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AVANT PROPOS 
 

 

Le format de présentation de la thèse correspond à une recommandation de la spécialité 

Maladies Infectieuses et Microbiologie, à l’intérieur du Master des Sciences de la Vie et de la 

Santé qui dépend de l’Ecole Doctorale des Sciences de la Vie de Marseille. 

Le candidat est amené à respecter des règles qui lui sont imposées et qui comportent un 

format de thèse utilisé dans le Nord de l’Europe permettant un meilleur rangement des thèses 

traditionnelles.  

Par ailleurs, la partie introduction et la bibliographie sont remplacées par une revue envoyée 

dans un journal afin de permettre une évaluation extérieure de la qualité de la revue et 

permettre à l’étudiant de commencer le plus tôt possible une bibliographie exhaustive sur le 

domaine de cette thèse. 

Par ailleurs, la thèse est présentée sur article publié, accepté ou soumis associé d’un bref 

commentaire donnant le sens général du travail. Cette forme de présentation a paru plus en 

adéquation avec les exigences de la compétition internationale et permet de se concentrer sur 

des travaux qui bénéficieront d’une diffusion internationale. 

 

Professeur Didier RAOULT 
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RESUME 
 

Résumé : 

La leishmaniose à Leishmania infantum est une zoonose transmise de mammifère à 

mammifère par la piqûre d’un insecte vecteur, le phlébotome femelle. S’il est classiquement 

décrit la leishmaniose viscérale avec la triade classique fièvre, pâleur et splénomégalie, de 

nombreuses formes cliniques peuvent être associées à ce parasite. Le portage asymptomatique 

est la forme la plus fréquente et la plus répandue dans l’Ancien Monde ou le Nouveau Monde. 

Entre la leishmaniose viscérale et le portage asymptomatique, plusieurs formes cliniques sont 

présentes. Ainsi certains sujets vont exprimer la leishmaniose sous forme d’adénopathies 

isolées. Ces formes sont intermédiaires entre une expression pauci symptomatique et une 

leishmaniose viscérale larvée. Alors que L. infantum n’est pas classiquement retrouvé dans 

des formes muqueuses, des cas ont été récemment décrits. Ces formes muqueuses isolées ne 

sont pas rares puisque sur les 3 CHU Marseille, Montpellier et Nice, entre 1997 et 2009, 10 

cas de leishmaniose muqueuse à L. infantum ont été diagnostiquées principalement chez des 

sujets immunodéprimés. Il est important de faire le diagnostic de ces formes cliniques 

particulières puisqu’elles ont pour diagnostic différentiel des néoplasies (lymphome pour la 

première et néoplasie de la sphère ORL pour la seconde). Afin d’appréhender le rôle du 

parasite dans l’expression clinique, il a été réalisé le typage par les microsatellites de neuf 

souches isolées de sujets porteurs asymptomatiques. Il s’avère que ces neuf souches sont très 

peu polymorphes et que sept d’entre elles possèdent un génotype unique. De plus, elles sont 

très différentes des souches issues des sujets séropositifs pour le VIH. Si la génétique des 

souches semble avoir un rôle dans l’expression clinique de la maladie, l’environnement dans 

lequel vivent les sujets en zone d’endémie est associé à un sur-risque de développer une 

leishmaniose viscérale. En effet, tandis qu’à Marseille, les cas de leishmanioses viscérales 
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surviennent dans un environnement urbain, ceux de la région niçoise apparaissent dans un 

environnement rural, comme cela est plus classiquement décrit. Afin de déterminer si le 

parasite est impliqué dans les différences concernant le foyer marseillais et niçois, une étude 

des souches de L. infantum par les microsatellites est en cours dans ces deux foyers. 

 

Abstract :  

Leishmaniasis due to Leishmania infantum is a zoonotic disease transmitted from mammal to 

mammal through the bite of an insect vector the sandfly female. Beside the classical triad of 

visceral leishmaniasis symptoms: fever, pallor and splenomegaly, many clinical forms could 

be associated with this parasite infection. Asymptomatic carriage of L. infantum is the most 

common and the most widespread in the Old World and New World. Many other clinical 

forms are present and some subjects will develop only isolated lymphadenopathy. These 

forms are intermediate between pauci symptomatic and visceral leishmaniasis forms. Whereas 

L. infantum is not typically associated with mucosal forms, several cases have been described. 

Indeed, in the 3 academic hospitals of Marseille, Montpellier and Nice from 1997 to 2009, 10 

cases were revealed mainly in immunocompromised patients. To understand the role of 

parasite in clinical expression, nine strains isolated from asymptomatic carriers were 

genotyped using microsatellite. The nine strains have few polymorphisms and seven of them 

are identical with a unique genotype. In addition, those strains are very different from strains 

of HIV-positive subjects. If the strains genetic appears to have a role in the clinical expression 

of the disease, the environment in which individuals live in endemic areas is associated with 

an excess of risk to develop visceral leishmaniasis. While in Marseille, cases of visceral 

leishmaniasis occur in an urban environment, they take place in Nice in a rural environment, 

as it is classically described. To investigate differences between parasite strains form Nice and 

Marseille studies with microsatellites are ongoing.  
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INTRODUCTION 
 

Les leishmanioses sont des parasitoses dues à un protozoaire flagellé appartenant au genre 

Leishmania. Elles sont transmises de mammifère à mammifère par la piqûre d’un insecte 

vecteur, le phlébotome femelle. Il est décrit des leishmanioses zoonotiques et 

anthroponotiques (Desjeux, 2001). Dans les formes anthroponotiques, l’homme est considéré 

comme la seule source d’infection du vecteur alors que pour les formes zoonotiques, des 

animaux constituent le réservoir ce qui permet de maintenir et disséminer les parasites 

(Desjeux, 2001). Il existe plusieurs espèces ayant chacune chez l’homme un tropisme 

préférentiel entraînant des pathologies viscérales disséminées, des pathologies cutanées ou 

muqueuses (Tableau 1) (World Health Organization, 2010).  

Tableau 1 :  

Tropisme Viscérotropique Dermotropique Mucotropique 
Ancien Monde L. donovani 

L. infantum 
L. major 
L. tropica 
L. killickia 
L. aethiopica 
L. infantum 

 

Nouveau Monde L. infantum L. infantum 
L. mexicana 
L. pifanoia 
L. venezuelensis 
L. garnhamia 
L. amazonensis 
 

L. braziliensis 
L. guyanensis 
L. panamensis 
L. shawi 
L. naïffi 
L. lainsoni 
L. lindenbergi 
L. peruviana 
L. colombiensisb 

L. braziliensis 
L. panamensis 

a Le statut de ces espèces est soumis à discussion 
b La position taxonomique est soumise à discussion 
 

Dans le bassin méditerranéen, l’Asie et l’Amérique latine plusieurs espèces de Leishmania 

sont présentes mais une seule est commune à ces trois zones géographiques : Leishmania 

infantum. C’est une zoonose ayant le chien comme réservoir et principale victime (Aït-Oudhia 

et al., 2011). Du fait de la mise en évidence fréquente du parasite chez des enfants, Charles 
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Nicolle le baptise en 1908, Leishmania infantum ; agent du « kala-azar » infantile (Aït-Oudhia 

et al., 2011). Dans les années 1980, il est démontré qu’en plus des formes vicérales, L. 

infantum peut aussi donner des formes cutanées (Rioux et al., 1980). Depuis, la leishmaniose 

à L. infantum a été décrite chez les sujets immunodéprimés avec notamment une émergence 

importante de cas chez les sujets séropositifs pour VIH (Alvar et al., 2008). Actuellement, il 

est admis que L. infantum (syn. Leishmania chagasi) peut être responsable de plusieurs 

symptomatologies chez l’homme avec par ordre de fréquence : le portage asymptomatique, la 

leishmaniose viscérale, fatale si elle n’est pas traitée, et des formes cutanées. D’autres formes 

cliniques atypiques sont aussi décrites comme la leishmaniose ganglionnaire et la 

leishmaniose muqueuse. Afin de comprendre le rôle joué par le polymorphisme de L. 

infantum dans la variabilité des expressions cliniques chez l’hôte vertébré, diverses méthodes 

ont été développées. L’identification du zymodème des souches au moyen d’une étude 

izoenzymatique a longtemps constitué la base de l’étude du polymorphisme des Leishmania 

(Pratlong et al., 2004, 2009; Aït-Oudhia et al., 2011). Cependant, la majorité des souches du 

bassin méditerranéen, qu’il s’agisse de souches d’origine canine ou humaine, appartiennent au 

zymodème MON-1 (Pratlong et al., 2009; Aït-Oudhia et al., 2011). Si l’on considère plus 

précisément la région Provence Alpes Côtes d’Azur-Est (PACA-Est), le zymodème MON-1 

est majoritaire tandis que le zymodème MON-24 est parfois retrouvé dans certains cas de 

leishmaniose cutanée chez l’immunocompétent et de leishmaniose viscérale chez des sujets 

séropositifs pour le VIH (Pratlong et al., 2004). L’étude izoenzymatique atteint donc 

rapidement ses limites lorsqu’il s’agit d’appréhender le rôle des souches et de leur virulence 

en pathologie humaine et vétérinaire. Afin de mieux étudier cet aspect, nous avons entrepris, 

au cours de cette thèse, l’étude des souches de L. infantum par l’analyse du polymorphisme de 

plusieurs microsatellites. Nous verrons que cet outil peut s’avérer discriminant pour 

différencier les souches issues de porteurs asymptomatiques de celles isolées chez les patients 
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présentant une forme clinique patente. Cependant, comme dans toutes les maladies 

parasitaires, l’expression clinique dépend aussi de l’hôte. Dans ce travail, le rôle de l’hôte ne 

sera pas directement abordé. Par contre, une étude de l’environnement associé aux cas de 

leishmaniose viscérale et en particulier des lieux de vie a été entreprise. 

 

Ce travail a été réalisé dans le laboratoire d’accueil : Toxines microbiennes dans la relation 

hôte-pathogènes, INSERM 1065, Centre Méditerranéen de Médecine Moléculaire (C3M), 

Faculté de Médecine, Université de Nice Sophia Antipolis (Directeur Dr. Emmanuel 

LEMICHEZ). 

L’objectif de cette thèse est de mieux caractériser les formes cliniques atypiques de la 

leishmaniose à L. infantum, d’étudier le polymorphisme des souches ainsi que 

l’environnement où circulent ces souches dans le sud de la France principalement. 
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LE PORTAGE ASYMPTOMATIQUE DE L. INFANTUM 
 

Dans un premier, temps nous avons fait le point sur la forme clinique la plus fréquente qui est 

le portage asymptomatique humain de Leishmania infantum. Ce travail a donné lieu à une 

revue générale qui a été publiée dans Acta Tropica en 2011. 

 

La revue bibliographique sur le portage asymptomatique de Leishmania infantum dans le 

monde permet de faire un bilan de ce qui a été réalisé sur cette entité clinique particulière. En 

effet, si la fréquence du portage asymptomatique à L. infantum chez le chien au niveau 

mondial a été largement documentée, il n’existait jusqu’à présent aucun travail sur la 

fréquence et les conséquences d’un portage asymptomatique à L. infantum chez l’homme au 

niveau mondial. Les données récoltées sont issues d’études effectuées principalement en 

Europe, au Brésil, en Chine et au Moyen Orient. 

Le premier chapitre de l’article est consacré aux outils diagnostic. Ceux-ci apparaissent très 

variés en fonction des habitudes et des moyens de chaque investigateur et ils évoluent dans le 

temps. A priori, seuls les tests de diagnostic direct mettant en évidence la présence des 

parasites (culture, examen au microscope), peuvent traduire le portage asymptomatique. 

Cependant, les études montrant la concordance entre une PCR positive et un parasite viable 

indiquent que ce test peut être considéré comme un test direct. Néanmoins, la majorité des 

études publiées à ce jour ont été réalisées avec des tests indirects (Immunofluorescence, 

ELISA, Western blot, DAT et l’exploration de la réponse cellulaire à Leishmania par 

intradermoréaction). La concordance entre les tests directs et indirects mise en évidence dans 

certaines études, la répétition de la positivité chez certains individus au cours du temps, sont 

plus compatibles avec un portage asymptomatique qu’avec des séquences d’infections suivies 

d’élimination totale des parasites. Ainsi, les tests indirects peuvent être pris en compte comme 
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reflet du portage asymptomatique. Si les tests indirects ont été majoritairement utilisés et le 

sont encore, les dernières publications présentes dans cette revue incluent le diagnostic par 

biologie moléculaire qui sera probablement le plus réalisé dans les années à venir. En fonction 

des zones géographiques et selon les outils biologiques utilisés, il est obtenu des chiffres de 

prévalence du portage asymptomatique allant de 0,6 à 71,3 %.  

Le portage asymptomatique étant bien plus fréquent que le développement de la maladie, des 

études comparant les profils immunologiques de ces deux populations ont été réalisées. Ces 

études montrent que les porteurs asymptomatiques expriment un profil mixte Th1 Th2 de 

cytokines produites par les lymphocytes T-helper (Th) tandis que les sujets malades 

expriment un profil Th2. 

