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_RESUME

Qu'elles soient visibles cliniquement ou asymptomatiques, la pérennité des parasites est sous-tendue
par les interactions dynamiques qu'ils établissent avec leurs hétes. Leishmania major est un parasite
protozoaire dépendant de deux autres organismes hétes : (a) un insecte hématophage et telmophage,
le phlébotome, (b) un rongeur. A partir de quand et ou des leishmanies au stade amastigotes peuvent-
elles émigrer du site initial ou elles ont été inoculées ? Dans notre laboratoire, un modéle d’infection a
été développé en tenant compte de ce qui est connu sur I'hématophagie par telmophagie des phlébo-
tomes. 1000 leishmanies au stade promastigote métacyclique sont préparées et inoculées en face
interne du pavillon auriculaire de souris C57BI/6, par voie intradermique.

Ce travail, fondé sur la quantification par PCR en temps réel (PCRq) de I’ADN kinétoplastique (ADNk),
a permis de montrer que les leishmanies s'établissaient au centre de |'oreille (site de I'inoculation). Au
quatrieme jour apreés l'injection, nous avons détecté I’ADNk des leishmanies a la périphérie de cette
méme oreille et dans le ganglion drainant. La charge parasitaire dans le centre augmente réguliére-
ment, jusqu’au jour 28, puis diminue entre les jours 28 et 49. Pour le centre de I'oreille, la valeur maxi-
male a été =~ 10 000 parasites au jour 28, elle est moindre pour le bord. La peau de la queue a été le
site cutané distant ou il a été possible le plus régulierement de détecter de I’ADN kinétoplastique et
ce, dés le quatriéme jour.

Outre la confirmation des données sur la cinétique de la charge parasitaire au site d’injection, nos résul-
tats sont en faveur de I'existence, dans les jours qui suivent I'inoculation, de quelques parasites dans des
sites cutanés asymptomatiques. Les applications de la PCRq dans le cadre du concept de portage asymp-
tomatique concernent aussi bien la Médecine Vétérinaire que la Santé Publique. Les implications poten-
tielles par rapport au cycle parasitaire sont soulignées.

Mots-clés : portage asymptomatique, transmission, charge parasitaire, Leishmania, PCR quantitative, PCR en
temps réel.
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_SUMMARY

Parasites establish with their host a series of dynamic interactions, clinically visible or asymptomatic,
on which depends their durability. Leishmania major is a protozoan parasite dependent on two
hosts: (a) a hemophage and telmophage insect, the sandfly, and (b) a rodent. Following the inocu-
lation, when and where do the Leishmania in their amastigote form migrate from the initial site? In
our laboratory, an infection model was developed based on current knowledge on hemophagia in
telmophage sandflies. We prepared 1000 metacyclic promastigote Leishmania and inoculated them
to C57BI/6 mice via intradermal injections in the centre of the right pinna.

This study, based on real-time/quantitative PCR (QPCR) to quantify kinetoplastic DNA (kDNA), has
shown that Leishmania were established in the centre of the inoculated pinna. On day 4 after the
injection, we detected Leishmania kDNA in the periphery of that pinna and in the draining lymph
node. The parasitic load grew regularly until day 28, then decreased between days 28 and 49. The
maximum value recorded in the centre of the ear was 10,000 parasites on day 28, less in the per-
iphery. The skin of the tail was the distant skin site where the detection of kinetoplastic kDNA was
most consistent, starting on day 4.

These results confirm the data on the kinetics of the parasitic load at the injection site. They also
support the presence, within days after the inoculation, of a few parasites in asymptomatic distant
cutaneous sites. The technique of qPCR to detect asymptomatic carriage has several applications
both in Veterinary Medicine and in Public Health. The potential implications of these results on the
parasite cycle are also emphasized.

Key words: asymptomatic carriage, transmission, parasitic load, Leishmania, quantitative PCR, real time PCR.

