, avec une hyperhémie, pouvant étre
mucopurulente, parfois un chémosis ou des granulomes localisés au bord libre
des paupieres (leishmaniomes).

-Une Kkératite superficielle, stromale ou endothéliale mais rarement isolée,

s’associant souvent a une uvéite (kérato-uvéite).

3-2-4-Symptdémes intéressant I'appareil urinaire

Les symptdbmes concernant I'appareil urinaire sont :

-Une polyuro-polydipsie.

-Une insuffisance rénale causée par une glomerulonephrite quasiment

constante[63]

3-2-5-Symptdmes digestifs

Les symptémes digestifs observés peuvent étre :

-Une entérite diarrheique plus ou moins hémorragique (en fonction du nombre et
de la localisation des ulceres digestifs).

-Une colite chronique [64]

3-2-6-Lesions ostéo-articulaires

On peut observer :

-Une polyarthrite souvent bilatérale, a l'origine d’une bolterie. Les atteintes
osseuses et articulaires peuvent étre de grande importance (ostéolyse pouvant
aller jusqu’a la disparition des surfaces articulaires) [65].

-Une synovite ainsi qu’'un 3déme des articulations.

3-2-7-Modifications sanguines
-Modifications humorales

On observe une dysprotéinémie liée a une hypergammaglobulinémie et une

hypoalbuminémie.
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-Modifications cellulaires

On peut observer :

-Une anémie normochrome, initialement régénerative puis devenant
arégenérative a la faveur de I'envahissement de la moelle osseuse par les
leishmanies. Celle-ci peut étre aggravée par les différentes hémorragies et la
thrombocytopénie.

-Une thrombocytopénie.

-Une leucocytose puis une leucopénie (liée a I'envahissement de la moelle
osseuse).

-Une monocytose.

Certains des symptémes décrits précédemment sont a relier avec la présence
en grande quantité dimmuns complexes dans [lorganisme (l'uvéite, la

glomérulonéphrite, les arthropathies).

3-2-8-Lésions atypiques
On peut ainsi noter des cas d’atteinte de la sphére génitale [66] , des cas

de méningite [67].

3-3-Symptdomes chez le chat

Ces distinctions semblent beaucoup moins nettes dans I'espece féline. Sur 35
des cas référencés dans le monde, 16 chats présentent des signes cutanés seuls,
12 des signes cutanés associés a des signes généraux dont 3 avec des signes
oculaires, et 2 chats présentent des signes généraux seuls. Dans 10 cas, des

affections intercurrentes sont diagnostiquées.

Lors d'une étude experimentale [30], des chats ont été infectés par des
leishmanies et des signes cliniques ont pu étre observés. L'experience est menée
sur 13 jeunes chats (agés d'environ 3-4 mois). Ces chats sont en bon état
général, ils sont vermifugés, vaccinés contre la panleucopénie, la
rhinotrachéite, les calicivirus et la rage. lls sont placés en quarantaine 30 jours
afin de surveiller I'eventuelle présence du virus FelV. Tous s'avérent negatifs. Ces
chats sont anesthésiés, infectés par 10’ leishmanies promastigotes (L.
braziliensis) inoculées par voie intradermique, sur l'oreille droite et la truffe

simultanérnent. Un chat de I'échantillon n'a pas été infecté sur la truffe en raison
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d'une petite crolte. Trois hamsters sont infectés sur le pied gauche sous
anesthésie pour contréler l'infection. Un suivi est réalisé sur 72 semaines apres
I'infection, et 4 chats sont successivement euthanasiés, aux semaines 4, 12, 16 et
24 apres l'infection. Des échantillons de rate, de foie et de moelle osseuse sont
alors obtenus. Les anticorps sont régulierement titrés par ELISA, la taille des
lésions est mesurée une fois par semaine.

Tous les chats développent un nodule au point d'inoculation. L'evolution des

Iésions sur les oreilles et le nez est présentée dans le Tableau 4.

Tableau 3-1: Evolution des Iésions sur des chats infectés expérimentalement avec

Leishmania braziliensis. [30].

Lesions Oreille %) Nez

Papule 77 75

Nodule 100 100
Lésions satellites 83,3° 45,5
Lesion étendue 91" 9,1'
Dissémination' 42,6° 3,3'
Infiltration mugqueuse - 88,99 33,3
Ulcération 25°

Guérison 87,5" 100°

L'apparition d'une papule, suivie par I'emergence de papules satellites, est

observée. Ces papules convergent en un nodule principal irrégulier.

Figure 3.6 : Chancre d’inoculation, ulcere [68]

Les signes clinigues observés dans les 35 cas référencés et infectés
naturellement, on distingue plusieurs groupes de Iésions :

3-3-1-Lésions cutanées

33 cas présentent des signes cutanés, soit 94% des cas de leishmaniose
féline decrits. Ces lésions s'observent principalement au niveau de la téte (23 cas
sur 33 présentant des signes cutanés, soit 69 %) : sur la truffe, les pavilions

auriculaires, la face, le canthus médial de I'oeil et les paupieres, ainsi que dans
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la cavité buccale et sur les lévres. Certains cas montrent des lésions sur les
membres : au niveau du coude, du tarse et des espaces interdigités. Des lésions
diffuses sont parfois notées, soit sur I'ensemble du corps, soit sur des zones plus
circonscrites (thorax, abdomen, région lombaire). Enfin, des lésions sont
observées au niveau de la queue dans un cas.

Tableau 3.2 : Nombre de cas observes en fonction des differents sites lesionnels.

Localisation Cas observes Cas avec signes |Cas décrits

Truffe 42 % 40 %
Oreilles 12 36 % 34 %
Téte (chanfrein, région 9 27 % 26 %

temporo- mandibulaire, crane,

Région péri-oculaire 6 18 % 17 %
Région buccale 6 18 % 17 %
Membres 5 15% 14 %
Lésions diffuses sur le corps 4 12 % 11 %
Région lombaire 3 9% 8 %
Thorax 2 6 % 5

Abdomen 1 3% 2%

Différents types de lésions sont observées et varient aussi en fonction de la
localisation.

Les principales lésions observées sont des ulcéres, des nodules
hémorragiques ou ulcéres principalement localisés sur la face (23 cas, soit 69 %
des cas présentant des signes cutanés). Moins caractéristiques, les papules et
pustules peuvent étre notées. Les chats leishmaniens présentent frequemment
des dermatites ulcératives ou alopéciques, localisées ou diffuses. Des Iésions
buccales sont parfois associées et dans un cas, elles constituent les seuls

symptémes.

Tableau 3.3 : Types lesionnels rencontrés lors de leishmaniose féline.

Types de Iésion Cas observes Cas avec des signes Cas (décrits)

Ulceres 48 % 46 %
Nodules 16 48 % 46 %
Papules,pustules, 7 21 % 20 %
Alopecie, Dépilations 6 18 % 17 %
Stomatite, gingivite 5 15 % 14 %
Erytheme 2 6 % 5 %
Squamaosis 2 6 % 5 %
Dermatite miliaire 1 3% 2%
Effluvium telogene 1 3% 2%
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De I'érytheme peut étre noté. De rares cas de squamosis, d'alopécie extensive et de
dermatite miliaire sont rapportés. Toutefois ces lésions peuvent étre dues a d'autres
affections concomitantes (parasitaires ou allergiques). Ainsi, des nodules
(hémorragiques ou non) et des plaies ulcérées, surtout lorsqu'ils sont localisés a
la face, constituent des signes d'appel de la leishmaniose feline.

De maniére genodrale, la leishmaniose devrait faire partie du diagnostic différentiel
chez un chat provenant d'une zone d'endémie, et présentant des lésions
nodulaires ou ulcératives sur la face, ou des signes cutanés réfractaires aux

traitements habituels.

3-3-2-Signes oculaires
Des signes oculaires sont observés chez 6 chats (17 % des cas de leishmaniose
feline). Il s'agit principalement d'uveites, uni ou bilatérales pouvant étre

associées a une kératite ou a une choriorétinite.

-Signes généraux

La leishmaniose féline peut se manifester par des signes généraux, seuls ou
associés aux symptéomes étudiés précédemment. 20 des 35 cas répertorieé
présentent des signes généraux (57 %) (Tableau 9).

Aucun signe n'est spécifique et le tableau est trés protéiforme. Cependant, en
général, ces signes généraux sont associés a d'autres symptdrnes (94 % des
cas). De plus, certaines de ces manifestations peuvent etre imputées a une
infection intercurrente présentée par le chat, comme la détresse respiratoire lors
de bronchite parasitaire ou de bronchopneumonie.

On retient la fréquence de l'adénomégalie (29 % des cas de leishmaniose
féline), qui peut étre géneéralisée (6 cas sur 10 présentant une adénomeégalie) ou
localisée (en particulier sur les noeuds Ilymphatiques poplités et

rétromandibulaires).
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Tableau 3.4 : Tableau récapitulatif des signes généraux rencontreés dans les cas

de leishmaniose feline.

Signes generaux Cas avec signeslLeishmaniose

CacheX|e/Ama|gr|ssemen 55 % 31 %
Adénomégalie 10 50 % 29 %
Abattement 5 25 % 14 %
Anorexie/Dysorexie 5 25 % 14 %
Détresse respiratoire 4 20 % 11 %
Mort brutale 4 20 % 11 %
Hyperthermie 3 15 % 8 %
Vomissements/Diarrhées 3 15 % 8 %
Deshydratation 2 10 % 5 %
Paleur des muqueuses 2 10 % 5 %
Hépatomégalie 2 5 % 10 %
Splénomégalie 1 5 % 2 %
Ictére 1 5% 2 %

En bilan, un tableau clinigue cutané avec des ulcéres et des nodules,
principalement localisés sur la face et plus ou moins associés a une
adénomégalie, chez un chat provenant d'une zone d'endémie, constitue un
signe d'appel de leishmaniose feline (66% des cas observés). Toutefois, on
peut noter la diversité des signes présentés par les différents cas étudiés et le
tableau clinique de la leishmaniose reste tres protéiforme. Le faible nombre de
cas observés et la rare identification des espéces de leishmanies en cause ne
permettent pas aujourd'hui de correler certains signes cliniques a une espece

particuliere de leishmanie.
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Chapitre 4 : Diagnostic

La démarche diagnostiqgue lors de la leishmaniose, passe par différentes
étapes, a savoir :

4-1-Diagnostic biologique

4-1-1- Méthodes non spécifiques

= Examens hématologiques

La leishmaniose peut entrainer des modifications de I'hémogramme, comme
citées précédemment ; elles ne sont pas toujours observées mais on peut parfois
noter [69] ; [70].

- Anémie arégénérative normochrome normocytaire et/ou une thrombocytopénie

Leucocytose avec granulocytose en début de maladie

Leucopénie plus tardive

Monocytose (fréquemment)
- Troubles de la coagulation: le temps de saignement et de coagulation est
augmenté.

= Examens biochimiques

Les protéines totales sont souvent augmentées : en général leur taux est
supérieur a 80 g/L. Leur électrophorése met en évidence un pic béta-gamma
(figure 4.1). Une hyperglobulinémie est présente associée a une hypoalbuminémie
dans plus de 90 % des cas. Le rapport albumine sur globuline peut étre un
parametre intéressant dans le cadre du suivi thérapeutique, car il augmente
progressivement.

Les paramétres rénaux peuvent également étre affectés. lls sont a évaluer et a
suivre en cours de traitement car les molécules utilisées sont néphrotoxiques [69] ;
[70].
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Figure 4.1 : Electrophorése des protéines sériques d’un chien leishmanien (Lubas)

Formoleuco-gélification :

Il s’agit d’'un test qui traduit la forte concentration du sérum en protéines (dont les
globulines) en les faisant précipiter sous forme visible en ajoutant quelques
gouttes de formol au sérum. La prise en masse et I'opalescence traduisent cette

hyperglobulinémie (Papierok, 2002).

4-1-2- Méthodes spécifiques
= Mise en évidence du parasite

C’est la seule fagon d’obtenir un diagnostic de certitude. Les prélévements
possibles pour la réaliser sont [69] :
- Ponction de moelle osseuse (premieres sternébres, jonction chondro-costale) ou

de noeud lymphatique ;

Ponction d’'un nodule cutané a l'aiguille fine ;

Frottis conjonctival ;

Prélevement de lymphe dermique par test du copeau cutané ;

Calque cutané d’une lésion ulcérative ;

Biopsie cutanée pour réaliser une histologie.
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Une fois le prélevement effectué, quatre techniques permettent de mettre en
évidence le parasite :

- Microscopie

Les parasites intra-monocytaires sont recherchés par la technigue de May-
Griumwald-Giemsa (coloration) de calques cutanés, d’adénogrammes ou de
myélogrammes. Cette méthode est réalisable au cabinet par le vétérinaire
praticien un peu expérimenté et permet en cas de mise en évidence du parasite
de confirmer tres simplement et rapidement le diagnostic. Malheureusement sa
sensibilité est faible (60 %) [69].

Il convient de privilégier, en cas d’adénomeégalie, la ponction de ganglion, et, en
'absence d’adénomégalie, de réaliser une ponction de moelle osseuse. La
sensibilité décroit ensuite si I'observation se fait a partir d’'une ponction d’un
nodule cutané a l'aiguille fine, d’un frottis conjonctival, d’'une biopsie cutanée.

La probabilité d’observer les leishmanies est plus importante en début d’évolution
de la maladie, la charge parasitaire étant en effet plus élevée car la multiplication
est plus intense, elle est ensuite limitée du fait de la réponse immunitaire de

'organisme [71]

- Culture du parasite

Le parasite est cultivé dans le milieu de Nicolle-Novy-Mac Neal a partir d’'un
prélevement. C'est la méthode de référence, mais elle nécessite quelques
semaines d’incubation. Elle n’est réalisée que par les laboratoires de recherche
[69].

- PCR

La Polymerase Chain Reaction (PCR) est la plus sensible des trois techniques :
sa sensibilité est de 97 %. Elle met en évidence 'ADN de Leishmania, méme
présent en faible quantité, dans les ponctions ganglionnaires ou de moelle. C’est
la technique de choix pour I'établissement de la parasitémie. Elle nécessite des
eéquipements sophistiqués et est tres sensible aux contaminations, elle est donc
réalisée uniqguement dans des laboratoires spécialisés. Il est important de noter
que 80 % des chiens asymptomatiques vivant en zone d’enzootie peuvent
présenter de 'ADN de Leishmania dans la peau et les muqueuses mais
seulement 10 % dans les ganglions [69].
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L’'inconvénient de cette technique est qu’elle ne fait pas la différence entre les
leishmanies vivantes et 'ADN leishmanien résiduel ; il est donc préférable de
I'utiliser pour confirmer le diagnostic et non dans le cadre d’un suivi thérapeutique
[71].

- Techniques d'immunomarquage

Cette technique peut étre utilisée lorsque I'histopathologiste n'a pas mis en
évidence de parasites malgré la forte suspicion de leishmaniose. Leur but est de
révéler la présence d’antigenes présents dans le prélévement. Il existe plusieurs
méthodes [72].

= Méthodes sérologiques

Elles mettent en évidence et quantifient la présence d’anticorps canins spécifiques
de Leishmania infantum chez le sujet. Elles ne permettent pas d’établir un
diagnostic de certitude mais uniquement de révéler que I'animal a déja été exposé
au parasite (mais des leishmanies sont en général toujours présentes). Un animal
en début de contamination ou ayant une immunité cellulaire solide peut se révéler
faussement négatif. Un résultat positif correspond a un animal ayant rencontré le
parasite et qui a élaboré des anticorps spécifiques, il peut étre en début de
maladie ou étre en état d’'immunité acquise et étre asymptomatique [69].

Nous évoquerons dans une prochaine partie l'intérét du suivi sérologique pour
apprécier une baisse du taux d’anticorps lors d’'une réponse thérapeutique
favorable.

- Immunofluorescence indirecte

L’'immunofluorescence indirecte, ou IFI, est la méthode quantitative de référence
agréée par I'Office International des Epizooties (O.I.E). Elle est effectuée en
utilisant des formes promastigotes de culture comme antigene. Le seuil de
positivité est habituellement fixé a 1/100 (ou 1/80). C’est une méthode considérée

comme sensible et spécifique. La sensibilité varie entre 92 et 99 % [69] ; [70]



Principe de la technique IFI : [77]

Différentes étapes de la réalisation d’'une technique d’immunofluorescence

indirecte :

- Fixation de I'antigéne sur la lame (certaines lames sont commercialisées
avec l'antigéne déja fixé)

- Dépot du sérum du patient et incubation

- Lavage

- Ajout des anticorps anti-immunoglobulines humaines marqués par le
fluorochrome

- Lavage

- Lecture a I'aide d’'un microscope a fluorescence

A Antigéne %k Fluorophore

Figure 4.2 : technique IFI [77].
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Anticorps humain
couplé a la FITC

> Anticorps humain
spécifique

A\ Cellule / Tissu

LA

Figure 4.3 : Principe du test IFI [77].

Des cellules infecttes ou non, des tissus ou des substances purifiées,
biochimiguement caractérisés, sont utilisés comme substrats antigéniques.

> Si I'échantillon est positif, les anticorps spécifiques présents dans I'échantillon de
sérum dilué se lient aux antigenes fixés a la phase solide.

> Dans une seconde étape, les anticorps liés sont détectés avec des anticorps
anti-humain couplés a la fluorescéine et analysés avec un microscope a
fluorescence.

> Les échantillons positifs peuvent étre titrés en plusieurs étapes de dilutions.
L'intervalle de titration le plus adapté est obtenu avec le facteur de dilution 3.162
(racine carrée de 10). De cette maniere, toute seconde étape de dilution
représente dans son dénominateur une puissance de 10 (1:10, 1:32, 1:100, 1:320,
1:1000, 1:3200, 1:10000 etc.). D'autres méthodes de dilutions peuvent également
étre utilisées (1 :80; 1:160,...)
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-ELISA

La technique ELISA est une méthode quantitative qui est préférentiellement
utilisée par les épidémiologistes car elle a comme propriété d’étre automatisable.
Elle est au moins aussi sensible que I'lFl, et sa lecture est moins subjective car

elle est réalisée par un spectrophotometre [69].

-Techniques d’agglutination

Ce sont des techniques semi-quantitatives. Il est possible de réaliser une
agglutination ou une hémagglutination. Elles sont peu utilisées mais elles
permettent de mettre en évidence une affection précoce chez des chiens primo-
infectés car elles détectent les IgM.

Leur sensibilité est de 95 % et leur spécificité de 94 % [69] ; [71].

-Western Blot

C’est une méthode gqualitative mais elle est tres sensible et tres spécifique. Elle
est pour cela considérée comme la méthode de confirmation en sérologie. Elle
permet de détecter les anticorps spécifiques d’antigénes de Leishmania infantum

préalablement séparés par électrophorése [69].

En pratique, il est essentiel de choisir les analyses les plus intéressantes en
fonction de:

- Utilisation que l'on veut faire du test : diagnostic de la maladie ou enquéte
épidémiologique ;

- Zone d’exercice : en zone d’endémie il est important de choisir des méthodes
trés sensibles pour éviter les faux négatifs ;

- Codt de réalisation,

- Stade de la maladie : la PCR permet une détection plus précoce que I'apparition
des anticorps et induit moins de faux négatifs [72].

Les divers examens spécifiques peuvent étre utilisés selon deux objectifs :

- si 'on souhaite confirmer une suspicion clinique (notamment en zone d’enzootie)
il faut tenter une observation directe au microscope a partir de calques cutanés,
d’adénogramme ou de myélogramme. Si des éléments parasitaires sont présents,

le diagnostic est posé. Si le parasite n'a pas été isolé, il faut effectuer une
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sérologie a partir de sang prélevé sur tube sec il est préférable d’associer deux
tests (ELISA et IFI). Si ces analyses sont négatives mais que la suspicion clinique
demeure, il faut envisager une PCR réalisée sur un prélévement de noeud
lymphatique ou, a défaut, de sang.
- si 'on souhaite contréler un animal ne présentant pas de symptémes, il faut faire
un contrdle sérologique environ 2 mois apres la période de contamination, ou une
PCR tres sensible a la fin de la saison de contamination [70].

