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RESUME

22 souches de Leishmania infantum isolées de patients VIH (+) dans le Sud de la
France, en Italie, en Espagne et en Corse ont été analysées par électrophorése des isoen-
zymes multilocus sur acétate de cellulose et par amplification de ' ADN par amorces
aléatoires (RAPD). Ces résultats ont été¢ comparés a ceux obtenus pour des souches de
référence appartenant 4 la méme espéce ou a des espéces différentes.

Tant les isoenzymes que les RAPD ont montré un pouvoir de résolution plus fort que
celui des méthodes employées jusqu'ici. En particulier, il a été possible de subdiviser le
zymodéme MON-1 en plusieurs génotypes additionnels, ce qui permettra d'affiner les
études épidémiologiques et pathogéniques faisant appel au typage des souches. Cepen-
dant, la variabilité des souches isolées de patients VIH (+) s'est révélée trés faible.

Chez ces mémes souches, il n'a pas été possible de mettre en évidence d'écart probant
par rapport aux prédictions panmictiques. Il n'est pas possible a I'heure actuelle de sa-
voir si ce résultat est imputable a des échanges sexués fréquents ou, plus simplement, au
fait que la faible variabilité de ces souches diminue la résolution des tests statistiques.
Cette étude a confirmé la valeur du RAPD comme marqueur phylogénique (excellente
concordance avec les données enzymatiques), et a permis d'identifier plusieurs frag-
ments RAPD dont la spécificité phylogénique pourra étre mise a profit pour élaborer des

sondes spécifiques d'espéces ou de souches.



SUMMARY

22 Leishmania infantum stocks isolated from HIV (+) patients in Southern France, Italy,
Spain and Corsica have been analysed by Cellulose Acetate Multilocus Enzyme Elec-
trophoresis and Random Amplification Polymorphic DNA (RAPD). These resuits have
been compared to those obtained on reference stocks belonging either same species or to
different species.

Isozymes as well as RAPD proved to have a higher resolution than the methods for-
merly used. Specifically, it has been possible to subdivide the MON-1 zymodeme into
some additional genotypes, which will make it possible to refine those epidemiological
and pathogenical studies that rely upon strain typing. Nevertheless, the variability of
stocks taken from VIH (+) patients remained very low.

In these stocks, it has been impossible to evidence any telling departure from panmictic
expectations. It is presently impossible to decide whether this result is explanable by
frequent sexual exchanges, or more simply, by the fact that the limited variability of
these stocks lowers the resolution of the statistical tests.

This study confirmed the validity of RAPD as phylogenetic markers (excellent parity
with isoenzyme data), and made it possible to identify several RAPD fragments which
phylogenetic specificity can be taken advantage of to design probes specific of species

or strains,



INTRODUCTION

La structure des populations de protozoaires en général, et des Leishmania en
particulier, fait actuellement I'objet de débats (1-2-3-4). La question débattue concerne
les impacts respectifs de la reproduction sexuée (au sens large du terme : toute modalité
d'échanges génétiques) et de la propagation uniparentale sur la structure des populations
naturelles de parasites. Si les échanges génétiques sont trés fréquents (modéle potentiel-
lement "panmictique"), les génotypes parasitaires sont instables, ne durent que le temps
d'une génération, et ne peuvent donc étre utilisés comme marqueurs épidémiologiques.
Si au contraire, la propagation uniparentale est prépondérante ("modele clonal"), les
génotypes se comportent comme des clones naturels, stables dans l'espace et le temps.
Ils peuvent étre utilisés comme marqueurs épidémiologiques.

Le modele clonal ne stipule pas que la recombinaison est absente, mais seulement
qu'elle est rare. La question de 1'évaluation de la "dose de sexe" est primordiale : ce pa-
ramétre conditionne la stabilité des génotypes parasitaires et donc leur importance épi-

démiologique.

Dans le cadre de ce débat, l'association Leishmania/VIH (virus de l'immunodé-
ficience humaine) apporte un cas de figure potentiellement riche en informations. En ef-
fet, une hypothése de travail plausible est que la structure des populations parasitaires
est considérablement modifiée par l'immunodépression : des génotypes parasitaires
normalement éliminés par les défenses immunitaires parviendraient & se développer
chez les patients VIH (+). La population parasitaire chez ces patients constituerait donc

un reflet plus fidéle de la variabilité génétique réelle du parasite étudié.

Le but principal de ce travail a été d'explorer la structure génétique des popula-
tions de Leishmania infantum chez des patients VIH (+). Accessoirement, ce travail a
recherché des moyens de caractérisation génétique des souches de cette espéce plus ré-

solutifs que ceux employés jusqu'a présent.



GENERALITES

I - Le parasite :

Les leishmanioses sont des parasitoses provoquées par des protozoaires du genre
Leishmania (ordre des Kinetoplastida, famille des Trypanosomatidae) et transmises par
des insectes diptéres hématophages : les phlébotomes. Ces affections présentent des for-
mes cliniques diverses qui différent sensiblement par leur gravité. Leur aire de ré-

partition englobe tous les continents sauf 1'Australie et ' Antarctique.

L'agent pathogéne existe sous 2 formes. La forme promastigote est retrouvée
dans le tube digestif du vecteur, elle est extracellulaire et mobile, c'est la forme infes-
tante transmise par la piqire de I'insecte. La forme amastigote est retrouvée chez 1'héte
vertébré (Homme, Canidés,...), elle est intracellulaire et parasite les cellules monocytai-

res (monocytes, macrophages, histiocytes).

Les différentes espéces de leishmanies sont morphologiquement indiscernables.
Leur classification a reposé sur des critéres extrinséques (épidémiologie, expression cli-
nique). Elle a été confirmée ultérieurement par l'analyse de critéres intrinséques (la ca-
ractérisation par électrophorése des isoenzymes est la technique la plus couramment uti-

lisée) (5).

Leishmania infantum, espéce étudiée dans ce travail, a été définie d'abord
comme l'agent de la leishmaniose viscérale infantile dans les régions du pourtour de la
Méditerranée. L'identité de ce taxon a été, par la suite, corroborée par le marquage

isoenzymatique (5).

