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LA RECHERCHE DE NOUVEAUX OUTILS DE DIAGNOSTIC POUR
LA LEISHMANIOSE CANINE, UN ENJEU « ONE HEALTH ».

OBJECTIFS DU TRAVAIL :

Ce travail consiste en un rassemblement des informations actuelles sur la Leishmaniose canine.
Une recherche bibliographique scientifique a permis d’analyser les récentes études sur des
nouveaux outils de diagnostic potentiels en médecine vétérinaire ; dont certains seraient

applicables chez I’homme.

RESUME :

La Leishmaniose est une maladie protozoaire contagieuse dont les canidés sont les principaux
réservoirs. Cette affection est zoonotique et peut étre mortelle. En humaine, elle toucherait plus
de 98 pays et chagque année environ 1 million de nouveaux cas sont recensés. Le diagnostic de
cette maladie est tres complexe. En effet, les manifestations cliniques sont trés variables. La
prévalence des animaux asymptomatiques est plus élevée que celle des animaux
symptomatiques. Les tests sont classes en 3 catégories : parasitologiques, sérologiques et
moléculaires. lls possédent tous une haute spécificité, néanmoins les méthodes parasitologiques
et sérologiques présentent une sensibilité variable et plus faible que les moléculaires. Cette
derniére dépend d’un matériel couteux, manipulé par des professionnels avec un temps d’attente
pour les résultats plus long. L’enjeu actuel est d’améliorer leur sensibilité pour une détection
précoce de cette maladie. Ainsi, une prise en charge rapide, efficace pourra étre mise en place
afin de contrdéler au mieux le développement de la maladie et d’en limiter la transmission.
Depuis 2019, de nombreuses recherches ont été effectuées dans cet objectif. Des études ont
testé d’autres antigénes pour ELISA tels que: les lipophoshoglycans, la protéine kinase
pyridoxale, la protéine recombinée du facteur d’élongation 1B. Les deux derniers ont
expérimenté 1’applicabilité chez I’homme pour le diagnostic et le suivi post-thérapeutique. De
méme, la chimioluminescence associée a ELISA sur des protéines multi-épitopes augmenterait
sa sensibilité analytique. Ces nouveaux outils pourraient améliorer significativement la
détection d’animaux asymptomatiques et sans réactions croisées observées. Une étude a été
faite sur la possible utilisation du microARN122 en PCR comme biomarqueur de
dysfonctionnement hépatique lors d’une infection a Leishmania chez le chien. Ces nouvelles
recherches prometteuses méritent, pour certaines, d’étre approfondies afin d’envisager une

utilisation concréte de ces tests de diagnostic pour la Leishmaniose canine.



LA RECHERCHE DE NOUVEAUX OUTILS DE DIAGNOSTIC POUR
LA LEISHMANIOSE CANINE, UN ENJEU « ONE HEALTH ».

AIM OF THE WORK :

This work consists in collecting current information on the canine Leishmaniasis. Scientific
bibliographic research has enabled analysing recent studies on potential new diagnostic tools in

veterinary medicine ; some of which may be applicable to humans.

SUMMARY :

Leishmaniasis is a contagious protozoan disease of which canids are the main reservoirs. This
illness is zoonotic and can be fatal. In human medicine, it affects more than 98 countries and
each year approximately 1 million new cases are identified. The diagnosis of this disease is very
complex. Indeed, clinical signs are very variable. The prevalence of asymptomatic animals is
higher than symptomatic animals. The tests are classified into 3 categories: parasitological,
serological and molecular. They all have a high specificity, nevertheless the parasitological and
serological methods have a variable and lower sensitivity than the molecular ones. The latter
depends on expensive equipment, handled by professionals with a longer waiting time for
results. The current challenge is to improve their sensitivity for early detection of this disease.
Thus, rapid and effective management can be set up in order to best monitor the development
of the disease and limit its transmission. Since 2019, a lot of research has been conducted for
this purpose. Studies have tested other antigens for ELISA such as: lipophoshoglycans,
pyridoxal protein kinase, recombinant elongation factor 1B protein. The last two have tested
the applicability in humans for diagnosis and post-therapeutic follow-up. Similarly, the
chemiluminescent associated with ELISA on multi-epitope proteins would increase its
analytical sensitivity. These new tools could significantly improve the detection of
asymptomatic animals without observed cross-reactions. A study has been made on the possible
use of microRNA122 in PCR as a biomarker of hepatic dysfunction during Leishmania
infection in dogs. Some of this encouraging new research deserves to be developed in order to

consider a concrete use of these diagnostic tests for canine Leishmaniasis.
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1. Introduction

La Leishmaniose canine est une maladie zoonotique protozoaire vectorielle contagieuse.
Historiquement, en 1903 deux médecins ont découvert, presque simultanément en Inde, le
parasite Leishmania chez I’homme : le Dr William Boog Leishman et Dr Charles Donovan. Le
parasite fut nommeé en leur honneur Leishmania donovani. En 1908, le Dr Charles Nicolle décrit
pour la premiére fois le parasite de la leishmaniose canine, Leishmania infantum, et prouve le
réle de réservoir du chien. Peu de temps apres, en 1914, le Pr Pringault effectue le premier
diagnostic sur un chien a Marseille, en collaboration avec le Dr Charles Nicolle (Brifford,
2011). Enfin, vers 1921, les travaux des fréres Sergent sur I’lhomme met en évidence le rdle
vecteur des phlébotomes.

Depuis, la Leishmaniose chez ’Homme est considérée par 1’Organisation Mondiale de la
Santé comme une priorité (World Health Organization,2020). Un diagnostic et un traitement
précoces sont importants mais I’influence sur sa transmission reste limitée si le role de réservoir
du chien et le vecteur ne sont pas contrdlé (Palatnik-De-Sousa and Day, 2011). La présence
d’animaux asymptomatiques sous-estime la prévalence de I’infection et reste la cause d’un
déficit de sensibilité dans certaines de nos techniques de diagnostic. La présentation clinique de

cette maladie est considérée comme étant la « partie visible de ’iceberg » dans les zones

‘ ymptomatiques

Sérologie

endémiques.