Les données actuelles sur la leishmaniose, montrent que la leishmaniose viscérale ne 

représente que le haut de l’iceberg et pose la question du rôle du portage asymptomatique en 

tant que réservoir, de la possibilité de la transmission du parasite par le don du sang et de 

l’évolution clinique de ce portage asymptomatique en cas d’immunodépression. 
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LEISHMANIOSES HUMAINES ET POLYMORPHISME 
CLINIQUE 

 

Si la précédente revue est centrée sur le portage asymptomatique de Leishmania infantum, le 

travail suivant publié porte sur le polymorphisme clinique des principales leishmanioses 

humaines. Dans cette revue, toutes les formes cliniques de toutes les leishmanioses sont prises 

en compte. Les mécanismes immunologiques de la réponse de l’hôte sont abordés, confirmant 

non seulement l’implication de la réponse immune Th1 et Th2 dans l’expression clinique, 

mais aussi celle des cellules régulatrices T et des cellules Th17 qui jouent un rôle dans la 

susceptibilité et la résistance de l’hôte. La compréhension de la pathogénicité des 

leishmanioses doit tenir compte à la fois du fond génétique de l’hôte lui permettant de lutter 

contre le parasite, et des signaux moléculaires utilisés par le parasite pour échapper à la 

réponse immune et survivre dans l’hôte. Enfin, il faut prendre en compte le vecteur qui lui 

aussi est impliqué dans la virulence notamment par les composés de la salive du phlébotome 

et par les interactions entre le parasite et le phlébotome. Récemment, de l’ARN viral a été 

retrouvé dans des formes métastatiques de leishmaniose à L. guyanensis. Cet ARN pourrait 

accroître la virulence du parasite. Si chaque espèce de Leishmanie est associée à un tropisme 

et une expression clinique préférentielle, ce phénomène se retrouve aussi à un niveau infra-

spécifique. Finalement, pour comprendre l’expression de la maladie, l’étude des porteurs 

asymptomatiques s’avère indispensable. Ils pourraient constituer un réservoir de parasites 

même si, pour l’instant, cela n’a pas été clairement mis en évidence pour la leishmaniose à L. 

infantum. L’état de santé du sujet, des facteurs génétiques, ethniques ou nutritionnels influent 

sur le fait de développer ou pas la maladie. Si le portage asymptomatique a surtout donné lieu 

à des études sur l’hôte (asymptomatique versus malade), le parasite lui-même pourrait, selon 

les souches, être plus ou moins virulent. Cet aspect est beaucoup moins étudié du fait de la 

rareté des souches isolées de porteurs asymptomatiques.  
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FORME CLINIQUE ATYPIQUE : ADENOPATHIES 
ISOLEES ET LEISHMANIOSE A L. INFANTUM 

 

Parfois, la différence entre le sujet malade et le sujet porteur asymptomatique peut s’avérer 

minime. En effet, certains sujets, sans toutefois être totalement asymptomatiques, n’expriment 

pas complètement la maladie. C’est ainsi qu’au lieu de présenter la triade classique de la 

forme viscérale : fièvre, anémie et splénomégalie, des patients vont exprimer une 

symptomatologie larvée ou atypique. Plusieurs cas de leishmaniose à L. infantum ont ainsi été 

diagnostiqués sur une diarrhée chronique inexpliquée ou une dysphagie liée à une atteinte 

duodénale (Alvarez-Nebreda et al., 2005; Hicks et al., 2009; Jawhar, 2011). Parfois même, la 

présentation clinique se résume à des adénopathies isolées. Il est important dans ce cas de 

faire le diagnostic de leishmaniose non seulement pour éliminer un lymphome, principal 

diagnostic différentiel à envisager, mais aussi parce que ces formes qui n’évoluent pas 

toujours vers la guérison spontanée peuvent donner lieu au développement d’une 

leishmaniose viscérale. Pour l’instant, il n’existe pas de facteurs permettant de prédire 

l’évolution préférentielle vers l’une de ces expressions cliniques. Les deux articles qui suivent 

portent sur cette forme clinique particulière de l’infection à L. infantum constituée par des 

adénopathies isolées. 
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FORME CLINIQUE ATYPIQUE : ATTEINTE 
MUQUEUSE DE LA LEISHMANIOSE A L. INFANTUM 
 

A côté des adénopathies isolées, que l’on doit différencier d’un lymphome, d’autres formes 

atypiques de la leishmaniose à L. infantum peuvent s’observer. C’est le cas des formes avec 

atteinte muqueuse isolée, le diagnostic différentiel étant alors une néoplasie ou une 

vascularite. Du fait de la chronicité des lésions qu’elle induit, la leishmaniose à L. infantum a 

souvent comme diagnostic différentiel des processus cancéreux. Ces formes muqueuses 

isolées ne sont pas rares puisque sur les 3 CHU Marseille, Montpellier et Nice, entre 1997 et 

2009, 10 cas de leishmaniose muqueuse à L. infantum ont été diagnostiqués chez des hommes. 

Pour 6 de ces cas, les patients étaient immunodéprimés (séropositifs pour le VIH ou traités par 

immunosuppresseurs), trois des quatre patients restant étaient fumeurs. Il existe une 

vulnérabilité spécifique du sujet masculin puisqu’il est rapporté dans la littérature sur la 

leishmaniose muqueuse 35 cas chez le sujet mâle sur les 40 décrits. Les atteintes muqueuses 

touchent surtout le larynx, mais le pharynx, la bouche, le nez et le cavum sont également 

atteints. Le typage des souches impliquées ne met pas en évidence de zymodème particulier. 

Le zymodème MON-1 est prédominant mais aussi MON-24, MON-27, MON-80 ou MON-

111 sont à l’origine de cette expression clinique particulière. La sérologie de la leishmaniose 

semble suffisamment sensible pour confirmer ces cas, contrairement aux données de 

l’histologie responsable de faux négatifs (4 faux négatifs sur 50 cas). Le polymorphisme des 

lésions anatomo-pathologiques peut prêter à confusion si l’on ne voit pas les leishmanies. 

Ainsi, en cas de lésion muqueuse chronique inexpliquée chez un patient vivant en zone 

d’endémie, une sérologie de la leishmaniose devrait être réalisée ainsi qu’une PCR si 

l’histologie de ne permet pas d’exclure le diagnostic de lésion muqueuse à L. infantum. Le 

risque de viscéralisation de ce type de lésion n’étant pas négligeable, le traitement entrepris 

doit prendre en compte la possibilité de lésions viscérales passées inaperçues.  
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ETUDE PAR LES MICROSATELLITES DE SOUCHES 
DE L. INFANTUM ISSUES DE PORTEURS 

ASYMPTOMATIQUES 
 

Les porteurs asymptomatiques constituent une part très importante des sujets infectés par L. 

infantum. Malgré cela à ce jour, très peu de souches ont pu être isolées de porteurs 

asymptomatiques. En effet, du fait de la très faible parasitémie, l’isolement de souches 

nécessite de cultiver de grande quantité de sang en culture afin de réussir à isoler des souches. 

Grace à une enquête réalisée en 1996-1997 chez les donneurs de sang de Monaco, de grandes 

quantités de cellules mononucléées périphériques issues de porteurs asymptomatiques ont été 

mises en culture. Neuf souches de L. infantum issues de neuf sujets différents ont ainsi été 

isolées. La comparaison de ces souches issues de porteurs asymptomatiques avec d’autres 

souches fait l’objet d’un article qui est en re-soumission à International Journal of 

Parasitology. Afin de comparer ces souches avec d’autres souches de diverses origines 

(humaines, canines et de phlébotomes), un génotypage par les microsatellites a été réalisé en 

utilisant 33 marqueurs microsatellites différents. La comparaison porte sur 36 souches dont 

les 9 issues de porteurs asymptomatiques. Ces souches proviennent de la zone d’endémie 

allant de la région Languedoc Roussillon, la région Provence Alpes Côtes d’Azur et la Corse. 

Il s’agit là de la première étude de comparaison génétique des souches issues de porteurs 

asymptomatiques avec d’autres souches permettant d’appréhender les facteurs liés aux 

souches dans la virulence de L. infantum. Par cette étude, les microsatellites mettent en 

évidence des sous populations à l’intérieur des populations de souches MON-1 confirmant la 

diversité génétique intra MON-1. Parmi les 9 souches issues de porteurs asymptomatiques, 7 

ont la même structure génétique et les 2 autres, identiques entre elles, sont très proches des 

précédentes. De plus, il semble y avoir une différence entre les souches issues de porteurs 

asymptomatiques et les souches issues de patients symptomatiques, et plus particulièrement 
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les sujets séropositifs pour le VIH. Ce résultat suggère que la structure génétique de la souche 

aurait une influence sur l’expression de la pathologie. 
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Abstract. 

 

For numerous infectious diseases affecting humans, clinical manifestations range from 

asymptomatic forms to severe pathologies. The originality of this study was to focus on 

asymptomatic carriers (AC) of Leishmania infantum in Southern France. The fundamental 

interest of these AC is that they can be a reservoir of potentially pathogenic microorganisms. It 

remains to be established whether the parasitic genomes from AC differ from those of patients. 

Multilocus microsatellite typing (MLMT) was used to investigate the genetic variation among 

36 French strains of L. infantum. Nine parasitic strains of AC isolated from blood donors were 

compared to 27 strains of L. infantum belonging to zymodemes, MON 1, 33 and 183. These 

strains were isolated from humans HIV positive or not with visceral leishmaniasis (VL), 

cutaneous leishmaniasis (CL), from canine leishmaniasis (CanL) or from phlebotomine 

sandflies. MLMT data generated using 33 locus were analyzed by a Bayesian model-based 

clustering algorithm and constructing phylogenetic tree based on genetic distances. Both 

analyses structured the MON-1 sample into two main clusters. Furthermore, genetic analysis 

demonstrated that these nine AC strains are divided into 2 clusters grouped with the MON-1 

strains. One cluster with 7 strains is related but different to human symptomatic strains from 

Alpes-Maritimes region whereas the other cluster has the two remaining strains together with 

CanL strains as well as one strain from VL patient. Genetic diversity among AC was very 

weak since the 9 Leishmania strains belong to only 2 genotypes. Genetic differentiations were 

evidenced between AC strains and non AC strains and especially between AC and HIV+ 

populations. Our data explore for the first time the genetic diversity among Leishmania 

infantum from asymptomatic human carriers and reveal a weak polymorphism compared to 

Leishmania parasites isolated from human patients. 

 

Index Keywords: Asymptomatic carriers, cryptic infection, reservoir, Leishmania infantum, 

molecular epidemiology, multilocus microsatellite typing (MLMT), Southern France, 

phylogenetic analysis 
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 Introduction 

 

Leishmaniases, caused by the Leishmania parasite, are a worldwide endemic disease, with an 

estimated disease burden of 2,357,000 disability-adjusted life years and 59,000 deaths per 

year (WHO, 2002). These diseases range in severity from a healing skin ulcer to an 

overwhelming visceral leishmaniasis. Zoonotic visceral leishmaniasis, caused by the 

protozoan parasite Leishmania infantum, is a sandfly-borne disease found in the 

Mediterranean area, Asia, and Latin America. This species is associated with benign 

cutaneous leishmaniasis (CL) as well as severe visceral leishmaniasis (VL), fatal without 

treatment. In the Mediterranean Basin, dogs are the principle peridomestic reservoir of human 

VL. Because control programs based on the elimination of infected dogs have failed to halt or 

prevent epidemics of urban visceral leishmaniases due to L. infantum in Brazil (Madeira Mde 

et al., 2004), other secondary reservoirs such as humans may be important in propagating the 

infection. Parasite circulation in peripheral blood has been reported in asymptomatic 

leishmaniasis (persons or animals who are infected with infectious microorganisms but 

display no symptoms) detected either by PCR with presence of DNA and/or by culture 

(Guevara et al., 1993; Le Fichoux et al., 1999; Garcia-Garcia et al., 2006; Fakhar et al., 2008; 

Riera et al., 2008; Scarlata et al., 2008; Michel et al., 2011). Most scientific studies of 

infectious diseases have focused on diseased individuals, from an epidemiological or clinical 

point of view. However, it has been demonstrated that asymptomatic carriers (AC) represent a 

large part of the human population with infectious diseases in endemic areas (Costa et al., 

2002; Riera et al., 2004). This must be considered to understand the dissemination pathways 

of L. infantum parasites and their capacity for surviving in hosts (Bañuls et al., 2011). A 

previous study on blood donors isolated nine L. infantum strains from AC living in Southern 

France (Le Fichoux et al., 1999). Besides these rare strains isolated from AC, most L. 

infantum parasites are isolated from VL patients. In Southern Europe, Leishmania/HIV co-

infections have become increasingly frequent, with up to 9% of AIDS cases developing VL, 

particularly in France (Desjeux and Alvar, 2003). In France the incidence of VL in HIV+ 

patients dropped from 12 in every 10,000 people per year to 7 per 10,000 per year after 1996, 

the year in which Highly Active Anti-Retroviral therapy was introduced in this country (del 

Giudice et al., 2002). One of the most powerful and discriminative DNA-based methods for 

strain differentiation and population genetics is the analysis of highly variable, co-dominant 

microsatellite markers. Recently, multilocus microsatellite typing (MLMT) has been used 

successfully to differentiate L. infantum populations in the Mediterranean region of Europe. 
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This method enabled differentiation even at the intra-zymodeme level, as shown for the 

predominant MON-1 zymodeme of L. infantum (Ochsenreither et al., 2006; Montoya et al., 

2007; Kuhls et al., 2008). Here, a panel of 33 microsatellite markers was used to investigate 

genetic structure and gene diversity among strains of L. infantum isolated from healthy blood 

donors and to compare them with other L. infantum strains (isolated from sandflies, dogs, or 

human patients) from Southern France. To our knowledge this is the first genetic study on 

“asymptomatic” Leishmania strains. Our results will be discussed regarding the potential 

contribution of AC in leishmaniasis transmission. The possibility of leishmaniasis 

transmission from an asymptomatic blood donor to a patient will also be discussed regarding 

the public health risk. 