II - Le foyer méditerranéen :

I1 englobe tout le littoral méditerranéen. En France, les principéux foyers sont la
Provence-Céte d'Azur, les Cévennes, le foyer'catalan et la Corse. Les Canidés (le chien
essentiellement) constituent le réservoir. L. infantum détermine des leishmanioses viscé-
rales et cutanées. Sur la base d'études isoenzymatiques, 20 zymodémes différents ont été
retrouvés chez I'homme (5-6-7). Parmi ceux-ci, la différenciation en zymodémes

viscérotropes et dermotropes est généralement admise (8).



III - Leishmaniose : infection opportuniste :

L'existence de leishmanioses latentes est aujourd’hui un fait admis. Le nombre de
sujets asymptomatiques serait de 5 pour 1 cas déclaré (9).

Le développement des thérapeutiques immunodépressives et surtout 1'extension
de 1'épidémie du SIDA ont révélé le caractére opportuniste de la leishmaniose. Pour ces
patients, la maladie peut étre due a la réactivation d'une infection latente (10). Le facteur
de risque majeur est l'immunodépression cellulaire associée au déficit de production

d'interféron-y (11-12).

IV - Co-infections leishmaniose-VIH :

La premiére observation de co-infection Leishmania-VIH (virus de l'immunodé-
ficience humaine) a été publiée par De la Loma et al. en 1985 (13). Depuis, le nombre
de publications rapportant ce type de cas s'est multiplié. Elles concernent principalement
3 pays : 'Espagne (14), la France (15), et I'Ttalie (6). Dans cette zone, la prévalence de la
leishmaniose viscérale pour la population VIH (+) a été évaluée entre 1 et 5% (14). Pour
ces patients, les formes cliniques sont souvent atypiques, parfois pauci-symptomatiques,
avec possibilité de localisations inhabituelles (tube digestif, poumon); les rechutes sont
fréquentes (16-17-18). Le diagnostic est souvent difficile malgré la richesse de formes
parasitaires circulantes (19-20) : les sensibilités de 1'examen direct et de la culture de

moelle osseuse ont été estimées respectivement a 71% et 75% (21).

La caractérisation des souches a montré une situation nouvelle : leur variabilité
est supérieure a celle rencontrée chez le sujet immunocompétent avec possibilité de vis-
céralisation pour les souches dermotropes et apparition de nouveaux zymodémes
(MON-136 et MON-183) (6-7). Ceci va dans le sens de I'hypothése de travail exposée

dans l'introduction.



MATERIEL ET METHODES

I- PARASITES :

L'étude a porté sur 22 souches de L. infantum (tableau I) isolées & partir de pré-
lévements de moelle osseuse de patients HIV (+) ayant présenté une leishmaniose viscé-
rale. Elles ont été isolées dans 4 laboratoires hospitaliers (Marseille, Toulouse, Nice et
Montpellier) entre 1991 et 1994. Le lieu probable de la contamination a été déterminé

par I’interrogatoire des patients.

Treize souches de référence ont été inclues dans ce travail : 5 souches de L. in-
fantum comprenant 2 zymodémes viscéraux (MONTPELLIER (MON)-1, MON-28) et 3
zymodémes dermotropes (MON-24, MON-29, MON-33); et 7 souches de leishmanies
de I'Ancien Monde (L. major, L. tropica, L. donovani) et du Nouveau Monde (L. brazi-
liensis, L. amazonensis, L. guyanensis, L. chagasi) (tableau II). L'introduction d'espéces
différentes de L.infantum visait a constituer des "outgroups" pour élaborer des phylogé-

nies plus fiables.

Aucune souche n'a été préalablement clonée.

II - METHODES :

1 - Culture : les souches décongelées ont été mises en culture & 25°C sur le milieu bi-
phasique NNN (phase solide : 90% de gélose, 10% de sang de lapin frais décomplé-
menté et 10 000 Ul/ml Pénicilline G; phase liquide : 80% de milieﬁ RPMI 1640, 20% de
sérum de veau foetal décomplémenté). Lorsque les cultures ont été riches en formes
promastigotes, elles ont été mises en culture en milieu axénique RPMI 1640 contenant
du sérum de veau foetal décomplémenté (20%), de la glutamine (2mM) et de la Péni-
cilline G (10 000 UL/ml). Les cultures de masse ont été pratiquées par addition progres-
sive de milieu de culture jusqu'a un volume de 200 ml. Les parasites ont été récoltés par
centrifugation (1800 g; 30 min; +4°C), lavés 3 fois avec du tampon PBS et centrifugés
(1800 g les 2 premiers lavages et 5000 g au dernier lavage). Les culots secs ont été pesés

et congelés a -70°C jusqu'a leur utilisation.



Tableau I : Souches de L. infantum isolées chez des patients VIH (+)

STOCK Date Laboratoire | Lieu probable de | Zymodémes*
d’isolement | d’isolement contamination
LEM 2298 1991 Montpellier Valencia MON-183
LEM 2355 1991 Toulouse Valencia MON-183
LEM 2572 1992 Toulouse Italie MON-1
LEM 2301 1992 Toulouse Marseille MON-1
LEM 2667 1993 Toulouse Madrid MON-1
LPN 83 1992 Nice Corse MON-1
LPN 92 1993 Nice Nice MON-1
LPN 94 1993 Nice Nice MON-1
LPN 99 1993 Nice Nice MON-1
M6 1990 Marseille Marseille NC**
M 10 1990 Marseille Marseille NC
M5 1992 Marseille Marseille NC
M2 1993 Marseille Marseille NC
M3 1993 Marseille Marseille NC
M4 1993 Marseille Marseille NC
M7 1993 Marseille Marseille NC
M8 1993 Marseille Marseille NC
M9 1993 Marseille Marseille NC
M1l 1993 Marseille Marseille NC
M12 1993 Marseille Marseille - NC
M 13 1993 Marseille Marseille NC
M1 1994 Marseille Marseille NC

* Caractérisation effectuée par le Laboratoire d'Ecologie Médicale de la Faculté de Mé-
decine de Montpellier I, centre de référence OMS.