Les méthodes sérologiques de diagnostic refletent linstallation d’une réponse
immunitaire suite a l'infection par les leishmanies. Cette réponse immunitaire est

plus ou moins protectrice contre la maladie.

4-2-Chez le chat

4-2-1-Diagnostic épidémio-clinique

Comme nous l'avons vu précédemment, la leishmaniose devrait étre envisagée
en présence d'un chat provenant d'une zone d'endémie et présentant des
Iésions de type nodulaire ou ulcératif, en particulier lorsque celles-ci sont
localisées a la face. Toutefois, compte tenu de la diversité des signes présentés
par les cas décrits, et de leur manque de spécificité, le diagnostic de la
leishmaniose féline repose sur les techniques de laboratoire.

4-2-2 - Diagnostic différentiel

- En présence de nodules [17]

Les principales dermatoses nodulaires chez le chat sont :

= Abcés sous-cutanés, résultant de bagarres ;

» Phaéohyphomycoses, infections par des champignons de la famille des
Dematiaceés ;

= Cryptococcose, mycose systémique la plus fréquente chez le chat, due a

I' action pathogéne de Cryptococcus neofortnans ;

» Granulome et la Plaque éosinophiliques, qui sont des modalités réactionnelles
de la peau du chat ayant des causes variées (Allergies, Infections parasitaires,
Infections bactériennes, Agents chimiques, Corps étrangers, Facteurs génétiques)
= Tumeurs cutanées, qui sont fréquentes chez le chat, et souvent malignes
(Carcinome épidermoide, Carcinome des cellules basales, Fibrosarcome et

Mastocytome représentent environ 70% des tumeurs cutanées du chat).
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D'autres dermatoses rares ou exotiques ont egalement une presentation nodulaire
= Granulomes ou pyogranulomes a corps étranger ;

= Dracunculose, rarissime chez le chat ;

= Toxoplasmose systémique, avec des lésions nodulaires sur les membres ;
» Panstéatite féline, qui provoque des nodules multiples parfois associés a
des signes généraux (variété de panniculite due a une carence en vitamine E) ;

= Syndrome granulome/pyogranulome stérile, qui se manifeste soit par des
papules et des nodules érythernateux ou violacés, localisés a la téte ou aux
pavilions auriculaires, soit par des plaques jaunatres bien délimitées, sur les zones
pré-auriculaires ;

= Xanthomatose (papules, plagues, nodules blanchares ou jaunares localises

sur la tete, extremite des membres ou les proéminences osseuses).

- En présence d'ulcéres [17]

Les principales dermatoses ulcératives observées chez le chat sont :

= Pyodermite profonde, souvent secondaire a un corps étranger ;

= Dermatite ulcérative associée au virus Herpes de type |. affectant le chat
adulte ou agé, provoquant des vésicules, des ulcéres et des croles localisées a la
face et a la truffe, une stomatite étant parfois présente ;

= Poxvirose, se traduisant d' abord par une Iésion initiale sous forme d'une plaque
ulcerée ou proliférative située sur la téte, le cou ou les membres antérieurs, puis par
de multiples lésions secondaires parfois accompagnées de signes généraux;

= Allergies et l'intolérance alimentaire, qui peuvent se manifester sous forme
d'une dermatite prurigineuse de la téte et du cou, caractérisées par des
excoriations, des lésions ulcératives et des crodtes;

= Ulcére labial atone, localisé a la |évre supérieure;

= Pemphigus foliacé, dermatite auto-immune la plus rencontrée chez le chat;

» Pododermatite a plasmocytes;

= Carcinome épidermoide, se présentant sous la forme d'un ulcére térébrant,
surtout localisé sur l'extremité des pavilions auriculaires ou la truffe, plus
rarement sur les paupiéres ou les lévres

= Carcinome des cellules basales;

» Troubles du comportement.

= Plus rarement, on rencontre les dermatoses ulcératives suivantes:
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= Brulures et gelures;

= Pyodermites profondes a mycobactéries, a Nocardia sp., a Actinomyces sp. ;

= Péritonite infectieuse féline qui est rarement a l'origine d'ulcéres;

» Anatrichosomose (nematodose rare);

» Candidose cutanée, les mycoses sous-cutanées et systémiques;

= Toxidermies

» Affections dysimmunitaires rares: Pemphigus vulgaire, Pemphigoide bulleuse,

Pemphigoide des muqueuses, Lupus érythémateux systémique, Epidermolyse

bulleuse;

» Syndrome de fragilité cutanée secondaire & un syndrome de Cushing, un
diabete sucre, l'administration prolongée d’acétate de mégestrol, Atteinte
hépatique.

Certaines des affections suscitees peuvent etre présentes de facon
concomitante a la leishmaniose, comme cela a pu etre observé (Dermatite
miliaire et complexe granulome éosinophilique sur un chat allergique, Abcés
sous-cutanés, Pemphigus foliacé, Carcinome épidermoide).
-En presence d'adénomégalie [73]
En presence d'adénomégalie, le diagnostic différentiel regroupe les infections
bactériennes, les mycoses, la toxoplasmose, les infections par les rétrovirus
felins, la péritonite infectieuse féline, les processus tumoraux et en particulier le
lymphome. Ainsi, les symptomes de la leishmaniose féline sont trés peu
spécifiques et rappellent bon nombre d'autres affections. Le diagnostic fait donc
appel a des méthodes de laboratoire.

4- 2-3 - Diagnostic de laboratoire

-Signes biologiques

Dans certains des cas publiés et repertorié€s, les signes biologiques présentés par

les chats leishmaniens sont rapportés.

Les anomalies hématologiques et biochimiques observées dans les cas de

leishmaniose féline sont trés diverses et inconstantes. Une neutrophilie et une

eosinophilie sont parfois notées. Des anomalies sont par contre
systématiquement trouvées lorsque le dosage et de l'electrophorése des
proteines sériques sont effectués. Il est rapporté: une hyperglobulinémie
dans tous les cas, une augmentation fréquente des gammaglobulines et une

hypoalbuminémie (inversion du rapport Albumine/Globuline).
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Tableau 4.1 : Paramétres sanguins renseignés dans les cas publiés et repertoriés.

N° des cas 7115117118 |20 |21 22 | 24 25| 26 | 28 29 30 | 31 33
Paramétres FIV+ FIV+ FIV+ | FIV+
Sanguins

n
@D
—
<
+

34
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74
Z\¢

Neutrophiles

ZZ|2

Monocytes

N|IZ|ZZ2|2Z2"
Z|ZIN | 2N
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Z|Z2|1Z2|Z2
Z|Z2|1Z2|2
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4
4

Globulines A A A A A A A

a2-globulines A

B-globulines 7

v-globulines A |~ A 7 N

Rapport N
Alb/Glob

Alb = albuminemie Glob = globulinemie

4-2-4-Examens directs

Des cas de leishmaniose féline peuvent étre découverts par des examens
cytologiques ou histologiques.

- Examens cytologiques [74]

Afin de réaliser un examen cytologique, on effectue préalablement soit un calque
par étalement d'un produit récolté par écouvillonnage, soit un calque par étalement
d'un produit d'aspiration a l'aiguille fine. Le calque par écouvillonnage est utilisé pour
les Iésions cutanées anfractueuses, et le calque par aspiration a l'aiguille fine
permet de ponctionner les nodules, les noeuds lymphatiques et la moelle
osseuse. Des frottis de foie et de rate peuvent également étre réalisés a partir de
ponctions échoguidées. Le matériel collecté est étalé sur une lame de microscope
dégraissée qui est ensuite séchée a l'air. Les lames ainsi obtenues sont
colorées a l'aide d'un kit de coloration rapide, puis séchées et observées au
microscope optique. L'observation des cellules et des leishmanies s'effectue
avec l'objectif a immersion (x100) avec un éclairage suffisant et, avec le
diaphragme ouvert.

La visualisation des leishmanies constitue un diagnostic de certitude.
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-Examens histologiques

Les lésions cutanées peuvent étre biopsiées en vue d'un examen
histopathologique. Les biopsies sont effectuées soit par la technique « biopsy
punch » sous anesthésie locale, soit par la technique chirurgicale en cote de
melon sous anesthésie générale. On choisit autant de sites qu'il existe de lésions
d'aspects macroscopiques différents, en évitant les zones remaniées,
anciennes et/ou ayant subies des traitements topiques. Les prélevements sont
ensuite placés dans un fixateur et envoyés a un laboratoire d'anatomo-pathologie
vétérinaire, accompagnés des commemoratifs [74].

En cas de leishmaniose, on observe des lésions histologiques sous forme
d'une réaction inflammatoire granulomateuse, associées ou non a la présence de
protozoaires.

lIs sont visibles dans les macrophages. Ces lésions ont été rapportées dans des
cas de leishmanioses felines repertories [20] ; [19] ; [51]. L'observation de telles
lésions en l'absence de parasite visible doit conduire a la realisation d'autres
examens complémentaires plus sensibles.

Des immunomarquages peuvent etre effectués. lls permettent la mise en évidence

de leishmanies, non visibles en coloration classique.

- Mise en culture
La mise en culture est effectuée a partir de prélévements de noeuds lymphatiques
ou de moelle osseuse. L'échantillon est mélange avec un milieu de culture puis
mis a incuber pendant 7 jours. La culture est ensuite examinée au microscope.
Cette technique n'est valable que dans le cas des leishmanioses disséminées.
La sensibilité de cette technique est souvent faible et variable, en elation avec
[75]:
¢ Densite parasitaire faible diminue la sensibilité a I'examen microscopique
e Facteurs techniques influent également fortement sur la sensibilité : le
milieu de culture utilisé, le rapport quantité ensemencee/nombre de tubes
utilisés (Sensibilité augmente avec le nombre de tubes), le nombre de sites

de ponction.

En cas de résultat négatif, on procéde a une remise en culture de 7 jours, et ce
pendant 4 semaines avant de poser une réponse définitive [42].
Aprés obtention de la culture, l'identification de I'espece de leishmanies en cause
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est possible, ce qui est utile dans le cadre des enquétes épidemiologiques.

-Inoculation a des animaux de laboratoire

Plusieurs espeées sont utilisées pour la mise en évidence de leishmanies
(cobaye, souris, rat, chien, hamster). L'inoculation s'effectue par voie sous-
cutanée ou intraperitonéale. L'animal est sacrifié aprés plusieurs mois. Les
leishmanies sont alors recherchées.

L'inoculation ayant réussi plusieurs fois chez le hamster, il est aujourd'hui
considéré comme une espeéce de choix. Cette technique n'est utilisée que
dans le cadre de la recherche compte tenu des délais d'incubation.

L'avantage de ces méthodes directes est I'obtention d'un diagnostic de certitude.

Leur inconvénient majeur est leur manque de sensibilité.

4-2-5-Methodes indirectes
Les méthodes indirectes permettent la mise en évidence soit des anticorps

antileishmaniens produits en réponse a l'infection, soit de I'ADN du parasite.

- Sérologie
La technique de référence chez le chien est I'immunofluorescence indirecte
qui présente une trés bonne sensibilité. 1l existe d'autres techniques : la
méthode ELISA, le Western-blot ou I'électrosynerese.
L'absence de réactions croisées leur confére une trés bonne spécificité, excepté
pour I'electrosynérése : des arcs de précipitation peuvent se former en présence
d'auto-anticorps ou d'’hypergammaglobulinémie et donner des résultats
faussement positifs. Les sensibilités de I'immunofluorescence et du Western-blot
sont trés bonnes. Celle de I'ELISA est plus faible, mais ce test permet de traiter
rapidement de grandes quantités d'echantillons. Une quantité suffisante
d'anticorps doit étre en circulation pour étre détectée. Aussi la sérologic peut ne
présenter un resultat positif que plusieurs mois aprés l'infection [75].
Compte tenu du faible nombre de cas de leishmaniose diagnostiqués chez le chat,
des obstacles vont a I'encontre de ces méthodes :

= Obtention de témoins positifs,

= Etablissement de valeurs seuils propres a I'espéce féline.

Des auteurs, a l'issue de certaines études, émettent des doutes quant a la fiabilité
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des méthodes sérologiques conventionnelles dans la détection d'une infection
active chez le chat. En 1984 d'abord, une inoculation d'amastigotes par voie
intraveineuse de L. dovani et de L. chagasi est realisée. Des leishmanies sont
détectées dans le foie, la rate et la moelle osseuse dans les huit premiéres
semaines aprés infection par L. dovani, tandis que le taux en anticorps s'éleve de
fagon significative au bout de huit semaines. Les cultures de sang sont positives
uniguement dans les deux premiéres semaines. Le méme phénomene est
observé aprés infection par L. chagasi, avec un délai de 16 semaines post-
infection, mais aucune culture sur sang n’est positive. L'inoculation de formes
promastigotes de L. chagasi par voie intradermique sur 6 chats entraine
laugmentation significative du taux d'anticorps tandis qu'aucun parasite n'est
retrouve dans le sang, la moelle osseuse, la rate ou le foie [13]. Ces doutes quant
a la valeur du dépistage sérologique sont renforcés par l'observation de Simoes-
Mattos et al., [30] lors de l'infection expérimentale de 13 chats par L. braziliensis
. dans cette étude, la période durant laquelle les chats montrent des Iésions
actives recelant des parasites ne peut étre détectée par les méthodes sérologiques
habituelles. En effet, tandis que les lesions apparaissent dans les premieres
semaines post-infection et diminuent a partir de la 10° semaine post-infection, le
titre en anticorps n'augmente significativement qu'a partir de la 12° semaine, et
diminue a partir de la 32° semaine. Lors d'une étude séro-épidemiologique
menée en Sicile sur 203 chats errants (par immunofluorescence indirecte), 33
chats sont positifs. 11 de ces chats positifs sont de nouveau testés 2 a 6 mois
plus tard, et 6 sont alors séronégatifs, tandis que I'ADN de Leishmania
infantum est détecté par PCR dans les nceuds lymphatiques des 11 chats, mais
pas sur le sang [76]. Enfin, dans I'enquéte de Martin-Sanchez et al., [41]
sur 180 chats testés (immunofluorescence indirecte), 108 ont un titre
supérieur ou égal a 1/10 et 51 (28,3 %) ont un titre supérieur ou égal a 1/40,
alors que dans le lot ternoin, 26 chats sur 28 ont un titre égal a 0 et 2 chats ont
un titre égal a 1/20. Sur les 180 chats testés, seulement 11 présentent un
seuil de positivité ordinaire pour la leishmaniose canine (titre en anticorps : 1/160)
et 3 chats obtiennent des titres trés élevés (1/640, 1/1280 et 1/5120), et parmi
ces chats, un seul presentant un titre en anticorps de 1/160 donne un résultat
positif a la PCR. De plus, la fréquence des PCR positives est la méme pour le lot

de chats présentant un titre inférieur ou €gal a 1/20 que pour le lot ayant un titre
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supérieur ou égal a 1/40
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Figure 4.5 : Réaction IFI négative [78]

Ces études suggerent donc que l'augmentation significative du taux d'anticorps
antileishmania n’est pas concomitante de l'infection active du parasite, et que
de plus, une inoculation intradermique du parasite pourrait entrainer une
augmentation du titre serique sans parasitémie. On peut donc effectivement
s'interroger sur la valeur du diagnostic sérologique dans le cadre de la
leishmaniose feline. La sérologie semblant étre un térnoin insuffisant de la

présence (ou de l'absence) des leishmanies chez le chat.

- PCR ou réaction d'amplification de géne (Polymerase Chain Reaction)

L'objectif de cette méthode diagnostique est d'amplifier une région déterminée
de I'ADN du parasite (ADN cible) pour détecter ou non sa présence. On
répliqgue un grand nombre de fois in vitro une sequence d'ADN a l'aide de une

amorce complémentaire (sens-anti sens) encadrant cette séquence, en utilisant
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la Tag polymerase. Chez Leishmania sp, il existe une cible d'ADN répétée en
plusieurs milliers d'exemplaires: le kinétoplaste, ce qui a permis la mise en
place d'une méthode PCR ultra-sensible. Cette technique s'effectue a partir d'un
échantillon de moelle osseuse, de noeud lymphatique, de sang ou de peau.

La réaction est simple, spécifique et extrémement sensible.

Des etudes effectuées chez le chien soulévent quelques interrogations quant a
cette technique. En effet, des taux trés élevés de résultats positifs sont
obtenus a partir de prélevements de peau de chiens apparement sains en
zone d'endémie, certains ayant une sérologie négative, laissant supposer la
possibilité d'une contamination cutanée fréquente.

Par contre, des PCR réalisées sur des ponctions de moelle osseuse ou de
ganglions s'avérent positives sur des chiens séronégatifs [75]. De plus, dans
I'étude menée en Italie, sur les 11 chats séropositifs testés de nouveau
quelgues mois plus tard, tous sont positifs & la PCR effectuée sur les noeuds
lymphatiques, et seulement 5 sur celle effectuée a partir de prélévements
sanguins [76].

La méthode PCR sur noeuds lymphatiques ou moelle osseuse semble donc plus
performante que la PCR sur sang.

L'avantage de ces méthodes indirectes est leur grande sensibiliteé La sérologie
révele I'existence d'une réaction immunitaire, la PCR la présence du génome
du parasite. L'inconvénient majeur est donc qu'elles ne sont que les témoins
d'un contact avec les leishmanies, mais non d'une infection active.

Il'y a ainsi a notre disposition 2 types de méthodes :

= Méthodes directes qui permettent un diagnostic de certitude mais qui
manquent fortement de sensibilité ;

» Méthodes indirectes qui sont tres sensibles mais ne prouvent pas une
infection active.

Les résultats de ces techniques sont donc a replacer dans le contexte

épidémio-clinique de l'animal.

Chapitre 5 : Immunologie
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L’étude des réponses immunitaires dirigées contre le parasite est nécessaire afin
de mieux comprendre 'immunité de I'héte face a I'organisme pathogeéne et de
pouvoir alors développer des vaccins contre les maladies humaines et animales.

L’infection d’un chien par Leishmania spp. ne se manifeste pas nécessairement
par I'expression de la maladie. On distingue ainsi, au sein de chiens infectés, des
animaux symptomatiques et des animaux asymptomatiques. Cette dualité peut

suggérer une différence dans la réponse immunitaire.

5-1- Rappels

L’immunité met en jeu deux processus :

- I'immunité non spécifique, ou immunité innée, d’action immédiate, qui fait
intervenir entre autres les cellules douées de phagocytose ;

- l'immunité spécifique, ou immunité acquise, qui se développe en quelques jours
et dépend de la reconnaissance spécifique de la substance étrangére, prélude a

sa destruction; elle peut garder la mémoire de la « rencontre ».

5-1-1- Cellules de I'immunité

» Lymphocytes

lls sont présents dans le sang, la lymphe et tous les organes lymphoides. Deux
types principaux de lymphocytes coexistent : les lymphocytes B (LB) et les
lymphocytes T (LT).
Ce sont des cellules effectrices de I'immunité acquise. Chaque lymphocyte porte
un récepteur lui permettant d’'identifier un déterminant antigénique (épitope) [79].
On distingue deux populations de lymphocytes T :
- CD-8 sont des lymphocytes précurseurs des lymphocytes cytotoxiques (LTc) ;
- CD-4 sont des lymphocytes précurseurs des lymphocytes helper ou auxiliaires
(LTh) : ils ont entre autres rdles celui d’activer les cellules de la réaction
immunitaire : macrophages, LB, LTc. Selon I'environnement dans lequel ils se
trouvent, les LTh se différencient soit en LThl qui orientent la réponse
immunitaire vers une immunité a médiation cellulaire (LTc), soit en LTh2 qui
orientent la réponse immunitaire vers une immunité a médiation humorale
(production d’anticorps).

» Cellules NK
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Les cellules NK (Natural Killer) ont été qualifiées de cellules tueuses naturelles car
elles sont capables de lyser des cellules étrangeres a l'organisme de maniére
indépendante de l'antigene et sans activation préalable, au contraire des
lymphocytes T. De nombreux mécanismes de régulation empéchent les cellules
NK de s’attaquer aux cellules saines, et I'activation des cellules NK dépend entre
autres de la diminution d’expression du CMH | a la surface des cellules anormales
[79] .