Sérologie / PCR -
Non porteurs
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Figure 1 : Pyramide représentant les différentes populations lors du diagnostic de
Leishmaniose canine. Adaptée de Baneth et collaborateurs (2008).
Dans ce contexte de zoonose, le vétérinaire reste un acteur essentiel pour le maintien de la
sante publigue. Il devient nécessaire d’avoir les outils suffisants pour conseiller et expliquer, au
mieux, aupres des propriétaires I’importance de la prophylaxie et du dépistage précoce. Mon

travail a pour but de réunir les informations actuelles sur la Leishmaniose canine. En premier



lieu, les méthodes de diagnostic courantes ont été étudié avec leurs avantages et inconvénients.
Dans un second temps, les récentes recherches sur de nouveaux outils pouvant apporter une
amélioration ont été analysées. Celles-ci permettraient une perspective dans les avancées

scientifiques pour le diagnostic et la gestion de cette zoonose.

2. Description de la maladie

2.1 Etiologie

L’agent responsable de la Leishmaniose canine est un protozoaire : Leishmania
infantum. Du point de vue de sa taxonomie, il appartient a la classe des flagellés, de I’ordre des
Kinétoplastidés puisqu’il posséde un réseau d’ ADN circulaire appelé kinétoplaste et un flagelle.
Ce parasite possede deux formes : la forme promastigote (Annexe 1) et amastigote (Annexe 2)
qui est intracellulaire (Taylor, 2016). Il se rattache a la famille des Trypanosomatidés au genre
Leishmania et du complexe de Leishmania donovani.

Le cycle biologique de Leishmania infantum est dit dixéne (Figure 2). 1l nécessite deux
hotes : un vecteur pour héte intermédiaire contenant la forme promastigote, et un mammifere
comme hote définitif véhiculant la forme amastigote. Le vecteur est un insecte diptére
nématocére de 1’ordre Diptera, de la super-famille des Psychodoidea, de la famille des
Psychodidés et de la sous-famille des Phlebotominae. Il en existe 2 genres Phlebotomus dans
le Nouveau Monde et Lutzomyia dans 1’Ancien Monde (Taylor, 2016). Il existe environ 90
especes pouvant transmettre le genre Leishmania (World Health Organization, 2020). En
Europe, environ 27 espéces différentes sont vectrices de Leishmania infantum. Les plus
répandues en Europe sont Phlebotomus ariasi et Phlebotomus perniciosus (European Food
Safety Authority, 2020).

Dans le vecteur, il existe deux lignées de promastigotes : les pro-cycliques et les
métacycliques seuls infectieux. En effet, les pro-cycliques sont des nectomades, mobiles au
niveau de I’intestin médian qui migrent vers ’avant du sytéme digestif pour se transformer en
haptomonades, formes fixes. Le rdle de ces dernier est de faciliter les régurgitations des formes
infectieuses (Nadau, 2005).

La transmission se fait lors d’un repas sanguin par une femelle, seule hématophage. Ce
type de repas est nommé de la telmophagie, c¢’est-a-dire que le vecteur se nourrit a partir d’un
lac hémolymphatique facilitant 1’invasion du systéme phagocytaire mononuclée (SPM). Il

faudrait environ 15jours entre le premier repas sanguin et la premiere piqure infectieuse. Le



vecteur restera infectieux toute sa vie. (Nadau, 2005) Accessoirement, il existe d’autres moyens

de transmission tels que: la transfusion (Owens et al., 2001), la voie vénérienne et

transplacentaire (Kasbari et al., 2013).
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Figure 2 : Cycle biologique de Leishmania spp. (Harhay et al.,2011)

2.2 Epidémiologie

Leishmania infantum est la seule espéce présente a la fois dans le Nouveau monde et
I’Ancien monde. Dans ce dernier, on la retrouve principalement dans le bassin méditerranéen
jusqu’au Moyen-orient, le Nord de I’Afrique et le Sud-Ouest de 1’Asie. Elle est 1’espéce
principale en Europe. Pour le Nouveau Monde, elle s’observe au niveau de I’ Amérique Centrale
et ’Amérique du Sud (Pennisi, 2015)(Taylor, 2016). Au niveau mondiale, elle toucherait
annuellement jusqu’a Imillion de personnes avec 300 000 décés et 1billion vivent dans des
zones endemiques. Cette maladie touche particulierement les enfants et les adultes
immunodéprimés (World Health Organization, 2020). En Europe, on estime a 300-400
nouveaux cas par an (Bourdoiseau, 2019). La répartition des différents statuts endémiques
mondiaux est illustrée dans 1’annexe 3.

Le mode de transmission étant vectoriel, I’épidémiologie de la Leishmaniose dépend en
grande partie des phlébotomes. Les deux espéces P.ariasi et P.pernicious ont une préférence
trophique pour le chien. P.ariasi est principalement exophile et se retrouve dans un habitat boisé

a une altitude entre 200 et 600metres. Cependant, il peut devenir endophile si la température



extérieure diminue. Ce vecteur est cyno-anthropophile au contraire de P.pernicious qui est plutét
zoophile. Le pic saisonnier d’activité se trouve en fin d’été et début d’automne. Leur répartition
géographique est illustrée en annexes 4 et 5. (Bourdoiseau, 2019)

Concernant les chiens, plusieurs facteurs prédisposant au développement de cette
maladie ont été demontré : larace, 1’age et certains génes. Certaines races seraient plus sensibles
comme : le berger allemand, le boxer, le cocker spaniel et le rottweiler. Au contraire, le Ibizand
Hound montrerait moins de signes cliniques. Pour 1’age, la distribution est qualifiée de
bimodale avec une prévalence plus importante pour les chiens de moins de 3ans et de plus de
8ans. (Solano-Gallego et al., 2011). En France, une enquéte épidémiologique a démontré une
prévalence de 40 000 cas par an en 2011. Ces chiffres sont similaires a ceux répertoriés en 2004
mais la zone d’enzootie augmente comptant 29 départements (contre 26 en 2004) (Bourdeau,
2018).