** Non connu



Tableau II : Souches de référence

Espéce Code International Zymodémes
Leishmania infantum MHOM/FR/78/LEM75 MON-1
LEM 75
Leishmania infantum MHOM/ES/90/BCN61 MON-28
LEM 2205
Leishmania infantum MHOM/ES/81/BCN1 MON-29
LEM 307 ,

Leishmania infantum MHOM/FR/82/LEM356 MON-33
LEM 356

Leishmania infantum MHOM/DZ/82/LIPAS9 MON-24
LEM 417

Leishmania donovani MHOM/ET/67/LRC-L133 NC
Leishmania chagasi MHOM/BR/74/PP75 NC
Leishmania tropica MHOM/SU/74/SAF-K27 NC
Leishmania major MHOM//SU/73/5ASKH NC
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M 2903 NC
Leishmania guyanensis MHOM/BR/78/M 5378 NC
Leishmania amazonensis MHOM/BR/73/M 2269 NC

Les études isoenzymatiques et moléculaires ont été pratiquées a partir d'un
méme culot parasitaire, ce qui est essentiel pour des comparaisons fiables. Les culots
parasitaires ont été repris par un volume de stabilisateur d'enzyme (dithiothréitol 1mM;
acide amino-caproique 1mM; EDTA pH 8, 1mM) égal au poids du culot sec. Aprés lyse
partielle (20 min; +4°C), les parasites ont été centrifugés (5000 g; +4°C) : le surnageant
a été utilisé pour I'étude des isoenzymes et le culot pour I'étude moléculaire. Les 2 frac-

tions ont été conservées a -70°C.

2 - Electrophorése isoenzymatique :
2-1 : Principe : Les enzymes sont des protéines amphotéres présentant une ioni-

sation différente selon le pH du milieu. Sous l'action d'un champ électrique, on observe



des bandes de mobilité différente. Ces écarts de migration sont dus a une différence de
la charge électrique globale des protéines (elle correspond a l'addition de la charge
électrique des différents acides aminés constituant sa structure primaire).

La structure primaire d'une protéine est le résultat direct de la séquence des
genes qui codent pour elle. En régle générale, la variabilité isoenzymatique représente
un moyen de sondage fiable de la variabilité génétique. Cependant, certaines différences
de migration peuvent étre dues a des modifications post-traductionnelles de la protéine.
Par ailleurs, de nombreuses mutations n'aboutissent pas a des modifications de charge
électrique des protéines impliquées et demeurent donc muettes a 1'électrophorése. La
technique isoenzymatique permet de détecter un tiers des mutations ponctuelles (22).

Pour les organismes dont la ploidie est connue, une interprétation allélique

(détermination du génotype) peut étre déduite du phénotype observé.

2-2 : Technique : Elle a été pratiquée sur plaques d'acétate de cellulose (Helena,
Beaumont, Texas, USA) selon les techniques décrites par Abderrazak et al. (23). Quinze
systémes enzymatiques ont été étudiés : aconitase hydratase (ACON : E.C.4.2.1.3)),
alanine aminotransférase (ALAT : E.C.2.6.1.2.), glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PD : E.C.1.1.1.49.), glucose-phosphate isomérase (GPI : E.C.5.3.1.9.), aspartate
aminotransférase (GOT : E.C.2.6.1.1.), isocitrate déshydrogénase (IDH: E.C.1.1.1.42.),
malate déshydrogénase (MDH : E.C.1.1.1.37.), enzyme malique (ME : E.C.1.1.1.40.),
mannose-phosphate isomérase (MPI : E.C.5.3.1.8.), nucléoside hydrolases 1 et 2 (NH1
et NH2 : E.C.2.4.2.), phosphogluconate déshydrogénase (6PGD : E.C.1.1.1.44.), phos-
phoglucomutase (PGM : E.C.2.7.5.1.), peptidases 1 et 2 (PEP1 et PEP2 : E.C.3.4.13.).
Par rapport aux techniques originelles, les modifications suivantes ont été€ apportées afin
d'améliorer la lecture des plaques : l'extrait enzymatique a été dilu€ au 1/6 pour la GPI;
le tampon d'imbibition pour les peptidases a été dilué au 1/2.

A la fin de la migration, la révélation des bandes protéiques s'ést faite sur milieu
solide : l'interaction de l'extrait enzymatique .avec le substrat inclus dans un gel d'aga-
rose (1,2%) a entrainé l'apparition de bandes. Elles ont été codées selon leur vitesse de
migration : 1'électromorphe le plus rapide a été noté 1; le deuxiéme, 2; et ainsi de suite.
Les souches présentant les mémes électromorphes pour l'ensemble des enzymes testées

ont constitué un zymodeéme.
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3 - Amplification par amorces aléatoires ou RAPD (Random Amplification Polymor-
phism DNA) :

3-1 : Principe : il est basé sur la technique de PCR (Polymerase Chain Reaction).
A la différence de la technique PCR classique, le RAPD repose sur l'utilisation d'amor-
ces dont la séquence (10 paires de bases) est déterminée de fagon aléatoire; les condi-
tions d'appariement sont rendues moins stringentes (24-25). Au cours de l'amplification,
'amorce s'hybride a des séquences complémentaires sur les 2 brins de 'ADN dénaturé;
la Taq polymérase synthétise les brins complémentaires de ' ADN ainsi encadré. Cette
méthode génére des fragments dont le polymorphisme peut étre analysé sur gels d'aga-
rose.

La résolution du RAPD est potentiellement trés grande. En effet, le nombre
d'amorces différentes pouvant étre utilisées est lui-méme virtuellement illimité (800
amorces sont actuellement commercialisées). Dans le cas des protozoaires parasites,
chaque amorce détermine un polymorphisme spécifique pour une série de souches

données (26).

3-2 : Extraction de I'ADN génomique : elle a comporté 3 étapes :

a) la lyse des parasites : les culots parasitaires ont été incubés dans 400ul
de tampon de lyse (Tris-HCI pH 8, 10mM; EDTA 1mM; SDS 1% (P/V)) a 56°C pen-
dant 1 nuit en présence de protéinase K (100 pg/ml).

b) la déprotéinisation : I’ADN a été extrait par 2 extractions au phénol et
2 extractions au chloroforme (V/V) (centrifugations a12 000g; 5 min; +4°C).

c) la précipitation de I’ADN a I’éthanol a -70°C pendant 1 h.