 

2. Materials and methods 

2.1. Leishmania strains 

 Table 1 lists the W.H.O code, geographical origin, clinical manifestation, and Multi-Locus 

Enzyme Electrophoresis (MLEE) identification for the 36 local strains of L. infantum. All the 

strains were isolated in Southern France and provided by the French National Reference 

Center of Leishmania (Figure 1). Thirty three belong to zymodeme MON-1, two to MON-33, 

and one to MON-183 (used as outgroup). Parasites were isolated either from VL and CL HIV 

patients (8 strains), VL (9 strains), CL (5 strains), canine leishmaniasis (3 strains), 

Phlebotomus perniciosus (1 strain), Phlebotomus ariasi (1 strain), or healthy human blood 

donors (9 MON-1 strains described in (Le Fichoux et al., 1999). Promastigotes were 

maintained at 26°C in RPMI 1640 medium supplemented with 10 % heat-inactivated fetal 

calf serum, 2mM glutamine, 100U/ml penicillin, and 100µg/mL streptomycin in disposable 

flasks. Parasites were harvested in logarithmic phase by centrifugation (5,000g for 30 min at 

4°C) and washed twice in PBS (Phosphate-Buffered Saline). Parasite pellets were kept at -

80°C until DNA extraction. DNA was extracted by phenol/chloroform (Sambrook, 1989), and 

DNA concentration was estimated by spectrophotometry at 260 nm.  

  

2.2. Microsatellite Genotyping 

Microsatellite analysis was done using 33 microsatellite markers (Table 2). Twenty-eight 

microsatellite loci are already published (Rossi et al., 1994; Russell et al., 1999; el Tai et al., 

2000; Jamjoom et al., 2002; Ochsenreither et al., 2006; Kuhls et al., 2007); five were 

developed by the authors. The 36 strains under study were amplified according to the 

following conditions. Every 30µL of reaction mix was composed of 10pmol of each primer, 
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the forward being labeled, 100ng template DNA, 1nmol of each dNTP, 3µL buffer 10X, and 

1.5 unit of Taq Polymerase (Taq Polymerase, 5U/µl, Roche Diagnostics, France). 

Amplifications were carried out in a thermal cycler using the following conditions: 35 cycles 

of 94°C for 30 s, annealing temperature of each locus (see Table 2) for 1 min, 72°C for 1 min, 

and a final extension step of 72°C for 30 min. Size analysis of the fluorescence-labeled PCR-

products was carried out on an ABI Prism 3130XL genetic analyzer (Applied Biosystems, 

France) and data were stored and analyzed with GeneMapper analysis software (version 4.0, 

Applied Biosystems, France). Genescan 500 LIZ (Applied Biosystems, France) was used as 

internal size standard. All 36 Leishmania strains were genotyped at all 33 loci.  

 

2.3. Data analysis 

2.3.1. Phylogenetic and population STRUCTURE analysis 

Data were analyzed with Genetix version 4.05.2 (2004) and FSTat Version 2.9.3.2 softwares 

(Goudet et al., 2002), which compute estimates and test the significance of various parameters 

of population genetics. Genetic polymorphism was measured by the number of alleles per 

locus (Na) and by Nei's unbiased genetic diversity within subsamples Hs (Nei and Chesser, 

1983). FST measures the relative inbreeding in subpopulations that is attributable to the 

subdivision of the total population into subpopulations of limited size. FST thus also measures 

genetic differentiation between subpopulations. Data were heterogeneous regarding year of 

sampling, clinical manifestations, geographical origin, host species, and patient’s sex and age. 

To assess the possible contribution of these factors to genetic differentiation, we compared FST 

obtained with different sampling strategies. We constructed a neighbor-joining tree to examine 

the relationships between the AC population and the others by using the PHYLIP software 

(version 3.5c; J. Felsenstein, Department of Genetics, University of Washington, Seattle, 

1993). The neighbor-joining tree (Saitou and Nei, 1987) was constructed through calculations 

of Cavalli-Sforza genetic distance from allelic frequencies, and the robustness of tree topology 

was obtained by bootstrap resampling of loci. The tree was edited using TreeDyn software 

(Chevenet et al., 2006). 

 

2.3.2 Clustering analysis 

MLMT data were analyzed by a Bayesian statistics-based method implemented in 

STRUCTURE v.2.3.3 (2010, January) (Pritchard et al., 2000) to explore the structure of AC 

population versus non-AC populations. STRUCTURE uses Bayesian Monte-Carlo Markov 

Chain (MCMC) sampling to identify the optimal number of clusters K for a given multi-locus 
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dataset without needing to identify population subunits a priori. The parameters used were the 

admixture model with length of burn-in period of 200,000 iterations, followed by 200,000 of 

MCMC repeats after burn-in. Based on multilocus genotype data, the individuals were divided 

into K subpopulations with K ranging from 1 to 11 and ten independent runs were performed 

for each value of K. The methods of Evanno et al. (2005) and Garnier et al. (2004) were 

employed to assess the optimal value of K (i.e. the optimal number of clusters in the dataset) 

corresponding to the peak in the DeltaK graph (Garnier et al., 2004; Evanno et al., 2005). 

 

3. Results 

3.1. Global genetic diversity and allelic polymorphism 

We obtained clear electrophoregrams for all genotypes at all 33 loci investigated, with only one 

or two alleles per strain at each locus. A total of 128 alleles based on 31 polymorphic 

microsatellite markers were identified for 36 strains of L. infantum (MON-1, MON-33 and 

MON-183) from Southern France since two loci were monomorphic (LIST7023 and 

LIST7030). The number of alleles per locus (Na) ranged from 1 to 8, the most polymorphic 

being LibTG (Table 2), that is, a mean value of 4.13 alleles per locus. Within MON-1, the 33 

strains encompassed 50 different alleles using 18 polymorphic microsatellite markers. The 

number Na ranged from 2 to 6, the most polymorphic being LibTG, LibTA, and Lm4TA, that 

is, a mean value of 3.18 alleles per locus. The observed heterozygosity (Ho) is quite weak; it 

ranged from 0-0.181 (overall 0.042) for the whole sample and varied between 0-0.104 (overall 

0.018) for the MON-1 population. The mean genetic diversity, Hs, was 0.345 (0.177-0.684) for 

the whole sample and 0.367 (0.043-0.619) within the MON-1 population. 

 

3.2. Phylogenetic reconstruction and clustering analysis 

The neighbor-joining tree (Figure 2) designed from MLMT genetic distances underlined three 

main clusters. MON-183 genotype was used as outgroup considering its allelic profiles. The 

first cluster was composed of the non-MON-1 strains (2 MON-33) and was separated from 

the MON-1 strains with a strong bootstrap value (100%). Thus, the MON-1 sample appeared 

monophyletic. The second cluster (C2) was composed of 16 MON-1 human strains isolated in 

the Alpes-Maritimes (AM), Var, and Corsica regions and sustained by a bootstrap of 58%. 

This group contained two subclusters: (i) two VL strains (bootstrap value: 60%) and (ii) 

fourteen strains from human (7 human patients and 7 asymptomatic carriers) (bootstrap value: 

91%). Seven of the 9 strains isolated from asymptomatic carriers (AC) were in the latter 

cluster and constituted a single genotype. The third cluster (C3) sustained by a bootstrap of 
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59% contained three subclusters: (i) the 6 MON-1 strains isolated from Hérault region 

(bootstrap 69%), (ii) 5 MON-1 human strains from AM and Corsica regions (bootstrap 53%), 

and (iii) the 3 canine strains with the 2 remaining AC strains and a VL strain. The latter group 

constituted a single genotype. Interestingly, the nine AC strains were poorly polymorphic 

since they revealed only 2 genotypes, one was AC specific (7 strains) whereas the second one 

(2 strains) was identical to the 3 canine strains of our sample and a VL case. In addition to the 

genetic distance-based approach, the model-based algorithm was used to infer the population 

structure of our French L. infantum sample. MLMT data were analyzed with the 

STRUCTURE software to infer the population structure of (i) the whole sample (36 strains) 

and (ii) MON-1 population (33 strains). According to Evanno et al. (2005) and Garnier et al. 

(2004), within the whole sample, the most probable K numbers are K=3 and K=5. In the first 

case, population 1 was composed of the 3 non MON-1 strains (2 MON-33 + 1 MON-183), 

population 2 of the MON-1 cluster C2 (14 strains), and population 3 of the MON-1 cluster C3 

(17 strains) (Figures 2 and 3). The STRUCTURE software did not allow classifying the 

strains LEM3492 (CL) and LEM5458 (VL) which were a mixed genotype of the populations 

2 and 3. For K=5, population 1 (non MON-1) was subdivided into two subpopulations (MON-

183 in one part (population 1b) and MON-33 in the other part (population 1a)) and population 

3 was subdivided into two subpopulations since the group (population 3b) of the 3 canine 

strains with the 2 remaining AC strains and a VL strain was separated from the other strains 

(population 3a). Within MON-1, the most probable K number is K=3 with populations 2, 3a, 

and 3b (data not shown) (Figure 3). Results obtained by genetic distance and clustering 

analysis were congruent and both dispatched the nine AC strains into two separated 

populations. Genetic differentiation among various populations was tested using FSTat 

Version 2.9.3.2 software (Goudet et al., 2002) (Table 3). Concerning geographical 

differentiation, strains from Hérault were isolated from strains from the Alpes-Maritimes, 

Var, and Corsica (data not shown) as well as from the AM considered alone (Table 3) and 

were characterized by a specific homozygous allele (98bp) for locus Li22-35. Year of 

isolation, sex, and age of the patient were tested but no significant results were obtained (data 

not shown). These parameters did not appear as significant subdividing factors. FST was 

significant between the human and canine populations from AM (FST: 0.3462, P-value: 0.05) 

but we studied only three canine strains and they showed the same genotype. Thus, no 

conclusion could be drawn from this result, which has to be confirmed with a larger canine 

sample. 
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3.3. Comparison AC versus non AC strains 

The nine AC strains were grouped with the MON-1 strains and were divided into two 

populations. For the 33 locus, the AC population revealed 42 alleles whereas the other MON-

1 strains (24 strains) revealed 67 alleles. The degree of polymorphism in the AC population 

was much lower than among L. infantum MON-1 of Southern France but also considering 

only the samples from the Nice region. This remains true if we consider only strains from 

1997 or 2007 (the most abundant in our sample) which have a higher degree of polymorphism 

that AC population. Seven strains presented the same genotype and belonged to population 2 

defined by STRUCTURE within cluster C2 (14 human strains). There were no specific alleles 

able to discriminate them among the other populations. However, three alleles were 

predominantly found in these seven AC strains (and were homozygous for these three loci) 

compared to the other MON-1 strains (26 strains), for which these loci were heterozygous 

except for LIST7026 (LIST7026 205bp: 1 and 0.192, Lm4TA 75bp: 1 and 0.077, LibTA 

236bp: 1 and 0.077 (allele frequencies respectively for the 7 AC and other MON-1 strains). 

The two remaining AC (LEM3280 and LEM3273) strains from population 3b defined by 

STRUCTURE (K=5) were grouped with the three canine strains and a VL case within cluster 

C3. Four homozygous loci provided specific alleles for population 3b: Li45-24 100bp, 

Lm4TA 73bp, LibTA 234bp, and LIST7038 122bp. There were no specific alleles able to 

discriminate the nine AC strains among the other populations. However, three homozygous 

alleles were predominantly found in the AC population compared to the other 24 MON-1 

strains: Lm4TA 75bp: 0.778 and 0.083, LibTA 236bp: 0.778 and 0.083, and LIST7026 

205bp: 0.778 and 0.208 (allele frequencies respectively for AC and other MON-1 strains). 

LIST7026 was homozygous for the whole sample. Population genetics analyses using FSTat 

Version 2.9.3.2 software (Goudet et al., 2002) were performed considering the whole AC 

sample (9 strains) as a population (table 3). Differentiations were evidenced between the AC 

population and the non-AC population (24 strains) (FST: 0.2211, P-value: 0.050). Because 

there was a genetic differentiation between the Hérault and Alpes-Maritimes samples, FST 

were recalculated considering only the Alpes-Maritimes sample. The AC population was 

differentiated from the non-AC population (FST: 0.1659, P-value: 0.050) and this was mostly 

due to the differentiation between the AC population and the HIV+ population (FST: 0.3340, 

P-value: 0.025). Note that we obtained a marginally significant differentiation between the 

AC population and the CL population (2 strains) (FST: 0.3303, P-value: 0.083) but this result 

must be confirmed on a larger sample. 