» Cellules présentatrices d’antigénes

Les cellules présentatrices d’antigenes (CPA) sont des cellules diverses qui ont
en commun la faculté d’exprimer les molécules CMH (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité) de classe Il. Elles présentent les antigénes aux LT4 [79].

Les principales CPA sont :

- ISysteme des phagocytes mononucléés (SPM) : monocytes et macrophages,

- Cellules dendritiques (dont les cellules de Langerhans),

- Lymphocytes B.

5-1-2- L’activation des lymphocytes

L'activation des lymphocytes dépend d'abord de la reconnaissance simultanée de
I'antigene et de la molécule du CMH de classe | ou de classe Il :

- molécules de classe | + peptide endogéene reconnus par les lymphocytes T
cytotoxiques ;

- molécules de classe Il + peptide exogéne reconnus par les lymphocytes T
helpers.

La reconnaissance de l'antigene constitue le premier signal, mais, pour que le
lymphocyte soit activé, un second signal est nécessaire : il est fourni par des
molécules de costimulation et par des cytokines.

Les lymphocytes B activés se différencient en plasmocytes qui vont produire les
anticorps et les lymphocytes T activés en LTc, qui sécrétent des molécules
cytotoxiques et des facteurs solubles appelés cytokines, et deviennent les acteurs

de l'immunité & médiation cellulaire [79].

5-2- Les molécules de 'immunité



| 59

» Cytokines

Les cytokines interviennent dans le dialogue entre lymphocytes, macrophages et
autres cellules intervenant au cours de la réaction inflammatoire et des réponses
immunitaires. Elles exercent leurs effets sur les cellules qui les ont produites (effet
autocrine), sur d'autres cellules proches (effet paracrine) ou encore agissent a
distance sur des organes ou tissus (effet endocrine) [79]. Ce sont des petites
glycoprotéines (poids moléculaire situé entre 10 et 50 kDa). Il n'y a pas
d'homologie dans leur structure. Elles sont toutes synthétisées de novo. On ne les
trouve généralement pas dans les cellules au repos et elles ne sont produites qu'a
la suite d'une activation.

Les lymphocytes Th sont les principales cellules productrices, mais d'autres
cellules en produisent également : presque toutes les cellules du systéme
immunitaire, les fibroblastes, les cellules de I'endothélium vasculaire, les cellules
épithéliales.

Les cytokines agissent "en cascade" ('une peut induire la production de I'autre) et
sont pléiotropes (plusieurs effets sur plusieurs cellules cibles). Elles peuvent avoir
des actions redondantes (plusieurs cytokines peuvent partager les mémes
fonctions), synergiques ou antagonistes. Qui plus est, une méme cytokine peut
étre produite par différents types cellulaires et une cellule donnée produit le plus
souvent plusieurs cytokines distinctes. Elles se fixent a des récepteurs
membranaires spécifiques, plus ou moins abondants. L'expression de ces
récepteurs est souvent soumise a l'action des cytokines elles-mémes. Les
principales cytokines aujourd’hui connues sont les interleukines (IL), les
interférons (IFN-a, B, v, etc), les facteurs de croissance hématopoiétiques (les
"CSF"), le facteur de nécrose des tumeurs (TNF-a) et le « transforming growth
factor B», TGF-B.

L'IL-1, le TNF-a et I'lL-6 (principalement sécrétés par les macrophages) jouent un
réble majeur dans l'inflammation. L’IL-1 est aussi un cosignal d'activation des
lymphocytes Th : elle stimule leur prolifération, favorise I'expression du récepteur
de I'lL-2 et augmente leur production de cytokines. L'IL-2 est avant tout un
puissant stimulant des lymphocytes T, qui en expriment le récepteur spécifique
lorsqu'ils sont activés. Les IL-4, 5 et 6 sont principalement des activateurs des
cellules B, et sont produites notamment par les cellules Th2 : elles favorisent la

différenciation des lymphocytes B et contribuent au "switch" (ou "commutation
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isotypique") : c’est-a-dire a la synthése d’anticorps de différentes classes.

Entre autres fonctions, I'lFN-y active les macrophages et augmente l'expression
des molécules du complexe majeur d'histocompatibilité, stimulant donc la
reconnaissance des antigenes par les lymphocytes T cytotoxiques.

Il est d'ailleurs possible de distinguer deux sous-groupes de cellules T "helper”,
en fonction de leur production de cytokines (tableau 2) :

- les cellules Thl, qui synthétisent de I'lL-2, de I'IFN-y et de I'lL-12, sont les
meédiateurs de I'hypersensibilité retardée, des interactions Th-Tc et de lI'immunité
cellulaire anti-infectieuse et anti-tumorale ;

- les cellules Th2, productrices d'IL-4, 5, 6 et 10, sont les auxiliaires des

lymphocytes B.

» Immunoglobulines

Les immunoglobulines sont des glycoprotéines comprenant quatre chaines : deux

chaines lourdes identiques et deux chaines légéres identiques réunies entre elles
par des ponts disulfures. Elles sont divisées en 5 classes : IgG (IgG1, 1gG2, IgG3
et 1gG4), IgM, IgA (IgAl et IgA2), IgD et IgE. Les immunoglobulines synthétisées
par les plasmocytes diffusent dans le sérum et les humeurs et se lient a l'antigéne

pour former des immuns complexes éliminés par les phagocytes [79].

5-3-Les réactions immunitaires lors de leishmaniose : modéle général

Aprés linoculation de promastigotes métacycliques par le phlébotome, les
leishmanies se transforment en amastigotes intra-macrophagiques, macrophages
a l'intérieur desquels le parasite peut persister et se multiplier (a la différence
d’autres protozoaires), permettant ensuite sa dissémination dans I'organisme et la

généralisation de I'infection.

5-3-1- Immunité innée

-Les antigénes majeurs du parasite : gp63 et LPG

Le processus immunologique commence par la présentation aux cellules immuno-
compétentes des antigenes leishmaniens. Les antigenes majeurs du parasite
sont la gp63 et le LPG ou lipophosphoglycane de surface. La gp63, glycoprotéine
majeure de surface de la leishmanie, est un antigéne essentiel impliqué dans le

processus d’échappement au systeme de défense de l'organisme et dans sa
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capacité a le coloniser. En outre, la gp63 est I'un des antigénes susceptible
d’'induire une réaction immunitaire favorable. Elle est 'un des antigenes majeurs
présentés par les cellules présentatrices d’antigénes au systéme immunitaire

compétent [107].

¢ ROle des macrophages

Le premier moyen de défense de I'hdte est une réponse immunitaire non
spécifique.

Suite a l'infection, les macrophages tissulaires ou sanguins constituent la premiére
ligne de défense, car ils ont pour fonction de phagocyter les leishmanies et de
présenter leurs antigénes aux lymphocytes, initiant ainsi une réponse plus ou
moins spécifigue de ces cellules .Le macrophage joue le rdle de cellule
présentatrice d’antigénes aux lymphocytes, en particulier aux lymphocytes T
auxiliaires (ou « helper » : LTh) qu’il stimule grace a une interleukine, I'lL-1 [80] ;
[59]. La survie des parasites a l'intérieur des macrophages montre qu’ils ont
résisté a l'action lytique exercée par I'environnement intracytoplasmique (pH acide
: 4,5-5,0, enzymes lysosomales, hydrolases, etc.). En effet, plusieurs mécanismes
permettent aux leishmanies d’y échapper. Elles ont la capacité d’inhiber la
protéine kinase C, une enzyme intervenant dans la synthése de métabolites
oxygénés par les macrophages. Elles produisent par ailleurs des
lipophosphoglycanes qui empéchent la maturation des phagolysosomes
macrophagiques.Mais une réponse immunitaire spécifique, cellulaire et humorale,

se met également en place [80] ; [81].

¢ ROle des cellules de Langerhans

On considére généralement que la présentation des antigénes est également
effectuée par les cellules de Langerhans, mais cette conception est mise en doute
par certains auteurs ayant étudié le processus chez les souris soumises a
I'infection par Leishmania major [82]. La réponse initiale a I'infection serait le fait
des cellules dendritiques dermiques, tandis que les cellules épidermiques de
Langerhans seraient responsables des phénomeénes d’évasion immunitaire des
parasites : les promastigotes qui ont pénétré dans les cellules de Langerhans

échapperaient aux réactions immunitaires. Cette hypothése rendrait compte de
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l'incapacité des cellules de Langerhans activées par les antigénes leishmaniens
de conférer I'immunité.

Les cellules dendritiques élaborent de I'lL-12, qui active les cellules tueuses
naturelles (cellules NK), les macrophages et les polynucléaires neutrophiles. Les
cellules tueuses sécrétent de I'lFN-y qui active les macrophages, puis lysent les
macrophages parasités ; les polynucléaires, actives par I'lFN-y détruisent les
leishmanies par action oxydative (action du monoxyde d’azote : NO) [83].

Lorsque l'agent ne peut étre éliminé par I'activité anti-microbienne non spécifique,
une réponse speécifique peut étre établie, dirigée en partie par les cytokines et
anticorps dérivés des lymphocytes reconnaissant de maniere spécifique les
antigénes parasitaires exprimés sur les macrophages. Cependant, un
échappement a ces défenses est souvent observé, aboutissant a I'apparition des

signes cliniques [80].

5-3-2-Immunité acquise

Les réactions immunologiques a l'infection leishmanienne sont bien connues
dans le cas de la leishmaniose dermotrope a Leishmania major inoculée a des
souris résistantes : réponse de type Th1 productrice de taux élevés d’IL-2, d’IFN-y
et de NO.
Activation des macrophages et synthése de NO
Le principal mécanisme impliqué dans la réponse immunitaire protectrice est
'activation des macrophages par IFN-y et TNF-a pour tuer les amastigotes
intracellulaires.
Les métabolites de l'oxygéne (02-, H202, OH-) sont produits par les
macrophages activés par ces cytokines. Ces macrophages libérent davantage
d’ions superoxydes et d’eau oxygénée que les macrophages résidents normaux,
et leurs mécanismes de toxicité indépendants de I'oxygéne sont plus efficaces
[83].
Le monoxyde d’azote (NO) est I'un des produits cytotoxiques dont la synthése est
fortement stimulée par des cytokines telles que le TNF-a et 'lFN-y qui agissent en
synergie. C’est un métabolite de la L-arginine, produit par les macrophages et les
cellules endothéliales. Il contribue a la résistance de I'néte dans la leishmaniose
en provoquant la destruction des parasites [84]. Sa production est le résultat de

I'activation des macrophages parasités, par la voie génératrice de NO synthase :
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iINOS (i=inducible) [83].

L'implication de la voie du NO dépendant de la L-arginine dans la destruction des
Leishmania par les macrophages est démontrée par plusieurs faits : I'addition de
I'inhibiteur de NOS, la NG-monomeéthyl-L-arginine, inverse l'activité leishmanicide
et les donneurs chimiques de NO induisent la destruction extracellulaire et
intracellulaire des especes de leishmanies [80].

Remarque : Sensibilité ou résistance (le modéle murin)

Au stade amastigote, I'immunité dépend de la régulation de I'équilibre entre les
réactions immunologiques de type Thl et Th2.

L’acquisition de 'immunité protectrice dépend de la capacité de I'organisme a
élaborer une réaction de type Thl, de nature cellulaire, avec des cellules CD4
produisant de I'lFN-y, de I'lL-12 et de I'lL-2, qui joue un réle primordial ; le degré
de la protection conférée est fonction du nombre des cellules T CD4 intervenant.
De ce processus résulte la constitution de granulomes, au sein desquels s’exerce
la capacité leishmanicide des macrophages, générateurs de NO (action des
leucotrienes) et des neutrophiles : action des substances oxygene-réactives [83].
La réaction Th2, productrice d’anticorps, n’est pas protectrice : des taux élevés
d’'IgG sont observés au cours de leishmanioses chroniques, n’ayant pas tendance
a la guérison. La réaction Th2 favorise plutét la pathogénicité des leishmanies par
la production d’IL-4, d’IL-10 et de TGF-B, qui désactivent la réaction Th1. Ainsi, la
voie Th2 est a 'origine de la persistance d’'une population parasitaire [83].

Alors que la résistance a l'infection reste largement associée a I'action de I'lL-12
produit par une réponse de type Thl, les études utilisant des souris déficientes
pour certains génes ont mis en question le réle de I'lL-4 dans la sensibilité a la
maladie ainsi que des autres candidats impliqués : il a été montré que I'lL-4 n’a
pas de rdle aggravant dans la leishmaniose murine. Non seulement les réponses
Th2 peuvent étre induites indépendamment de [I'lL-4 mais aussi que dans
certaines circonstances I'lL-4 peut orienter vers la production d’IL-12 et d’'une
réponse de type 1 [85] ; [86] ; [87].

L’IL-10 est clairement, quant a elle, la principale cytokine immunosuppressive
favorisant l'apparition de la maladie et contribuant également de maniére
significative au maintien d’infections aussi bien chroniques que latentes [85].

L’association de la voie Thl a la résistance et de la voie Th2 a la sensibilité aux
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leishmanies intracellulaires est en réalité une simplification d’'un systéme bien plus
complexe d’interactions régulatrices et contre-régulatrices. Ces mécanismes
dépendent des especes de Leishmania étudiées, de I'hote utilisé et du tissu
examiné [85].

Les cellules T régulatrices ont été démontrées comme étant la seule population
connue de cellules T CD4+ capables d’empécher les maladies auto-immunes et
de supprimer I'activation ou la multiplication des lymphocytes autoréactifs. D’'une
maniere générale, elles peuvent étre définies par leur capacité a contrbler les
réponses immunitaires excessives ou mal dirigées (réponses contre les antigénes
du soi ou contre d’autres pathogénes) [88].

Les cellules T régulatrices sont impliquées dans [linduction de
immunosuppression lors des infections leishmaniennes chroniques. Elles
s’accumulent rapidement dans les sites d’infection de Leishmania major,
supprimant la capacité de la réponse immunitaire a détruire complétement le
parasite. Chez la souris, la persistance du parasite est en effet contrélée par des
cellules T régulatrices endogénes : CD4+ et CD25+, qui expriment fortement le
gene Foxp3 (essentiel au développement et au fonctionnement de ces cellules T
régulatrices) et la réactivation de la maladie est associée a une augmentation de
leur nombre. Ces cellules sécretent du TGF-B qui participe a la régulation de la
croissance du parasite en favorisant sa multiplication et en empéchant la réponse
inflammatoire.

Les cellules régulatrices CD4+ et CD25+ sont également capables de sécréter de

I'lL-10, qui contribue également a 'immunosuppression [89].

5-4-Les réactions immunitaires du chien infecté par Leishmania infantum

o Infection expérimentale des chiens

L’infection expérimentale des chiens pour étudier les réponses immunitaires
présentes au cours de la leishmaniose est trés différente d’'une infection naturelle
pour les raisons suivantes [90] :

- le nombre de parasites nécessaires a la réussite d’'une infection expérimentale
est extrémement élevé et est probablement plusieurs ordres de grandeurs au-
dessus du nombre de promastigotes déposés par le phlébotome lors d’une
infection naturelle ;

- lors d’'une infection naturelle, les parasites sont inoculés avec la salive du
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phlébotome, dont le rble a été démontré dans l'infection ;

- infecter des chiens par la piqlre de phlébotomes infectés expérimentalement est
techniqguement difficile. Killick-Kendrick et al. (d’aprés Pinelli et al.,, [90] ont
effectué la préparation de doses infectantes de Leishmania infantum a partir de
phlébotomes infectés expérimentalement (autorisés a se nourrir sur un chien
infecté cliniguement). Ces doses contenaient un extrait de glandes salivaires de
phlébotomes qui améliore l'infectivité du parasite. L'infection des chiens s’est faite
par inoculation intradermique de 5-8 x 103 promastigotes métacycliques prélevés
sur les phlébotomes. Cette technique, plus proche de la réalité de linfection

naturelle, demande des niveaux d’expertise rarement disponibles.

o Difféerences entre les réponses immunitaires des chiens résistants et des

chiens sensibles

Chez le chien, I'état de « résistance », c’est-a-dire 'absence de symptomes chez
un chien infecté, est caractérisé par une forte immunité cellulaire protectrice,
tandis que celui de « sensibilité », caractérisé par le développement de la maladie,
correspond a une forte réponse humorale (fort taux d’anticorps) [91]. La présence
d’'une forte immunité cellulaire est recherchée par le test cutané a la leishmanine,
aussi connu comme la réaction de Monténégro, méthode de choix pour mettre en
évidence les réponses spécifiques d’hypersensibilité retardée (ou hypersensibilité
de type IV) chez le chien. Le test cutané a la leishmanine est utilisé pour mettre en
évidence I'immunité cellulaire spécifique dirigée contre des parasites du genre
Leishmania chez les chiens asymptomatiques vivant en région endémique ; en
effet, I'hypersensibilité de type IV ou retardée ne se produit que chez des individus
déja sensibilisés ; lors du contact avec I'antigéne injecté dans le derme, les CPA
(macrophages et cellules de Langerhans) captent cet antigéne et le présentent
aux LTmémoire circulant dans I'organisme. La reconnaissance de I'antigéne par
les LT CD4mémoire provoque la synthése de cytokines (en particulier IFN-y). Il en
résulte un recrutement de macrophages activés a I'endroit de I'inoculation en 48 a
72 heures, ayant pour rble de phagocyter les antigénes responsables de
I'activation, et un recrutement de LT mémoire. C'est cet afflux important de
cellules qui se traduit macroscopiquement par une papule inflammatoire au site
d’injection de la leishmanine [92].

La leishmanine est une suspension tuée de promastigotes entiers (0,5-1.107/mL)
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ou détruits (250 g de protéines/mL) dans une solution saline sans pyrogéne
contenant du phénol. L’espéce de leishmanie utilisée n'a pas d’'importance (il n’y a
pas de spécificité d’espéce). Aprés 48 a 72 heures, une réaction positive donne
un nodule induré entouré d'érytheme, caractéristique de fortes réactions
cellulaires.

Ce test est utilisé pour le diagnostic des leishmanioses cutanées et cutanéo-
mugueuses humaines mais n’a pas de valeur pour le diagnostic de la
leishmaniose canine (Cardoso et al., 1998). La présence d'une forte réponse
humorale est mise en évidence par la détection d’anticorps spécifiques anti-

leishmanies dans le sérum [93].

v" Chiens résistants

L'état de « résistance » se manifeste par lapparition d'une réaction
d’hypersensibilité retardée (test cutané a la leishmanine positif), témoignant de
fortes réactions cellulaires, associée a un titre bas en anticorps anti-leishmanies
[93] ; [94]. Ces fortes réponses cellulaires sont liées a I'activation des cellules Th1
produisant de I'lL-2, de 'lFN-y et du TNF-a [91] ; [90]. L’'IFN-y a un rdle clé dans
I'activation des macrophages et la destruction des amastigotes intracellulaires, en
collaboration avec le TNF-a, décrit comme le mécanisme effecteur principal dans
le contrdle de la dissémination du parasite [95].

Les effets de I'lFN-y sont accentués par la présence du TNF-a : en effet, en
'absence d’un signal dérivé d’autres molécules comme le TNF-a, I'lFN-y seul est
inefficace pour activer les mécanismes de destruction du parasite dans les
macrophages [96].

L’interleukine-12 aurait €également un réle dans l'induction et le maintien d’'une
réponse Th1. En effet, on observe, pendant une courte période, I'expression
simultanée de I'lL-12p40, en plus de I'lL-2 et des transcrits dARNm d’'IFN-y chez
les chiens expérimentalement infectés avec Leishmania infantum, indiquant que
ces cytokines ont un lien avec le retard dans I'établissement de la maladie chez
ces animaux. L’IL-12 augmente la production d'IFN-y par les -cellules
mononucléées des chiens infectés naturellement ou expérimentalement, ce qui
explique sa participation dans la réponse Thl [94].