Il est important de ne pas oublier que les nouveaux changements climatiques peuvent
influencer les vecteurs pour : leur biotope, leur taux de survie et la taille de leur population
(World Health Organization, 2020). De méme, les déplacements d’animaux et de personnes,
I’augmentation d’espéces pour les réservoirs sauvages et les animaux domestiques errants, ne
bénéficiant pas de contrdle sanitaire adéquat peuvent accroitre significativement la prévalence

de I’infection (Pennisi, 2015). Par le biais des mouvements de populations animal et humaine,

une expansion de la zone d’enzootie en Europe peut étre envisageable (Figure 3).

F AT F o
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Figure 3 : Carte représentant la zone d’enzootie approximative de la leishmaniose
canine en Europe. (Bourdoiseau, 2019)
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Des moyens de lutte contre les vecteurs avec des mesures de prévention pour nos
animaux (des colliers/ pipettes répulsifs associés a une vaccination) ainsi qu’un dépistage de
tous les chiens infectés sont importants pour limiter cette expansion. Une nouvelle enquéte
serait intéressante pour étudier la prévalence ainsi que la dynamique de I’infection depuis la

mise sur le marché d’un vaccin.

2.3 Physio-pathogénie et réponse immunitaire de 1’hote
La leishmaniose est une maladie avec une physio-pathogénie particulierement
intéressante et bien adaptée. En effet, elle posseéde des mécanismes d’échappement a la réponse
immunitaire de 1’hote basés sur des enzymes qui s’opposent a I’action des radicaux oxygénés
et induisent une réponse T-Helper 2. La compréhension de ces réactions immunopathologiques
est essentiel pour la détermination des cibles nécessaires a la recherche de nos nouveaux outils
de diagnostic.
2.3.1. Interactions parasite-vecteur
Lors du repas sanguin, le parasite doit survivre dans le tube digestif du vecteur. Pour cela,
il dispose de plusieurs moyens pour le contrer. Les liposphosphoglycans (LPG) a la surface du
parasite servent d’ancrage aux cellules épithéliales de I’intestin et joueraient un role dans la
diminution des enzymes digestives (Sacks and Kamhawi, 2001). De plus, une enzyme chitinase
permet de neutraliser la membrane péritrophique. Cette derniere est un tube chitinisé sécrété en
permanence par le proventricule du vecteur permettant de contenir le sang durant sa digestion
(Schlein, 1993).
2.3.2. Interactions vecteur-hote
Un pouvoir immunomodulateur a été démontré sur les homogénats de glandes salivaires
des vecteurs infectés ou non. En conséquence, on peut observer une augmentation de la
sécrétion d’IL-4, une cytokine permettant la différentiation de lymphocytes T naifs en
lymphocytes TH2. De plus, une inhibition de certaines fonctions essentielles du macrophage
telles que : la présentation de 1’antigéne, la production de monoxyde d’azote (NO) et la
prolifération de lymphocytes T spécifiques a Leishmania (Hall and Titus, 1995).
2.3.3. Interactions parasite-hote
Dans I’héte, le parasite est intracellulaire au niveau des cellules du SPM. Il doit pour
cela se soustraire notamment au systéme du complément. Pour y arriver, il dispose de deux
antigenes majeurs : le gp63, une métallo-protéase présente dans les deux stades du parasite et

le LPG. lls permettent d’inactiver le fragment C3b du systeme du complément en le
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transformant en C3bi tout en permettant 1’opsonisation et la phagocytose. Tous deux se lient
aux C3b et C3bi qui respectivement vont sur les récepteurs CR1 et CR3. Ces liaisons permettent
I’adhésion des promastigotes aux cellules du SPM et évitent le choc oxydatif lors de la
phagocytose (Annexe 6).(Nadau, 2005)

La survie intracellulaire dépend de la transformation de promastigote en amastigote
puisque ce dernier est plus résistant aux radicaux oxygénés et engendre une réaction oxydative
plus faible. En effet, les leishmanies inactivent la protéine kinase C (PKC) afin d’inhiber la
formation de radicaux oxygénés via le LPG et gp63. De plus, Le LPG via I’inactivation de PKC
favoriserait la séquestration de Ca2+ ce qui bloguerait les voies de signalisation cellulaire
calcium dépendantes. Le changement de stade favorisé par le LPG permet aussi 1’inhibition
transitoire de la fusion du phagosome avec 1’endosome qui servirait a empécher la présentation
de leurs antigenes via le complexe majeur d histocompatibilité 11 donc leur reconnaissance par
les lymphocytes T helper CD4+. (Nadau, 2005)

2.3.4. Réponse immunitaire

La réaction immunitaire de 1’hdte joue un role essentiel dans la forme de la maladie et son
développement. Le type de réponse chez I’animal infecté repose sur une dualit¢é TH1/TH2 via
I’intervention de lymphocytes T helper CD4+. Les animaux résistants dits asymptomatiques
possederaient une réponse a médiation immune de type TH1. A contrario, les chiens sensibles,
donc cliniques, développeraient une réponse immunitaire humorale de type TH2. Pour les
animaux asymptomatiques, certaines cytokines stimuleraient cette réponse immunitaire a
médiation immune protectrice telles que :

» L’Interferon gamma (IFNy) : Stimule les macrophages et la différentiation vers une

réponse de type TH1.

» Le Tumor Factor Necrosis alpha (TNFa) : active la production de parasiticides tels

que les dérivés oxygénés et le monoxyde d’azote.

» L’Interleukine 12 (IL-12) : stimule la réponse de type TH1 et la production de

L’IFNy.

» L’IL-2 : Stimule la réaction immunitaire de type THL1.

Les chiens dits cliniques produisent de nombreuses cytokines expliquant la sensibilité a la
maladie et la mise en place de certains symptomes :

» L’IL-4 : elle induirait une inhibition de I’activation des macrophages et de I’'INFy,

une prolifération polyclonale de LB ainsi qu’une diminution de la production d’IL-
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12. Cette derniere entraine une hypergammablobulinémie avec la formation de
complexes immuns et la production d’auto-anticorps. Contrairement aux animaux
asymptomatiques possédant un faible taux d’anticorps qui sont spécifiques, la
production d’immunoglobulines augmente fortement avec la synthése d’anticorps
non spécifiques (IgG) formant les complexes immuns. 1ls se déposent dans les reins,
articulations, vaisseaux sanguins et yeux, menant a des signes d’inflammation et
provoquant une réaction d’hypersensibilité de type IIl. Les auto-anticorps
engendrent des lésions évoquant des maladies auto-immunes telles que le
pemphigus ou le lupus érythémateux disséminé.