 



62 
 

4. Discussion 

Genetic structure 

The genetic structure and diversity of strains of L. infantum from asymptomatic carriers (AC) 

and symptomatic hosts (dogs and humans) from the South of France were for the first time 

investigated and compared. The MLMT approach employing 33 microsatellite markers was 

previously shown to be highly discriminatory for Leishmania typing and even for strains of L. 

infantum belonging to the zymodeme MON-1, which predominates in the Mediterranean 

basin (Ochsenreither et al., 2006; Kuhls et al., 2008). The mean number of alleles per locus 

(Na) was 4.13 alleles per locus. This agrees with a previous study for which the mean was 5.6 

alleles per locus within a European sample of L. infantum and 4.6 within their European 

MON-1 subsample (Kuhls et al., 2008). In our sample, the level of heterozygosity was low as 

demonstrated by the Ho and the He. This agrees with all the previous studies, which 

demonstrated an overall heterozygote deficiency in all the studied Leishmania species (Kuhls 

et al., 2007; Amro et al., 2009; Rougeron et al., 2009; Rougeron et al., 2011). A previous 

population genetics analysis showed that this deficiency could be explained by the frequent 

occurrence of mating between individuals with related strains (i.e. endogamy, see (Rougeron 

et al., 2010). This suggests that each L. infantum genotype can propagate for long time if 

conditions are favorable and if they are not eliminated (by the immune system of hosts for 

example) during the cycle. Furthermore, our analysis revealed a geographical structuring 

within our sample, Hérault versus Alpes-Maritimes. This kind of structuring has already been 

observed when considering the European countries instead of regions (Kuhls et al., 2008) as 

well as for another Leishmania species in Ethiopia (L. aethiopica) (Schonian et al., 2000). 

Hérault and Alpes-Maritimes are only 200 miles apart but are separated by the Camargue 

(Rhone delta). This area could act as a barrier to gene flow by isolating Phlebotomine 

populations. 

 

Comparison between AC and symptomatic Leishmania strains 

It is important to study Leishmania in healthy subjects to improve our knowledge of clinical 

manifestation, transmission of leishmaniasis, the pathways of parasite dissemination, and its 

capacity for surviving in human hosts. By using the Bayesian statistics-based clustering 

method STRUCTURE and by constructing a neighbor-joining tree based on microsatellite 

genetic distances, strains isolated from AC are grouped with the zymodeme MON-1 and reveal 

a weak genetic polymorphism (2 genotypes) compared to those isolated from symptomatic 

humans. Several hypotheses could explain this lack of polymorphism relative compared to 
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“symptomatic” Leishmania. For example, (i) AC genotypes could result from a recent clonal 

propagation and have not yet diverged or (ii) the selective pressure to maintain this avirulent 

form in its human host is very high. Despite the low diversity of the AC population, we found 

indications for population substructures. This study included all the Leishmania infantum from 

AC available worldwide but an effort must be made in the future to confirm these data on a 

bigger sample. In addition, AC strains were assigned to two subpopulations. One AC 

population included seven AC strains and pertained to population 2 and the second one, 

population 3b, included two AC strains, the three canine strains, and one strain from a human 

case of VL. There was no link between these two AC strains and the VL strain since they were 

cultured and studied in two different universities. This separation into two clusters cannot be 

explained regarding epidemiological data since there was no correlation with isolation date, 

donor’s sex, and donor’s age. The 9 AC strains were isolated from blood donors between April 

and November 1996 in the same area (Alpes-Maritimes). Recent studies have previously used 

strains isolated from blood and revealed genetic diversity (personal communication). Thus, 

there is no culture bias due to the blood which could explain the lack of diversity observed 

among AC parasites.  Interestingly, the three canine strains of our sample belonged to 

population 3b. To validate this cluster, further investigation on a bigger canine sample is 

needed, but it suggests that the “asymptomatic” human genotypes are able to propagate and to 

infect dogs on top of humans. It is known that there is no structuring between CL, VL, and 

HIV+ populations and our data confirmed this result (Kuhls et al., 2008; Kuhls et al., 2011). 

However, an interesting correlation was observed between Leishmania genotypes and clinical 

manifestation since genotypes from AC are differentiated from those of symptomatic patients. 

This genetic differentiation is mainly due to the HIV+ subpopulation and, but much less so to 

the CL subpopulation. Our hypothesis is either HIV patients were infected by Leishmania 

parasites before HIV infection or AIDS stage or some genotypes could be unable to cause 

disease even in immunocompromised patients. Western blotting has shown that in zones of 

endemic leishmaniasis, such as the south of France, about 10% of HIV+ individuals showed 

the presence of antileishmanial antibodies (Kubar et al., 1998). The authors suggested that 

these individuals were AC. Furthermore, it has been proposed that AC result from both parasite 

inoculation by vector and control of the parasite spreading by the host immune system; only in 

a very few cases, parasite growth is not controlled by the immune system, resulting in clinical 

VL (Bogdan et al., 1993). In this case, we can wonder if these AC strains have pathogenic 

properties able to produce clinical manifestation in humans. To explore the last hypothesis, 

pathogenicity of AC and nonAC strains must be compared in vivo in immunocompromised 
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mice. It is important to note that the 9 donors have a medical follow in the hospital of Nice 

from their blood donation in 1996 and any of them have develop leishmaniasis. Considering 

Plasmodium falciparum, responsible for malaria, some authors showed that, even in HIV+ 

patients, the percentage of clinical malaria (4%) was still lower than the percentage of malaria 

parasitemia (12%) (Whitworth et al., 2000). In this case, 8% of HIV+ patients remained 

asymptomatic for malaria infection. In any case, these AC strains must be considered as a 

source of material to identify parasite factors involved in the observed clinical polymorphisms. 

 

Role of AC in transmission dynamics of leishmaniasis 

The role of asymptomatic infection in the transmission dynamics of infectious diseases has 

been studied for various pathogens such as influenza or Shigella (Nelson et al., 1968; Hsu and 

Hsieh, 2008; Patrozou and Mermel, 2009). These asymptomatic infections seem involved in 

transmission dynamics. Other authors suggested that for a given pathogen (not especially 

Leishmania), avirulent strains could have evolved to infect safe hosts whereas virulent strains 

would be adapted to infect hosts already infected by avirulent strains (Alizon and van Baalen, 

2008). Using PCR, we found a very high AC rate in both human and canine populations, with 

respectively up to 70% and 40% in Southern France (Hide et al., unpublished data). We do 

not know the target organs of human AC strains or if their amastigotes are intracellular or 

free, or their transmission capacity. However, we know that asymptomatic infection can 

continue at least 6 months (Le Fichoux et al., 1999). There are only a few studies concerning 

the capacity of human AC to infect sand flies. For example, Costa et al. showed that no sand 

flies acquired infection from 27 asymptomatic persons (with positive leishmanin skin) (Costa 

et al., 2000). In a study from Brazil involving dogs, 28% of seropositive symptomatic dogs 

were infectious to Lutzomyia longipalpis sand flies, whereas only 5.4% of the asymptomatic 

dogs were infectious (Michalsky et al., 2007). Recently, the same results were found by 

Soares et al (Soares et al., 2011). On the contrary, some authors showed that infectivity to 

Phlebotomus perniciosus sandflies was independent of the extent of symptoms in infected 

dogs (asymptomatics versus polysymptomatic dogs) (Molina et al., 1994). In conclusion, the 

high AC rate and the genetic structure of Leishmania from AC must be taken into account to 

estimate the role of human AC populations as a potential reservoir. As we have the 9 parasites 

from AC, one way to answer this question would be explored their infectivity in Phlebotomus 

sandfly.  

Risk of transfusion-transmitted leishmaniasis 
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From the standpoint of public health, there is no Leishmania screening before blood 

transfusion, yet leishmaniases are endemic in the South of France. Transmission can occur 

during organ transplant (Basset et al., 2005) and a case of transfusion-transmitted VL has 

recently been revealed due to L. mexicana in Colombia (Mestra et al., 2011). Other 

transfusion-transmitted leishmaniases have been reported and reviewed in Dey and Singh, 

2006. In addition, an anthroponotic cycle has emerged among intravenous drug users, in 

which syringes replace the sand fly vector (Cruz et al., 2002). However, concerning blood 

donors, French blood products have been deleukocyted since August 1998; in 2007, the 

French Institute for Public Health Surveillance (InVS) considered that deleukocytation has 

vastly lowered the risk of blood donation infection by Leishmania (French Institute for Public 

Health Surveillance (InVS) - Brouard, 2007). Another study showed that leucodepletion (less 

efficient than deleukocytation) effectively reduces parasitemia, thus minimizing the potential 

risk of Leishmania transmission through blood transfusions in endemic areas (Riera et al., 

2008).  

Conclusions  

This is the first genetic study on Leishmania parasites isolated from asymptomatic carriers 

(blood donors). Our data show for the first time that Leishmania parasites isolated from 

asymptomatic human carriers differs from parasites isolated from human patients, even in a 

species that has very little genetic variation such as Leishmania infantum. The AC genotypes 

revealed a weak polymorphism and pertained to zymodeme MON-1. The strongest genetic 

differentiation was observed between AC population and HIV population. This opens new 

research orientations since these strains (especially the genotype shared by seven AC strains) 

can bring precious information for understanding the outcome of leishmaniases in humans. 
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Figure legends 
  
Figure 1: Geographic origin of the 36 L. infantum strains. 1A : Southern France; 1B : Nice 

region. 

 

Figure 2: Left, neighbor-joining tree inferred from the Cavalli-Sforza genetic distance for the 

data of 33 microsatellite markers and 36 L. infantum strains. The values above the branches 

indicate the percentage with which a given branch is supported in 100 bootstrap replications. 

Leishmania strains isolated from AC are underlined; right, population structure inferred by 

Bayesian clustering for K=3 and K=5. 

 

Figure 3: Estimated population structure and substructure of L. infantum as inferred by the 

STRUCTURE program. Results are based on MLMT of 33 microsatellite markers obtained 

for the 36 L. infantum strains studied. A) In the bar plots, each strain is represented by a single 

vertical line divided into K colors, where K is the number of populations assumed. Each color 

represents one population, and the length of the color segment shows the strain's estimated 

proportion of membership in that population. Isolates are organized by membership 

coefficients. According to deltaK, the most probable numbers of populations in the data set 

are three and five. B) Derived graph for deltaK shows a peak at K = 3 and K = 5, indicating 

the existence of three and five populations in the investigated 
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Table 1: Leishmania infantum strains used in this study.  

 

Strain  W.H.O code Town(department)a Clinicb 

HIV 

status 

MON 

zymodemec 

STRUCTURE 

Populationd 

LEM2355 MHOM/FR/91/LEM2355 Toulouse (31) VL + 183 1b 

LEM356 MHOM/FR/82/LEM356 Amélie les Bains (66) CL - 33 1a 

LEM3495 MHOM/FR/97/LPN160 Southern France CL - 33 1a 

LEM576 IPER/FR/1984/LEM576 St Clément la Rivière (34) N/A N/A 1 3a 

LEM595 IARI/FR/1984/LEM595  St Clément la Rivière (34) N/A N/A 1 3a 

LEM3114 MCAN/FR/95/LPN122 Falicon (06) CanL N/A 1 3b 

LEM3115 MCAN/FR/95/LPN123 St Pancrace (06) CanL N/A 1 3b 

LEM3116 MCAN/FR/95/LPN124 Aspremont (06) CanL N/A 1 3b 

LEM3280 MHOM/FR/96/LPN131 Monaco (98) AC - 1 3b 

LEM3270 MHOM/FR/96/LPN134 Monaco (98) AC - 1 2 

LEM3273 MHOM/FR/96/LPN136 Monaco (98) AC - 1 3b 

LEM3282 MHOM/FR/96/LPN137 Monaco (98) AC - 1 2 

LEM3283 MHOM/FR/96/LPN138 Monaco (98) AC - 1 2 

LEM3296 MHOM/FR/96/LPN142 La Turbie (06) AC - 1 2 

LEM3295 MHOM/FR/96/LPN143 Menton (06) AC - 1 2 

LEM3294 MHOM/FR/96/LPN144 La Turbie (06) AC - 1 2 

LEM3313 MHOM/IT/96/LPN145 Ventimiglia (Italy) AC - 1 2 

LEM1098 MHOM/FR/87/LEM1098 Nebian (34) CL - 1 3a 

LEM3496 MHOM/FR/97/LPN161 Gattieres (06) CL - 1 3a 

LEM5459 MHOM/FR/07/LPN313 Luceram (06) CL - 1 2 

LPN83 MHOM/FR/92/LPN83 Lavasina (2B) CL + 1 3a 

LEM663 MHOM/FR/85/LEM663 Clermont l'Herault (34) VL - 1 3a 

LEM716 MHOM/FR/85/LEM716 Nebian (34) VL - 1 3a 

LEM75 MHOM/FR/78/LEM75 Béziers (34) VL - 1 3a 

LPN105 MHOM/FR/94/LPN105 Bastia (2B) VL + 1 2 

LPN119 MHOM/FR/95/LPN119 Cannes (06) VL + 1 2 

LPN129 MHOM/FR/96/LPN129 Vallauris (06) VL + 1 3a 

LPN132 MHOM/FR/96/LPN132 Mouans Sartoux (06) VL - 1 3b 

LEM3484 MHOM/FR/97/LPN155 Nice (06) VL - 1 2 

LEM3491 MHOM/FR/97/LPN158 Colomars (06) VL - 1 2 

LEM3492 MHOM/FR/97/LPN159 Fayence (83) VL - 1 2/3a 

LEM5458 MHOM/FR/07/LPN312 Grasse (06) VL - 1 2/3a 

LEM5460 MHOM/FR/07/LPN314 Peymeinade (06) VL + 1 3a 

LEM5535 MHOM/FR/07/LPN316 Nice (06) VL - 1 2 

LPN92 MHOM/FR/93/LPN92 Nice (06) VL + 1 3a 

LPN94 MHOM/FR/93/LPN94 Nice (06) VL + 1 2 
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Table 1: Leishmania infantum strains used in this study.  