Quelques études ont démontré I'implication des lymphocytes CD8+ (lymphocytes

T cytotoxiques) dans la résistance a la leishmaniose canine. Ces lymphocytes
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sont détectés chez les chiens asymptomatiques expérimentalement infectés avec
Leishmania infantum mais sont absents chez ceux symptomatiques, suggérant
que la lyse directe des macrophages infectés par des lymphocytes T cytotoxiques
représente un meécanisme supplémentaire dans la résistance a Leishmania
infantum [94].

La résistance a la leishmaniose canine est associée a une faible réponse
humorale. [93] ; [91]. Les sous-classes IgGl et IgG2 sont considérées comme
étant un indicateur plus adéquat du statut de leishmaniose canine par rapport aux
IgG totales. Une corrélation directe entre la mise en place de forts taux d’anticorps
anti-leishmanies de type IgG1 et I'apparition de signes cliniques a été démontrée,
tandis que les anticorps IgG2 ont été associés a I'infection asymptomatique [97].
Cependant ces résultats n’ont pas été confirmés par d’autres études dans
lesquelles des chiens présentant une réaction cutanée d’hypersensibilité retardée
montraient des réponses immunitaires humorales polymorphes allant de titres
négatifs en anticorps a des titres positifs d'lgG1 ou IgG2. De plus, des titres élevés
d’anticorps 1gG2 ont été trouvés chez des chiens symptomatiques [93] ; [98] ; [99].
Une autre étude démontre que la réponse humorale a Leishmania n’est pas
polarisée.

Des taux élevés des quatre sous-classes d’IgG étant notés pendant l'infection
[100].

Des données plus récentes montrent une forte expression d’'IgE spécifiques anti-
leishmanies, en plus d’'lgG1, chez les chiens symptomatiques de différentes zones
endémiques. Les IgE pourraient donc étre utilisés comme marqueur d’'une maladie
active [99].

v Chiens symptomatiques

L’état de « sensibilité » se manifeste par I'absence de réaction d’hypersensibilité
retardée (test cutané a la leishmanine négatif), témoignant de faibles réactions
cellulaires, associée a un titre élevé en anticorps anti-leishmanies, non protecteurs
[93] ; [94].

Le développement de la maladie est corrélé a linhibition de la réponse Th1
protectrice, sans cytokines spécifiques associées. Mais la prédominance d’une
réponse immunitaire de type Th2 n’a pas encore été démontrée dans ce cas car le
réle des cytokines de type Th2 n’a pas été prouvé [91].
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L’étude des cytokines impliquées dans la sensibilité a la leishmaniose canine
montre que les cellules du systéme des phagocytes mononucléés provenant de
chiens symptomatiques produisent de faibles quantités d’IFN-y, de TNF-qa, d’'IL-18
et d’'IL-10. Ces résultats montrent la coexistence des cytokines de type Thl et de
type Th2 dans la leishmaniose symptomatique, témoignant d’'une réponse mixte,
sans prédominance d’'une réponse par rapport a l'autre [91].

Bien que chez 'homme, la production d’IL-10 lors de l'infection a Leishmania
chagasi (synonyme de Leishmania infantum) ait été corrélée a I'apparition de
symptémes, une telle association n’a pas pu étre établie au cours de la
leishmaniose canine, les quantités d’'IL-10 dans les tissus infectés étant les
mémes chez les chiens symptomatiques et chez les chiens asymptomatiques. De
plus, I'lL-10 n’est généralement pas retrouvée chez les chiens symptomatiques,
sauf occasionnellement lors d’infections anciennes. L’IL-10 ne semble donc pas
avoir de réle immunorégulateur prédominant dans la leishmaniose canine [95]. Le
role de I'lL-4 en tant que cytokine impliquée dans la sensibilité a la maladie est
controversé dans la leishmaniose canine [94] ; [95].

L’expression d’ARNm d’IL-4 nN‘a pas été observée dans des cellules
mononucléées fraichement isolées de chiens asymptomatiques bien que cette
cytokine ait été détectée chez des chiens asymptomatiques stimulés par un
antigéne leishmanien soluble.

Chez les chiens symptomatiques I'expression dARNm d’IL-4 est observée dans le
cas de cellules mononucléées stimulées par un mitogene et des ARNm d’IL-4 ont
été retrouvés dans la myélographie de chiens présentant de séveres symptémes.
La mesure de I'lL-4 par ELISA dans le surnageant de cellules mononucléées
stimulées par une cystéine-protéinase recombinante montre des niveaux élevés
de cette cytokine dans le surnageant des chiens symptomatiques mais pas dans
celui des chiens asymptomatiques [94] ; [95]. La réponse humorale non protectrice
est précoce et intense. Comme il a été décrit précédemment [93] ; [98] ; [99], les
résultats des études différent quant a la sous-classe des IgG impliqguées dans la
sensibilité a la maladie. Les anticorps produits en quantité importante se
complexent avec des antigenes et sont responsables de symptémes
immunopathologiques relatifs aux complexes immuns : glomérulonéphrite, arthrite,
uvéite. Ces animaux expriment donc rapidement un tableau clinique de pronostic

tres péjoratif.
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Le suivi du taux d’anticorps est intéressant dans le contrble de [I'évolution
favorable d’un traitement (diminution du taux) et dans la surveillance des rechutes
(remontée du taux).

On constate également chez les chiens sensibles une diminution de I'expression
des molécules CD80 et CD86 de co-stimulation sur les macrophages infectés, par
rapport aux chiens symptomatiques. Une expression suffisante de ces molécules
sur les macrophages infectés est donc requise pour l'activation des cellules T
spécifiques produisant I'lFN-y [90]. La figure ci-dessous représente les réactions

immunitaires impliquées dans la sensibilité et la résistance a la leishmaniose.

s Immunité protectrice
activite

eytolytique Lyse des macrophages infectés
s par Leishmania
\ Immunité protectrice

Activation des macrophages
IFN-y, TNFu Production de NO
Destruction des amastigotes
intracellulaires
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Figure 5.1:Représentation schématique des réponses immunitaires lors de
leismaniose canine

5-5-Réle de la salive du vecteur

La salive du vecteur contribue directement aux interactions entre Leishmania et
la réponse immunitaire de I'héte [101].L’action de la pigUre des phlébotomes est
liée a la vaste gamme de substances pharmacologiques présentes dans leur
salive, qui perturbent 'hémostase et la réponse immunitaire de I'héte. En effet ces
molécules aux propriétés anti-coagulantes, anti-plaquettaires, vasodilatatrices,
anti-inflammatoires et immunosuppressives augmentent la probabilité de survie du
pathogene [101]. Le tableau 4 liste les propriétés de la salive du phlébotome.

Les leishmanies injectées avec de la salive ont un pouvoir infectant plus important

que celles injectées seules et, lorsque peu de parasites sont injectés, la présence



de salive détermine si I'infection aura lieu ou non [90].

Tableau 5.1 : Propriétés de la salive du phlébotome [102]

Propriétés vasodilatatrices et immunomodulatrices de la salive du phlébotome

- inhibition de "activation des cellules T

- inhibition de I*activation des macrophages

- inhibition de la production d’oxyde nitrique et d"H20, par les macrophages et de la
destruction des parasites intracellulaires

- augmentation du chimiotactisme et de la phagocytose des parasites par leg
macrophages

- inhibition de I'IFN-y, de I'lL-12 et de I'iNOS

- augmentation de I"IL-4, I'IL-5 et I'[L-10

- anticomplément

- anticoagulation

- wvasodilatation

La salive du phlébotome oriente la réponse immunitaire de I'hdte vers une
réponse de type Th2, caractérisée par une faible production de cytokines telles
que I'lL-12 et 'IFN-y, et une forte production de cytokines comme I'lL-4 et I'lL-10
[102].

En orientant la production de cytokines, les extraits de glandes salivaires
suppriment a la fois la capacité des macrophages a étre activés par I'lFN-y et la
fonction de présentation d’antigénes de ces cellules. lls inhibent donc la
production de NO et d’'H202 par les macrophages, ce qui empéche la mort du
parasite. Cependant, toutes les fonctions du macrophage ne sont pas affectées
car la capture des pathogénes par les macrophages n’est pas altérée [103] ; [90].
D’un autre cbété, les hbtes exposés de maniere répétée aux piqlres de
phlébotomes développent une réponse immunitaire contre des éléments
antigéniques présents dans la salive de phlébotome. En effet, les sujets résidant
en zone endémique qui ont une réaction d’hypersensibilité retardée au test cutané
a la leishmanine développent aussi des anticorps IgG anti-salive de phlébotome
et pourraient étre protégés contre l'infection leishmanienne.

Ces anticorps pourraient donc servir de marqueur épidémiologique d’exposition au
vecteur dans les zones endémiques et de marqueur de protection contre I'infection
par la leishmaniose [101] .

Ces observations conduisent a une nouvelle approche des vaccins anti-
leishmaniens, en utilisant des composants salivaires pour bloquer la transmission
du parasite.

Chapitre 6 : Traitement et évolution
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Il n'existe a I'heure actuelle aucune étude de traitement de la leishmaniose
feline. Nous nous baserons donc sur le modéle du chien pour |'étude des
molécules actives sur les leishmanies. Nous étudierons ensuite I'évolution de la
maladie dans les cas rapportés dans la littérature mondiale lorsqu' un suivi a pu
étre réalisé, et nous verrons les quelques essais thérapeutiques qui ont été

effectués.

6-1- Traitement de la leishmaniose canine
6-1-1- Décision thérapeutique
= Considérations préalables

Avant d’envisager le traitement long, lourd et colteux de la leishmaniose canine,
deux caractéristiques essentielles doivent étre retenues par le praticien confronté
au cas clinique [104]:

- le caractére zoonotique de la maladie : la leishmaniose viscérale humaine est
due a la méme espece et au méme zymodeme de leishmanie. La transmission a
'homme se fait, de facon quasi-exclusive, par l'intermédiaire des phlébotomes
préalablement infectés a la faveur d’'un repas de sang pris sur un chien infecté :
'espece canine constitue dans nos régions le réservoir du parasite. Notre attitude
de clinicien et de thérapeute en la matiére est donc potentiellement lourde de
conséquences ;

- la persistance du parasite au sein de l'organisme : la leishmanie, par des
mécanismes complexes, est capable non seulement de résister aux divers
processus de destruction élaborés par le macrophage, mais également de s’y
multiplier, de sorte que, non seulement tout chien leishmanien, exprimant des
symptémes ou non, est susceptible d’entretenir un foyer endémique (parce qu’il
héberge des parasites viables et infectants dans la lymphe dermique capables
d’infecter des phlébotomes), mais en outre, méme au terme d’un traitement, est
exposeé a des rechutes (C’est-a-dire des manifestations cliniques variées dues a
une multiplication du parasite en divers tissus a partir de quelques leishmanies

persistantes).

» Leishmaniose canine et santé publique
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La protection de la santé publigue est motivée par plusieurs éléments. Le
nombre de cas cliniques humains autochtones n’est pas trés élevé, mais le
contact homme-parasite est fréquent : une enquéte épidémiologique fondée sur
un test intradermique a la leishmanine [105] a révélé une moyenne de 30 % de
sujets présentant une réaction positive dans la localité de I'Abadie (Alpes-
Maritimes), et jusqu’a 60 % chez des personnes agées.

Ceci démontre qu’en zone d’endémie, la plupart des sujets sont piqués par des
phlébotomes infectés, que ceci est proportionnel avec la durée de séjour dans le
foyer et qu’ils élaborent a I'encontre de la leishmanie (dont ils sont porteurs) une
réaction d’hypersensibilité retardée efficace. Or, les causes d'immunodépression
deviennent de plus en plus variées et nombreuses [106] : soit virale (virus de
'immunodéficience humaine responsable du SIDA), soit iatrogénique (utilisation
de corticoides et/ou d'immunodépresseurs) ; de tels sujets peuvent exprimer, a la
faveur de 'immunodépression induite, une leishmaniose.

De plus, la transmission purement mécanique de leishmanies entre le chien
(présentant des ulcéres cutanés par exemple) et 'homme sensible (enfant,
personne agée ou immunodéprimée) est a envisager. La consultation d’'un animal
leishmanien vivant au sein d’'une famille dont 'un des membres est sensible n’est

donc pas médicalement sans risque.

6-1-2-Thérapeutique spécifique
Quelques molécules se sont avérées efficaces en matiére de leishmaniose
canine. Les molécules les plus couramment utilisées dans le traitement de la

leishmaniose canine sont listées dans le tableau 6.
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Tableau 6.1: Nom et protocole d'utilisation des principales molécules utilisées
dans le traitement de la leishmaniose canine.

principe actif nom déposé posologie
antimoniate de Glucantime™ 100 mg'kg) SC pendant
mégluming 3-4 gemaines
allopurinel E}-'luri-::’“ (1) 20 mgkgj PO en
continu
(2) 13 mg'kg 2 fous par

Jour avec 100 mp'kg
d'antimoniate de
mégluming én SC

pentamiding Lomidine” 2 puis 4 mg/kg, en IM
profonde, toutes les 48h
pendant plusieurs mois

paromomycine non commercialisé 10-20 mg/kg/) .| M
o France pendant 4 semaines
amphotéricine B Fungizune’“ 0,5-0,8 mp'kg, IV stricte

en 3-30 secondes, 24 3
fois par semaing

amphotéricme B sous AmBisome®
forme liposomale

kétoconazole Hémt’ungalt 10-20 mgkg en 2 prises
quotidiennes, PO,
pendant 2 mois
quinolones
enrofloxacing Ea;-trilt 10 mgkg| PO
marbofloxacine .'\-{arbu-cyll 2mgkg| PO pendant 28

JOUTE
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6-2-Chez le chat

6-2-1-Données expérimentales

L'infection experimentale de 13 chats avec Leishmania braziliensis et, le suivi est
réalisé sur 72 semaines [30]. Les lésions cutanées atteignent leur taille maximale
a 10 semaines post-infection, et commencent a decroitre 15 jours plus tard. Les
nodules des oreilles et du nez disparaissent respectivement a la 32° et la 40°
semaine post-infection. Sur un chat, une Iésion réapparait 4 mois plus tard.
Aprés 72 semaines, un seul chat présente encore une alopécie bilatérale, en
particulier sur les membres, et un autre montre de faibles épisodes
d'éternuements. A la fin de [I'expérience, une adénomégalie est encore
détectable sur 2 des 8 chats restants (un chat est mort & 24 semaines sans
autopsie possible, les 4 autres chats ont été euthanasiés). Cependant, la maladie
est contrélée et tous les animaux paraissent sains. Dans cette étude, les chats
présentent des lésions qui disparaissent spontanément en quelques semaines, et
le suivi ne porte que sur 72 semaines.

En conditions naturelles, et parmi les cas répertoriés ici, la rémission est loin d'étre

la régle géneérale.

6-3- Données thérapeutiques de la leishmaniose canine

Plusieurs molécules et combinaisons de molécules ont été testées chez le chien.
6-3-1 - Molécules actives sur les leishmanies

Tableau 6.2: Liste de molécules citées leishmanicides ou leishmaniostatiques.
[104]

Principe actif Nom commercial

Antimoniate de méglumine Glucantime®
Pentamidine Lomidine®
Allopurinol Zyloric®
Amphotéricine B Fungizone®
Quinolones* (Enrofloxacine) Baytril®,
Miltefosine Impavido®

v" Antimoniate de méglumine
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L'animal traité quel que soit son statut clinique et parasitologique, n'est plus
source de parasites durant 4-5 mois, il le redevient ensuite, et parfois exprime
une rechute. La dose quotidienne optimale est de 100mg/kg, par voie sous-
cutanee. La duree d'administration doit etre de 20 jours au minimum (voire 30 jours)

de fagcon continue.

v Allopurinol

Cette molécule est leishmaniostatique, et lorsqu'elle est utilisée seule, a la dose
de 10-20 mg/kg/jour per os durant plusieurs mois, elle diminue les risques de

rechute, mais son utilisation seule ne suffit pas a traiter la leishmaniose.

v Pentamidine

L'isoethonate de pentamidine est le seul sel de pentamidine actuellement
disponible, le mesylate de pentamidine (Lomidine®) ayant été retiré. Ses
injections sont parfois douloureuses et peuvent s'accompagner d'hypotension
et de nausées. Elle est utilisée a la dose de 3 a 4 mg/kg en 1-3 injections

quotidiennes en I.M, a plusieurs jours d'intervalles.

v" Amphotericine B

Elle est utilisée a la dose de 0,5 a 0,8 mg/kg jusqu'a un total de 8 a 15 mg, par
voie intraveineuse stricte, en 2-3 fois par semaine. Ce traitement est efficace mais
il est formellement proscrit, car il constitue la base de la thérapeutique chez
I'homme. Cette molécule, qui permet une stérilisation parasitaire totale, est
donc a bannir chez le chien et chez le chat, afin de ne pas favoriser I'apparition

de souches resistantes.

v" Aminosidine (paromomycine)

Ses résultats sont satisfaisants a la dose de 5mg/kg maximum, 2 fois par
jour pendant 3 a 4 semaines. Cependant, la prescription de ce traitement
requiert un bon fonctionnement rénal, ce qui limite fortement son champ
d’utilisation.

v' Spiramycine associee au Métronidazole
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Ce traitement comprend 150 kUI/kg de spiramycine, et 25 mg/kg/jour de
métronidazole par voie orale pendant 13 semaines, en association avec le
Glucantime® ou l'enrofloxacine. Des essais cliniques ont montré des résultats
satisfaisants, mais qui ne sont pas supérieurs a ceux obtenus avec le traitement
consensus.

v Fluoroquinolones

L'enrofloxacine, a la dose de 20 mg/kg/jour par voie orale pendant 4 semaines ou
en association avec le métronidazole 10 mg/kg/jour par voie orale pendant 4
semaines, et la marbofloxacine, a la dose de 2mg/kg/jour per os pendant 10 a
40 jours, sont des molécules qui donnent in vitro de bons résultats mais qui

nécessitent confirmation par des essais cliniques.

v" Dérives de l'imidazole

Ces molécules donnent des resultats décevants.

v" Millefosine

Elle a montré des résultats prometteurs, avec une bonne efficacité, une faible
toxicité et une administration aisée. L'OMS (Organisation Mondiale de la Sante) a
interdit son usage pour les animaux, afin d'eviter I'emergence de souches de

leishmanies resistantes.

-Traitement chez le chien

A partir des données actuelles, et en combinant les différents critéres d'efficacite,
de toxicité minimale, et de santé publique [104], le traitement actuel a privilégier
chez le chien est fondé sur [l'utilisation de I'antimoniate de meglumine
(Glucantime®) a la dose de 100 mg/kg/jour, pendant au moins 21 jours et
pouvant étre prolongé jusqu'a 28 jours, exclusivement par voie sous-
cutanee, en association avec I'Allopurinol (Zyloric®), a la dose de 15 mg/kg
matin et soir, tous les jours, en permanence. Cette association donne des résultats
cliniques et sérologiques et des fréquences de rechutes plus favorables qu'en
cas d'utilisation de ces composeés seuls.

L'animal ainsi traité reste toutefois exposé aux rechutes : la thérapeutique actuelle

ne permet pas la stérilisation parasitaire de I'animal. Un suivi de I'état clinique, des
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analyses biologiques et de la sérologie, est nécessaire afin d’éviter une eventuelle
recidive. Enfin, I'allopurinol & la dose de 15 mg/kg matin et soir de fawn continue
diminue significativement les risques de rechute. A partir des études effectuées
chez le chien et en I'absence de données chez le chat, des traitements ont été

tentés dans certains cas.

6-4- Suivi des cas de leishmaniose feline

Sur les 35 cas repertories, le suivi de 22 d'entre eux est réalisé. 7 cas sont
morts spontanément (32 % des chats suivis), 6 cas présentent une guérison
clinique (27 % des chats suivis). Le suivi de ces chats n'est pas standardisé, ce
qui rend difficile une étude comparative de ces cas. lls sont répartis en 2
catégories : les chats non traités et les chats recevant un traitement

spécifigue de la leishmaniose.

6-4-1-Chats non traités

Sur les 22 chats suivis, 15 n'ont recu aucun traitement specifique de la
leishmaniose.

Sur ces 15 cas, 7 chats sont morts spontanement, soit 27% des cas suivis et
47% des chats n‘ayant recu aucun traitement spécifique de la leishmaniose. 2
d'entre eux présentaient des affections intercurrentes graves (affection
pulmonaire, FIV).