» L’IL-10: inhibe la synthése de TNFa, I’IL-12, INFy et D’activation des
macrophages.

» Le Transforming Growth Factor beta (TGFP): produits par les LB, LT et
macrophages activés permet ’inhibition de la synthése d’IFNy et I’augmentation de
I’IL-4.

L’ensemble de ces interactions entre les deux types de réponse a été synthétisé d’aprés Nadau

(2005), Baneth et collaborateurs (2008), Brifford (2011) et Toepp and Petersen (2020).

2.4 Tableau clinique

La leishmaniose est une maladie dite protéiforme avec une période d’incubation longue
allant de plusiseurs mois a plusieurs années. Comme vu précédemment, les animaux peuvent
exprimer différentes formes cliniques rendant le diagnostic clinique plus difficile. Les animaux
asymptomatiques ou oligosymptomatiques sont généralement présenter pour : une baisse de
forme et d'appétit, des ulcéres ou squamosis discrets et pas d'adénomégalies Au contraire, chez
les chiens cliniques, les signes pouvant étre rencontrées sont polysystémiques. (Bourdoiseau,
2019)

Dans les symptdbmes généraux, on retrouve principalement: abattement, fiévre
inconstante fluctuante, muqueuses péles, cachexie et fonte musculaire par catabolisme des
protéines. Cet état général du chien donne, ce que I’on appelle lors d’une leishmaniose, un
facies « de vieux chien ». Concernant I’invasion et la prolifération dans le SPM, on remarquera
une adénomegalie généralisee et splénomégalie modérée (Brifford, 2011).

Pour le systeme cutané, on peut observer : une alopécie diffuse, du squamosis, des
dermatites, des chancres d’inoculation temporaires, de 1I’hyperkératose et de 1’onychogryphose.

Des ulcérations au niveau des jonctions cutanéo-muqueuses peuvent étre remarquées et sont
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ddes soit a I’action directe du parasite soit a la vasculite nécrosante causée par les complexes
immuns. Ces derniers sont fréquents au niveau de la truffe et des coussinets et sont souvent
réfractaires aux traitements antiseptiques. De plus, les lésions cutanées ne sont pas
prurigineuses. (Brifford, 2011; Bourdoiseau, 2019)

Le systeme urinaire peut étre aussi touché avec : un syndrome de polydipsie/polyurie,
une glomérulonéphrite avec de la protéinurie. Ces lésions rénales causées majoritairement par
le dép6t de complexes immuns peuvent mener jusqu’a une insuffisance rénale chronique. Elle
est une des causes de déces les plus fréquentes chez le chien (au brésil, plus de 95% des chiens
et plus de 30% de complications chez ’homme) et a une valeur de pronostique négative.
L’atteinte rénale est un facteur limitant majeur pour la prise en charge thérapeutique de
I’animal. (Baneth et al., 2008; Toepp and Petersen, 2020)

Au niveau du systeme digestif, certains chiens peuvent développer une entérite
diarrhéique hémorragique. On peut découvrir des signes de colite avec émission de selles
glaireuses ou hémorragiques. Histologiquement, on observera une mugueuse avec cryptes
glandulaires normales mais une sous-mugqueuse présentant des nodules inflammatoires et une
vascularite. Des Iésions d’ulcération tissulaire sont a I’origine de I’aspect hémorragique de ces
inflammations. De plus, la leishmaniose peut provoquer des troubles de I’hémostase
entrainant de 1’épistaxis. (Bourdoiseau, 2019)

D’autres structures peuvent étre touchées dont celles du systeme locomoteur avec
I’apparition de polyarthrite et de myosite. De méme, les yeux sont susceptibles d’étre 1ésés
avec des manifestation d’uvéites bilatérales, de conjonctivite ou de kératoconjonctivite seche.
La moelle osseuse, et certains organes comme le foie ou le pancréas peuvent subir des
altérations. Le développement de ces signes est essentiellement di a la présence
d’inflammation granulomateuse et le dépots des complexes immuns (Baneth et al., 2008). Une
atteinte du systéme nerveux, telle que la présence d’anticorps dans le liquide céphalo-
rachidien, avec apparition de symptomes nerveux a aussi été démontré dans certains cas
(Nadau, 2005).

La prévalence de certains de ces signes a été décrite dans un article de Baneth et
collaborateurs en 2008 (annexe 7). Différents grades cliniques ont été élaborés a partir des
signes cliniques, des résultats d’analyses, de la sérologie, leur traitement et pronostic respectifs
afin d’aider les vétérinaires dans la gestion de 1’animal dans les guidelines du groupe Leishvet
(Solano-Gallego et al., 2011).
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3. Méthodes de diagnostic actuelles

Le diagnostic de la Leishmaniose est complexe. En effet, la présence d’anticorps circulants
ne certifie pas la présence de la maladie ; de méme la présence d’amastigotes dans les tissus
peut étre observé chez des animaux asymptomatiques. De plus, au vu de 1’ensemble des
difféerentes manifestations cliniques possibles, le diagnostic différentiel reste large. Par
conséquent, le diagnostic doit étre établi par une combinaison de suspicion clinique et d’un

diagnostic de confirmation par des méthodes de laboratoire. (Paltrinieri et al., 2016)

3.1 Diagnostic clinique et différentiel

La démarche de diagnostic passe d’abord par une suspicion clinique. Pour cela, une
anamnése compléte avec des données épidémiologiques et un examen clinique complet est
indispensable. Comme précisé précédemment, la race, 1’age, les moyens antiparasitaires et la
vaccination sont des informations servant a évaluer les risques d’une possible infection. De
plus, il faut savoir : si I’animal a récemment voyagé dans une zone endémique, son mode de
vie, si des traitements immunosuppresseurs ont été recus qui pourraient expliquer une activation
d’une infection latente. Lors de I’examen clinique, au vu de la possibilité¢ variée des signes
cliniques tous les systémes doivent étre observé et palpé.