N/A not applicable. MHOM humans; MCAN canis familiaris, IPER Phlebotomus perniciosus, 

IARI Phlebotomus ariasi. a French departments are noted: Hérault (34), Alpes-Maritimes (06), 

Haute-Corse (2B), Haute-Garonne (31), and Var (83). 

b Clinical forms are noted: visceral leishmaniasis (VL), cutaneous leishmanisis (CL), canine 

visceral leishmanisis (CanL), and asymptomatic carrier (AC). 
c Zymodemes were determined with the MLEE method performed by the W.H.O reference 

center of Montpellier (MON) (Rioux et al., 1990). d Populations according to STRUCTURE 

analysis (K=5).  
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Table 2: Characteristics of the 33 microsatellite loci used in this study for Leishmania infantum genotyping:  

 

Microsatellite 

marker 

Dye 

label 

GenBank 

Access no. 

Size range 

(bp) 

Ta (°C) Na References 

LiBTG* 6-FAM nd 219-257 58 8 Fisa, unpublished data 

LiBTA* VIC nd 226-246 58 7 Fisa, unpublished data 

Lm4TA* NED nd 65-85 58 7 Ochsenreither 2006 

LIST7026* NED AF427874 201-231 56 6 Jamjoom 2002 

Li22_35* VIC AM050045 90-106 58 6 Ochsenreither 2006 

Li45_24* NED AM050048 88-108 58 6 Ochsenreither 2006 

TubCA* 6-FAM nd 74-84 58 6 Ochsenreither 2006 

LIST7039* PET AF427887 199-215 58 5 Jamjoom 2002 

Li71-33 6-FAM AM050053 104-136 57 5 Ochsenreither 2006 

Rossi2* VIC X76393 140-160 57 5 Rossi 1994 

LIST7021* 6-FAM AF427869 228-246 54 4 Jamjoom 2002 

LIST7029 6-FAM AF427877 172-182 56 4 Jamjoom 2002 

LIST7033* 6-FAM AF427881 196-226 58 4 Jamjoom 2002 

LIST7035* PET AF427883 188-202 56 4 Jamjoom 2002 

LIST7037* 6-FAM AF427885 178-194 58 4 Jamjoom 2002 

Li71-7 6-FAM AM050051 90-98 58 4 Ochsenreither 2006 

Li72-20* VIC AM050057 87-95 50 4 Ochsenreither 2006 

DPB1 NED AF182167 141-147 59 3 Hide, PhD 

DPB2 PET AF182167 231-235 59 3 Hide, PhD 

HG 6-FAM AF170105 191-199 55 3 Hide, PhD 

ITS1 6-FAM AJ000288 288-314 55 3 el Tai, 2000 

LIST7024 VIC AF427872 198-224 59 3 Jamjoom 2002 

LIST7025* 6-FAM AF427873 171-179 56 3 Jamjoom 2002 

LIST7027 PET AF427875 177-185 59 3 Jamjoom 2002 

LIST7031* PET AF427879 166-174 54 3 Jamjoom 2002 

LIST7034 NED AF427882 139-197 54 3 Jamjoom 2002 

LIST7038* NED AF427886 122-130 56 3 Jamjoom 2002 

Li71-5/2* VIC AM050050 104-108 54 3 Ochsenreither 2006 

CS20 NED nd 86-96 58 2 Khuls, 2007 

LIST7028 VIC AF427876 140-152 58 2 Jamjoom 2002 

Rossi1 6-FAM X76394 104-110 59 2 Rossi 1994 

LIST7023 PET AF427871 153 55 1 Jamjoom 2002 

LIST7030 NED AF427878 178 59 1 Jamjoom 2002 

 

Table 2: Characteristics of the 33 microsatellite loci used in this study for Leishmania infantum 

genotyping: locus, *: polymorphic loci within zymodeme MON-1, dye label, GeneBank 
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accession number, allele size (bp), thermocycling conditions (annealing temperature, Ta), 

genetic variation (allele number within the whole sample), Na; References. 
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Table 3: Differentiation measures (FST) and testing (P-value)  

 

Comparison Subsamples FST P-value 

 AC vs Symptomatic (All) 0.2211 0.050 

 AC vs Symptomatic (humans) 0.2135 0.050 

 AC vs Symptomatic (humans from AM) 0.1659 0.050 

Clinic AC vs VL  0.2097 0.030 

 AC vs CL  0.3808 0.016 

 AC vs HIV+ 0.2876 0.016 

 HIV+ vs LC/LV -0.0070 0.400 

 AC vs VL (from AM) 0.0523 0.308 

 
AC vs CL (from AM) 0.3303 0.083 

AC vs HIV+ (from AM) 0.3340 0.025 

 Hérault vs AM  0.3643 0.016 

Geography Hérault vs AM (humans) 0.3843 0.050 

Host Humans vs dogs (from AM) 0.3462 0.050 

 

Table 3: Differentiation measures (FST) and testing (P-value) between different Leishmania 

infantum MON-1 strains according to the clinical manifestations, geographical origins, and 

host species and controlling for the other factors (possible only on some occasions). FST 

considering time, sex, and age of the patient are not significant (data not shown). 

asymptomatic carriers (AC); Alpes-maritimes (AM). 
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TRANSMISSION DE LA LEISMANIOSE A 
LEISHMANIA INFANTUM ET HETEROGENICITE 

DES ENVIRONNEMENTS DANS LE SUD-EST DE LA 
FRANCE 

 

L’étude de l’environnement associé à la transmission de la leishmaniose viscérale est un 

concept récent qui trouve son origine dans le fait qu’à côté des environnements ruraux 

classiquement connus pour être un milieu favorable au phlébotome (forêt de chênes et de 

châtaigniers), des cas de leishmaniose sont endémiques dans des environnements urbains. Une 

étude de l’environnement associé à 328 cas de leishmaniose viscérale entre 1993 à 2009 a été 

réalisée sur la région Provence Alpes Côte d’Azur (PACA). Plusieurs environnements ont été 

définis ainsi que des zones à risque de transmission. Dans la région PACA, les cas de 

leishmaniose sont surtout présents dans les zones rurales et péri-urbaines représentées par 

collines autour de Nice et dans un environnement urbain continu pour le foyer marseillais. Les 

zones situées entre et autour de ces deux foyers présentent un risque plus faible de développer 

une leishmaniose viscérale. Ainsi, pour une même pathologie, transmise par un même vecteur 

(Phlebotomus perniciosus) impliquant un même parasite (L. infantum zymodème MON-1), il 

est retrouvé des environnements de transmission très différents selon que l’on habite à 

Marseille ou autour de Nice. Il est important de tenir compte de ces données dans une 

perspective de contrôle de la transmission des leishmanies ainsi que pour identifier les futures 

zones de transmission suite au réchauffement climatique. Il sera intéressant d’étudier si 

l’étude du polymorphisme des souches par une méthode plus discriminante que l’analyse 

isoenzymatique met en exergue une différence entre les parasites issus des deux foyers. A 

cette fin, une étude génétique par les microsatellites des souches niçoises et marseillaises est 

en cours de réalisation. Elle permettra de plus de rechercher d’éventuelles différences sur la 

structure génétique des populations de leishmanies propres à chaque foyer.  



79 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

HETEROGENEITY OF ENVIRONMENTS ASSOCIATED WITH TRANS MISSION 

OF VISCERAL LEISHMANIASIS IN SOUTH-EASTERN FRANCE A ND 

IMPLICATION FOR CONTROL STRATEGIES 

 

Faucher B, Gaudart J, Faraut F, Pomares C, Mary C, Marty P, Piarroux R. 

 

 

PLOS NEGLECTED TROPICAL DISEASES 

 

2012, 6(8) 

  



80 
 

Heterogeneity of Environments Associated with
Transmission of Visceral Leishmaniasis in South-Eastern
France and Implication for Control Strategies
Benoit Faucher1,2*, Jean Gaudart 3,4, Francoise Faraut1, Christel le Pomares5,6, Charles Mary1,
Pierre Marty5,6, Renaud Piarroux1,2

1 Laboratoire de parasitologie et mycologie, La Timone academic hospital, Marseille, France, 2 Aix-Marseille University, UMR-MD3, Marseille, France, 3 Aix-Marseille

University, LERTIM EA3283, Marseille, France, 4 Service de Biostatistiques, La Timone academic hospital, Marseille, France, 5 Inserm U895, Université de Nice-Sophia
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Abst ract

Background: Visceral leishmaniasis due to Leishmania infantum is currently spreading into new foci across Europe.
Leishmania infantum transmission in the Old World was reported to be strongly associated with a few specific environments.
Environmental changes due to global warming or human activity were therefore incriminated in the spread of the disease.
However, comprehensive studies were lacking to reliably identify all the environments at risk and thereby optimize
monitoring and control strategy.

Methodology/Findings: We exhaustively collected 328 cases of autochthonous visceral leishmaniasis from 1993 to 2009 in
South-Eastern France. Leishmaniasis incidence decreased from 31 yearly cases between 1993 and 1997 to 12 yearly cases
between 2005 and 2009 mostly because Leishmania/HIV coinfection were less frequent. No spread of human visceral
leishmaniasis was observed in the studied region. Two major foci were identified, associated with opposite environments:
whereasone involved semi-rural hillside environmentspartly made of mixed forests, the other involved urban and peri-urban
areas in and around the region main town, Marseille. The two neighboring foci were related to differing environmentsdespite
similar vectors (P. perniciosus), canine reservoir, parasite (L. infantum zymodeme MON-1), and human host.

Conclusions/Significance: This unprecedented collection of cases highlighted the occurrence of protracted urban
transmission of L. infantum in France, a worrisome finding as the disease is currently spreading in other areas around the
Mediterranean. These results complete previous studies about more widespread canine leishmaniasis or human
asymptomatic carriage. This first application of systematic geostatistical methods to European human visceral leishmaniasis
demonstrated an unsuspected heterogeneity of environments associated with the transmission of the disease. These
findings modify the current view of leishmaniasis epidemiology. They notably stress the need for locally defined control
strategies and extensive monitoring including in urban environments.
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Int roduct ion

Visceral leishmaniasis (VL) due to Leishmania infantum remains a
public health problem in the Mediterranean basin: despite
underreporting, European reference centres record more than
400 cases each year [1]. Less frequently, cutaneous and mucosal
manifestations may occur [2]. While overall VL incidence
strikingly decreased since highly active antiretroviral therapy have
been used to treat HIV infection [3], VL is currently emerging in
several new foci, notably in Northern Italy [4–7]. Autochthonous
animal infection was even reported in South Germany [5].

VL transmission requires that the parasite (Leishmania infantum),
the sandfly vector (Phlebotomus perniciosus or Phlebotomus ariasi in
France), the canine reservoir, and the human host meet [8]. In
Mediterranean countries, such occurrence was reported to be

strongly associated with specific rural environments [7,9]: in the
French rural focus of the Cevennes Mountains, Leishmania
transmission by P. ariasi was showed 40 years ago to be associated
with one ecological niche made of oak forest and chestnuts groves
on the hillsides [10]. These findings were confirmed in other
countries such as Morocco [11].

In South America, L. infantum VL epidemics were also reported
in urban environments associated with building sites, garbage
dumps, residual vegetation cover, and presence of various
domestic animals such as rabbits, pigs and chicken [12–15].In
Europe, where sandfly species differ, urban transmission was
reported notably in Athens, Lisbon, and Madrid [16–19].

The recent spread of L. infantum around the Mediterranean Sea
was attributed to vegetation changes and movements of vectors or
reservoir hosts due to global warming or to human activities
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[5,6,20,21] whereas host factors such as the diffusion of new
immunosuppressive treatments appeared marginal [22]. However,
comprehensive studies about this suspected relation between
environment and VL spread remain scarce despite calls for
integrated monitoring [23,24].