La description de 3 cas nous informe de lexistence de signes généraux
(amaigrissement, lymphadénite et splénomégalie, hépatomégalie et splénomégalie
avec envahissement de ces organes par des leishmanies). Chez le chat, la
dissémination du parasite dans l'organisme semble donc pouvoir engendrer la
mort. Parmi les 8 autres chats, 5 sont euthanasiés et 3 montrent une rechute,
une persistance ou une aggravation des lésions. 2 d'entre eux développent une

insuffisance rénale chronique.

6-4-2- Chats traités contre la leishmaniose

L'exérése seule des lésions ne semble pas suffisante : elle a été réalisée en
premiere intention dans 4 cas. L'un d'entre eux est mort, les autres ont
présenté des rechutes. Des essais thérapeutiques ont été réalisés sur 9 chats,

et la guérison clinique a été obtenue pour 6 de ces cas (67%). Plusieurs
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traitements ont donc été essayés a partir des molécules plus ou moins efficaces

chez le chien.

Tableau 6.3- Molécules utilisées : Evolution chez les chats traités.

Molécule Résultats

Antimoniate de méglumine

2 fois, seul ou en association avec du

kétoconazole a entrainé une guérison

metronidazole

clinique
Allopurinol Employé seul ou associé a diverses molécules
(interferon, corticoides, antibiotiques). Dans les 4
cas utilisés, la guérison clinique a été obtenue
Pentamidine Guérison clinique (employée une seule fois)
Aminosidine En topique n'a entraine aucune amelioration.
Spiramycine Utilisée une seule fois, avec du fluconazole, il

s'est avére inefficace chez le chat.

Fluoroquinolones

Enrofloxacine associée a l'allopurinol dans un

cas,. la guérison clinique a été obtenue.

Dérivés de l'imidazole

Clotrimazole en topique et le levamisole dans un
cas, et l'itraconazole dans l'autre cas, n'ont eu

aucun effet.
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CONCLUSION

Le chat est considéré comme un hoéte inusuel de Leishmania spp.
Par diférentes métodes (HAI, IFIl, ELISA, WB), la séroprévalence varie de 0,6% a
59%.
Trois zimodémes ont souvent été signalés : MON1 (2 cas), MON72, MONZ201.
L’hémogramme a révélé, une neutrophilie, une lymphopénie, une pancitopénié,
une anémie et, plus rarement une éosinophilie. L’electrophorése des proteines
réalisées chez 15 chats a révélé une hyperglobulinémie (14 cas) et une hypo-
albuminémie (11 cas).
Bien que le chat semble susceptible de transmettre les leishmanies, le portage
du parasite par cette espece est mal estimé. Ainsi, le réle du chat dans le cycle
du parasite est encore méconnu. Constitue-t-il un héte occasionnel, un réservoir
secondaire?
Ces questions ont leur importance non seulement en médecine vétérinaire, mais
egalement dans le cadre de la santé publique, compte tenu du caractére
zoonotique de la maladie. Le chat est également une victime de la maladie. Les
cas recenseés restent rares, mais s'agit-il d'une capacité du chat a éliminer le
parasite, ou simplement du fait que la leishmaniose féline est sous
diagnostiquée ?
Le traitement courant de la leishmaniose, le plus utilisé par les vétérinaires étant
I'association antimoniate de méglumine-allopurinol, se heurte a des problemes de
toxicité, de rechutes et de résistances, si bien que le traitement optimal de la
maladie et la stérilisation parasitaire sont encore impossibles. En revanche, des
progres ont été réalisés dans la prophylaxie de la leishmaniose canine, c’est-a-
dire la prévention de l'infection par la réduction des piqlres de phlébotomes grace
a des insecticides topiques et par la vaccination (vaccin disponible au Brésil
depuis 2004) [108].
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En Algérie, aucun cas de leishmaniose féline n’a été diagnostiqué et publié dans la
littérature, hormis celui d’un chat « suspect » présentant une dermite ulcérative au
niveau des lévres, de la téte et de l'oreille [109]. Toutefois, sur 35 cas, 18 ont été
recensés ces dix derniéres années a travers le monde et, le nombre de cas
découverts semble étre en progression constante (5 cas en 2005) [4]. Le chat
n’exprimerait-il que rarement cette pathologie et de ce fait cette derniere est
sous diagnostiquée voire ignorée au profit d’autres maladies propres a

'espéce ?

D'un point de vue épidémiologique, le réle du chat dans la dissémination du
parasite est inconnu [4]. Peut-on considérer le chat en Algérie (zone d’endémie de la
leishmaniose), comme réservoir primaire ou accidentel (accessoire) de la pathologie ?
L’objectif de notre étude est d’essayer dans la mesure du possible, d’apporter des
éléments de réponses (fussent-ils minimes) a ces questions grace a un travail
mené au niveau de la fourriere d’Alger sur un échantillon d’animaux (chiens et
chats) exposés au méme risque infectieux et ceci grace a des méthodes
sérologiques reconnues fiables (FLG, Witness, IFI). Ainsi, notre travail s’attélera a
établir des prévalences chez les deux espéeces (chiens et chats) aprés lecture des
résultats obtenus sur des prélevements sanguins effectués sur ces animaux
Le tirage au sort s’est effectué sur une fréquence de cing, c'est-a-dire qu’un
prélevement sanguin était réalisé apres le passage de cing (5) animaux. Ainsi, c’est

toujours le sixieme (6) sujet qui est préleve.

- MATERIEL et METHODES

1-Pré-enquéte :

Une investigation a été menée aupres des vétérinaires installés dans la wilaya
d’Alger afin d’essayer de découvrir des cas de suspicion de leishmaniose féline dans
cette région.

Les questions posées visaient notamment leur type d’activité, leur expérience
professionnelle, leur approche générale de la pathologie et enfin leur démarche

clinique, diagnostique et thérapeutique de la leishmaniose.
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2-Examen clinique

Sur le lieu de I'expérimentation, aprés tirage au sort des sujets, un examen clinique a
été systématiquement entrepris afin de sélectionner les animaux présentant des
symptémes évocateurs de la leishmaniose .Une légére tranquillisation s’est avérée
parfois nécessaire afin de mieux maitriser 'animal dans le but d’effectuer cet

examen ainsi que les prélevements sanguins .

3-Zone d’étude :

Apres autorisation obtenue aupres de la fourriere canine (HURBAL) d’Alger, nous
avons effectué des prélevements sanguins sur 50 chiens et 50 chats tirés au sort
aprés leur capture par le personnel de la fourriére.

La zone d’étude a couvert la wilaya d’Alger avec ses 57communes (Figure 1).La
wilaya d’Alger s’étale sur une superficie de 230 Km2 ,la population compte 3 657 342
habitants ,le climat est de type méditerranéen avec des étés chauds et secs et des
hivers doux et humides ,la neige y est rare mais pas impossible ,les pluies sont
abondantes et peuvent étre diluviennes ,les températures y sont maximales de la mi
juillet a la mi aolt (Wikipedia , 2010).
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Dwvisée en 13 dairas (sous-préfectures)

Wilaya (Préfecture) d'Alger
Découpée en 57 communes
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Figure 1 : Carte géographique Wilaya d’Alger (anonyme ; 2010)
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4 - Population cible :

Elle est constituée de la population de chiens et de chats errants capturés par la
fourriere (HURBAL) sachant que cette derniére couvre 57 communes de la wilaya
d’Alger.

Cette population est composée essentiellement de chiens et de chats de race
commune avec parfois la capture d’animaux de race pure, telle que Berger
Allemand, Rottweiler et Doberman.

La fourriere prend en charge certains chiens dont les propriétaires font I'objet de
poursuites judiciaires, ces animaux ne sont pas sacrifiés et de ce fait exposés a des
risques infectieux vu I'environnement immédiat de la fourriere (figure 2) qui est une
zone propice a la multiplication du vecteur (phlébotome)sachant que ce dernier est

terricole laissant planer ainsi le risque de contamination du personnel de la fourriére.

Figure 2 : Sites immédiats de la fourriere (HURBAL).

5 - Méthode d’échantillonnage

Pour pouvoir déterminer le nombre de sujets nécessaires a introduire dans
I'échantillon, nous avons utilisé les tables de Toma et al., [110] qui indiquent le
nombre de sujets a étudier en fonction de :

La précision relative souhaitée

La prévalence attendue

Concernant la prévalence attendue et en fonction de la bibliographie qui traite de la
leishmaniose féline, on peut estimer cette prévalence a 25%.

Pour le degré de précision, 'augmentation de celui-ci augmente le nombre de sujets
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a étudier. Nous avons donc décidé de choisir un degré de précision de 50% ce qui
permet I'étude d’'un nombre faible d’animaux en raison des moyens matériels de

diagnostic limités (kit Witness leishmania ne comprenant que 100 plaques).

Donc le nombre de sujets nécessaire a I'étude a été de 47 selon la table de Toma
[110].

Tableau 1: Nombre de sujets nécessaire pour l'estimation d’'une prévalence en

fonction de la prévalence attendue et de la précision relative souhaitée. [110]

Précision Prévalence attendue (p. cent)
relative

1 2 3 4 5 10 I5 20 25 30 35 40 45 S0
| 10p.cent 38032 18824 12422 9220 7300 3458 2177 1537 1 153 897 714 S77 470 3s¢
20p.cent 9508 4706 3106 2305 1825 865 545 385 289 225 179 145 118 o |
30p.cent 4226 2092 1381 1025 812 385 242 171 129 100 80 65 53 43
40p.cent 2377 1177 777 577 457 217 137 97 73 S7 45 37 30 2¢
| SOp.cent 1522 753 497 369 292 139 88 62 (47) 36 29 24 19 16

| 60p.cent 1057 523 346 257 203 97 61 43 33 25 20 17 14 11
70 p. cent 777 385 254 189 149 71 45 32 24 19 15 13 11 10
| 80p.cent 595 295 195 145 115 S5 35 25 20 17 14 13 11 10
90p.cent 500 250 167 125 100 SO 33 25 20 17 14 13 {1 10

100 p. cent 500 250 167 125 100 S0 33 25 20 17 14 13 (1 10

6 - Intervalle de confiance

L’intervalle de confiance fournit I'étendue des valeurs dans lesquelles nous nous
attendons a trouver la valeur réelle de lindicateur étudié, avec une probabilité
donnée. De cette facon, il donne une estimation de la différence potentielle entre ce
gui est observé et ce qui arrive vraiment dans la population (figure 3), ce qui aide
dans l'interprétation de la valeur de l'indicateur observé. L’intervalle de confiance de
95 % est le plus utilisé. Il ne doit étre calculé que lorsqu’il s’agit d’'une estimation sur
un échantillon et non pas lorsque les analyses ont porté sur I'ensemble de la
population [110].
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* Soit p la proportion déterminée sur un échantillon n de la population N
(Exemple : p = 0,20 car sur un échantillon de 100 animaux, 20 ont fourni une
réponse positive).

Pq

n
+ L’écart-type de cette proportionest: |0 = T lorsque N < 10 p.cent

p : proportion (D a 1)

’ n n
q : complément a | de la proportion  |o= “_E)%‘l lorsque N > 10 p. cent

n : nombre d’unités dans ’échantilion

[Conditions d’application* : np > 5 nq > 3|

(Exemple : 1’ Leldl =004 )
100

* L’intervalle de confiance (1C) 2 95 p. cent est : o +2 0
(risque d’erreur : 5 p. cent)

| ! ]
- I l

p-20 p pt2o

Figure 3 : Méthode de calcul de I'intervalle de confiance [110]

En calculant notre intervalle de confiance, nous avons le résultat suivant :
Sachant que durant la période d’étude (3 mois) il a été capturé environ 1500 chats et
gue la moitié (750) était des adultes susceptibles d’étre incorporés a I'étude, le N
devient égal a cette valeur et le n égal a 50, nous aurons donc :

P=0,066 ; g=0,934 6=0,1366 ; 2 6 =0,2733. IC= p+2 6 =0,066+0,2733

Si on se référe a la table de Toma, I'échantillon est compris entre 1153 et 289 sujets
pour une prévalence attendue de 25% afin d’avoir une meilleure représentativité,
prouvant ainsi un grand intervalle de confiance sachant que nous avons travaillé sur
un effectif de 50 sujets ce dernier n’est représentatif que de la population de la

fourriere et en aucun cas de la population féline de la commune d’Alger.
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7 - Récolte des prélevements

Les prélevements sanguins ont été effectués sur les animaux a raison de 6
prélevements par semaine, de Février 2010 a Mai 2010. Les chiens et les chats
prélevés ont été choisis sur la base des signes cliniques qu’ils présentaient , sur la
condition qu’ils soient des animaux errants exposés au méme risque infectieux sans
tenir compte du sexe et tout en préférant les adultes aux sujets jeunes. Apres
tranquillisation a 'acépromazine (lorsque cela s’avere nécessaire) des prélevements
de sang total sur tube sec sous vide sont réalisés systématiquement.

Sur 5 chats des copeaux de peau sont également réalisés puis étalés sur lame et
fixés et, sur 7 chiens des ponctions ganglionnaires sont effectuées. Les échantillons
de sang sont conserveés au froid avant d’étre acheminés au laboratoire de l'université
de Blida.

8- ldentification des prélévements

Les tubes de prélevement de chaque animal sont systématiquement identifiés en y
inscrivant la date, I'espéce, le sexe et la race. Une fiche élaborée par nos soins
accompagne chaque prélévement . Celle-ci permet de noter les renseignements sur
'animal ainsi que les éventuelles Iésions rencontrées. Au total 50 prélévements sont
réalisés sur chacune des espéces. Chaque échantillon est affecté d’'un numéro de 1
a 50 et d'un code CT pour les chats et CN pour les chiens. Les informations
recueillies sont représentées dans le Tableau 1 et 2. Les échantillons sanguins sont
d’abord soumis au test FLG puis au test Witness. Le sérum est conservé dans des
cbnes Eppendorf avant d’étre congelés a -20 °C pour des tests IFI. Les tests FLG et
Witness sont réalisés au fur et a mesure que les échantillons sont acheminés au
laboratoire.

9 — Méthodes de laboratoire

9.1. Etude sérologique par le test FLG (Formol Leuco Gélification)

C’est un test non spécifique de réalisation simple permettant de mettre en évidence
une hyper protidémie et I'inversion du rapport Albumine /Globuline. Ce test peut étre
mis en ceuvre en salle de consultation selon la technique de Gate-Papacostas .l
consiste a ajouter 2 gouttes de solution de formol concentré (40%) a 1 ml de sérum
suspect. Lors de réaction positive, la solution ainsi formée se gélifie et prend une
couleur blanche. Au-dela de 30 minutes le test ne peut étre considéré comme positif.
(Figure 4).



Récolte de 1ml de sérum | 2 gouttes de formol 40% | Sérum + Formol

Mélange du tube Tube
gélification

—

renversé :

Figure 4 : Test FLG positif

9.2. Etude sérologique par le test WITNESS Leishmania

a- Principe du test
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C’est un test de réalisation simple, fondé sur une technique d’immuno-migration

rapide (rapid immuno-migration, RIM). L’échantillon a tester contenant les anticorps

anti-leishmania (sang total, sérum ou plasma) est mis en contact avec des particules

d’or colloidal sensibilisées. Le complexe ainsi formé migre sur une membrane avant

d’étre capturé sur une zone réactive, au niveau de laquelle sa concentration

provoque la formation d’'une bande de couleur rose clairement visible. Une bande de

controle, située a I'extrémité de la membrane, permet de s’assurer que le test a été

réalisé correctement.

Kit Witness leishmania




b. Protocole opératoire (appendice B)

- Placer une plaquette test sur une surface plane.

- Placer 10 pl de sérum dans le puits échantillon.

- Laisser bien pénétrer I'échantillon dans la membrane.

- Répartir 4 gouttes de la solution tampon (laisser s’imprégner entre chaque goutte).

- Observer au bout de 10 minutes (maximum) la présence ou non de bande de

couleur rose dans les fenétres.

. R . . Récolte de sérum 10 pl dans le puits
Sérum apres centrifugation

Solution tampon Identification Lecture

Figure 5 : Mode opératoire de la technique du test Witness
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9.3. Etude sérologique par le test d'immunofluorescence indirecte (IFl).

a - Principe de la technique IFI : [77].

L’IFI repose sur la mise en évidence de complexes Ag-Ac grace au marquage des
réactifs immunologiques (Ag) par une substance fluorescente. Les Ac recherchés
dans le sérum sont fixés sur I'antigéne lui-méme fixé sur une lame puis mis en
évidence par I'ajout d’anti-gamma globulines spécifiques d’espéce marquées par un

fluorochrome.

- Principe de la méthode IFI [78]
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I - RESULTATS

1- Résultats de la pré-enquéte

Durant cette étude, des questionnaires élaborés par nos soins (appendice E) ont
été distribués a quinze (15) vétérinaires privés installés dans la région d’Alger
notamment Delly Ibrahim, Kouba, Birkhadem, ElHarrach, EIBiar, BabaHacene,
Cheraga et BéniMessous.

Notre choix s’est porté sur les praticiens dont I'activité dominante est la canine et
qui exercent essentiellement en milieu urbain, ces derniers sont quasiment tous
généralistes (14) a l'exception d'un spécialiste (chirurgien), leur expérience
professionnelle varie de 5 a 20 ans.

Durant 'année 2009 ces vétérinaires ont eu a suspecter la leishmaniose sur 20
cas en moyenne, aucun d’eux n’a évoqué la suspicion de la pathologie chez le
chat.

Leur démarche diagnostique est basée sur I'examen clinique de I'animal avec
pour signes prédominants chez le chien l'alopécie, 'amaigrissement, les Iésions
cutanées, les adénopathies et [I'épistaxis. L'examen clinique est
systématiquement suivi d’'un prélévement sanguin envoyé a I'lPA, quelques rares
praticiens utilisent le test d’orientation en I'occurrence la FLG.

Pour le diagnostic épidémiologique, il est surtout tenu compte de leur part des
parametres tels que I'age et la race.

La majorité des vétérinaires sondés envisagent l'euthanasie de l'animal a
guelques rares exceptions qui préconisent un traitement notamment a base

d’Allopurinol (disponibilité), et un suivi sérologique.
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1/Etude rétrospective sur I'expérience professionnelle des vétérinaires sondés

dans la région d’Alger .

m vétérinaires

0-5ans 5-10ans >10ans

Figure 6 : expérience professionnelle des vétérinaires.

L’enquéte sur I'expérience professionnelle des vétérinaires montre qu’une majorité
d’entre eux ont plus de 5 ans d’exercice dans la profession ce qui pourrait nous
pousser a penser qu’ils ont une connaissance approfondie de la leishmaniose ; il en

est de méme des 5% possédant plus de 10 ans d’expérience.
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2/Etude rétrospective sur la fréquence de la leishmaniose auprés des vétérinaires
sondés selon les saisons

B automne M hiver M printemps M été

3% 2%

Figure 7 : fréquence de la leishmaniose selon les saisons

L’été semble étre la saison ou la pathologie est la plus diagnostiquée avec 68% des

cas.
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3/ Etude rétrospective sur le diagnostic de la leishmaniose

M vétérinaires
100% .
Examen clinique Dgc au cabinet Dgc IPA

Figure 8 : diagnostic de la pathologie.

L’examen clinique semble étre la base du diagnostique de leishmaniose pour les
vétérinaires interrogés, en effet 100% d’entre eux estiment que les signes cliniques
sont les plus représentatifs de la pathologie ; 3% effectuent un examen d’orientation
du type FLG au cabinet et 95% envoient systématiquement des prélevements

sanguins vers une structure spécialisée en I'occurrence I'lPA.
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4/Etude rétrospective sur la décision thérapeutique des vétérinaires sondés lors de
leishmaniose.

M traitement M Euthanasie

Figure 9 : décision thérapeutique.