Le diagnostic différentiel est large. En prenant en compte les symptémes cutanés, les
pathologies parasitaires les plus fréquentes et pouvant s’y rapporter sont: la teigne et la
démodécie. De méme, il est important de prendre en compte les maladies auto-immunes : le
pemphigus foliacé avec des lésions cutanées et le lupus erythémateux ayant des atteintes
polysystémiques similaires & la leishmaniose. Le lymphome présente aussi de grande similitude
du point de vue symptomatologie que ce soit au niveau des symptomes généraux ou de systémes
particuliers en fonction de sa localisation. D’autres maladies protéiformes doivent étre aussi
pris en compte. Parmis elles, on retrouve la maladie de Chagas, la piroplasmose dues aux
parasites Trypanosoma cruzi et Babesia canis respectivement et la ehrlichiose causée par la
rickettsie Ehrlichia canis. Cependant, il est évident que cette liste n’est pas exhaustive

puisqu’elle dépend beaucoup de I’examen clinique.

3.2 Diagnostic de laboratoire

Des examens complémentaires sont nécessaires afin d’apporter un diagnostic de
certitude. Notamment, une hématologie et une biochimie peuvent étre nécessaires et révélateurs
d’anomalies pouvant conforter et/ou orienter notre diagnostic et pronostic. D’aprés Paltrinieri

et collaborateurs (2016), en hematologie, on retrouve le plus souvent une anémie normocytaire
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normochrome modérée a importante et qui peut étre non régénérative en cas d’atteinte de la
moelle osseuse. De plus, on peut avoir une neutrophilie et une thrombocytopénie. En cas de
thrombocytopénie trés marquée, il faudra penser a une co-infection avec un autre pathogene a
transmission vectorielle tel que Ehrlichia canis et Anaplasma spp, On peut aussi remarquer une
leucocytose en début d’infection puis une leucopénie, avec plus particulierement une
lymphopénie. Une biochimie peut aussi montrer des marqueurs hépato-biliaires et
pancréatiques augmentés en cas d’infiltration granulomateuse de ces organes. Le taux
d’enzymes telles que la créatinine kinase et les lactates déshydrogénases peuvent s’accroitre Si
les muscles ou le squelette sont touchés. En ce qui concerne le systéme urinaire, la créatinine,
I’urée et la SDMA peuvent évoquer la présence de Iésions et/ou dysfonction. Par ailleurs, une
analyse urinaire peut étre intéressante pour détecter et confirmer une atteinte rénale par une
bandelette urinaire et une mesure de la densité urinaire.

Chez les animaux cliniques, on retrouve fréquemment une hyperprotidémie et semble
correler avec la sévérité du grade. Elle peut étre investiguer par formoleucogélification ou
électrophorese. L’évaluation des protéines sériques par électrophorése est utile pour mettre en
évidence une hypergammaglobulinémie, une hypoalbuminémie et donc un rapport
albumine/globulines diminué. Ce dernier est considéré comme un facteur de pronostic négatif
et un test des plus sensible selon certains auteurs. De méme, 1I’évolution du taux de globuline
possede une valeur de pronostic, une stabilisation ou une diminution montre un pronostic plus
favorable. L’hypergammaglobulinémie, bien qu’elle soit le plus souvent polyclonale, peut
avoir différents profils d’électrophorése (Annexe 8). (Paltrinieri et al., 2016 ; Bourdoiseau,
2019)

L’utilisation d’autres examens est essentielle pour un diagnostic dit étiologique ou de
certitude. Ils sont divisés en deux groupes : les méthodes directes et indirectes. Les méthodes
directes regroupent des test parasitologiques et moléculaires. Pour les méthodes indirectes, cela
comprend essentiellement les moyens sérologiques. La démarche de diagnostic a
préférentiellement abordé est illustrée en figure 4.
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DIAGNOSTIC APPROACH
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Figure 4 : Démarche de diagnostic pour confirmation sur cas suspect de leishmaniose canine.
(Solano-Gallego et al., 2011)

3.2.1. Méthodes indirectes

Nous avons pu démontrer la réaction immunitaire engendrée par une infection a
Leishmania. Ces méthodes servent donc a 1’évaluer par la détection d’anticorps anti-leishmania
a partir de sérum, plasma ou du sang. Pour cela, on effectue des tests sérologiques de 2 types :
qualitatif et quantitatif. La sérologie qualitative permet de détecter la présence ou non
d’anticorps tandis que la quantitative va nous donner une valeur. Un diagnostic de certitude va
reposer préférentiellement sur la sérologie quantitative et cela pour deux raisons : la simple
présence d’anticorps ne permet pas de définir un animal malade et son évolution a une valeur
pronostique. Parmi ces tests quantitatifs, les plus utilisés sont I’ Immunofluorescence indirecte
(IFI), considérée comme le gold standard, et I’Enzyme-linked-immuno-sorbent-assay (ELISA).
D’autres test existent mais sont peu utilisé dit a une mauvaise standardisation et/ou un codt plus
élevé (Maroli et al., 2010). Tous ces tests sérologiques utilisent des antigenes spécifiques. 1l a
été démontré que les antigenes tels que les protéines recombinées rk39 et rK28 montrent une
plus haute sensibilité et spécificité (Brifford, 2011).

L’immunodiffusion rapide est un test de sérologie qualitative permettant un résultat
rapide a faible colt. Elle présente une sensibilité variant de 30 a 70% selon les études. De ce
fait, en cas de résultat négatif, une méthode quantitative complémentaire est recommandée.

Cette indication est aussi valable lors de résultat positif pour avoir une valeur d’anticorps

17



confirmant le résultat et facilitant le suivi thérapeutique. Les test d’immunodiffusion rapide sont
considéré comme un test de screening. L’IFI est la méthode de référence en sérologie
recommandée par I’OIE du fait de sa grande sensibilité et spécificité. Elle consiste en la dilution
successives de sérum sur des lames recouvertes de promastigotes. Les liaisons anticorps-
antigenes sont alors mis en évidence par 1’utilisation d’anticorps fluorescents. Les limites de ce
test sont I’interprétation suggestive pour 1’évaluation par microscope et la présence de réaction
croisée dans les zones endémiques, dans le nouveau monde, avec Trypanosoma cruzi créant de
faux-positif. L’emploi d’ELISA montre une bonne spécificité, mais elle présente néanmoins
des reactions croisées, avec Trypanosoma cruzy mais aussi Ehrlichia canis et Babesia canis.
De plus, la présence d’animaux asymptomatiques présentant un faible taux d’anticorps ne lui
permet pas une sensibilité optimale. Ainsi, I'utilisation d’une combinaison de protéines
recombinantes comme antigene montre une augmentation de sensibilité. De plus, contrairement
a I’IFI, ’interprétation se fait par un spectrophotomeétre permettant une standardisation des
résultats. Ainsi, plusieurs facteurs peuvent influencer la précision de ces méthodes sérologiques
tels que le stade clinique au moment du prélévement, le protocole utilisé et I’antigéne utilisé.