Provence-Alpes-Cotes d’Azur (PACA) is a region covering
31,400 km2 in South-Eastern France inhabited by 4.500.000
people (figure 1). Leishmania transmission has been reported in
PACA for 100 years [9]. Nowadays, PACA is the most active
French VL focus: from 1999 to 2009, 132 of the 195 VL cases
reported in mainland France occurred in PACA while the highest
incidence numbers in France (6.6 VL cases per 1.000.000
inhabitants per year) were observed in the Nice Department
(Figure 1) [25]. Besides, canine leishmaniasis has been spreading in
PACA for the last ten years [26]. Only limited descriptions of the
environments associated with VL transmission in PACA have been
provided yet [9]. Specifically, none addressed urban transmission
although VL was reported in the city of Marseille in the 1970s[27].
As PACA exhibits a wide range of Mediterranean natural
environments including foothills as in the emerging VL focus in
neighbouring Italy [7], it appeared to be a relevant area to study
ongoing epidemiological trends. To allow optimization VL control
strategies, we conducted this retrospective study over 17 years.

Materials and Methods

Objectives
The present study aimed to exhaustively collect cases of visceral

leishmaniasis in PACA and test the hypothesis that the distribution
of the disease was related to specific environments.

Collection of cases
VL cases in PACA were exhaustively collected from 1993 to

2009. First, specific registries from the parasitologicalDepartments
of the two PACA academic hospitals (Marseille and Nice) were
consulted. It is noteworthy that only these two laboratories
perform Leishmania PCR and serology in PACA. Then, all
departments of infectious diseases, general medicine, internal
medicine, and pediatrics from the 81 PACA hospitals were
contacted by phone to identify additional cases. After that, the
microbiological laboratories of PACA hospitals were contacted by
phone to look for missing cases. Finally, data obtained from

Medical Information Departments of PACA hospitals enabledto
confirm the consistency of the database. Cutaneous leishmaniasis,
relapses and imported diseases were excluded. Age, gender,
immunological status, time of diagnosis and place of residence
were anonymously collected. Because our work did not imply any
intervention (either diagnostic or therapeutic) but only relied on a
retrospective collection of anonymous cases, we did not submit our
research protocol to an ethical committee, in accordance with
French laws.

Geographical and environmental data
Geographical and environmental data included town boundar-

ies and population, dog density, digital terrain model, wind
resource potential, minimal temperatures, and land cover (using
PACA CORINE land cover data obtained by comparing of
remote sensing data [Landsat� images] and aerial pictures from
1999 and 2006 [www.eea.europa.eu/ publications/ COR0-
landcover]). Land cover data was analysed using a 200 m wide
buffer around places of residence. Land cover description was
simplified to include the following 15 categories: 1) continuous
urban area (i.e. buildings, roads and artificially surfaced area cover
more than 80% of the ground, non-linear areas of vegetation and
bare soil are exceptionally observed) 2) discontinuous urban area
(i.e. buildings, roads and artificially surfaced area cover 50% to
80% of the ground, presence of non-linear areas of vegetation and
bare soil); 3) scattered habitation; 4) industrial, commercial, and
transport units; 5) mine, dump and construction sites; 6) green
urban areas; 7) agricultural areas; 8) broad-leaved forest; 9)
coniferous forest; 10) mixed forest; 11) transitional woodland/
shrub; 12) moors and heathland; 13) open spaces without
vegetation; 14) other natural spaces; 15) water bodies.

Statist ics
Spatial distribution of VL was first investigated using the

Kulldorff’s spatial scan statistic [28]. The SaTScan software
(Kulldorf, Cambridge, UK, www.satscan.org) systematically
moves a circular scanning window of increasing diameter over
the studied region and compares observed case numbers inside the
window to the numbers that would be expected under the null
hypothesis (random distribution of cases). The maximum allowed
cluster size corresponded to 50% of the population. The statistical
significance for each spatial cluster was obtained throughMonte
Carlo hypothesis testing, i.e., results of the likelihood ratio were
compared with 999 random replications of the dataset generated
under the null hypothesis as recommended [29]. To avoid any
misinterpretation due to methodological biases (mainly border
effect and cluster shape effect), spatial clustering was also explored
using SpODT (Spatial Oblique Decision Tree) [30]. This method,
adapted from CART (classification and regression tree), builds
oblique partitions of the study region providing spatial classes of
homogeneous risk. Statistical significance was calculated using
Monte Carlo inference as recommended.

Second, we investigated environmental characteristics underly-
ing this spatial distribution. Univariate analysis was performed on
environmental characteristics, using Fisher exact test. Because of
the strong colinearity between these variables (prohibiting classical
regression methods), the environmental characteristics were
gathered in order to define environmental classes associated with
VL. For that purpose, Multiple Correspondence Analysis (MCA)
was carried out to generate an integrative description of the
environments by defining a limited number of environmental
classes. Hierarchical Ascendant Classification (HAC) wasthen
performed to obtain the most homogeneous and the most
distinctive classes (groups) according to similarity. Theeffect of

Author Summary

As Leishmania infantum was reported to be spreading in
Europe, we conducted an exhaustive collection of visceral
leishmaniasis cases in Provence-Alpes-Côte d’Azur, the
most active focus in France, from 1993 to 2009. The
analysis of the 328 cases showed no spread inside the
study area and a three-fold decrease of yearly incidence
notably because cases associated with AIDS became less
frequent. Distribution of the disease showed two distinct
foci strongly associated with specific environments. One
focus, close to the border with Italy, was associated with
areas characterized by scattered habitation and mixed
forest in the foothills as previously acknowledged. Oppo-
sitely, the other focus was centered in urban areas of
Marseille. These results modify our view on the epidemi-
ology of visceral leishmaniasis in Europe by highlighting
the ability of the parasite to spread into urban environ-
ments. These findings stress the need for continuation of
monitoring and prevention efforts and demonstrate that
control strategy should be locally defined.

Environmental Pattern of Leishmania Infection
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the obtained classification on VL was tested using a logistic
regression model. The absence of residual spatial autocorrelation
of this final model was assessed by the Moran coefficient [29]. The
analyses were all performed using R 2.11.1� (The R Foundation
for Statistical Computing, 2009).

Study design
The study was first conducted over the whole PACA region.

Cases were linked to a georeferenced digitized map according to
their home address using Quantum Gis 1.6.0H. The spatial
distribution of VL was analysed by SatScan and SpODT using
communal population numbers, i.e. all PACA inhabitants without
reported VL were taken as controls. As environment study needed
to be performed at an individual level, controls were then randomly
selected from the 2008 telephone book: 1 control was selected per
10.000 inhabitants in each of the six departments of PACA without
matching criterion. Environment around the places of residence of
cases and controls was analysed as previously described using a
200 m wide buffer for land cover data extraction.

A specific study was then conducted focusing on the two
regional main towns: Marseille (852,395 inhabitants) and Nice
(347,060 habitants). To increase statistical power, additional
controls were selected to obtain a ratio of two controls per one
case. Spatial clustering and environmental risk factors were
analysed as previously described.

Results

Demographic features
328 VL cases were collected (figure 2). Overall number of

incident cases was 19.3 cases/ year, decreasing from 31.2 cases/
year between 1993 and 1997 to 11.4 cases/ year between 2005 and
2009. Male were more often affected than female (220 cases, 67%),
especially in case of HIV coinfection: 81% of HIV-infected
patients were male. Median age was 36 years (0.4–90), with 87
patients (26.5%) under the age of 15 years including 73 (22.2%)
under the age of five. One-hundred-sixty-two patients (49.4%)
were immunodeficient, mostly because of HIV coinfection (133

Figure 1. Visceral leishmaniasis clusters and low risk areas in Provence-Alpes-Cote d’Azur using SatScan.
doi:10.1371/journal.pntd.0001765.g001
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cases, 40.5%). Immunodeficiency mostly affected adult VL
patients (66%) but was rarely found in children (2%).

VL mean yearly incidence varied between the departments
from 6/ 1,000,000 inhabitants in the Nice department neighbour-
ing Italy to 0.4/ 1,000,000 in the mountainous northern depart-
ment (Figure 1). The exact home address was obtained for 306 of
the 328 collected cases (93.3%). In most cases, absence of address
was due to a homeless status (14 cases) or because patients were
leading a nomadic existence (2 cases).

VL spatial distribution
SatScan results similarly showed a heterogeneous repartition

(figure 1): two spatial clusters were identified accounting for 60.4%
of cases. The most affected spatial cluster was located in a rural
hillside area near Nice, the second regional main town. In this
cluster, the main cities were affected only in the discontinuous
urban areas or scattered habitations surrounding them. This
cluster did not include the cities located closed to the seashore.
These densely populated areas were indeed associated with
significantly lower incidence numbers. This spatial cluster
accounted for 64 cases (OR: 2.44, p, 1029). The second spatial
cluster included as well continuous as discontinuous urbanareas in
and around Marseille. This spatial cluster included 116 cases (OR:
1.88, p, 1025). Between these two spatial clusters, a hilly area of
intermediate risk included 78 cases. The rest of PACA was at low
risk for leishmaniasis: Rhône River (valley and delta), coastal
plains, and Alps Mountains (OR: 0.09, p, 0.05). SpODT
confirmed these results (p, 1025). Distribution did not differ
between patients with and without HIV coinfection.

Environmental characteristics analysis
Odds-ratios associated with specific environmental characteris-

tics showed a contrast between the two spatial clusters according to
univariate analysis (table 1): in the Nice spatial cluster,VL was
significantly associated with scattered habitation and mixed forest;
in the Marseille spatial cluster, VL was associated with theabsence
of agricultural areas.

Classification method (MCA) allowed identifying four environ-
mental classes (Figure 3). The characteristics associatedwith each
pattern are presented in Table 2. Numbers of cases and Odd-
ratios associated with the various environment classes are
presented in Table 3. Overall, the highest risk was associated
with environmental class 3 associating scattered habitation, mixed
forest, intermediate slope (15–30%), and intermediate monthly
mean minimum temperature (0–3uC). An additional association
was found in the Marseille focus between VL risk and

environmental class 1 associating continuous urban area, absence
of agricultural areas, low altitude (, 50 m) and higher monthly
mean minimum temperature (. 3uC). Environmental class 1 was
the most frequently found in VL cases in the focus in and around
Marseille. Environmental classes explained VL distribution: when
they were taken into account, no spatial autocorrelation was found
anymore (Moran coefficient = 0.0039, p = 0.14).

Urban analysis
Distribution analysis using SatScan (Figure 4) and SpODT

showed that, in Nice, VL cases were clustered in the foothills areas
where there are no continuous urban areas (OR: 3.47, p, 1022)
while they were significantly less frequently found downtown (OR:
0.27, p = 0.02). In Marseille, VL homogeneously involved most of
the continuous urban areas of the city centre and surrounding
discontinuous urban areas. Spatial distribution did not differ
between patients with and without HIV coinfection.

Environment analysis similarly showed that VL risk was higher
in Nice if scattered habitation (OR: 5.7 [1.4–27.8], p = 0.01) or
mixed forest (OR: 15.5 [3.0–154.5], p, 1023) were observed near
the place of residence. In Marseille, these associations were not
observed.

Discussion

This study benefits from several strengths. A large number of
cases could be collected thanks to an excellent regional collabo-
ration between 81 health facilities. Compared to the results of
spontaneous reporting to the national reference centre [25], 27
additional cases could be identified between 1999 and 2009 (159
vs 132), illustrating the underreporting bias associated with passive
monitoring methods. Because VL is a disease that always needs
hospital settings to be diagnosed and treated, it can be assumed
that the collection of cases was exhaustive or almost exhaustive.
This enabled to rule out possible selection biases associated with
passive collection of cases or thorough investigation focusing on
limited territories. Additionally, the multiple geographical analyses
enabled to assess for the first time the statistical significance of the
observed clusters while ruling out a possible bias due to method
specifications. Finally, the study design focusing on human diseases
brought us to identify areas where the intensity of transmission led
to a significantly higher incidence of human cases. The possible
cases of infection far from the place of residence might have
resulted in a loss of statistical power but they did not impact our
study enough to prevent us from identifying significant clusters of
cases. Though essential to define public health policies, such
information could not be obtained from studies about canine

Figure 2. Visceral leishmaniasis cases diagnosed each year in Provence-Alpes- Cote d’Azur.
doi:10.1371/journal.pntd.0001765.g002
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leishmaniasis or asymptomatic carriage. Most human infections by
L. infantum are indeed not associated with visceral leishmaniasis
[8,31,32]. Our results are therefore complementary to those
previously published.

The demographic features of present VL patients corresponded
to previous descriptions [3,25]. Specifically, pre-school children
accounted for a minority of cases as usually in Europe, contrary to
North Africa where VL mostly affects children under the age of
three years [8]. Besides, almost half of the patients were
immunodeficient, mostly because of HIV infection. Contrary to
some regions such as northern Italy [4], VL incidence decreased in
PACA since the 1990s. This overall decrease of VL incidence was
largely related to a decrease of HIV/ VL coinfections due to the
availability of highly active antiretroviral treatments.Such
evolution was observed in most European countries [3].