Apreés séchage et dissolution dans I’eau Milli Q stérile, la concentration d’ADN a
été dosée par spectrophotométrie (pic maximal d'absorption de I’ADN & 257 nm; 1 unité
de DO représentant une concentration de 50pg/ml). L'ADN en solution a été conservé a

-20°C, des solutions a 100ng/ml ont été préparées et conservées a +4°C.

3-3 : Amplification : elle a été effectuée selon la technique décrite par Williams
et al. (25). Les 7 amorces utilisées ont été celles définies par Operon Technologies et
testées par Tibayrenc (26):

Al : CAGGCCCTTC; A2 : TGCCGAGCTG; A4 : AATCGGGCTG; AS : AGGGGTCTTG;
A7 : GAAACGGGTG; A10 : GTGATCGCAG; A12 : TCGGCGATAG.
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Les amplifications ont été réalisées sur un thermocycleur automatique a couver-
cle chauffant (PTC-100). Le programme d'amplification comprenait 45 cycles de 3 seg-
ments chacun : dénaturation (Imin & 94°C), appariement (1min a 36°C) et synthése (2
min & 72°C); terminé par 1 cycle final d'élongation (7min & 72°C). Vingt ng d'ADN ont
été amplifiés dans 100 pl de milieu réactionnel : Tris-HCl pH 8,3, 10mM;
MgCl,(6H20) 1,5mM; KC1 50mM; dNTP : 0,1mM de chaque; amorce : 5nM; Taq po-
lymérase (Boerhinger Mannhein) : 1,5 unités. Les échantillons ont été maintenus a +4°C
jusqu’a leur analyse. Les produits amplifiés ont €té séparés selon leur taille sur gel
d'agarose (1,6%), & 120 volts. Ils ont été visualisés sous lumiére UV en présence de
bromure d'éthidium (0,5 pg/ml).

Chaque fragment d'ADN a été codé : le plus lent, correspondant au fragment le
plus lourd, a été nommé 1; le deuxiéme, 2; et ainsi de suite. L'intensité du signal a été
estimée sur une échelle de 3 (3 pour les bandes majeures). Les souches présentant les
mémes profils (en ne tenant pas compte de l'intensité des bandes) pour l'ensemble des

amorces testées ont été classées dans un méme rapdéme.

4 - Méthodes d'analyse :

4-1 : Evaluation et visualisation des distances génétiques :

Deux indices de distance ont été utilisés pour établir les degrés de dissemblance
entre les zymodémes et les rapdémes.

La distance de Jaccard (27) ne recense que la présence ou l'absence de bandes,
sans tenir compte de leur intensité. Elle se calcule selon la formule:

D;=1-(C/2N-C)

dans laquelle C est le nombre de bandes communes entre 2 génotypes; N est le nombre
total de bandes dans les 2 génotypes comparés. La distance de Jaccard a été utilisée pour

les données isoenzymatiques et RAPD.

L'autre distance a été uniquement utilisée pour les résultats RAPD. Elle prend en
compte non seulement la présence de bandes, mais également leur intensité. Il est pro-
bable que cette derniére ait une certaine importance phylogénique dans le cas de don-

nées moléculaires. Cette distance (28) est basée sur la formule D=1 - S 45 avec :
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k
Z (ai"'bi'lai'bil)

1=

k
Z (a;+b;)

i=1
dans laquelle a; et b; sont les intensités (codées de 1 a 3) des bandes i dans les profils A
et B respectivement, et k le nombre de bandes.

Les 2 types de distances ont été calculés sur ordinateur : la distance de Jaccard a
été évaluée grice au logiciel Taxonomie (29). La deuxiéme distance a été calculée grace
a un nouveau logiciel élaboré au sein de 'UMR ORSTOM/CNRS 9926 (Tibayrenc).

Pour les 2 types de distances, des dendrogrammes UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method with Arithmetic Averages) (30) ont été élaborés. Ils constituent un ré-

sumé visuel des matrices des distances.

4-2 : Analyse de génétique des populations :

Les 2 conséquences de la reproduction sexuée sont la ségrégation des alléles a un
locus donné et la recombinaison des génotypes d'un locus a l'autre. L'absence de 'une
ou de l'autre sont des arguments indirects en faveur d'obstacle au flux génique (ou écart
a la panmixie). Dans tous les tests, la panmixie est prise comme hypotheése nulle, car
c'est la seule situation dont les prédictions statistiques théoriques soient clairement co-
difiées. Les analyses permettant de rejeter I'hypothése panmictique sont des tests statis-

tiques étudiant les phénomeénes de recombinaison et de ségrégation (2).

La ségrégation est explorée par la statistique classique de Hardy-Weinberg. Soit
un géne auquel ségreégent 2 alléles a et b. La fréquence de a est p, celle de b est = 1- p.
La loi de Hardy-Weinberg prédit que, dans une population panmictique, les fréquences
des 3 génotypes possibles : ala, a/b et b/b seront respectivement de p% 2pq et ¢’ Les
tests de ségrégation présentent l'inconvénient de nécessiter que le degré de ploidie soit
connu, que les alléles et les loci aient été individualisés et que l'organisme ne soit pas

haploide.

Les tests de recombinaison permettent de s'affranchir totalement de ces impéra-

tifs, ce qui les rend extrémement robustes (2-3-26). Dans une populatioh panmictique, la
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fréquence théorique d'un génotype multilocus est égale au produit des fréquences ob-
servées des génotypes unilocus qui la constituent. L'association non aléatoire de 2 loci
constitue un déséquilibre de liaison. Une série de tests complémentaires explorant diffé-
rentes facettes du déséquilibre de liaison ont été congus et informatisés en Turbo-Pascal
).

- test d1: il calcule la probabilité (par analyse combinatoire) d'obtenir, par hasard
et dans une population panmictique, un génotype multilocus donné avec un effectif égal
ou supérieur a celui qui est observé dans I'échantillon observé.

- test d2 : il calcule, & partir des fréquences unilocus observées, la probabilité
d'obtenir un génotype multilocus quelconque avec une fréquence égale ou supérieure a
celle du génotype multilocus le plus fréquent dans la population étudiée.

- test e : il calcule la probabilité d'obtenir un nombre de génotypes multilocus
différent égal ou inférieur a ce qui est effectivement observé dans la population.