(Maroli et al., 2010; Paltrinieri et al., 2016; De Carvalho et al., 2018)

L’interprétation raisonnée de la sérologie est tres importante. Les tests sérologiques
présentent une sensibilité variable expliqués aussi par la faible production d’anticorps lors des
phases initiales et terminales ainsi que chez les animaux asymptomatiques (Brifford, 2011). Le
titre d’anticorps n’est pas corrélé a la gravité de signes cliniques. Néanmoins, il a été démontré
que la présence d’un taux élevé d’anticorps justifie une dissémination du parasite et I’expression
clinique de la maladie. On considére un titre élevé d’anticorps si la valeur est quatre fois
superieure au seuil du laboratoire. De plus, la séroconversion est possible de 1mois jusqu’a
22mois post exposition avec une médiane de 5 mois lors d’infection naturelle. 1l est donc
important d’effectuer les mémes tests dans le méme laboratoire pour des résultats significatifs
lors du suivi thérapeutique ou a plus de 3 mois d’intervalle lors de suspicion clinique persistante
(Maroli et al., 2010; Paltrinieri et al., 2016). En outre, un des challenges pour la sérologie est la
discrimination entre un animal vaccine et infecté afin d’éviter de faux positifs. Une étude de
Lima et collaborateurs (2019) a illustré P’efficacité de 1’utilisation de quatres protéines
recombinées dont rk39 et rk28 face aux antigénes solubles de promastigotes (SPLA). Le vaccin
utilisé est un des deux commercialisés et valables en Europe : CanilLeish ®. Un mois aprés la

derniére injection de primo-vaccination, il a été démontré pour SPLA une séropositivité avec
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I’ELISA significative (P= 0,0007) pour le groupe de chiens vaccinés contrairement aux non
vaccinés. A contrario, les antigénes tk39 n’ont montré aucune différence significative entre les
deux populations (P<0,05). Cette séroconversion avec SPLA a été aussi observé 25mois apres
(qui équivaut aussi a 1mois apres le premier rappel) chez tous les animaux vaccinés qu’ils soient
infectés ou non. De plus, I’emploi d’autres techniques de diagnostic tels que I’IFI n’a pas été
plus efficace pour cette distinction lors de I’utilisation de SPLA comme antigéne. Ces résultats
sont expliqueés par le fait que SPLA est produit & partir de promastigotes avec un grand nombre
de surface et antigénes biologiques reconnaissables et se rapprochant le plus d’une infection
naturelle. Seul I’antigéne rk39 a montré une différence entre les animaux vaccinés non infectés
séronégatifs et les chiens vaccinés infectés séropositifs. Néanmoins, une cohorte dun plus
grand nombre d’individus aurait pu étre utilisé pour ameliorer la représentativité des resultats.
De plus, il aurait été intéressant de tester puis comparer avec le deuxiéme vaccin commercialisé

et utilisé en Europe : le Letifend®.
3.2.2. Meéthodes directes

Elles servent a mettre en évidence la présence du parasite dans I’organisme de ’hote.
De plus, ces techniques ne posent pas de probléme de discrimination entre un animal infecté et
un animal vacciné ; a contrario des méthodes sérologiques. Parmi les méthodes directes, on
retrouve les tests parasitologiques tels que la cytologie, I’histologie et la culture. Les
prélevements sont faits au niveau des organes les plus infectés : les ganglions lymphatiques et
la moelle osseuse. D’autres sites et fluides biologiques peuvent étre prélevés en fonction des
symptomes observés tels que : la rate, le foie, la peau, le liquide céphalorachidien et le liquide
synovial articulaire. L’adénogramme reste le plus recommandé car il est facile a réaliser et
c’est un des sites le plus souvent infecté que ce soit chez les chiens symptomatiques ou non

(Figureb). (Bourdoiseau, 2019)
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Figure 5 : Cytologie d’un adénogramme chez un chien atteint de Leishmaniose, avec

présence d’amastigotes extracellulaires et intracellulaires. (microscope optique, x100 et

coloration MGG) (Solano-Gallego et al., 2011)

En cytologie, les prélévements peuvent étre obtenus par ponction a 1’aiguille-fine et
calque cutané. La lame obtenue est ensuite colorée préférentiellement au May-Grinwald-
Giemsa (MGGQG). La sensibilité du diagnostic cytologique par frottis est inférieure a 50% bien
que sa spécificité soit proche de 100%. Ce faible taux peut étre explique par les animaux ayant
une faible charge parasitaire, la qualité de 1’étalement et de la coloration. De plus, cela dépend
de I’expérience de I’observateur et du temps pris pour I’examen. Cependant, la cytologie est un
outil fréquemment utilisé de par un équipement minimal requis, un moindre co(t et une réponse
rapide de diagnostic s’il s’avére positif. L’absence de parasite visible ne permet donc pas
d’exclure une infection a Leishmania (Guerra et al., 2019).

Une biopsie des organes peut étre effectuée pour de I’histologie. Cette méthode posséde
un taux de sensibilité identique a la cytologie d aux mémes contraintes. Cette technique étant
invasive, elle est plutot utilisée pour le diagnostic lors d’autopsie. Elle sert a étudier les lésions
histo-pathologiques associées au sein des tissus. Les éléments cytologiques ou
histopathologiques suggérant une infection lors de leishmaniose sont: la présence
d’inflammation granulomateuse ou pyogranulomateuse ou lymphoplasmocytaire, une
hyperplasie réactive des organes lymphatiques, une vascularite et la présence ou non
d’amastigote (Solano-Gallego et al., 2011). Néanmoins, il est important de différencier 1’origine
des Iésions car certaines études ont montré la possibilité d’infection a Leishmania spp
secondaire a une pathologie telle que le lymphome (Paltrinieri et al., 2016).