* INTRODUCTION

Les leishmanies sont des protozoaires flagellés parasi-
tes obligatoires dihétéroxenes® de la Famille des trypano-
somatidés (PETERS et KILLICK-KENDRICK, 1987).
Leur cycle évolutif nécessite 1’alternance entre un hote
invertébré insecte telmophage les phlébotomes, et un hote
vertébré dans lequel les parasites sont essentiellement dans
les leucocytes de la lignée phagocytaire du compartiment
extra-cellulaire (macrophages, leucocytes dendritiques).
Le genre Leishmania regroupe diverses especes et sous-
genres d’importance vétérinaire et médicale dont la classi-
fication est encore en évolution (RIOUX et al. 1986 ;
PETERS et KILLICK-KENDRICK, 1987).

Ainsi, ’effectif des populations humaines exposées au
risque de « piqlires infestantes » par les phlébotomes est
autour de 350 millions (DESJEUX, 2001 ; KLAUS et al.
1999). Limpact du VIH et de toutes interventions visant a
atténuer plus ou moins durablement les fonctions leucocy-
taires (chimiothérapies, greffes) ont permis de révéler chez
I’Homme — ce qui était connu chez les Mammiféres hotes
sauvages — |’existence d’un parasitisme asymptomatique
(DESJEUX, 2001). Les implications de ce concept, fami-
lieres depuis longtemps aux vétérinaires, ont du étre prises
en compte par les acteurs de la médecine humaine et de la
santé publique (DESJEUX, 2001 ; RIOUX, 1986).

Du fait des caractéristiques de la telmophagie® des
phlébotomes (trompe fine et courte, sondages multiples,
formation d’un lac sanguin dermique...) (BUSSIERAS et

Note

CHERMETTE, 1992), une hypothése logique est que la
piqire de ces insectes s’effectue plutot au niveau d’un site
asymptomatique qu’au niveau d’une Iésion du fait de I’in-
flammation, de I’cedéme (lésion active) ou de la fibrose
(lésion chronique ou cicatricielle), d’ou I’'importance de
I’exploration des mécanismes de la dissémination des
leishmanies dans le territoire cutané.

Cette communication présente les données sur lesquel-
les reposent des choix d’ordre méthodologiques, la valida-
tion de ces méthodes dans le cadre de cette exploration et
les résultats des expérimentations en cours sur la cinétique
de la dissémination de Leishmania major depuis le site d’i-
noculation jusqu’a des sites distants, en particulier cutanés.

e CHOIX METHODOLOGIQUE

Leishmania major a été retenue pour la présente étude
du fait de son tropisme cutané prononcé voire exclusif du
point de vue clinique. Comme [’exploration concernait
surtout le portage asymptomatique et son importance dans
la dissémination des leishmanies, le choix d’un hote expé-
rimental, comme la souris C56Bl1/6, chez lequel les mani-
festations cliniques sont transitoires et restreintes au site
d’inoculation (BELKAID et al. 2000) s’est imposé.

Létude des travaux publiés sur Leishmania spp. montre
que, le plus souvent, les doses injectées (10°) et le site d’in-
jection (coussinet plantaire) choisis ne miment pas 1’infec-
tion naturelle. En effet, le phlébotome ne délivre probable-
ment pas plus de 100 voire 1000 promastigotes métacy-

(1) Dihétéroxene se dit pour un parasite dont le cycle évolutif nécessite deux hotes différents pour son évolution , dans le cas de Leishmania spp : un hote vertébré et

un hote invertébré, un phlébotome.

(2) Telmophagie: mode particulier d’hématophagie souvent rencontré chez les insectes & « trompe » plutdt courte, comme les phlébotomes. L'insecte injecte de la salive.