- test f': il calcule la probabilité d'obtenir un niveau de déséquilibre de liaison su-
périeur ou égal a celui observé dans la population étudiée.

Les tests d2, e et f reposent sur des simulations Monte Carlo (1000 simulations).

- test g : il repose sur la corrélation observée entre marqueurs génétiques diffé-
rents dans une population donnée. Il s'agit d'un cas particulier de déséquilibre de liaison.

Dans le cas des RAPD, une interprétation spéciale doit étre menée (26). En effet,
en l'absence d'expériences de croisements, cette technique ne permet pas d'individualiser
les loci. Cependant, la probabilité que 2 amorces différentes révélent le polymorphisme
d'un méme locus est considérée comme négligeable (McClelland, communication per-
sonnelle). La variabilité mise en évidence par des amorces différentes concerne des loci
indépendants. Les tests de recombinaison peuvent donc étre pratiqués. Pour une amorce
donnée, chaque profil différent est assimilé & un génotype élémentaire unilocus distinct
dont la composition en alléles et loci demeure hypothétique. Une série d'amorces
révélera des génotypes composites dont la fréquence théorique est égale au produit des

fréquences observées des génotypes élémentaires qui les composent.
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RESULTATS
Tous les résultats se sont révélés reproductibles pour les 2 techniques utilisées.

I - Résultats pour I'ensemble des souches étudiées:

1 - Isoenzymes : Seize loci enzymatiques ont €té mis en évidence (présence de 2
loci pour le systéme enzymatique NH1 : Nhila et Nhib). Les 16 loci se sont révélés
polymorphes. Pour l'espéce L.infantum, une interprétation allélique des profils obtenus a
été possible seulement avec la Pepl (enzyme monomérique (31)); pour toutes les autres
enzymes, elle a été impossible (présence d'une bande unique le plus fréquemment ou de

profils complexes).

2 - RAPD : Toutes les amorces ont montré de la variabilité. Les profils observés
pour les souches du complexe donovani (L. infantum, L. donovani et L. chagasi) ont été
trés similaires les uns par rapport aux autres, et nettement différenciés de ceux vus avec
les autres espéces. De plus, les bandes majeures (intensité 3) générées par les amorces
Al, A2, A5, A7, A10 ont ét€ constamment retrouvées pour toutes les souches apparte-
nant au complexe donovani. Les profils générés pér l'amorce A7 ont été monomorphes

pour les souches L. infantum (mémes bandes avec intensité identique).

3 - Relations phylogénétiques . Les souches du complexe donovani ont été bien
séparées des souches appartenant aux autres espéces (figures 1 et 2). Par RAPD, la pon-
dération de la valeur des bandes en fonction de l'intensité (RAPD-intensité) a réduit les
écarts entre les souches appartenant au complexe donovani (RAPD : distance génétique

maximale entre souches de 0,6; RAPD-intensité : distance maximale de 0,4).

4 - Corrélation entre les 2 techniques : Le coefficient de corrélation a été cal-
culé a partir des matrices de distances établies pour les 34 souches (561 couples de don-
nées); il a été de 0,951 (degré de liberté (ddl) = 559; p<104) entre données isoenzymati-
ques et RAPD et de 0,953 (p< 104) entre les résultats isoenzymes et RAPD-intensité.



15

II - Souches L. infantum isolées chez des sujets VIH (+) (22 souches) :
1 ;: Variabilité génétique de l'échantillon :

1-1 - Isoenzymes: sur les 16 loci étudiés, 5 loci seulement se sont révélés
polymorphes (photos 1 et 2) : G6pd , Gpi, Mdh, Pepl et Alat; 6 génotypes multilocus ou
zymodémes (Z) ont été définis : Z1 : 16 souches; Z2 : 2 souches; Z3, 74, Z5 et Z6 : 1
souche chacun. La variabilité génotypique (nombre de génotypes différents / nombre de
souches) a été de 0,27.

Pour les souches sympatriques (17 souches du foyer Provence-Céte d’Azur), la varia-
bilité génotypique a été de 0,24 avec 4 génotypes multilocus distincts (13 souches dans
le méme zymodéme).

Le méme génotype multilocus Z1 a été retrouvé pour des souches d'origines supposées
différentes (Provence-Céte d'Azur, Italie et Corse).

1-2 - RAPD : chaque souche a été caractérisée par un génotype multi-
locus différent. La variabilité a été produite par 6 amorces (les profils obtenus par
I'amorce A7 ont été monomorphes). Seule 1'amorce A12 (photo 4) a été variable sur les
bandes majeures; elle a différencié 3 souches (M4, M11 et M13). Pour les 5 autres
amorces, la variabilité a été créée par la présence ou l'absence de bandes mineures

(intensité des bandes 1 ou 2) (photo 3).

2 : Analyse de génétique des populations :

Elle a été réalisée préférentiellement sur 1'échantillon composé par les 17
souches provenant du foyer Provence-Céte d'Azur. En effet, pour que ces analyses
soient rigoureuses, il faut se rapprocher le plus possible des conditions de sympatrie.

2-1 : Analyse du déséquilibre de liaison :

Aucun test (d1, d2, e, f et g) n'a été significatif sur 'échantillon sympatrique.
Pour les données RAPD, l'absence de génotypes répétés a invalidé les tests d1, d2, e; le
test f n'a pas été significatif.

Le coefficient de corrélation (test g) est devenu significatif pour les souches de
I'échantillonnage VIH (+) dans son ensemble (isoenzymes-RAPD : coefficient de corré-
lation (r)=0,142, dd1=229, p=0,0314 ; isoenzymes-RAPD intensité : r=0,162, p=0,0137).
Cependant, dans ce dernier cas, les conditions de sympatrie n'ont pas été respectées, ce

qui pose des problémes d'interprétation (voir discussion).
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2-2 - Analyse de la ségrégation (équilibre de Hardy-Weinberg) :
Pour le locus Pepl, les fréquences des 2 alléles calculées pour les souches sym-
patriques ont été de 0,44 (15/34) et de 0,56 (19/34). Quinze hétérozygotes ont été obser-
vés; le nombre attendu d'aprés la loi de Hardy-Weinberg a été de 8,37. L'excés d'hétéro-

zygotes observés a été statistiquement significatif (Chi2 =10,62; ddl=1; p<0,01).