D’apres Guerra et collaborateurs (2019), I’emploi de techniques additionnelles

immunologiques telles que I’Immunocytochimie (ICC) ou I’Immunohistochimie (IHC) offrent
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une meilleure sensibilité. Ces outils consistent en 1’utilisation d’anticorps couplés a des
marqueurs visibles au microscope afin de détecter les antigénes du parasite présents dans
I’échantillon. Une étude a permis de comparer 1’utilisation des différentes méthodes sur des
prélévements de ponction a 1’aiguille fine du ganglion poplité en présence d’adénomégalie
géneralisée chez 60 chiens. Sur cette population, 50 chiens ont été diagnostique positifs pour la
leishmaniose et 10 autres pour un lymphome multicentrique. La spécificité est de 100% pour
toutes les méthodes. 11 a été démontré que I’utilisation d’THC et d’ICC augmente
significativement (P=0,001) la sensibilité du test comparée a I’utilisation de 1’étude cytologique
conventionnelle de frottis (respectivement 92%, 70% et 34%). De plus, le seuil de détection est
plus bas pour I'IHC et I'ICC avec 9,23 amastigotes/mm2 et 18,46 amastigotes/mma2
respectivement ; a contrario du frottis avec 400 amastigotes/mmz2. Cette diminution permet une
amélioration de la détection chez les animaux a faible charge parasitaire. Enfin, 1’indice de
Kappa, qui traduit la concordance de résultats entre des observateurs différents ou entre
différents moments d’un méme examinateur, a aussi montré de grandes différences. En terme
d’interprétation, on considere que plus la valeur de kappa se rapproche de 1, plus I’influence de
I’expérience de I’observateur est minime sur la capacité de détection de parasite. Ainsi, on note
pour la méthode de cytologie conventionnelle Kappa = 0,1466 alors que Kappa ICC = 0,437 et
Kappa IHC = 0,793. Ainsi, tous ces paramétres expliquent 1’augmentation de la sensibilité
globale des tests cytologiques et histologiques, avec ’utilisation de méthodes immunologiques
complémentaires. Les résultats de I’analyse comparative d’efficacité sont repris en annexe 9.
De plus, les images microscopiques via les différentes méthodes citées précédemment sont

illustrées en figure 6.(Guerra et al., 2019)
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Figure 6: Images microscopiques des différentes méthodes cytologiques et
histologiques sur prélévements de chiens atteints de leishmaniose. A,B,C ponction a I’aiguille
fine du ganglion poplité: A analyse cytologique conventionnelle de frottis; B
immunocytochimie; C analyse histologique (Guerra et al., 2019). D immunohistochimie d’une
biopsie de foie (Lima et al., 2019)

La culture de parasite se réalise dans un milieu Novy-McNeal-Nicolle a partir de
préléevements de rate, ganglion lymphatique ou moelle osseuse. Cette technique nécessite un
délai d’une a plusieurs semaines et un résultat est défini a partir de quatre cultures successives.
De plus, le risque de contamination microbiologique n’est pas négligeable et 1’équipement
adéquat n’est disponible qu’en laboratoire spécialisé. Bien que sa spécificité soit de 100% et
qu’elle permet une identification isoenzymatique pour connaitre la souche, elle est donc peu
utilisée. (Brifford, 2011; Paltrinieri et al., 2016)

En cas de résultat négatif lors de cytologie/histologie, le matériel prélevé peut étre utilisé
pour la technique moléculaire par Polymérase Chain Reaction (PCR), qui permet d’identifier la
présence de I’ADN du parasite. Cette méthode est basée sur ’amplification de séquences
spécifiques de génome des leishmanies a partir de I’ADN kinétoplastique (ADNK), de la région
Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) ou de I’ARN ribosomal (ARNTr) (Brifford, 2011). La plus
sensible a ce jour est celle reposant sur I’ADNK et plus précisement le KDNA/145 avec 100%
selon une récente recherche (Marcelino et al., 2020). Elle posséde une haute sensibilité et

spécificité proches de 100% qui fait d’elle un outil utile pour une détection d’animaux
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asymptomatiques. Neanmoins, elle nécessite un matériel spéecialisé de laboratoire avec un
temps de réponse dépendant de ce dernier et un colt important. 1l existe plusieurs types de
PCR et de préléevements pouvant étre utilisés. Pour ces derniers, les plus sensibles sont les
ganglions lymphatiques, la moelle osseuse, la rate, la peau et la conjonctive oculaire. De
récentes études ont mis en évidence une haute sensibilité et des résultats plus rapides par
’utilisation de la conjonctive oculaire et de la muqueuse nasale ou buccale. A contrario,
I’utilisation de sang, de buffy coat et d’urine montre un taux plus faible bien que la technique
de preléevements soit moins invasive et couteuse (Paltrinieri et al., 2016 ; Marcelino et al., 2020)
. Par ailleurs, il existe différentes techniques de PCR : conventionnelle, en temps réel et nichée.
Cette derniére est la plus sensible mais la moins spécifique di au risque de contamination lors
de certaines étapes. La PCR en temps réel est une méthode dite quantitative qui permet
d’apprécier la charge parasitaire et un suivi post-thérapeutique. (Brifford, 2011). En ce qui
concerne I’interprétation de ce test, il est important d’avoir a 1’esprit la différence entre un
animal malade ou clinique, infecté ou subclinique et un animal exposé. En effet, la présence
d’ADN du parasite indique une infection. Cependant, un chien est dit malade si des anomalies
cliniques et biologiques sont présentes. De plus, une positivité transitoire est possible dans la
moelle osseuse ou dans une biopsie cutanée, chez des animaux vivants ou ayant vécu pendant
le pic saisonnier d’activité du vecteur dans une zone ou sa présence a été confirmée. Dans ce
cas, on n’aboutit pas nécessairement a une dissémination ou méme une infection, I’animal étant
considéré comme expose. Il est donc essentiel de prendre en considération et de corréler toutes
les données cliniques et les résultats des différents tests utilisés pour une meilleure

interprétation. (Figure 7)
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Figure 7 : Diagramme représentant la démarche et I’interprétation diagnostiques pour un

chien suspecté de leishmaniose. (Maroli et al., 2010)