Un lac sanguin est formé dans le derme, dont le contenu est prélevé par I'insecte.
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cliques (forme infectante) (CELIO de ALMEIDA, 2002).
I1 présente en outre un appareil piqueur fin et court, I’épi-
derme fortement hyperkératosique du coussinet plantaire
est donc peu favorable a la telmophagie. Enfin, une inocu-
lation expérimentale a la seringue délivre la suspension de
leishmanies plutot en « intra-coussinet » ou en « intra-liga-
ment » que dans le derme. Les conséquences sur la réponse
immunologique a ’infection parasitaire sont nombreuses
(LIRA et al. 2000). Pour ces raisons, MILLON et al. ont
développé la voie intradermique (ID) en face interne du
pavillon auriculaire. S’agissant d’un double feuillet cutané,
I’expérimentateur est sir que son inoculum est déposé
dans le derme. Cette méthodologie originale permet en
outre 1’exploration du trafic des leucocytes dans le derme
(méthode des explants cutanés), 1’épiderme (méthode des
feuillets épidermiques...) et dans le nceud lymphatique
drainant qui est unique pour ce territoire cutané (BEL-
KAID, 1996).

Cette étude du portage asymptomatique a été envisagée
parce que des méthodes de détection sensibles sont a pré-
sent disponibles : I’intérét et la fiabilit¢ de la PCR
(Polymerase Chain Reaction) quantitative sur LightCycler”
(Roche) ont ét¢ démontrés dans notre laboratoire par
NICOLAS et al. (2002a et 2002b) pour plusieurs especes
de leishmanies, dont L. major. Diverses expérimentations
ont été effectuées afin de valider la méthode de PCR et la
gamme standard utilisée dans notre cadre expérimental qui
implique une quantification de I’ADN leishmanien au sein
de tissus, c’est-a-dire d’une quantité élevée d’ADN de sou-
ris (résultats non présentés).

e METHODE

A partir d’une culture de Leishmania major arrivée en
phase stationnaire, un enrichissement en promastigotes
métacycliques est effectué par la méthode des gradients de
Ficoll™ (SPATH et BEVERLEY, 2001). Mille parasites
sont injectés par voie ID au centre de la face interne du
pavillon auriculaire droit chez 40 souris femelles C57B1/6.
A 24 h, 96 h, puis chaque semaine pendant sept semaines,
quatre souris sont sacrifiées. La présence des 1ésions auri-
culaires est vérifiée et leur taille est mesurée avec un ver-
nier électronique et neuf prélevements sont effectués
(tableau I).

Apres pesée, lyse des tissus et extraction de I’ADN
(DNeasy tissue kit™, Qiagen), les PCR quantitatives en
temps réel ont été réalisées en « hot start » (Light Cycler
FastStart DNA Master SYBR Green I kit, Roche) (ouvrage
collectif, 2000 ; SCHMITTGEN, 2001). Le terme « hot
start » fait référence a la nécessité de porter a 95°C I’en-
zyme de polymérisation de I’ADN (Taq polymérase) de ce
kit afin de P’activer. Cela évite des polymérisations erra-
tiques avant que soit atteinte la température d’hybridation
spécifique.

Les amorces choisies par NICOLAS et al. (2000,
2002a) pour amplifier I’ADN de Leishmania spp. sont des
séquences conservées, présentes dans I’ADN des minicer-
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cles du kinétoplaste (ADNk). Le kinétoplaste, organite
présent a la base du flagelle, est considéré comme une
mitochondrie modifiée. Son ADN est circulaire. Les mini-
cercles constituent des cibles de choix pour I’amplification
car leur nombre est estimé a environ 10 000 copies par
génome de Leishmania (SCHNEIDER, 2001). Le proto-
cole expérimental est décrit par NICOLAS et al. (2002a).
Pour les deux amorces utilisées ici, le pic de fluorescence
spécifique est situé entre 82,5 et 83,0°C. Tout pic a une
température différente est le signe d’une polymérisation
non-spécifique.

® RESULTATS
Détermination des seuils de détection

Des leishmanies sont quantifiables dans le centre de
I’oreille droite (site d’inoculation) durant toute 1’expéri-
mentation. Dans le bord de ’oreille droite et le nceud lym-
phatique qui draine le pavillon auriculaire (appelé ici gan-
glion droit), la quantification n’est possible qu’a partir de
96 heures.

Dans les autres organes, la présence d’ADNKk est par-
fois détectable grace a I’observation de pics spécifiques
(figure 1) des courbes températures de fusion de chaque
capillaire (NICOLAS et al. 2002a ; LOGAN ef al. 2001 ;
MOMMERT et al. 2001). La quantification est alors
impossible car les résultats chiffrés sont en dessous du
seuil de détection (tableau I).