95% des vétérinaires devant un diagnostique de certitude de la leishmaniose ont
recours a I'euthanasie de I'animal atteint en raison du risque de propagation de la
maladie et de la contamination éventuelle du propriétaire lui-méme ,3% d’ente eux

instaurent un traitement suite a l'insistance du propriétaire.
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2-Résultats de I'examen clinique

Les chats et les chiens faisant 'objet de I'’étude ont été choisis sur la base des signes
cliniques apparents qu’ils présentaient, sur la condition qu’ils soient des animaux
errants exposés au méme risque infectieux sans tenir compte du sexe tout en
préférant les sujets adultes aux sujets jeunes.

Ces animaux ont subi systématiquement un examen clinique basé sur I'observation
de I'état général, la prise de température rectale et la fréequence cardiaque.

L’examen clinique rapproché et plus minutieux notamment chez les chiens a montré
des lésions apparentes comme les dermatites, les ulcérations, I'Onychogriffose, le
furfur, le squamosis ou encore la kératite.

Certains animaux ont présenté des |ésions encore plus flagrantes comme I'aspect de
« vieux chien » qui ne correspondait pas avec I'dge supposé apres examen de leur

dentition.
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Tableau 2 : Signes cliniques des chiens positifs aux tests.

Chiens Age Sexe Race Signes cliniques

CN1 2 ans Male Commune Furfur — Dépilation

CN3 5 ans Male Commune Furfur—Dépilation

CN4 4 ans Male Commune Dépilation

CN5 5 ans Male Commune Onychogriffose-furfur-
hyperkératose- aspect vieux
chien-squamosis- adénopathie

CN6 3 ans Femelle Doberman Onychogriffose-hyperkératose-
épistaxis

CN10 2 ans Male Commune Dépilation

CN12 4 ans Male Commune Dépilation

CN15 5 ans Male Commune Dépilation

CN18 3 ans Male Commune Dépilation

CN22 4 ans Male Commune Dépilation

CN27 3 ans Male Commune Dépilation — furfur

CN28 4 ans Male Commune Dépilation —furfur

CN31 6 ans Male Berger Onychogriffose-furfur- dépilation-

Allemand hyperkératose- aspect vieux

chien-squamosis- adénopathie

CN34 8 ans Male Commune Dépilation

CN36 5 ans Male Commune Sans signes cliniques

CN39 5 ans Male Commune Dépilation — furfur

CN42 17 mois Femelle Berger Onychogriffose-furfur-squamosis-

Allemand dépilation

CN48 2 ans Male Rottweiler furfur-  hyperkératose- aspect
vieux  chien-dépilation-kératite-
adénopathie-squamosis

CN49 3ans Male Commune Onychogriffose-furfur-
hyperkératose- aspect  vieux
chien- adénopathie-dépilation
épistaxis

CN50 4 ans Male Commune Onychogriffose-furfur-

hyperkératose- aspect vieux
chien- adénopathie-dépilation —

squamosis




Tableau 3 : Classement des Iésions des chiens positifs.
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Chiens Age Sexe Race Lésions FLG | Witnes IFI
S
CN1 2ans Male Commune 6-2 + + o*
CN3 5ans Male Commune 6-2 + + o~
CN4 4ans Male Commune 6 + + o*
CN5 5ans Male Commune | 1-2-3-4-5- + + (04
8
CN6 3ans Femelle | Doberman 1-3-7 + + o~
CN10 2ans Male Commune 6 + + -
CN12 4ans Male Commune 6 + + ++
CN15 5ans Male Commune 6 + + -
CN18 3ans Male Commune 6 + + -
CN22 4ans Male Commune 6 + + -
CN27 3ans Male Commune 6-2 + + -
CN28 4ans Male Commune 6-2 + + +
CN31 6ans Male BA 1-2-3-4-5- + + +
6-8
CN34 8ans Male Commune 6 + + -
CN36 5ans Male Commune 0 + + ++
CN39 5ans Male Commune 6-2 + + -
CN42 17mois Femelle BA 1-2-5-6 + + o*
CN48 2ans Male Rottweiler | 2-3-4-5-6- + + o*
8-9
CN49 3ans Male Commune | 1-3-4-2-6- + + 0*
7-8
CN50 4ans Male Commune | 1-2-3-4-5- + + o=
6-8
Codification des lésions : 0 : sans lésion 1 : Onychogriffose 2: Furfur
amiantacé 3: hyperkératose 4 : Aspect de « vieux chien » 5: Squamosis 6 :
Dépilation 7 : Epistaxis 8 : Adénopathie 9 : Kératite

0* : test IFI non réalisé

Dans le but de faciliter le travail statistique nous avons eu recours a cette codification

des lésions retrouvées chez les chiens positifs aux tests effectués.

Nous remarquons que la race commune représente le plus grand nombre de sujets,

toutefois des races pures sont également représentées telles que le Berger

Allemand, le Rottweiler et le Doberman.

La lésion 6 (dépilation) est la plus retrouvée, un chien s’est avéré positif mais ne

présentait aucune lésion, ce dernier a été sélectionné dans le protocole sur le critére

de I'age relativement avancé.

A noter que sur les 50 prélevements, 36 ont pu étre traités les 14 restants dont

l'identification a été altérée lors de la décongélation.
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Sur les 20 chiens positifs au Witness et FLG, 10 ont été testés par la méthode IFI,
parmi cet effectif 4 chiens ont été positifs a des taux variant de 1/20 a 1/160.

A la lecture de ces données, nous ne pouvons pas avancer une corrélation entre les
tests Witness et IFI du fait que le seuil de sensibilité du Witness est plus élevé
(96,4%).

ulcération Kératite

squamosis Furfur

Onychogriffose

Figure 10 : Lésions chiens

Tous les signes cliniques observés sur les photos (Figure 10) sont typiques de la
leishmaniose (aspect de vieux chien, ulcération, kératite, onychogriffose, squamosis

et furfur) et sont retrouvés dans la bibliographie.
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Les signes cliniques chez les chats ont révélé essentiellement des Iésions
d’ulcérations et des nodules exclusivement au niveau de la téte avec 5 cas parmi les
18 cas positifs chez qui nous avons remarqué en plus de I'amaigrissement voire de

la cachexie et des adénopathies poplités ( tableau 4 ).

Tableau 4: Signes cliniques des chats positifs aux tests

Chats Age Sexe Race Signes cliniques
CT20 3 ans Male Commune Ulcération
CT21 2 ans Male Commune Ulcération
CT22 2 ans Male Commune Ulcération-
cachexie-
adénopathie
CT23 3 ans Femelle Commune Ulcération
CT25 4 ans Male Commune Ulcération
CT26 3 ans Femelle Commune Ulcération -
cachexie-
adénopathie
CT27 3 ans Male Commune Ulcération
CT29 4 ans Male Commune Ulcération
CT30 5 ans Male Commune Ulcération
CT31 3 ans Male Commune Ulcération -
cachexie-
adénopathie
CT32 3 ans Male Commune Ulcération
CT33 2 ans Male Commune Ulcération
CT34 4 ans Femelle Commune Ulcération -
cachexie-
adénopathie
CT36 2 ans Femelle Commune Ulcération
CT39 2 ans Male Commune Ulcération
CT46 1an Femelle Commune Ulcération
CT48 10 ans Male Commune Ulcération —
chancre
d’inoculation-
cachexie-
adénopathie
CT49 4 ans Male Commune Ulcération —
chancre
d’inoculation




Tableau 5 : Classement des lésions des chats positifs

Chats Age Sexe Race Lésions FLG Witness
CT20 3ans Male Commune 1 + +
CT21 2ans Male Commune 1 + +
CT22 2ans Male Commune 1-3-4 + +
CT23 3ans Femelle | Commune 1 + +
CT25 4ans Male Commune 1 + +
CT26 3ans Femelle | Commune 1-3-4 + +
CT27 3ans Male Commune 1 + +
CT29 4ans Male Commune 1 + +
CT30 5ans Male Commune 1 + +
CT31 3ans Male Commune 1-3-4 + +
CT32 3ans Male Commune 1 + +
CT33 2ans Male Commune 1-3-4 + +
CT34 4ans Femelle | Commune 1 + +
CT36 2ans Femelle | Commune 1 + +
CT39 2ans Male Commune 1 + +
CT46 lans Femelle | Commune 1 + +
CT48 10ans Male Commune | 2-1-3-4 + +
CT49 4ans Male Commune 2-1 + +

Codification des lésions : 1: Ulcération
3 : cachexie

2 : Chancre d’inoculation
4 : Adénopathie
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Comme pour les chiens une codification des Iésions observées s’est avérée

nécessaire pour le traitement statistique des données.

L’on peut remarquer la Iésion 2 (ulcérations) est la plus rencontrée chez les chats

positifs aux tests, viennent ensuite les lésions 1(chancre d’inoculation) ,

3(cachexie) et 4(adénopathie).

La race commune est exclusive a ce lot étudié.
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Tableau 6 : Pourcentage des lésions par rapport a I'effectif des chats prélevés

Lésions 1 2 3 4

Pourcentage 76% 4% 10% 10%

% des lésions

Figure 11 : Distribution des Iésions chez les chats.

La Iésion 1(ulcérations) avec un pourcentage de 76 % apparait comme la plus
retrouvée chez les chats positifs aux tests FLG et Witness tandis que la lésion 2
(chancre d’inoculation) est la moins représentée avec un pourcentage de 2% ,les
Iésions 3 et 4 (cachexie et adénopathie ) se rencontrent chez 10% des chats positifs .
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Ulcérations Ulcérations

Ulcérations Chancre d’inoculation

Figure 12 : Lésions chats

Les Iésions retrouvées chez les chats (photos3) intéressent surtout la face et la téte.



3 — Analyses des prélevements
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Sous forme de tableaux accompagnés de graphes, sont illustrés les différents

résultats obtenus suite a l'analyse des sérums de chiens et de chats suspects

cliniguement de leishmaniose :

Tableau 7 : Effectifs des chiens prélevés selon age et sexe (Chiens)

Age [1-2ans] ] 2-3ans] ] 3-4ans] ] 4-5ans] >bans
Males 8 13 9 5 5
Femelles 6 3 1 0 0
TOTAL
50
W Méles Femelles
5 5
0] 0]
[1-2ans] ] 2-3ans] ] 3-4ans] ] 4-5ans] >5ans

Figure 13 : Représentation des effectifs des chiens prélevés selon I'age et le sexe

On remarque que sur l'effectif prélevé, les méales sont les plus nombreux (40 sujets)

par rapport aux femelles (10 sujets) Rappelons que I'échantillon était basé sur un

tirage au sort ce qui explique cette disparité. Chez les males, la tranche d’age

comprise entre 2 a 3 ans est la plus importante, alors que chez les femelles elle

concerne surtout les animaux de 1 a 2 ans.




Tableau 8: Effectifs des chats prélevés selon age et sexe (Chats)
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3-10ans

Age 1 -2ans 2 -3ans 3-10ans
Males 11 9 6
Femelles 16 4 4
TOTAL 50
1 B Males BEFemelles
1
1-2ans 2 -3ans

Figure 14 : Représentation des effectifs des chats prélevés en fonction de I'age et

du sexe

Les effectifs sont trés proches : 26 méles et 24 femelles. La tranche d’age comprise

entre 1 a 2 ans est la plus représentée avec 11 femelles et 16 males.



Tableau 9: Test FLG &Witness (Chats)

FLG + Witness+ % FLG -Witness- | Effectifs
Male 13 50% 13 26
Femelle 5 20,83% 19 24
EFFECTIFS 18 36% 32 50

OMale OFemelle 19 Maéle OFemelle 79,2%
13 13 50% 50%
20,8%
5
FLG + Witness+ FLG -Witness- FLG+ & Witness+ FLG -Witness-

Figure 15- Cas positifs selon le sexe : nombre et fréquence.
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Les tests FLG et Witness leishmania font ressortir 13 males positifs, soit 50% de
I'effectif (26), et 5 femelles soit 20,8% de I'effectif (24).



Tableau 10 : Tests FLG & Witness (Chiens)

FLG + Withess+ % FLG -Witness- | Effectifs
Male 18 41,86% 25 43
Femelle 2 20,83% 5 7
EFFECTIFS 20 40% 30 50
H Male Femelle H Male Femelle
25
18

FLG + Witness+ FLG -Witness-

79,1%

FLG+ Witness+

FLG -Witness-
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Figure 16 : Nombre des cas positifs selon le sexe Figure 17 : Pourcentage des cas
positifs selon le sexe

Les tests FLG et Witness leishmania font ressortir 18 males positifs soit 41,8 % de
I'effectif (43), et 2 femelles soit 20,83% de I'effectif (7).



Tableau 11: Cas positifs selon le sexe et I'age (Chats)
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Age 1-2ans % | 2-3ans % | 3-10ans %
Males 4 22,22% |4 22,22% |5 27, 77%
Femelles 2 11,11% | 2 11,11% |1 5,55%
TOTAL 18
OMales OFemelles OMales OFemelles
— 27,7%
—
4 4
— — 22,2% 22,2%
— —
2 2 11,1% 11,1%
1 5,5%
1-2ans 2-3ans 3-10ans 1-2ans 2-3ans 3-10ans

Figure 18: Nombre des cas positifs selon

Le sexe et |

‘age

Figure 19 : Pourcentage des cas positifs
selon sexe et age

La tranche d’age la plus touchée pour les males est comprise entre 3 a 10 ans

(27,7%) sur un total de 13 méales. Pour les femelles, les sujets de 1 jusqu’a 3 ans

sont les plus atteints avec un taux de 11,1 %. Cela semble diminuer avec I'age

(tranche de 3 — 10 ans ne représentant plus que 5,55 %).




Tableau 12 : Cas positifs selon le sexe et I'dge (Chiens)
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Age 1-2ans % | 2-3ans % | 3-4ans % | 25ans %
Males 3 15% |3 15% |5 25% |7 35%
Femelles 1 50 |1 5% 0 0% 0 0%
TOTAL 20
Mal Femell
W Males Femelles W Males emefies 35%
5
25%
3 3 15% 15%

| | 0 0 I ¥ 0% 0%

1-2ans 2-3ans 3-4ans >5ans 1-2ans 2-3ans 3-4ans >5ans

Figure 20 : Nombre des cas positifs selon

Age et sexe

Figure 21 : Pourcentage des cas

positifs selon age et sexe

Contrairement aux chats, il semble que la pathologie évolue avec 'age notamment

pour les males. En effet la tranche d’age supérieure a 5 ans représente le plus fort

taux (35 % pour un effectif de 18 males).
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Tableau 13 : Répartition des lésions selon les cas positifs (Chiens)

asions | 1 2 |3 4 5 16 7 8 9
Sexe
Males 3/110| 5 5 4 116 | 1 5 1
Femelles | 2 1 1 0 1)1 1 0 0
H Miles Femelles

lésions

Figure 22 : Répatrtition des lésions en fonction du sexe (Chiens)

Les chiens « positifs » aux tests FLG et Witness leishmania (Au nombre de 20) ont
tous présenté des lésions. Il apparait que la lésion 6 (Dépilation) représente le plus

fort taux notamment chez les males.



Tableau 14 : Répartition des lésions selon les cas positifs (Chats)

Lésions 1

sexe

Males 11 2
Femelles 5 0

1: male
01 o2 2 : femelle
i
Males Femelles

Figure 23 : Répartition des lésions en fonction du sexe (chats)

La Iésion 1 (Ulcération) prédomine chez ces sujets positifs aux tests.
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Tableau 15 : Distribution des Iésions selon la race (Chiens)

Lesions | 1 2 3 4 5 6 9
Race
Commune 3 8 3 3 2 14 1 3 0
BA 2 2 1 1 2 2 0 1 0
Doberman 1 0 1 0 1 0 0 0 0
Rottweiler 0 1 1 1 1 1 0 1 1
B Commune BA ODoberman M Rottweiler

Figure 24 : Répartition des lésions en fonction de la race (Chiens)
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La race commune est la plus touchée : ceci étant expliqué par un effectif plus

important.

Le nombre total de chiens est le suivant : 40 de race Commune, 05 Berger Allemand,

01 Rottweiler, 01 Doberman, 01 Bichon et 02 races croisées.
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4 - Analyses statistigues :

L’étude statistique établie grace au logiciel Statistica 7.0 de Statsoft Inc., Tulsa, USA
consiste a déterminer les éventuelles relations entre :

Le sexe et les Iésions

La race et les lésions

L’age et les lésions

Nous avons systématiquement cherché une corrélation entre les lésions observées
et les différents parametres cités .Pour les cas ou le P <0.005 la corrélation est

établie.

4.1 — Cas des chats :

Tableau 16 : Répartition des parametres race, sexe, age et lésions

Nombre Total cumulatif % % cumulatif

Race 50 50 100 100
Sexe Male 26 26 52 52

Femelle | 24 50 48 100

Total 50 50 Moy : 30.94
Age (mois) | Male 26 26 Moy : 34.61

Femelle | 24 24 Moy : 27.00
Lésions 0 32 32 64 64

1-2 2 34 4 68

1 16 50 32 100

Le tableau 15 est une analyse descriptive de I'échantillon des chats prélevés au
niveau de la fourriere HURBAL, il fait ressortir que I'échantillon est assez homogéne
dans la mesure ou les femelles sont aussi nombreuses que les males
respectivement 24 et 26, la moyenne d’age est de 30.94 mois pour les males et de
27.00 mois pour les femelles, la lésion 1 (ulcérations) est celle qui est la plus

retrouvée avec 16 sujets atteints .
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Tableau 17 : Cas positifs selon le sexe

Witness - Witness + Total
Male 13 13 26
Femelle 19 5 24
P 0.0318

Il existe un lien légerement significatif entre la présence de lésions et le sexe

(P=0.0318).

Les parameétres FLG et Witness positifs se retrouvent significativement beaucoup

plus chez les males que chez les femelles (+3,6 et P< 0,05). (appendice F)

4.2 -Cas des chiens

Tableau 18 : Répartition des parametres race, sexe, age et lésions
Nombre Total cumulatif | % % cumulatif
Race 1 40 40 80 80
2 5 45 10 90
3 1 46 2 92
4 1 47 2 94
5 2 49 4 98
6 1 50 2 100
Sexe Male 43 43 86 86
Femelle 7 50 14 100
Age 50 50 Moy : 56.90 | 100
Lésions 0 29 29 58 58
1 1 30 2 60
6 9 39 18 78
6-2 5 44 10 88
123458 |1 45 2 90
1.2.3.45.6.8 |2 47 4 94
1.25.6 1 48 2 96
2.3.456.89|1 49 2 98
1.3.4.26.78 |1 50 2 100

Le tableau 17 montre que I'’échantillon étudié était composé en majorité de chiens de

race commune (40 sujets) ce qui est inérant a la méthode du tirage au sort ainsi

gu’au fait que cette race forme I'essentiel de cette population de chiens errants ; les

males sont beaucoup plus nombreux que les femelles (43 et 7 respectivement), la

moyenne d’age est de 56,90 mois ;la Iésion 6 (dermite ) est la plus retrouvée .




Tableau 19 : Cas positifs selon les lésions
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Witness/FLG | Nbre Nbre Nbre Nbre Total
Iésions : 0 Iésions : 1 Iésions : 2 Iésions :3 et +

+ 1 8 5 6 20

- 28 2 0 0 30

Khi® 39.31

P 0.00000

L’analyse statistique a révélé une corrélation hautement significative (P=0,00000)

entre la présence de lésions et la positivité des tests FLG et Witness.(appendice F).
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DISCUSSION

Méthode d’échantillonnage

Notre travail a été axé sur les animaux errants capturés par les services de la
fourriére d’Alger, cette méthode de travail a constitué un biais en soi dans la mesure
ou nous ne pouvions effectuer un suivi clinique et biologique des animaux dont les
prélevements se sont avérés positifs puisqu’ils étaient sacrifiés apres leur capture ; le
but étant de calculer des prévalences chez chaque espéce (chiens et chats) a un

temps donné et sur une période relativement courte (3 mois).

L’activité du phlébotome étant maximale durant les périodes chaudes les animaux
sont plus exposés en été et développent une immunité (dont nous ignorons la durée
chez le chat) aprés contact avec les leishmanies.

Notre étude s’est étalée de Juillet 2009 (début de I'enquéte) a Mai 2010 avec une
fréquence de deux sorties par semaine.