3 : Relations phylogénétiques :

Les distances génétiques entre les différentes souches de notre échan-
tillon, visualisées par les dendrogrammes construits a partir des données isoenzymes et
RAPD, ont été faibles (distances maximales de 0,2) (figure 1 et 2).

3-1 - Isoenzymes : Un groupe comprenant 19 souches sur les 22 consti-
tuant 'échantillon (distances génétiques internes a ce groupe inférieures a 0,1) a été dif-
férencié (figure 1). Parmi les 7 souches de notre échantillon préalablement identifiées
comme appartenant au zymodéme MON-1 (tableau I), 3 génotypes distincts du géno-
type de la souche de référence (LEM 75) ont été retrouvés; 2 génotypes (6/7 souches)
ont été placés sur le rameau principal du dendrogramme trés proches de la souche de
référence. La souche LEM 2667-MON-1 a été individualisée : elle avait été isolée chez
une patiente espagnole ayant séjourné dans plusieurs pays d'Amérique latine et d'Afri-
que. Les souches MON-183 se sont retrouvées dans un zymodéme séparé. Seule la sou-
che de référence LEM 2205-MON-28 n'a pas été clairement différenciée; elle a été pla-
cée prés des souches MON-1.

3-2 - RAPD : Cette méthode d'analyse s'est montrée plus résolutive que
les isoenzymes. Cependant, les distances génétiques entre les souches n'ont pas été su-
périeures a celles observées par cette derniére méthode. Sur le dendrogramme (figure 2),
un groupe de 15 souches s'est détaché. Il a réuni toutes les souches MON-1 ainsi que la
souche de référence. Les souches MON-183 ont été classées a part sur un méme rameau.
Par rapport aux données obtenues par I'étude des isoenzymes, 5 souches provenant de
Marseille ont été exclues du rameau principal; 3 d'entre elles ont été situées sur le méme
rameau que la souche de référence MON-28 non différenciée par 1'étude isoen-

Zymatique.
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Figure 1 : Dendrogramme construit a partir de la matrice des distances calculée d'aprés

les données de 1’électrophorese des isoenzymes.
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Figure 2 : Dendrogramme construit a partir de la matrice des distances calculée d'aprés

les données RAPD obtenues avec pondération des bandes suivant I’intensité du signal.
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Electrophorése des isoenzymes.

Photo 1 : G6PD
A:LEM75;B:LEM 2205;C:LEM 2298;D :LEM 307; E: LEM 356; F : LEM 417;
G:LEM 2667, H:LEM 2572;1: LEM 2355

Photo 2 : PEP1
A:LEM75;B:M3;C:LEM2667; D : souche MON-1 de chien; E: M2;F: M5;G: M 9;
H:MI10;I:MI11;J:M12; K: M 13.



RAPD
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Photo 3 : Amorce Al
A:PM;B: M5 C:-M1I;D-MIQ;E- M9 F M8 G- M7, H:M6;1:M4;
JIM2; K- M1;L:M13; M:LEM75;N: LEM 307; O : LEM 417.

PM : marqueur de poids moléculaire (ADN de phage lambda digéré par l'enzyme BstEII ).
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Photo 4 : Amorce A 12
A:PM;B:M2,C:M3;D.M4;E:M5 FMI11;G:M12; H:LPN 83;1:LPN 92;
J:LPN94; K:LPN99; L :LEM2298; M : LEM 2301; N : LEM 2572; O : LEM 2667,

P:LEM356;Q:LEM 75; R : LEM 307; S : LEM 2205.
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DISCUSSION

Bien que cette analyse ait montré un polymorphisme additionnel au sein des
souches considérées jusqu'alors comme identiques (MON-1), une structure proche du
monomorphisme a caractérisé¢ notre échantillon de L. infantum, en particulier les sou-
ches isolées dans le Sud de la France. Les distances génétiques entre souches ont été
faibles (distance maximum de 0,2) avec une majorité de souches trés proches de la sou-
che de référence MON-1. Notre échantillon était composé principalement de souches
provenant de Marseille ou de Nice. Dans ce foyer, seules des souches caractérisées
MON-1 ont été isolées antérieurement a partir de I’homme, du chien ou du phlébotome
(32). De méme, la faible variabilité que nous avons constatée est comparable 2 la situa-
tion observée dans les Alpes Maritimes oil 95% des souches isolées chez les patients
VIH (+) ont été caractérisées MON-1 (15). Ces résultats sont différents de ceux rappor-
tés en Espagne (14) ou en Italie (6), ou pres de 50% des patients VIH (+) ont été trouvés
porteurs de souches de leishmanies appartenant a des zymodémes variants dermotropes.
Dans le foyer Provence-C6te d'Azur, les cas de leishmanioses cutanées autochtones sont
rares (15-16); ce fait pourrait expliquer le relatif monomorphisme de notre échantillon

(effet fondateur).

I - Analyse de génétique des populations :

Des conclusions claires sont impossibles a tirer au vu de ces résultats : la plupart
n'ont pas été significatifs; les seules indications d'écart a la panmixie ont été la déviation
par rapport a I'équilibre de Hardy-Weinberg pour le locus Pep-/, et la corrélation entre
résultats isoenzymatiques et RAPD pour l'ensemble de I'échantillon L. infantum.

Le test de Hardy-Weinberg est nettement positif. Cependant, il s'attire toutes les
critiques relatives a son emploi dans le cas des protozoaires parasites et des Leishmania
en particulier. En effet, chez ces organismes, la diploidie (33-34) n'est qu'une hypothése
de travail qui a été récemment critiquée (35). 11 est toutefois intéressant de noter que la
déviation a 1'équilibre de Hardy-Weinberg a été due & un excés d'hétérozygotes. Si cet
écart 4 la panmixie avait été di a la distance géographique (avec dérive génique aboutis-
sant 4 des fréquences alléliques différentes d'une zone a l'autre), on aurait observé au

contraire un déficit d'hétérozygotes (effet Wahlund).
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Quant 2 la corrélation observée entre données isoenzymatiques et RAPD, elle a
été faite sur des souches collectées dans des conditions de sympatrie non rigoureuses
(plusieurs pays). Dans ce cas, le déséquilibre de liaison que signe cette corrélation pour-
rait étre di non pas a des phénoménes biologiques d'entraves & la recombinaison mais
plutdt & des différences de fréquences alléliques entre zones géographiques. L'excés
d'hétérozygotes observé pour le locus Pep-1 semble montrer que ce n'est pas le cas ici.
Cependant, l'utilisation du test de Hardy-Weinberg est trop critiquable pour conclure sur

ces faits.