Cinétique
Les résultats des tissus pour lesquels une quantification
est possible sont illustrés par les courbes de la figure 2 et

ceux des autres tissus, présentés sous forme de tableau
(tableau II). Ils montrent que :

- au sein des souris C57Bl/6 inoculées avec une faible
dose de L. major, la dissémination parasitaire au bord de
Ioreille infectée, dans le nceud lymphatique drainant et
dans des sites cutanés distants, se fait en moins de 96 h
(figure 2) ;

- des parasites sont détectables dans divers tissus qui ne
sont pas le si¢ge de processus pathologiques (tableau II).
Dans la peau de la queue, de ’ADNKk est détectable mais
non quantifiable dés 96 h dans tous les échantillons analy-
sés. La présence d’ADNK est plus aléatoire dans les autres
sites cutanés distants et la moélle osseuse fémorale ;

- la charge parasitaire maximale au site d’inoculation et
dans le ganglion drainant a lieu environ quatre semaines
apres ’inoculation de 1000 métacycliques ;

- dans le bord de 'oreille droite, la charge parasitaire
augmente jusqu’a la deuxiéme semaine, puis elle varie peu
jusqu’a la semaine 6 (1000-10 000 parasites/mg), pour
décroitre (environ 100 parasites/mg) a la semaine 7. Il n’y
a pas de variation significative du poids de ces préleve-
ments (résultats non présentés)

- aucun signe clinique n’est observé au site d’inocula-
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tion a la semaine 2, alors que pres de 100 000 parasites y
sont quantifiés (soit une multiplication d’un facteur 1000
par rapport a ce qui persiste a 24h). Les signes cliniques
(ici mesurés par 1’évolution de 1'épaisseur de la Iésion et le
poids moyen du prélévement au cours du temps) sont obs-
ervés a partir de la semaine 3, avec un pic a 35 jours, soit
une semaine plus tard que celui de la charge parasitaire ;

- dans le « ganglion droit », une grande disparité entre
les souris est observée a la semaine 7 : pour une souris,
86 000 parasites sont quantifiés, alors qu’une baisse signi-
ficative de la charge parasitaire est bien observée pour les
trois autres (30 a 850 parasites.). Le nombre de parasites
dans le pavillon auriculaire droit est semblable pour les
quatre du méme lot, ce qui n’est donc pas en faveur d’une
multiplication parasitaire chez cette premiere souris. Il s’a-
girait plutdt de variations individuelles dans le délai de
clairance du parasite.

e Discussion

Lamplification en paralléle d’un géne spécifique de
I’héte (dit « gene de ménage ») aurait permis de gommer
la variabilité de ’efficacité de la PCR qui existe entre les
différents échantillons, en particulier entre les différents
tissus (BRETAGNE et al. 2001) et d’effectuer une compa-
raison directe entre échantillons. Leishmania étant un
eucaryote comme son hdte, le choix d’un gene pertinent
est long et délicat. Nous avons utilisé le poids comme base
de la quantification pour les prélévements cutanés et 1’or-
gane en entier pour les autres.

Une question centrale lorsque la PCR est utilisée est de
savoir si I’ADN détecté est celui d’une cellule vivante ou
celui qui persiste aprés mort de la cellule. Une étude est en
cours afin de déterminer la cinétique de dégradation de
I’ ADN apres la mort de leishmanies présentes a I’intérieur
de cellules macrophagiques cultivées in vitro. Les résultats
des recherches de I’équipe de G. Snounou et al. sur
Plasmodium sont en faveur d’un défaut de détection de
I’ ADN du protozoaire parasite moins de 48h apres sa mort
(JARRA et SNOUNOU, 1998).