L’échantillon choisi a porté sur 50 chats errants et dans le souci de comparer 2
espéeces ,50 chiens errants ont aussi été prélevés, ces derniers reconnus comme
réservoir principal de la leishmaniose, le but étant de faire un paralléle entre 2
especes exposées au méme risque infectieux.

Il faut noter que parmi I'échantillon des 50 chiens ,10 d’entre eux sont des chiens de
race (Berger Allemand, Doberman, Bichon, Rottweiler, et Berger Allemand croisé)
abandonnés par leurs maitres ce qui peut encore une fois constituer un biais a
I'étude car nous ignorons depuis combien de temps ces animaux se sont retrouvés
errants.

Soulignons enfin un dernier biais a I'étude qui est matérialisé par le non disponibilité
au niveau de I'lPA (Institut Pasteur d’ Alger) d'immunoglobulines anti leishmaniennes

spécifiques au chat pour 'examen IFI (immuno fluorescence indirecte).
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Examen clinique

L’examen clinique a fait ressortir des Iésions assez « pathognomoniques » de la
leishmaniose chez les chiens notamment les dépilations, I'amaigrissement et les
adénopathies, ce qui se rapporte aux travaux de Tulasne L [113] qui décrit les
symptémes les plus frequemment rencontrés chez le chien dans le sud de la France
et qui sont successivement les Iésions dermatologiques, 'amaigrissement, I'anorexie,
les lymphadénopathies, les lésions oculaires, I'épistaxis, I'abattement, 'anémie et
l'insuffisance rénale.

Pour les chats, nous n’avons retrouvé que des signes cutanés (ulcéres et chancre
d’inoculation sous forme de nodules) exclusivement au niveau de la téte par contre
Venet B [4] révele en plus des Iésions citées plus haut des atteintes des membres
sous forme de dermatites ulcératives ainsi que des Iésions dans la région lombaire
Jle thorax et 'abdomen ,toutefois I'auteur fait remarquer que dans 69% des cas les
Iésions restent localisées a la face de I'animal .

Nous avons pu constater aussi sur certains sujets (5sur 18) des signes de cachexie
et d’'amaigrissement et d’adénomégalie (au niveau des ganglions poplités) ce qui se
rapporte aux travaux de Venet B a Toulon [4] qui retrouve ce type de Iésions mais a

une fréquence plus élevée (6 cas sur 10).

Sérologie

Le dépistage par sérologie présente le gros avantage d'utiliser un prélevement
facile a réaliser pour les vétérinaires praticiens. Le choix de cette méthode reste
discutable : une séropositivité a un instant t n'est que le témoin d'un contact plus
ou moins récent entre I'animal et le parasite. Cette technique ne permet pas de

présager de la présence et de |'état infectieux des leishmanies chez le chat. [4]

Les chats prélevés et testés par la technique FLG ont été tirés au sort ,on peut
dire qu’il y a eu parité entre les sexes des animaux constituant I'’échantillon dans la
mesure ou les males constituaient 52% tandis que les femelles constituaient 48 % de
cet effectif ,il semble que les méales soient plus touchés que les femelles avec des
pourcentages respectifs de 50% (13 cas positifs) et 20,83% (5 cas positifs) .1l en est
de méme pour la technique du Witness .
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Tous les chats ayant fait I'objet de I'étude sont des animaux errants donc
vivants a I'extérieur, la séropositivité chez ces sujets est supérieure a celle de chats

vivant a l'intérieur Ozon et al 1999.

La prévalence calculée chez cette espéce révele un taux de 36 % ce qui se
rapproche des travaux de Venet 2007 qui a signalé une prévalence de 38,46 % sur

un échantillon de 26 chats.

Les disparités entre les prévalences retrouvées chez le chat sont nombreuses
selon les années, les méthodes de diagnostic sérologique utilisées et enfin le statut
immunitaire des animaux testés (chats atteints de FeLV et de FIV) ; ainsi des auteurs
tels que Michael et al 1982 signale une prévalence de 3,75% sur un effectif de 80
chats en Egypte, Ozon et al en 1999 retrouvent un taux de 12,4% sur 97 chats et
Pennisi et al en 2000 une prévalence de 68 % sur un effectif de 97 chats .l faut
souligner que les méthodes de diagnostic sérologique ont évolué avec les années et
avec I'avénement de la biologie moléculaire, les résultats sont devenus plus pointus

avec des méthodes telle que la PCR (Polymérase Chain Reaction ) .

Sur les chats étudiés grace aux tests FLG et Witness en comparant les taux
par rapport au sexe ,on remarque que les males représentent 50% sur un effectif de

26 chats testés et les femelles 20,83 % sur un effectif de 24 sujets testés .

En s’intéressant aux lésions cutanées relevées sur les chats testés positifs
,nous remarquons que sur un total de 18 sujets positifs ,tous présentaient des
Iésions avec une prédominance de Iésion de type ulcération (16 chats ) notamment
au niveau de la téte (chanfrein ,oreille ),dans cet effectif les méales(11) sont a peu
prés deux fois plus nombreux que les femelles (5) ,les sujets avec 2 Iésions sont au
nombre de 2 (tous deux des males ),Pennisi 1999 dans le sud de lltalie fait
remarquer le méme type de Iésions successivement sur une femelle de 14 ans avec
ulcération au niveau de la levre supérieure et un male adulte présentant un chancre
d’'inoculation au niveau du canthus externe de l'oreille gauche ;aprés examen
cytologique des lésions et des noceuds lymphatiques des deux chats ,I'auteur a pu
mettre en évidence des formes amastigotes de leishmania et des titres positifs a I'lFI

a L.infantum .

Deux autres chats ont fait I'objet d’'une étude par le méme auteur en Pennisi
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2001 ;un male de 6ans bagarreur ,présentant une choriorétinite et une femelle de 10
ans avec sang et fibrine au niveau de la chambre antérieure des 2 yeux ,les 2 sujets
ont été positifs a la toxoplasmose et a la FIV ainsi qu’'a la leishmaniose .toujours
Pennisi en 2009 ,18 cas ont présenté des Iésions cutanées sous forme de d’alopécie

de dermatite ulcérative et de nodules.

En étudiant les facteurs age et sexe par rapport a la positivité aux tests FLG et
Witness des sujets étudiés, il en ressort que toutes tranches confondues (1-2ans ,2-
3ans ,3-10ans, males et femelles) les méles paraissent a chaque fois plus sensibles

a la pathologie que les femelles.

Ces résultats ne corroborent pas ceux rapportés par Pennisi 2002 qui sur une
étude menée sur une population de 89 chats a trouvé un taux de 61% grace a la

méthode PCR avec respectivement 73 % de femelles et 54 % de males.

L’age par contre semble influer sur I'apparition de la maladie, en effet a la lecture des
résultats la tranche d’age de 3ans jusqu’a 10 ans apparaissent comme les plus
touchés avec 27,77% des males positifs ceci est similaire aux travaux de Venet

2007 qui conclut & une plus longue exposition.

Le facteur race n’a pas été étudié car I'échantillon choisi ne représentait qu’'une
seule race en l'occurrence la race commune ,Pennisi 2002 fait remarquer que sur 89
chats faisant I'objet de son étude 61 % étaient de race commune et 39 % de race
connu ,toutefois ce facteur n’a eu aucune influence sur son travail .Des cas de race

connue (siamois ) sont ponctuellement décrits Bosselut 1948 et Bergeron 1927 .

Pour les chiens, I'échantillon était composé en majorité de males (86%) par
rapport aux femelles (14%), ce facteur est inérant a la méthode d’échantillonnage
puisque les sujets étudiés ont été tirés au sort, les animaux testés grace aux
meéthodes FLG et Witness ont montré des taux positifs respectifs de 41,86% pour les
males et 28,57% pour les femelles. Rappelons que les effectifs dans ce cas étaient
de 43 maéles et 7 femelles. Au vu des résultats des tests, nous serions tentés
d’annoncer que les femelles seraient plus sensibles a la pathologie que les males.

La prédominance des males est marquée mais cette différence n’est pas significative

comme rapporté par Bouratbine et al (en Tunisie) [111].
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L’étude des signes cliniques fait ressortir une prédominance des dépilations [111]
ceci ne corrobore pas les résultats de Halloin E (sud de la France) [112] qui rapporte
une prédominance des adénopathies chez les chiens examinés.

Il faut souligner enfin que I'étude du facteur race n’a rien ramené de significatif
sachant que les chiens de race pure comme le Berger Allemand, le Rottweiler ou le
Doberman ne constituaient qu’'un nombre restreint de I'échantillon respectivement
4,1etl, I'étude de Bouratbine [111] fait par contre ressortir la sensibilité des races

pures a la pathologie.

Nous avons essayé d’enrichir ce travail par une étude statistique grace au
logiciel Statistica 7.0 afin de trouver des corrélations entre la positivité des animaux

testés et des parametres tels que I'age, la race, le sexe et les lésions observées.

Il est a noter que I'échantillon testé lors de nbtre enquéte composé de 50
sujets pour chaque espece ne pouvait étre représentatif pour un travail de ce genre
mais le but initial était d’étudier 2 espéces soumises au méme risque infectieux par
I'utilisation d’un test de diagnostique rapide, nous ne disposions a cet effet que d’un

coffret de 100 plaques qui a eu pour conséquence de limiter I’échantillon.

Les résultats ont fait ressortir qu’il existe une corrélation entre les tests FLG et

Witness et le sexe (P<0.05) pour les deux espéces (chiens et chats).

Les P calculés ont a chaque fois été non significatifs et supérieurs a 0, 05,sauf
pour la relation établie entre les tests et I'age, ainsi on peut observer chez les chats
concernant la tranche d’age que ceux agés de 1-3 ans femelles semblent les plus
touchés par la pathologie ; les méles de 3 a 10 ans sont aussi plus touchés ceci
étant expliqué par le fait qu’ils représentent un pourcentage plus important dans
I'effectif prélevé et dans l'effectif des chats positifs ce qui ne corrobore pas les
résultats de Pennisi 2002 pour qui les femelles sont plus atteintes que les males
.Pour ce qui concerne les lésions ,les ulcérations représentent un taux plus éleve car

ce type de lésion est le plus souvent rencontré par rapport au chancre d’inoculation .

L’étude statistique a permis aussi pour l'espéce canine d’établir un P
hautement significatif (<0.001) entre les sujets présentant des Iésions et les tests

positifs FLG et Witness auxquels ils ont été soumis, les autres parametres étudiés
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tels que le sexe, la race ou encore 'age n’ont pas permis d’établir de relation entre la

positivité de ces animaux et ces parametres.

Dans la méme espece nous avons procédé a une analyse des sérums par la
méthode sérologique IFI (immunofluorescence indirecte, méthode de référence de
'OIE), les résultats ont donné un nombre de chiens positifs de l'ordre de 8 ce qui
n’est pas en relation avec la méthode Witness qui retrouve 20 sujets positifs cette

divergence des résultats est a mettre sur le compte de 2 facteurs :

- Des sérums acheminés par nos soins au niveau de I'lPA ont été détériorés
lors de la décongélation ce qui n’a pas permis I'analyse de plusieurs d’entre
eux qui provenaient de chiens qui paraissaient cliniquement hautement
atteints de leishmaniose.

- Le seuil de positivité adopté par I'lPA est de 1/80 alors que le test Witness
leishmania serait plus sensible et détecterait la présence d’anticorps a un

seuil beaucoup plus bas (sensibilité du Witness 100%) [114].

Des études récentes menées par Marty et al [116] sur l'utilisation de tests rapides de
diagnostic de la leishmaniose (IT-Leish et ID-PaGIA) a démontré que la sensibilité de
ces tests est de 97% alors que celle de I'lFI est de 91%.pour nbtre part nous avons
utilisé le Witness leishmania dont la sensibilité est de 100% [114].la spécificité des
tests étudiés par Marty et al est de respectivement 98% et 94% tandis que celle du
Witness est de 96,4%][114].

Pour McGill University Centre of Tropical Diseases [115] la sensibilité de la méthode
IFI est supérieure a 90% lors de leishmaniose viscérale et plus faible encore lors de
leishmaniose cutanée.

Par la suite nous avons calculé la valeur prédictive positive (VPP) selon la formule

suivante :

VP
VPP = ——
VP+FP

VPP= valeur prédictive positive
VP= vrais positifs

FP= faux positifs VPP=15/15+3 = 83,33%
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Les VP (vrais positifs) sont les plaques sur lesquelles les deux traits étaient
apparents tandis que les FP (faux positifs) sont les plagues sur lesquelles le
deuxieme trait était moins perceptible et qui étaient au nombre de trois (3).

La valeur calculée est a rapprocher de celle retrouvée par Marty et al [116] qui ont
trouvé une valeur de 89% pour le test IT-Leishmania mais elle est supérieure a celle
du test d'ID-PaGIA qui est de 75 %.

Pour le calcul de la valeur prédictive négative VPN nous avons utilisé la méme

formule que pour la VPP :

VN
VPN =———
VN+FN
VPN= valeur prédictive négative
VN= vrais négatifs
FN= faux négatifs VPN=32/32+2 = 94,11%

Les faux négatifs sont les sujets dont les signes cliniques sont évocateurs de la
leishmaniose mais dont le test s’est avéré négatif.

Ces résultats sont identiqgues a ceux de Marty et al [116] qui retrouvent une VPN de
94% et permettent donc d’exclure d'emblée et rapidement une étiologie
leishmanienne devant une lésion cutanée assez évocatrice.

En conclusion de ce chapitre, nous pouvons dire que le test Witness leishmania reste
un test qualitatif, facile d’utilisation, rapide et que ses résultats doivent a chaque fois

étre confirmés par la méthode de référence qui est I'lFI.
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CONCLUSION
Lors de notre étude, la bibliographie a montré que le chat est une espéce réceptive
dans beaucoup de cas a la leishmaniose.
Des questions restent toutefois posées quant a cette réceptivité et aux facteurs de
cette derniere ?
Peut-on proposer I'hypothése selon laquelle le chat constitue un réservoir accessoire
ou autre a la propagation (surtout en zone d’endémie) de cette pathologie ? Quel est
le véritable réle de cette espece ? L’importance de ce réservoir n’est peut étre pas
encore bien mesurée.
Le questionnaire distribué par nos soins aux vétérinaires praticiens semble affirmer
l'inexistence de cas de leishmaniose féline dans la région d’Alger, ce constat est pour
nétre part a mettre sur le compte non seulement de la rareté des cas de
leishmaniose féline mais aussi sur une méconnaissance cliniqgue de la maladie et
surtout en faveur d’'un sous diagnostic fréquent.
La leishmaniose féline devrait a notre sens étre a chaque fois suspectée, surtout en
zone d’endémie, face a des chats présentant des Iésions évocatrices de la
pathologie notamment des nodules et des ulceres surtout localisés a la face.
Notre travail a permis de découvrir 18 chats séropositifs a la leishmaniose grace au
kit de diagnostic rapide « Witness leishmania » sur la cinquantaine qui constituaient
I'échantillon, cette découverte laisse supposer un contact entre ces chats errants et
les leishmanies dans la région étudiée.
Le diagnostic de la leishmaniose féline est complexe, d’autant que la méthode
utilisée lors de notre étude ne permet qu’'une suspicion de la maladie. Ce travall
gagnerait a étre poursuivi en utilisant des méthodes de diagnostic sérologiques plus
performantes telle que la PCR et/ou Western Blot afin d’affiner le diagnostic et par la
présenter un intérét en médecine veétérinaire compte tenu de l'importance de la
maladie, mais également en médecine humaine sachant que la leishmaniose est une

zoonose grave prenant de plus en plus d’ampleur dans notre pays 'Algérie.
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RECOMMANDATIONS

A lissue de ce présent travail qui s’est avéré étre une source d’enseignements
divers et riches dans le vaste domaine de ce que I'on pourrait qualifier aujourd’hui de
« leishmaniologie » tant la pathologie prend de I'ampleur a I'échelle mondiale et
surtout en zone d’endémie qu’elle en devient une des préoccupation majeures
d’organisations telle que I'OMS (organisation mondiale de la santé ) ,nous
souhaiterions proposer en toute modestie quelques recommandations a I'attention
d’abord des vétérinaires praticiens qui sont confrontés a cet épineux probléme
devenu de santé publique ,puis aux laboratoires qui sont I'élément incontournable
pour le diagnostique de la pathologie et enfin a I'université antre du savoir .

Toutes les publications et les travaux menés sur la leishmaniose s’accordent a
révéler que cette pathologie en Algérie et ailleurs a pour principal réservoir le chien
domestique ,nous recommandons a l'issue de nétre étude de diversifier les axes de
recherche en axant le travail sur d’autres sources du parasite chez d’autres espéces
gui sont restées jusque la insoupconnées voire totalement ignorées ;le chat jusqu’a
ce jour n’a jamais fait I'objet de travaux dans ce sens ,nous sommes certains que
d’autres especes peuvent avoir aussi un intérét (rongeurs etc.)

Ces especes peuvent selon la littérature héberger le parasite et constituer ainsi un
réservoir non négligeable créant ainsi une diversité de porteurs, le chat se retrouvant
ainsi un « suspect » pour le vétérinaire praticien dans le portage de la leishmaniose
guand bien méme celui-ci ne serait que réservoir accessoire, des lésions de type
ulcération surtout au niveau de la téte devraient faire suspecter la pathologie et
exiger un suivi plus rigoureux notamment sérologique.

La seconde recommandation est a I'attention des laboratoires tels que I'lPA (institut
Pasteur d’Alger )spécialisés dans le dépistage sérologique de la leishmaniose ,ils
devraient a nétre sens disposer de tous les moyens susceptibles de leur permettre le
diagnostique de la maladie tels que les immunoglobulines antileishmaniennes pour
toutes les especes autres que 'hnomme et le chien ,des kits de diagnostic rapide
devraient étre aussi testés ,homologués et vulgarisés par leurs soins pour permettre
une meilleure prise en charge de la zoonose .

Enfin a l'université et spécialement au département vétérinaire de la FAVB ( faculté

agrovétérinaire et biologie ) de Blida ,nous recommandons I'élaboration d’une base
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de données relative a la leishmaniose par le biais de travaux de PFE (projet de fin
d’études ) ,de Magister et autres sur toutes les especes autres que le chien capables
de par la bibliographie d’étre des sources du parasite ,ces travaux pourraient ne pas
étre cantonnés aux espéces domestiques mais s’élargir aussi a la faune sauvage vu
la diversité de cette derniére et la proximité d’'un parc national . De plus les travaux
menés devraient utiliser des outils de diagnostique encore plus performants
notamment grace a la biologie moléculaire avec des méthodes telles que la PCR
(polymérase chain reaction) ou le Western Blot dont devrait étre équipé le laboratoire

de biotechnologie du département vétérinaire afin de mieux identifier 'agent causal.
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Appendice A - Leishmaniose canine : Expression clinique

1) (2)

Figure 5 : Lésions dermatologiques du pavillon auriculaire (1) et de la truffe (2) chez
un chien leishmanien (laboratoire de parasitologie, ENVA)[113]

Figure 6 - Cachexie chez un Dogue Allemand leishmanien (Laboratoire de
parasitologie, ENVL) [113]



Appendice B : Principe de la technique IFI : [77]

L’IFI repose sur la mise en évidence de complexes Ag-Ac grace au marquage des
réactifs immunologiques (Ag) par une substance fluorescente ;
Les Ac recherchés dans le sérum sont fixés sur I'antigéne lui-méme fixé sur une

lame puis mis en évidence par I'ajout d’anti-gamma globulines spécifiques d’espéce

marquées par un fluorochrome

A Antigéne # Fluorophore

Principe du test IFI [77].