Our first finding of interest was that two limited foci of VL
accounted for 2/ 3 of VL cases in PACA. These results modify our
view of VL epidemiology in France, which is one of the main VL
foci in Southern Europe [1]. Human VL foci appeared more
limited in the current study than in previous reports based on a
passive collection of human [33] or canine [26] leishmaniases.
Contrary to what was observed in Italy [5,7], no significantspread
of human VL was found in PACA. Yet, a recent spread of canine
leishmaniasis was reported in France [26]. This discrepancy
suggests that human VL incidence was low in areas with recent
introduction of L. infantum, highlighting the need for protracted
monitoring. The monitoring system should therefore probably be
based on mandatory rather than on spontaneous notificationof
human cases to increase its sensitivity, as differences in accuracy of
passive and active monitoring were demonstrated by the 17%
more cases identified with our active collection of cases compared
to the spontaneous reporting to French National Reference
Centre. However, the apparent spread of canine leishmaniasis
might also be related to an improvement in the recognition and

notification of canine cases as previous studies were basedon
unexhaustive collection of cases [26]. Overall, our findings did not
confirm that human VL is currently spreading in PACA as it was
observed in other European areas, notably in Italy.

Our results also revealed that VL transmission occurred in
different environments in two foci though located 150 km apart
despite identical parasite (L. infantum zymodeme MON-1),
predominant vector (P. perniciosus), reservoir (dog), andhuman
host [26,33]. The focus north of Nice was associated with scattered
habitation and mixed forest in the foothills as previously described
[9]. Oppositely, the focus in and around Marseille was mostly
associated with urban environment including continuous urban
areas. The biology of P. perniciosus remains partly unknown[8,34],
but it was showed that P. perniciosus breeding sites can be found in
heterogeneous biotopes from gaps among rocks to rubbish,
basement and animal shelters which can explain the heteroge-
neous environments associated with VL transmission [34,35]. The
environmental differences between the two VL foci in PACA
could be related to specific parasitic or vector subspecies. Because
molecular studies proved able to distinguish sandflies on an infra-
species scale [36], further entomologic studies might be ofinterest
to investigate the vectors populations in these two foci. Previous
publications did not report that such differing environments were
associated with L. infantum transmission by P. perniciosusin France
[9,10,11,27]. A recent environmental risk mapping showed that
VL transmission could occur in distinct environments in France,
but it related each of them to a specific vector (i.e., P. perniciosus or
P. ariasi) and failed to identify urban transmission [26]. Besides,
sandflies were also found in northern territories where they
sometimes caused canine leishmaniasis outbreaks [26]. This
heterogeneity of involved environments is of major importance
as current risk mapping strategies often rely on limited
entomologic studies [24]. Results from retrospective studies about
canine leishmaniasis in Europe confirmed that environment

Table 1. Significant association between risk of visceral leishmaniasis and environmental characteristics according to univariate
analysis.

Marseille focus Nice focus

Environment al characterist ic Category OR (CI) p OR (CI) p

Land cover: mixed forest Presence NS NS 4.9 (2.2–11.8) , 1025

Land cover: scattered habitation Presence NS NS 2.8 (1.6–5.0) , 1023

Land cover agricultural areas Presence 0.5 (0.3–0.9) 0.02 NS NS

Altitude , 0.01 , 1025

, 50 ma 1 1

50–300 m 2.2 (1.4–3.6) 3.7 (1.9–7.1)

300–1000 NS 3.3 (1.5–7.6)

Slope 0.04 , 1026

, 15%a 1 1

15%–30% 2.7 (1.1–7.5) 3.6 (1.9–7.2)

. 30% NS 7.0 (2.8–19.3)

Monthly minimum temperature NS , 1023

. 3uCa NS 1

0–3uC NS 3.1 (1.7–5.6)

, 0uC NS NS

Average wind velocity High: 3.1–5 m/s 0.6 (0.3–0.9) 0.01 NS NS

ataken as reference class for Odd-Ratio calculation.
NS: No significant difference, OR: Odd-Ratio, CI: 95% Confidence Interval.
doi:10.1371/journal.pntd.0001765.t001
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largely determined the distribution of canine leishmaniasis
including in emerging foci [37]. These studies supported that
heterogeneous environments were involved by showing that
models based on overall data were less accurate than those based
on local data.

Our results support the former hypothesis [10] that VL foci are
distributed following the presence of vectors and not the density of
the canine reservoir. Such result is worrisome as sandflies

appeared to be spreading and might spread further North in
France and in Central Europe. In particular, climatic conditions
might become increasingly suitable because of global warming
[21,26]. However, this situation could change because of current
campaigns advocating the use of deltamethrin-impregnateddog
collars [38] and dog immunization [39]. In the future, VL
distribution could depend on the frequency of their use as well as
on the vector distribution.

Figure 3. Environmental classes determined by mult iple correspondence analysis. Hierarchical ascendant classification determined 4
environmental classes presented on a dendrogram (A) and on a map (B) of controls and visceral leishmaniasis cases produced using interpolation
method based on spline functions [42].
doi:10.1371/journal.pntd.0001765.g003
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The continuous urban transmission of VL in Marseille is a
striking result in the current context of reported Leishmania spread
[1,5,6], especially as it did not appear to be limited to areas with
individual houses and important residual vegetal cover as reported
in the 1970s [27]. A recent seroepidemiological study also
described a homogeneous risk of Leishmania infection over the
whole city of Marseille without predominance in discontinuous
urban areas [40]. This result was also corroborated by the high

rate of asymptomatic carriage found among Marseille healthy
inhabitants [31]. This urban transmission was not observedin a
recent study based on a passive collection of canine leishmaniasis
cases in France [26] because Marseille veterinarians do notnotify
leishmaniasis cases to the national reference centre. Therefore, to
allow setting up optimal monitoring and control strategies,
awareness should be raised over the ability of L. infantum tofulfil
its cycle in continuous urban areas.

Table 2. Main characteristics associated with the environmental classes determined by the hierarchical ascendant classification.

Environment al class Main characterist ics

Class 1 Continuous urban area

Absence of agricultural areas

Low altitude (, 50 m)

Higher monthly mean minimum temperature (. 3uC)

Class 2 Intermediate monthly mean minimum temperature (0–3uC)

High mean velocity of wind (3.1–5 m/s)

Low slope (, 15%)

Presence of agricultural areas

Class 3 Scattered habitation

Mixed forest

Intermediate slope (15–30%)

Intermediate monthly mean minimum temperature (0–3uC)

Class 4 Low monthly mean minimum temperature (, 0uC)

High (. 300 m) and very high altitude (. 1000 m)

Scattered habitation

doi:10.1371/journal.pntd.0001765.t002

Table 3. Association between risk of visceral leishmaniasis and class of environment observed around the place of residence.

Environment al class Whole region

Cases Controls OR (CI) p

Class 1 113 185 1.9 (1.3–2.7) , 1023

Class 2a 71 217 1 -

Class 3 116 54 6.6 (4.3–10.1) , 10215

Class 4 7 31 NS NS

Focus north of Nice

Cases Controls OR (CI) P

Class 1 37 69 NS NS

Class 2a 1 7 1 -

Class 3 79 31 17.8 (3.0–341) , 1022

Class 4 2 1 NS NS

Focus in and around Marseil le

Cases Controls OR (CI) P

Class 1 71 80 1.7 (1.1–2.6) 0.02

Class 2a 59 111 1 -

Class 3 16 5 6.0 (2.2–19.0) , 1023

Class 4 0 0 - -

aClass 2 was taken as reference class for Odd-Ration calculation.
NS: No significant difference, OR: Odd-Ratio, CI: 95% Confidence Interval.
doi:10.1371/journal.pntd.0001765.t003

Environmental Pattern of Leishmania Infection
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Urban transmission was already incriminated in Athens,
Greece [16], where it seemed to involve peri-urban environ-
ments made of discontinuous urban areas among quarries. This
urban transmission in downtown Athens appeared of lower
intensity than that observed in Athens suburbs according toa
study of canine seroprevalence [17] contrary to our findings in
Marseille. Urban transmission was also observed in Madrid,
Spain, where canine seroprevalence was as high (around 5%) in
peri-urban than in rural areas [18]. In Lisbon, Portugal,
presence of infected vectors was demonstrated inside the city
and canine seroprevalence appeared to increase from 5.5% in
1980 to 19.2% in the early 2000s [19], raising concerns abouta
progressive increase of VL transmission in the city. In Italy, P.
perniciosus was observed in new residential urban districts [41]. All
these studies did not allow for tracing of transmission to
downtown rather than peri-urban environments, and mostly
focused on canine leishmaniasis which is much more widely
distributed than human VL.

The specific environments associated with a higher risk of VL
transmission in the Marseille urban focus need to be further
investigated. The negative correlation with higher wind velocity
was unsurprising because sandflies do not easily fly in caseof
wind [8,36]. Similarly, the apparent lower VL risk associated with
agricultural areas around Marseille could be related to mechan-
ical or chemical destruction of sandflies’ breeding sites [8].
However, these associations were not confirmed by multivariate
analyses and should therefore not be overinterpreted. Besides,
these associations were not observed in the Nice focus.
Interestingly, most affected areas in Marseille were located inside
the perimeter of a major city renovation project. P. perniciosus
breeding sites were previously found in abandoned buildings and
in animal shelters such as those of watch dogs [34] and the
numerous rats observed in these areas were sometimes suggested
to be a possible reservoir [35]. Besides a higher risk of VL
associated with construction and waste sites was describedin

South America [12,13,14] but such result cannot be extrapolated
to Europe because vectors differ. Identifying the environments
associated with this urban transmission is all the more important
as response strategy based on environmental vector controls
proved effective elsewhere [13].

As a conclusion, the use of new geographical and statisticaltools
allowed revisiting the close relation between parasite transmission
and environment and thereby improving our understanding ofVL
epidemiology. While the strong link between VL risk and the
previously incriminated environment was confirmed, it wasfound
that VL could indeed involve other environments including
continuous urban areas. These results raise concern about a
possible underestimation of the current and future spread of L.
infantum around the Mediterranean Sea. By suggesting the risk of a
higher future burden than previously expected, our findings plead
for the continuation of current strategies for control as those taking
place in the current European program EDENext (www.edenext.
eu). Our results specifically underline the need for local definition
of control strategies and for extensive monitoring including in
urban environments.
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26. Chamaillé L, Tran A, Meunier A, Bourdoiseau G, Ready P, et al. (2010)
Environmental risk mapping of canine leishmaniasis in France. Parasit Vectors
8: 3–31.

27. Ranque J, Quilici M, Dunan S (1975) Les leishmanioses du Sud-Est de la
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DISCUSSION 
 

Au cours de cette thèse, il a surtout été abordé la diversité et la complexité des leishmanioses 

à L. infantum. Cependant, plusieurs autres espèces sont présentes à travers le monde avec des 

expressions cliniques préférentielles. Il est décrit des espèces viscérotropes qui vont entraîner 

une leishmaniose viscérale, des espèces dermotropes entrainant des lésions cutanées et des 

espèces ayant un tropisme muqueux. Certaines espèces comme L. infantum et L. braziliensis 

sont connues pour avoir un double tropisme : un tropisme viscéral préférentiel et un tropisme 

cutané plus rare pour L. infantum, et un tropisme cutané et muqueux pour L. braziliensis. 

Cependant, dans certaines conditions, des formes muqueuses sont décrites pour L. infantum et 

des formes viscérales sont exprimées chez des patients avec des espèces dermotropes comme 

L. major. Il existe donc, comme classiquement décrit, une grande diversité d’expressions 

cliniques au sein des espèces de Leishmania, mais aussi une diversité d’expression clinique 

intra-espèce. Nous nous sommes intéressés plus précisément à la leishmaniose à L. infantum. 