© PERSPECTIVES

Les résultats présentés ici montrent que la PCR quanti-
tative en temps réel pourrait étre intéressante dans la détec-
tion du portage asymptomatique des parasites, au niveau
d’un tissu comme d’un individu. Sa sensibilité pourrait
encore étre augmentée par 1’utilisation de PCR nichée ou
de sondes spécifiques. Les applications potenticlles
incluent (COCKERILL et SMITH, 2002) :

- le suivi épidémiologique dans les populations anima-
les ou humaines. Il s’agit probablement de ’application la
plus importante pour la connaissance et la lutte contre ces
protozooses. Leur impact ne se restreint pas a la médecine
vétérinaire, soit qu’il s’agisse de zoonoses, comme par
exemple leishmaniose a Leishmania infantum dans le Sud
de la France et tous les pays méditerranéens dont I’hote
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mammifere principal est le Chien, soit qu’il s’agisse d’un
véritable probléme de Santé Publique comme Leishmania
major, soit qu’il s’agisse de protozoose empéchant tout
¢élevage sur sa zone d’endémie (trypanosomose bovine
africaine).

- le suivi thérapeutique. De nombreux micro-organis-
mes (VIH, Mycobacterium tuberculosis, Toxoplasma gon-
dii, etc.) atteignent des stades de latence. Une nouvelle
phase d'expansion est alors possible, que ce soit pour des
causes liées a I’individu (ex : virus immunodépresseurs,
traitements immunosuppresseurs, etc.) ou au micro-orga-
nisme, qui peut se traduire par des processus pathogenes.
La guérison clinique est un critére insuffisant pour décider
de I’arrét d’un traitement (AEBISHER, 1994 ; COSTA et
al. 2001).

- le dépistage d’éventuels portages asymptomatiques
en vue de I'instauration d’un traitement immunosuppres-
seur : greffe, chimiothérapie anti-cancéreuse, traitement
d’une maladie auto-immune (COSTA et al. 2002)

- le suivi des essais thérapeutiques. Les populations
latentes se caractérisent souvent par la suspension des pro-
cessus de réplication et leur présence dans des sites peu
accessibles aux principes actifs conventionnels (LANG-
UNNASCH et MURPHY, 1998). Une démarche thérapeu-
tique optimale devrait donc reposer sur des molécules acti-
ves sur les deux stades de développement.

Cette communication a, d’autre part, permis d’établir
plusieurs données dont certaines dépassent le domaine des
processus morbides initiés par les parasites. De I’ADN
parasitaire est détectable, soit dans divers tissus qui ne sont
pas le siége de processus pathologiques ou avant que ceux-
ci soient visibles. Lhypothese selon laquelle les leishma-
nies pourraient détourner, voire amplifier des systemes
régulateurs qui maintiennent les cellules d’un tissu dans un
état non activable (homéostasie), parait plausible, y com-
pris a distance du site d’inoculation. Une telle exploration
a été effectuée en partie par BELKAID et al. (2002) qui
montrent que, chez la souris C57Bl/6 (inoculum de 1000
métacycliques), la persistance asymptomatique de 100 a
10 000 parasites au site d’inoculation, aprés guérison cli-
nique de la Iésion (semaines 8-10), est liée a la présence de
lymphocytes T CD4+CD25+.

La pérennité des leishmanies dans leur écosysteéme
naturel passe par un cycle de vie dominé par sa transmissi-
bilité. Comme cela a été établi pour différents protozoaires
parasites, ces stades transmissibles sont en état de suspen-
sion de la réplication de I’ADN : les bradyzoites de
Toxoplasma gondii, les sporozoites et les gamétocytes de
Plasmodium falciparum, les promastigotes métacycliques
de Leishmania (SACKS et KAMHAWI, 2001). Cette obs-
ervation a mené a poser I’hypothése déja évoquée selon
laquelle les amastigotes prélevés par le phlébotome, et qui
s’établiront chez ce dernier, sont eux aussi en phase G,.
Atteindre ces stades de développement est un processus
complexe qui, pour chacun des parasites cités ci-dessus, a
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lieu dans un tissu particulier de I’hdte, mammifére ou
arthropode. Pour les amastigotes de Leishmania major,
nos résultats sont en faveur de I’existence de quelques
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pourrait avoir lieu.
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