Anticorps humain
couplé a la FITC

spécifique



Appendice C : Mode opératoire : technique FLG (photos personnelles)
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1/ Centrifugation des 2/ Récolte du sérum apres | 3/ Prélever 1 ml de sérum

échantillons centrifugation

4/ Ajouter 2 gouttes de 5/ Agiter 6/ Observer la réaction
formol a 10%

Appendice D : Mode opératoire technique Witness leishmania (photos personnelles)

1/ Prélever 10ul de sérum 2/ Placer les 10 ul dans le puits

3/ Ajouter 4 gouttes de solution tampon | 4/ Lire le résultat




Appendice E - Mode opératoire pour la techniqgue manuelle en IFI :

Lames avec
BIOCHIPs

TITERPLANE

Support de réactifs
(TITERPLANE), sur son
portoir en polystyréne

—
Incubation avec les
échantillons

des puits :
= 25pl par puits (5 x 5 mmj
«  70pl par palts (9 x 7 mmj

Pipetage des
echantillons dilucs

Incubation
{30 min)

Depdt de la lame
a l'ervers sur e
TITERPLANE

Rincer 1 sec,

§ min, dans le bac de
lavage

- volume variable selon (o dimensian
des puirs ¢

o 200 par pults (5 x 5 mm)
s &0 pl par puits (7 x 7 mmy

Pipetage du conjugué
couplé & la FITC

Dépdt de la lame
& lenvers sur le
TITERPLANE

Incubation
(30 min)

Rincer 1 sec.

5 min. dans le bac de
lavage

Inclusion et observation Lavage au PES-Tween nlmubauon avec le conmnen Lavage au PBS-Tween

Depot de la lamelle couvre-abjet sur le portor en
polystyréne du TITERPLANE

Dépdt du milieu d’inclusion (glycérine) sur la
lamelle

volume voriabie selon la dimensicn
des puits |

« 10 pf par pults {5 x 5 mm)

« 20N par puits (9 x 7 mmy)

Inclusion par dépét de Evaluaticn: lecture
la lame incubée sur la de fluorescence sous
lamelle microscope,

NB ; dans le cas de l"automatisation de ['IF], les lames sont techniquées a l'endroit de facon « traditionnelle -,



Appendice F : tableaux statistique chats et chiens

CHIENS

Statistiques descriptives

All Groups
Descriptive Statistics (Chiens.sta)

variable|Valid N| Mean |Minimum|Maximum |Std.Dev. |Coef.Var.

Age 50 42,88001 12,0000/ 192,000' 28,1755 | 65,7079
Sexe=Male
Descriptive Statistics (Chiens.sta)
Variable|Valid N| Mean |Minimum|Maximum |Std.Dev. |Coef.Var.
Age 43 44,7907/ 12,00000 192,000 29,6363 66,1662
Sexe=Femelle
Descriptive Statistics (Chiens.sta)
Variable|Valid N| Mean |Minimum|Maximum |Std.Dev. |Coef.Var.

Age

7/31,1428 17,0000 51,0000 12,1714 39,0824




Fréquences

Frequency table: Date (Chiens.sta)

Count [Cumulative | Percent |Cumulative
Category Count Percent
2-Feb-10 3 3/ 6,0000t 6,000(
9-Feb-10 3 6/ 6,0000¢ 12,000t
16-Feb-10 2 8/ 4,0000¢ 16,000
23-Feb-10 3 11 6,0000t 22,000t
4-Mar-10 3 14/ 6,0000t 28,000t
11-Mar-10 3 17/ 6,0000t 34,000
18-Mar-10 3 20 6,0000( 40,000
25-Mar-10 3 23 6,0000( 46,000
1-Apr-10 3 26/ 6,0000( 52,000t
6-Apr-10 3 29 6,0000¢ 58,000
8-Apr-10 3 32 6,0000¢ 64,000t
15-Apr-10 3 35 6,0000¢ 70,000t
22-Apr-10 3 38 6,0000¢ 76,000t
4-May-10 3 41 6,0000¢ 82,000
11-May-10 3 44 6,0000¢ 88,000
20-May-10 6 50/ 12,0000 100,000
Missing 0] 50 0.0000¢ 100,000
Race

Frequency table: Race (Chiens.sta)
Count [Cumulative | Percent |Cumulative

Category Count Percent
Commune 40 40 80,0000 80,000¢
Berger All. 5 45/ 10,0000 90,000¢
Doberman 1 46 2,0000( 92,000(
Rottweiler 1 47 2,0000¢ 94,000
Caniche 2 49 4,0000¢ 98,000¢
Berger All. (X) 1 50 2,0000¢ 100,000
Missing 0 50 0,0000! 100,000!




Sexe

Frequency table: Sexe (Chiens.sta)

Count [Cumulative | Percent |Cumulative
Category Count Percent
Male 43 43 86,0000 86,000t
Femelle 7 50/ 14,0000 100,000t
Missing 0 50 0,0000t 100,000t

Frequency table: Age (Chiens.sta)

Count [Cumulative | Percent |Cumulative
Category Count Percent
12 mois 3 36,0000t 6,000(
17 1 42,0000 8,000(
18 2 6 4,0000¢ 12,000t
24 8 14 16,0000! 28,000t
36 16 30 32,0000 60,000
48 10 40 20,0000 80,000t
51 1 41 2,0000¢ 82,000t
60 5 46 10,0000 92,000¢
72 1 47 2,0000( 94,000t
96 2 49 4,0000( 98,000t
192 1 50, 2,0000t 100,000
Missing 0 50 0,0000t 100,000t

Age




Lésions

Frequency table: Lésions (Chiens.sta)
Count [Cumulative | Percent [Cumulative

Category Count Percent
0 29 29 58,0000 58,000
1 1 30 2,0000( 60,000
6 9 39 18,00001 78,000
6,2 5 44 10,0000! 88,000!
1.2.3.4.5.8 1 45 2,0000! 90,000
1.2.3.4.5.6.8 2 47 4,0000! 94,000
1.2.5.6 1 48 2,0000! 96,000
2.3.4.5.6.8.9 1 49, 2,0000! 98,000(
1.3.4.2.6.7.8 1 50, 2,0000¢ 100,000!
Missing 0 50 0,0000! 100,000!
FLG

Frequency table: FLG (Chiens.sta)

Count |Cumulative | Percent |Cumulative
Category Count Percent
+ 20 20 40,0000 40,000
- 30 50 60,0000! 100,000!
Missing 0 50 0,0000t 100,000!
Witness

Frequency table: Witness (Chiens.¢ta)

Count |Cumulative | Percent |Cumulative
Category Count Percent
4+ 20 20/ 40,0000 40,000
- 30 50 60,0000 100,000
Missing 0 50 0,0000t 100,000




Nombre de lésions

Frequency table: Nbre_Lés (Chiens.sta)

Count |Cumulative | Percent |Cumulative
Category Count Percent
Aucune 29 29 58,0000 58,000t
1 lésion 10 39 20,0000 78,000t
2 lésions 5 44 10,0000 88,000
3 et plus 6 50 12,0000 100,000
Missing 0 50 0,0000! 100,000

Distribution du Witness (par race et sexe)

Summary Table for all Multiple Response Items (Chiens.s
Totals/percentages based on number of respondents
Multiple identical responses were ignored
N=50 Sexe |Withess |Witness | Row
Race - + Totals
Rottweiler Male 1 0 1
Rottweiler Femelle 0 0 0
Total 1 0 1
Commune Male 22 16 38
Commune Femelle 2 0 2
Total 24 16 40
Berger All.  Male 1 1 2
Berger All.  Femelle 2 1 3
Total 3 2 5
Caniche Male 1 0 1
Caniche Femelle 1 0 1
Total 2 0 2
Berger All. (X Male 0 1 1
Berger All. (X Femelle 0 0 0
Total 0 1 1
Doberman Male 0 0 0
Doberman Femelle 0 1 1
Total 0 1 1




Crosstabs :
Race : rien de significatif

Sexe : idem

Summary Frequency Table (Chiens.sta)
Marked cellshave counts>5
(Marginal summaries are not marked)

Prés Lés Witness |Witness | Row
+ - Totals
Absence de Iésior 1 28 29
1 Iésion ou plus 19 2 21
All Grps 20 30 50

Summary Table: Expected Frequencies (Chiens.
Marked cellshave counts> 5

Pearson Chi-square: 38,4373, df=1, p=,000000

Prés Lés Witness | Witness Row

+ - Totals
Absence de lésior 11,6000 17,4000( 29,0000
1 Iésion ou plus 8,4000( 12,6000 21,0000t
All Grps 20,0000! 30,0000 50,0000

Summary Table: Observed minus Expected Frequencies (Chiens
Marked cellshave counts>5
Pearson Chi-square: 38,4373, df=1, p=,000000

Prés Lés Witness | Withess Row

+ - Totals
Absence de Iésior -10,600( 10,600(f0,00000!
1 lésion ou plus 10,600( -10,600(|0,00000¢
All Grps 0,000( 0,000( 0,00000¢




CHATS

Statistiques descriptives

All Groups

Descriptive Statistics (Chats.sta)

Valid N| Mean |Minimum Maximum |Std.Dev. |Standard
Variable Error
Age 50 30,9600/ 12,0000/ 120,000! 18,1568 2,56776'

Sexe=Male

Descriptive Statistics (Chats.sta)

Valid N| Mean |Minimum Maximum |Std.Dev. |Standard
Variable Error
Age 26 34,6153/ 12,0000/ 120,000! 21,8194 4,27913:

Sexe=Femelle

Descriptive Statistics (Chats.sta)

Valid N| Mean |Minimum Maximum |Std.Dev. |Standard
Variable Error
Age 24 27,0000! 12,0000/ 48,00001 12,3851; 2,52810:

Fréquences

Race

Frequency table: Race (Chats.sta)

Count [Cumulative | Percent |Cumulative
Category Count Percent
Commune 50 50 100,0001 100,000!
Missing 0 50  0,000¢( 100,000




Sexe

Category

Frequency table: Sexe (Chats.sta)

Count

Cumulative
Count

Percent

Cumulative
Percent

Male

Femelle

26 26/ 52,0000
24 50 48,0000

52,000
100,000

Missing

0 50 0,0000t 100,000

Age

Frequency table: Age (Chats.sta)
Count |Cumulative | Percent |Cumulative
Category Count Percent
12 mois 11 11 22,0000! 22,000
24 16 27 32,0000 54,000
36 13 40 26,0000 80,000
48 8 48 16,0000 96,000
60 1 49 2,0000¢ 98,000
120 1 50, 2,0000( 100,000
Missing 0 50 0,0000 100,0001
Lésions
Frequency table: Lésions (Spreadsheet35)
Count |Cumulative | Percent |Cumulative
Category Count Percent
0 32 32 64,0000t 64,000
1,2 2 34, 4,0000! 68,000
2 16 50/ 32,0000 100,000t
Missing 0 50 0,0000! 100,000




FLG et Witness

Frequency table: FLG (Chats.sta)

Count |Cumulative
Category Count

Percent

Cumulative
Percent

- 32 32 64,0000
+ 18 50 36,0000

64,000¢
100,000

Missing 0 50 0,0000(

100,000

Frequency table: Witness (Chats.sta)
Count [Cumulative | Percent |Cumulative
Category Count Percent
- 32 32 64,0000! 64,000
+ 18 50/ 36,0000! 100,000t
Missing 0 50 0,0000t 100,000:1
Crosstabs

Sexe et Witness

Marked cells have counts> 5
(Marginal summaries are not

Summary Frequency Table (Chats.s

markec

Sexe |Witness |Witness | Row
- + Totals

Male 13 13 26
Femelle 19 5 24
All Grps 32 18] 50

Summary Table: Expected Frequencies (Chats.:

Marked cells have counts> 5

Pearson Chi-square: 4,60793, df=1, p=,031827

Sexe | Witness | Witness
- +

Row
Totals

Male 16,6400 9,3600(| 26,0000t
Femelle 15,3600 8,6400( 24,0000

All Grps 32,0000 18,0000( 50,0000t




Summary Table: Observed minus Expected Frequencies (Chats
Marked cells have counts> 5
Pearson Chi-square: 4,60793, df=1, p=,031827

Sexe | Witness | Witness | Row

- + Totals
Male -3,6400(] 3,6400( 0,0C
Femelle 3,6400( -3,6400( 0,0C
All Grps'  0,0000( 0,0000(] 0,0C

Sexe et lésions

Summary Frequency Table (Chats.sta)
Marked cells have counts>5
(Marginal summaries are not marked)

Prés_lés Sexe | Sexe Row
Male |Femelle | Totals
Absence de |ésior 13 19 32
1 lésion ou plus 13 5 18
All Grps 26 24 50

Summary Table: Expected Frequencies (Chats.:
Marked cells have counts> 5

Pearson Chi-square: 4,60793, df=1, p=,031827

Prés lés Sexe Sexe Row

Méale |Femelle| Totals
Absence de lésior 16,6400 15,3600( 32,0000t
1 |ésion ou plus 9,3600( 8,6400¢ 18,0000:!
All Grps 26,0000 24,00001 50,0000

Summary Table: Observed minus Expected Frequencies (Chats
Marked cells have counts> 5
Pearson Chi-square: 4,60793, df=1, p=,031827

Prés_lés Sexe Sexe Row

Male |Femelle |Totals
Absence de lésior -3,6400( 3,6400( 0,0C
1 lésion ou plus 3,6400( -3,6400( 0,0C
All Grps 0,0000( 0,0000( 0,0C




Sexe et Witness
Corrélation parfaite (p=0,00000)
L’absence de lésion correspond a un Witness —

La présence de Iésion correspond a un Witness +

Summary Frequency T able (Chats.gsta)
Marked cells have counts>5
(Marginal summaries are not marked)

Prés_lés Witness |Witness | Row
- + Totals
Absence de Iésior 32 0 32
1 lésion ou plus 0 18 18
All Grps 32 18] 50

Summary Table: Expected Frequencies (Chats.:
Marked cellshave counts> 5

Pearson Chi-square: 50,0000, df=1, p=,000000

Prés lés Witness | Withess Row

- i3 Totals
Absence de lésior 20,4800/ 11,5200( 32,0000
1lésion ou plus 11,5200 6,48001(18,0000!
All Grps 32,0000 18,0000 50,0000

Summary Table: Observed minus Expected Frequencies (Chats
Marked cellshave counts>5
Pearson Chi-square: 50,0000, df=1, p=,000000

Prés lés Witness | Witness | Row

- + Totals
Absence de lésior 11,520( -11,520(f 0,0C
1lésonouplus  -11,5200 11,520(| 0,0C
All Grps 0,000( 0,000( 0,0C




Appendice G

Photos de chiens et chats retrouvés a la fourriere




Appendice H
FICHE DE RENSEIGNEMENTS

(Fourriere HURBAL Alger)



QUESTIONNAIRE

| - IDENTIFICATION

IDENTIFICATION DU CABINET
Nom du vétérinaire :
Prénom :

Adresse :

IDENTIFICATION DU REPONDANT
1/Etes-vous :

|:| Généraliste I:I Spécialiste

2/Quelle est votre activité dominante ?

Canine Rurale Mixte Autre
[] [ ] [ ]

3/ Pendant 'année 2009 combien de cas de leishmaniose avez-vous eu en
consultation ?

5/ Parmi ces cas, y a-t-il eu des chats suspects d’atteinte de leishmaniose ?

[ ] Oui [] Non
Si oui, sur quelle base ?



6/ Combien de cas avez-vous traité ?

7/ Considérez-vous que ces cas étaient issus d’'une zone d’enzootie.

[ ] Oui [] Non

Il - DIAGNOSTIC

1 - Démarche diagnostique

8 / Utilisez-vous des méthodes de diagnostic : « souvent », « parfois » ou « jamais »
?

Souvent Parfois Jamais
- Clinique seule
- Epidémiologie seule
- Laboratoire seul
- Clinique + épidémiologie
- Clinique + laboratoire
- Epidémiologie + laboratoire
- Clinique + épidémiologie +laboratoire
2 - Diagnostic clinique

9/ Quels sont les symptébmes dont vous tenez compte ? (cocher la ou les réponses
possibles)

- Baisse de forme [ ]
- Onychogryphose

- Amaigrissement

- Splénomégalie []
- Fiévre L1
- Lésions oculaire{__]
- Lésions cutanéed ]

- Troubles digestifd__]
- Alopécie []
- Epistaxis ]
- Squamosis ]
- Anémie [ ]
- Adénopathie L]

= AULIE, PréCiSEZ : .oviiii i



10/Confirmez-vous systématiquement le diagnostic clinique par un examen de
laboratoire?

|:| Oui I:I Non

11/ Pour le diagnostic épidémiologique tenez-vous compte des facteurs suivants :

OUl | NON

Lieu de vie

Mode de vie

Age

Race

12/Avez-vous recours au diagnostic de laboratoire en 'absence de signes cliniques ?

|:| Oui |:| Non

13) Lorsque vous avez recours au laboratoire, faites-vous appel aux techniques de
visualisation directe?

I:I Oui I:I Non

14/ Si oui, lesquelles :

- Ponction médullaire [__]
- Calques cutanés
- Ponction ganglionnair{__]
- Frottis []
- Autre, préciser...

15/ Lorsque vous avez recours au laboratoire, faites-vous appel aux techniques
indirectes (sérologie) ?

|:| Oui |:| Non

16/ Utilisez-vous un laboratoire extérieur a votre cabinet ?

I:I Oui I:I Non

17/ Pratiquez-vous des tests au cabinet ?

L1 oui (1 Non



18/ Si oui, lesquels ?

19) Dans quel(s) cas traitez-vous ?

- Symptbmes seuls

- Symptémes + environnement
- Test positif seul

- Symptémes + test positif

- En prévention

20/ Dans quel(s) cas ne traitez-vous pas et pourquoi ?

[ — CONDUITE THERAPEUTIQUE

21/ Quel(s) protocole(s) utilisez-vous et dans quel cas?

Produit Principe Dose Fréquence Durée
Actif

Suivi du traitement

22/ Utilisez-vous des parameétres de suivi de l'efficacité ?
[ ] Oui [ ] Non

23) Si oui, avec quel(s) moyen(s) ?

- Clinique [ ] - Laboratoire| |

24/ Souhaiteriez-vous avoir d’autres moyens de suivi du traitement ?

|:| Qui |:| Non



25/ Si0UI, [E€SQUEIS 2. e e
Arrét du traitement
26 / Arrétez-vous le traitement ?

[ ] Oui [ ] Non

27/ Sioui, SUr qUEIS CrItEresS ? ..o

OBSERVATIONS PARTICULIERES




Appendice | :
Liste des abréviations
Ac : Anticorps
ADN : Acide désoxyribonucléique
Ag : Antigene
ARN : Acide ribonucléique
ARNmMm : Acide ribonucléique messager
CD : Cluster of differenciation
CMH:Complexe majeur d’histocompatibilité
CPA: Cellule présentatrice d’antigéne
CSF : Facteur de croissance hématopoéitique
DAT : Test d’agglutination directe
ELISA : Enzyme linked immuno sorbent assay
ENVL :Ecole Nationale vétérinaire de Lyon
FL : Leishmaniose féline
FeLV : Feline Leukemia Virus
FIV : Feline immunodeficiency virus
FLG: Formol leuco gélification
GP63: Glycoproteine 63
HAI: test d’ hémaglutination indirecte
HURBAL :
IDR : Intra dermo reaction
IFI : Immuno fluorescence indirecte
IFN : Interferon
Ig : Immunoglobuline
IHA : Inhibition de ’hémaglutination

IL : Interleukine



IC : Intervalle de confiance

IM : Intramusculaire

IV : Intraveineuse

J :jour

Km2 : Kilometre carré

Kg : Kilogramme

LPG : lipophosphoglycane

LTc : Lymphocyte cytotoxique

LTh : Lymphocyte helper

MGG: May Grunwald Giemsa

MON: Montpellier

Mg : Milligramme

MI: Millilitre

NK: natural killer

NNN: Nicolle Novay McNeal

NO: monoxide d’azote

OIE: Office Internationale des Epizooties
OMS: Organisation Mondiale de la santé
PCR : Polymerase Chain Reaction

PO : Peros

® : Registred

RIM : Rapid Immuno Migration

Sc :Sous cutané

SPM : Systeme des phagocytes mononuclés
Taq polymérase : ADN polymérase

TGF : Transforming growth factor

TNF: Tumor necrosis factor



Ul: Unité Internationale

VIH : Virus de 'immunodéfiscience acquise
VPN: Valeur prédictive négative

VPP : valeur prédictive positive

WHO : World Heath Organization

1g : microgramme