4. Les avancés scientifiques en matiére de diagnostic

4.1 ELISA

4.1.1. Lipophosphoglycans
4.1.2. Chimioluminescent avec proteine a multi-épitopes
4.1.3. Proteéine kinase pyridoxale

4.1.4. Proteine recombinante du facteur d’élongation 1 Béta
4.2 PCR et miARN 122

5. Conclusion

6. Annexes

Annexe 1 : Schéma de la forme promastigote de Leishmania infantum. (Nadau, 2005)
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I Flagelle
2 Attache flagellaire
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Annexe 2 : Schéma de la forme amastigote de Leishmania infantum. (Nadau, 2005)

1 Flagelle
2 Attache flagellaire

3 Blépharoplaste et corpuscule
parabasal

4 Kinétoplaste

5 Noyau

Annexe 3 : Cartes geographiques des statuts endémiques mondiaux de la Leishmaniose

forme cutanée et viscérale en 2018.
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Status of endemicity of cutaneous leishmaniasis worldwide, 2018
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Status of endemicity of visceral leishmaniasis worldwide, 2018
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Annexe 4 : Répartition géographique de P.ariasi en Europe occidentale. (European
Centre for Disease Prevention and Control, 2019)

@_k ;_efgg: ‘ Phlebotomus ariasi, July 2019
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Annexe 5 : Répartition géograpique de P. perniciosus en Europe occidentale. (European

Centre for Disease Prevention and Control, 2019)
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& Vefsam L Phlebotomus perniciosus, July 2019
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Annexe 6 : Récepteurs impliqués dans I’adhésion et I’inoculation de promastigotes.
(Nadau, 2005)

Qmphage

& Macrophage

Ilustration 7 : Interactions entre le macrophage et la leizhmanie (promastigote) via leurs molécules de
surface et des protéines solubles.

PS=phosphatidylsérme, MBP=mannose binding protein. MFR=mannoze fucose receptor, CRP=C-reactive
protein, CRP-R=C-reactive protein receptor. FR=fibronectine receptor.

Tiuré de Bogdan et Réllinghoff, 1998 [7]

Source : http ://www.theses.ulaval.ca/2004/21419/ch01 html

Annexe 7 : Prévalence de signes cliniques chez des chiens cliniques de leishmaniose
d’aprés Baneth et collaborateurs (2008)
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Clinical examination finding Percentage of Refs
symptomatic dogs
Skin disease B1%-89% [4,27]
Enlargement of lymph nodes 62%-90% (4,26,27]
Eye diseass 16%—81% [4,27,41,42]
Pallor of mucous membrangs EB% [27]
Enlarged spleen 10%~53% [4,26,27]
Cachexia 10%—48% [4,26,27]
Fever 4%:-36% [26,27)
Mose bleeding (epistaxis) 6%~10% [26,27]
Abnormal nails (onychogryposis)  20%-31% [4,26,27]

Annexe 8 : Profils d’électrophorése chez un chien sain comparé a des chiens atteints de

leishmaniose. (Paltrinieri et al., 2016)
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Figure 3. Examples of electrophoretograms from anormal dog (A) or dogs with clinical leishmaniasis (B-F) using agarose gel electrophoresis. (A) Nor-

mal canine electrophoretogram for comparison (a

albumin; oy, atz, By, B2, ¥

globulin fractions); (B} Marked increase of a- and y-globulins, with poly-

clonal gammopathy. (C) Mild increase of a,-globulins (detectable only in the early phase of the disease). (D) Severe-hypoaloumineriia‘and polyclonal
gammopathy. Also B-globulins are likely increased in this case. (E) Marked increase of a,-globulins and polycdonal gammopathy, withia prominent peak

inthe B-region and aless evident polyclonal peak in the y-region. (F) Marked hypoalbuminemia and oligoclonal gammopathy. This dog was co-infected
with Ehrlichia canis.

Annexe 9 : Tableau comparatif d’efficacité des différentes techniques pour le diagnostic

de Leishmaniose canine. (Guerra et al., 2019)

Comparison of diagnostic efficacy for the detection of L. infantum infection using different technigques

Technique Sensitivity % (95% CI)  Specifiity % (9% CI) PPV % (95% CI) NPV % (95% CI)  Acauracy % (95% CI)
5C 34.0 (21 6—-48.9) 100.0 (65.5—100.0) 100.0 (77.1-100.0)  23.3 (12.3-39.0) 5.0 (32.1-58.4)
LEC 20.0 (10.5—34.1) 100.0 {65.5—100.0) 100.0 (65.5—100.0) 200 (105-34.1) 33.3 (21.7—46.7)
CB—HE 22,0 (11.5—35.9) 100.0 (65.5—100.0) 100.0 (67.9-100.0) 204 (18.1-22.9) 35.0 (23.1—48.4)
CE-ICC 70.0 (55.2-81.7) 100.0 (65.5=100.0) 100.0 (87.7-100.0)  40.0 (218—61.1) 75.0 (62.1-85.3)
FFPE~THC 92.0 (70.9-97 4) 100.0 (65.5—100.0) 100.0 (90.4—100.0) 714 (42.0-90.4) 93.3 (83.8—98.1)
SC + CB—ICC 72.0 (57.3-83.3) 100.0 (65.5=100.0) 100.0 (88.0—100.0)  41.7 (22.8—63.0) 76.7 (64.0—86.6)

SO, smear l"_\'ll‘JlL‘Jg\_\': LEBC, |'|qu'|l']-|ha_1t1'] Cyl UIl‘Jg}", CB—HE, cell block |1'|_w'll'J|L'Jp,y combined with haemalu.v.ylin and eosin: CB—ICC, cell block his-
ll.'Jll'Jp,‘:.' combined with il'lll'rlulll.'n‘}'l L'n.‘lll:‘.l'r!i.ill'_\". FFPE—IHC, formalin-fixed pa.raﬂ'm wax-embedded combined with immunoh st L'n.‘lll:‘.l'r!i.ill'_\". PF’V,
positive predictive value; NPV, negative predictive value; CI, confidence interval.
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