De ces résultats, il serait cependant imprudent de conclure que la structure de la
population étudiée est sexuée. En effet, I'impossibilité de rejeter 1'hypothése nulle ne
constitue jamais une validation de cette hypothése. Dans le cas de notre échantillonnage,
les résultats peuvent s'expliquer par le polymorphisme trés bas et le nombre assez faible
des souches étudiées. Les tests de génétique des populations, comme toute analyse sta-
tistique, sont étroitement dépendants de la richesse du sondage. Dans notre travail, le
sondage populationnel, et encore plus génétique, a été treés faible. Il est intéressant de
remarquer que sur un échantillonnage de L. infantum montrant davantage de polymor-
phisme, les tests de déséquilibre de liaison ont été nettement significatifs (Jimenez et

Alvar, communication personnelle).

Une étude complémentaire s'avére donc nécessaire pour conclure sur la structure
de cette population. Elle devra utiliser un plus grand nombre de souches, et si possible,
des marqueurs capables de révéler une plus grande variabilité. L'étude des minisatellites,
capables de montrer une variabilité de 20 & 50 fois supérieure a celle observée par les

isoenzymes (36) pourrait répondre a cette attente.

II - Polymorphisme mis en évidence. Reésolution des techniques :

La technique d'électrophorése enzymatique utilisée ici a été plus résolutive que
celle habituellement employée pour la caractérisation des souches de Leishmania (5).
Elle a révélé une microvariabilité au sein du zymodéme MON-1, taxon présent dans
toutes les régions du pourtour méditerranéen. Ce fait peut facilement étre expliqué,
d'une part par I'utilisation d'un support différent pour la migration et, d'autre part par

l'exploration de systémes enzymatiques nouveaux. Cette résolution a été, par ailleurs,



22

accrue par la technique RAPD capable de différencier toutes les souches de notre
échantillon. Le zymodéme MON-1 apparait ainsi comme un groupe hétérogéne. Ce po-
lymorphisme avait déja été observé par Pages et al. sur une étude portant sur les chro-

mosomes (37).

Dans 1'hypothése de travail généralement admise (structure clonale), ce résultat
n'a rien d'insolite : les "clones naturels" mis en évidence par une série limitée de mar-
queurs génétiques ne doivent pas étre regardés comme de vrais clones, mais simple-
ment, comme des familles de clones étroitement apparentés entre eux. En augmentant la
résolution du marquage génétique, on augménte le nombre de génotypes clonaux mis en
évidence. Le concept de "clonet" (38) a été proposé pour désigner, dans une espéce clo-
nale, 'ensemble des souches caractérisées par un ensemble de marqueurs génétiques

donnés. Le zymodéme MON-1 peut répondre a cette définition.

La résolution génétique accrue obtenue dans le cadre de ce travail permettra
d'explorer en profondeur la valeur épidémiologique (répartition) et médicale (spécificité
pathogénique) de MON-1. Ce zymodéme est considéré comme trés ubiquiste (32).
Cependant, étant donné I'hétérogénéité révélée, ce fait demande & étre affiné. De méme,
le fait d'identifier des souches MON-1 dermotropes pourrait étre imputable 3 'existence

de génotypes spécifiques au sein de ce zymodéme.

Dans le cadre des co-infections Leishmania-VIH, Alvar (14) a évoqué le role des
patients immunodéprimés en tant que réservoir de la parasitose; la transmission
d'homme & homme par l'intermédiaire des seringues serait possible entre toxicomanes.
Le taxon MON-1 représente globalement 75% des souches isolées chez les sujets im-
munodéprimés (39). La meilleure résolution génétique obtenue dans le cadre de ce tra-

vail permettrait un suivi épidémiologique beaucoup plus fin des génotypes responsables.

I11 - Valeur du marquage RAPD - Caractéres synapomorphes.

Cette étude a confirmé la valeur des marqueurs RAPD pour I'analyse phylogéné-
tique de populations (26-40). La corrélation obtenue entre les 2 techniques d'analyse
utilisées dans ce travail (dans I'échantillonnage global comprenant plusieurs espéces) a
été excellente. Les profils observés sur gel pour L. infantum ont été comparables entre

eux et trés différents de ceux retrouvés pour les autres espéces. D'autre part, des frag-
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ments majeurs spécifiques du complexe donovani ou de l'espéce L. infantum ont été mis
en évidence (caractéres "synapomorphes™). Dans un cas (amorce A12), ils ont été reliés

a un groupe de souches individualisé.

L'élaboration de sondes & partir des fragments synapomorphes apparait comme
une des applications possibles (41). Cependant, des travaux plus avancés (Bianciotto,
données non publiées) ont montré, en utilisant des techniques de séparation plus résolu-
tives (gel de polyacrylamide), qu'une bande unique sur gel d'agarose était en fait com-
posée de plusieurs fragments d'ADN de tailles voisines, ces fragments pouvant étre dif-
férents selon les souches examinées. Des récherches complémentaires restent donc né-
cessaires avant de pouvoir utiliser ces marqueurs comme sondes ou pour développer des

techniques de PCR spécifiques.

Dans tous les cas, la confrontation des données obtenues au niveau moléculaire
avec les données cliniques, épidémiologiques ou thérapeutiques est indispensable. Elle
seule peut permettre de juger la valeur épidémiologique et médicale de 1'analyse généti-

que.
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PROJET

Titre : Structure des populations de Leishmania infantum isolées de patients VIH (+).

Implications épidémiologiques.
Directeur : Dr M. Tibayrenc

1-Théme:

Ce projet représente la suite du travail développé précédemment et dont la pro-
blématique a été exposée en introduction. La structure des populations pour l'espéce
Leishmania infantum est sujette 2 des controverses. Tibayrenc et al (2) ont proposé,
aprés traitement statistique de données de la littérature, une structure clonale pour L.
infantum. Blaineau et al (35), en étudiant le caryotype de souches sympatriques ont mis

en évidence un équilibre de liaison suggérant des échanges génétiques fréquents.

L'étude de souches de L. infantum issues de patients immunodéprimés présente
un grand intérét pour la génétique des populations. L'hypothése de travail est que cer-
tains génotypes parasitaires, éliminés normalement par les défenses immunitaires de
I'hdte, pourraient persister et se développer chez les sujets VIH (+). La probabilité de
rencontre entre génotypes parasitaires différents et donc d'échanges génétiques serait
supérieure dans ce groupe de patients. Ce modéle permettrait d'estimer dans de meilleu-
res conditions la fréquence des phénomeénes de recombinaison et leur possible'impact

sur la structure des populations naturelles.

I n'a pas été possible de résoudre ces questions dans le travail que nous avons
réalisé. Deux raisons peuvent étre invoquées pour expliquer ces résultats : (1) l'effectif
étudié était insuffisant pour l'analyse d'une population parasitaire aussi peu variable, (2)
les techniques mises en oeuvre pour I'étude de la variabilité génétique n'étaient pas assez
résolutives dans ce cas particulier d'un taxon trés peu polymorphe.

Le présent projet vise donc a pallier les insuffisances de ce travail préliminaire, & savoir
(1) échantillonnage des souches trop faible, (2) marquage génétique de résolution insuf-

fisante.
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2 - Population étudiée :

Le nombre de souches étudiées sera augmenté. Le recrutement sera élargi & des
souches provenant d'hétes vertébrés différents présents dans un méme foyer. Elles se-
ront réparties en 3 groupes : souches isolées chez les patients immunodéprimés, chez les
patients immunocompétents (enfants) ou chez le chien. Ce dernier représente le réser-
voir animal de la leishmaniose. L'incidence de la leishmaniose canine est 250 fois supé-
rieure 4 celle observée chez I’Homme (16). Les formes cliniques chroniques et une sen-
sibilité partielle aux traitements stibiés observées chez le chien pourraient rapprocher ce
groupe de ce qui est observé chez 'immunodéprimé.

Une étude de génétique des populations sera réalisée a l'intérieur de chaque

groupe, de maniére a établir des comparaisons.

3 - Méthodologie employée :
La variabilité sera étudiée sur des souches clonées. L'étude des différents clones

permettra d'évaluer la variabilité de la population parasitaire chez I'hte.
Trois approches techniques différentes seront utilisées:

1 - Electrophoreése d'isoenzymes sur acétate de cellulose : cette technique
a déja été utilisée dans ce travail. Bien que révélant moins de polymorphisme que les

RAPD, elle sera gardée comme méthode de référence ("golden standart").

2 - RAPD : Cette technique a également été utilisée au cours de ce travail
mais un faible nombre d'amorces a été évalué. Le nombre d'amorces pouvant étre utili-
sées est théoriquement illimité. Il est prévu d'en tester une centaine. Elles seront ensuite
sélectionnées en fonction de la variabilité qu'elles généreront. Les ampliméres seront
analysés sur gel d'agarose et de polyacrylamide. Ce dernier permettra l'analyse de la va-

riabilité additionnelle des fragments apparaissant comme monomorphes en agarose.

3 - étude des minisatellites ou VNTR (Variable Number of Tandem Re-
peats). Les minisatellites (42) sont des séquences d'ADN répétitives (motif de base de
11 4 16 nucléotides). Elles sont dispersées dans le génome et générent un polymor-
phisme de répétition. Ce sont des marqueurs codominants permettant l'identification
d'alléles (43). L'importante variabilité générée est due a un taux de mutations élevé et &

des recombinaisons entre alléles fréres (36). Le nombre de minisatellites présents dans
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un génome serait proche d'un millier dans I'espéce humaine; certains ont été identifiés
(36-42). Leurs séquences sont conservées au cours de I'évolution. Ils ont été mis en évi-
dence dans le genre Leishmania (44).

Des études de génétique des populations ont montré que les minisatellites révé-
laient une variabilité de 20 a 50 fois supérieure a celle mise en évidence par les isoen-
zymes (36). Elles ont montré également que les différents minisatellites utilisés étaient
génétiquement indépendants (3 6-44). permettant ainsi une étude multilocus.

La mise en évidence du polymorphisme de répétition nécessite la digestion de
I'ADN total par un enzyme de restriction. Aprés séparation par électrophorése, dénatu-
ration et transfert sur membrane de nitrocellulose (Southern Blot), les minisatellites sont

révélés par hybridation avec des sondes spécifiques.

4 - Collaborations :

Ce travail a débuté dans I'unité de Génétique Moléculaire des Parasites et des
Vecteurs (UMR ORSTOM/CNRS 9926) sous la direction du Dr M Tibayrenc. Cette
collaboration sera maintenue.

Les souches de L. infantum que nous étudierons devraient provenir du labora-

toire de Parasitologie de la Faculté de Médecine de Marseille (Professeur Quilici).

5 - Cadre de I'étude : Ce travail sera réalisé au laboratoire de Parasitologie et d'Ecolo-

gie Humaine de la Faculté de Médecine de Toulouse-Purpan.

6 - Financement du projet : Le travail général sur L.infantum est financé dans le cadre
de 'UMR 9926 par un projet communautaire AVICENNE. Du fait que notre projet ap-
portera des éléments utiles pour ce programme CEE, ce fonds sera remis a profit pour
lancer 1'étude.

Des demandes de crédits additionnelles ont été déposées auprés de plusieurs organismes
(Groupement d'Etudes et de Recherche sur les Génomes, Conseil Régional de Midi-Py-

rénées, Université Paul Sabatier-Toulouse III).
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ANNEXE 1

ELECTROPHORESE DES ISOENZYMES
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RAPD : bandes et intensités (11*3 : bande numéro 11; intensité 3)
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LEM 2205 T1°3.5°1 7°3-2°1-3°1-5°1 13°3-15°2 8°3-1°2-9°1-12°1 $93-14°2.9°1 34333 Ti*34°1
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LEM 2572 13°3 . 7°3 13°3-152 8°3-9°2-1°1-12°1 $%3.14°2-9°1 $°33°3-14°1 4°3.9°1
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