Plusieurs entités cliniques sont présentes et se côtoient sans que l’on sache précisément 

qu’elle est le rôle de l’hôte ou du parasite, voire du vecteur dans la survenue d’une 

leishmaniose-maladie. Les études de prévalence ont montré que le portage asymptomatique 

est la forme clinique de leishmaniose la plus fréquemment retrouvée que ce soit dans l’Ancien 

ou le Nouveau Monde. Selon les techniques de dépistages utilisées, la prévalence peut aller de 

0,6% à 71,3%. Malgré cette forte prévalence très peu de souches issues des porteurs 

asymptomatiques ont pu être isolées en culture. Actuellement, seulement 9 souches, isolées 

par notre équipe, sont disponibles au niveau mondial. Elles ont pu être obtenues grâce à un 

travail avec la banque de sang de Monaco (Kubar et al., 1998). Ces 9 souches proviennent de 

la mise en culture d’une grande quantité de cellules mononucléées périphériques provenant de 

sujets ayant été suspectés comme porteurs asymptomatiques par la présence en Western blot 
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des bandes 14 et/ou 18 kDa (Kubar et al., 1998). L’étude de ces souches par les 

microsatellites, démontre qu’elles sont très peu polymorphes et qu’il n’existe que deux 

génotypes différents. Sept souches ont un génotype unique et différent de toutes les autres 

souches testées, et les deux autres ont un génotype différent des sept premières, mais commun 

avec des souches issues de leishmanioses canines et d’une leishmaniose viscérale chez un 

sujet séronégatif pour le VIH. Les neuf souches issues des porteurs asymptomatiques ont été 

isolées dans la région de Monaco, dans une bande étroite située entre Vintimille (Italie) et La 

Turbie (France). Cinq souches proviennent de patients vivant à Monaco, deux souches de La 

Turbie, une souche de Menton et une de Vintimille (Italie). De plus cet isolement a été réalisé 

au cours de la seule année 1996. Il y a de ce fait un biais d’échantillonnage géographique et 

un biais lié à l’année d’isolement des souches. Cependant, il est retrouvé des différences 

génétiques entre les sept souches issues des porteurs asymptomatiques et identiques entre 

elles et d’autres souches comprises dans un rayon de 20 kilomètres autour de Monaco 

(Falicon, Nice, Ventimille). De plus, les deux autres souches issues de porteurs 

asymptomatiques sont génétiquement identiques avec des souches isolées d’un humain et de 

trois chiens malades. Ces dernières souches (humain et chien) ayant été isolées avant 1996 à 

l’intérieur ou à l’extérieur de ce rayon de 20 kilomètres centré par Monaco. Ainsi, même s’il y 

a des biais géographiques et d’année d’isolement des souches, ceux-ci ne semble pas être à 

l’origine des résultats. Les souches issues de porteurs asymptomatiques diffèreraient des 

autres souches indépendamment de l’année et du lieu d’isolement. Jusqu'à présent l’étude des 

souches par les microsatellites n’a pas mis en évidence de relation entre l’expression clinique 

et un génotype particulier (Botilde et al., 2006; Kuhls et al., 2011). Le concept de souches 

induisant plutôt un portage asymptomatique est donc très novateur et mérite d’être confirmé 

par l’étude d’un plus grand échantillon. Afin de minimiser les biais précédemment cités, les 

souches issues de porteurs asymptomatiques seront comparées à toutes les souches isolées au 
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CHU de Nice de 1978 à nos jours. S’il semble exister des facteurs de « virulence » ou de 

« non virulence » liés à la génétique des souches, ceux-ci pourront être explorés par un 

séquençage complet du génome des souches issues de porteurs asymptomatiques. 

A côté du risque d’une expression clinique de l’infection en fonction des souches il existe un 

risque de transmission et donc un sur-risque de leishmaniose viscérale en fonction du lieu 

d’habitat. En effet, l’étude de l’environnement associé au risque de leishmaniose viscérale 

dans la région Provence Alpes Côte d’Azur montre clairement deux foyers distincts : le foyer 

marseillais avec une transmission urbaine et le foyer niçois avec une transmission rurale dans 

les communes se trouvant sur les collines adjacentes à l’agglomération. Pour le foyer 

marseillais, habiter en zone urbaine constitue un risque de leishmaniose viscérale alors que 

pour le foyer niçois, habiter en zone urbaine constitue un facteur de protection. La 

comparaison de ces deux foyers sera très utile pour comprendre les facteurs d’endémisation 

de la leishamniose viscérale méditerranéenne. Depuis le début de l’identification de L. 

infantum par les isoenzymes en 1981 jusqu’à nos jours, les zymodèmes constituent la seule 

façon standardisée de différencier les souches de L. infantum entre elles (Lanotte et al., 1981; 

Pratlong et al., 2004). Ainsi, une étude portant sur 712 souches isolées dans les 5 foyers 

classiquement décrits dans le Sud de la France : Pyrénées-Orientales, Cévennes (Ardèche, 

Aveyron, Gard, Hérault et Lozère), Provence (Bouche du Rhône et Vaucluse), Côte d’Azur 

(Alpes-Maritimes et Var) et Corse, a permis de mettre en évidence 7 zymodèmes différents 

(Pratlong et al., 2004). Cependant, le zymodème MON-1 représentait à lui seul 88,5% des cas. 

La prédominance du zymodème MON-1 se retrouve aussi en Provence. Le zymodème MON-

108, peut aussi y être identifié mais plus rarement. Dans le foyer Côte d’Azur, le zymodème 

MON-1 est toujours majoritaire et le zymodème MON-24 y est parfois retrouvé. Du fait de la 

prédominance du zymodème MON-1, l’analyse des izoenzymes dans les deux foyers 

Provence et Côte d’Azur, ne met pas en évidence de polymorphisme important des souches. 
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Le foyer des Pyrénées-Orientales est plus varié avec 5 zymodèmes différents (MON-1 

majoritairement mais aussi MON-11, MON-29, MON-33 et MON-34) (Pratlong et al., 2004). 

Certains zymodèmes semblent essentiellement dermotropes (MON-11, MON-29 et MON-33) 

alors que d’autres sont moins clairement associés à une expression clinique propre. Ainsi, 

MON-24 qui était considéré comme dermotrope a maintenant été retrouvé dans des cas de 

leishmanioses vicérales. Cette spécificité relative des zymodèmes est moins marquée chez les 

sujets séropositifs pour le VIH puisque que l’on retrouve chez ces sujets des cas de 

leishmanioses viscérales dus à des variants dermotropes (MON-29, MON-33 et MON-24). 

Les zymodèmes permettent ainsi une première approche épidémiologique dans la 

caractérisation des souches en fonction de l’expression clinique, mais aussi en fonction de 

l’origine géographique. En effet, si l’on regarde plus précisément la zone allant de l’Italie à 

l’Espagne, il semble y a voir une gradation dans la diversité izoenzymatique des souches. Le 

polymorphisme apparaît peu marqué en Italie (sauf en Sicile) et augmente au fur à mesure 

pour atteindre jusqu'à 10 zymodèmes différents en Catalogne espagnole (Pratlong et al., 

2004). Cependant, s’il existe des différences enzymatiques entre les souches, elle est peu 

marquée pour nos foyers d’intérêt : Marseille et Nice. Pourtant, ces deux foyers sont très 

différents d’un point de vue géographique. Dès lors nous nous sommes demandés si cela 

pouvait être expliqué par des différences au niveau du vecteur ou du parasite, non détectées 

par les techniques mises en œuvre jusqu’à présent. Alors que des études sur le vecteur sont en 

cours de réalisation, nous nous sommes intéressés à la génétique des populations de souches 

circulant dans ces deux foyers en réalisant une étude du polymorphisme des microsatellites. 

Ce travail est présenté dans le chapitre perspectives  
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PERSPECTIVES 
 

La comparaison des souches marseillaises avec les souches niçoises est en cours de 

réalisation. Le génotypage des souches niçoises par des marqueurs microsatellites est réalisé 

et le génotypage des souches marseillaises est en cours de réalisation. 

Le travail préliminaire sur les souches niçoises est présenté ci-dessous. 

 

Etude préliminaire dans le foyer des Alpes-Maritimes : 

Nous avons recensé tous les cas de leishmaniose à L. infantum pris en charge au Laboratoire 

de Parasitologie-Mycologie du CHU de Nice. L’étude a porté sur 122 souches isolées à Nice 

entre 1978 et 2011 et cryoconservées au Centre National de Référence des Leishmanioses 

(CNRL) à Montpellier. Elles correspondent à 35 femmes, 67 hommes (Pour 2 patients il a été 

isolé respectivement 4 et 2 souches lors de rechutes), 15 chiens et 1 chat ayant développé une 

leishmaniose viscérale ou cutanée. Parmi la population humaine, les sujets étaient âgés de 4 

mois à 93 ans, la moyenne d’âge étant de 33 ans. Ces cas correspondaient à 27 leishmanioses 

viscérales de l’enfant (≤ 15 ans), 34 leishmanioses viscérales chez le sujet a priori non 

immunodéprimé, 40 leishmanioses viscérales chez des sujets séropositifs pour le VIH, 2 

leishmanioses chez des sujets immunodéprimés autres que VIH (Lymphome et greffe rénale) 

et 3 leishmanioses cutanées. Les souches étaient issues pour 104 cas des Alpes-Maritimes, 7 

du département du Var, 2 de Corse, 2 de l’Hérault, 2 de Monaco, 1 de la Drôme et 4 souches 

avaient une origine incertaine ou étrangère (Amérique du Sud, Espagne, Portugal, Ardèche). 

L’analyse des isoenzymes de ces souches révèle que 119 appartiennent au zymodèmes MON-

1, une souche au zymodème MON-80 chez un sujet séropositif pour le VIH, et 2 souches au 

zymodème MON-24 chez un sujet séropositif pour le VIH et chez un sujet présentant une 
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leishmaniose cutanée. Sur l’ensemble des 122 souches, il a été testé 12 locus microsatellites 

(Tableau 1). 

Le matériel et méthodes correspondant à cette étude est présenté en annexe 1. 

 

Tableau 1: Caractéristiques des 12 locus microsatellites utilisés dans l’étude pour génotyper L. 

infantum. 

  

Marqueur 

microsatellite 

Marqueur 

Fluorochrome 

Numéro 

d’accès 

GenBank 

Fourchette 

de taille (pb) 

Th (°C) Na Références 

LIST7021* 6-FAM AF427869 228-246 54 8 (Jamjoom et al., 2002) 

LIST7026* NED AF427874 201-231 56 6 (Jamjoom et al., 2002) 

LIST7031* PET AF427879 166-174 54 3 (Jamjoom et al., 2002) 

LIST7033* 6-FAM AF427881 196-226 58 6 (Jamjoom et al., 2002) 

Li22_35* VIC AM050045 90-106 58 8 (Ochsenreither et al., 2006) 

Li45_24* NED AM050048 88-108 58 5 (Ochsenreither et al., 2006) 

Li71-5/2* VIC AM050050 104-108 54 2 (Ochsenreither et al., 2006) 

LiBTA* VIC nd 226-246 58 7 Fisa, unpublished data 

LiBTG* 6-FAM nd 219-257 58 7 Fisa, unpublished data 

Rossi2* VIC X76393 140-160 57 5 (Rossi et al., 1994) 

TubCA* 6-FAM nd 74-84 58 4 (Ochsenreither et al., 2006) 

LIST7025* 6-FAM AF427873 171-179 56 3 (Jamjoom et al., 2002) 

 

Caractéristique des 12 locus microsatellites, * polymorphisme intra-MON-1, Ta: température 

d’hybridation, Na: nombre d’allèle pour ce locus pour l’ensemble des souches. 

 

Grace à ces 12 locus microsatellites testés sur les 122 souches, on a pu mettre en évidence 53 

génotypes différents pour les souches MON-1 ou non MON-1. Ce résultat indique qu’il 

existe, avec les 12 locus utilisés, une grande variation intra MON-1 des génotypes. Ce résultat 

a déjà été démontré par d’autres équipes avec d’autres marqueurs microsatellites 

(Ochsenreither et al., 2006; Kuhls et al., 2008). En effet, pour les 119 souches MON-1 on 

retrouve 50 génotypes différents. Cette diversité est représentée sur un arbre phylogénétique 

(Arbre 1). On retrouve les trois premières souches : LPN354, LEM1983, et LEM 2679 qui 
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appartiennent aux zymodèmes MON-80 et MON-24, et qui ont été isolées respectivement de 

deux sujets séropositifs pour le VIH et d’une leishmaniose cutanée. Les souches suivantes 

dans l’arbre correspondent au zymodème MON-1. 
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Arbre 1 : Représentation phylogénétique de la distribution des différents génotypes des 122 souches. Les chiffres en rouge représentent les Bootstrap
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Ainsi, les microsatellites discriminent les souches appartenant au zymodème MON-1 des 

autres zymodèmes. La distribution phylogénique des souches du foyer niçois sera comparée a 

celle des souches « marseillaises » qui vont être génotypées de la même manière. En effet, 

l’environnement associé aux deux foyers étant différent, on peut supposer l’existence de 

différences génotypiques entre les souches, mais surtout on étudiera les déséquilibres dans la 

distribution spatiale des génotypes entre les deux foyers. En effet, des études montrent que 

l’on peut mettre en évidence des sous-populations à l’intérieur des souches MON-1 et que ces 

sous-populations correspondent à des zones géographiques (Kuhls et al., 2011). Deux études 

comparant par les microsatellites des foyers distincts, ont pu mettre en évidence de nettes 

différences entre ceux-ci (Bulle et al., 2002; Kuhls et al., 2008). La première étude portait sur 

20 souches de Catalogne espagnole, 6 souches madrilènes, 14 souches marseillaises et 10 

d’Israël et montrait que les souches provenant de Catalogne espagnole ont un grand 

polymorphisme génétique tandis que les souches d’Israël sont moins polymorphes (Bulle et 

al., 2002). La seconde étude correspondait à l’analyse de 66 souches espagnoles, 44 souches 

portugaises, 16 souches grecques, 7 souches françaises, 2 souches italiennes une souche de 

Malte, 2 souches turques, 2 souches d’Israël, et une souche de Tunisie. Cette étude a permis 

de mettre en évidence 3 groupes de souches distincts génétiquement : un premier groupe 

composé de la Grèce, la Turquie, Israël et la Tunisie ; un deuxième groupe constitué par les 

Iles Baléares et un troisième groupe incluant l’Espagne et le Portugal (Kuhls et al., 2008). 

Plus récemment, il a été démontré grâce aux microsatellites que les souches de L. infantum du 

Nouveau Monde ont été importées récemment du Sud de l’Europe (Kuhls et al., 2011). 

Cependant, ces études de comparaison de foyers très éloignés, utilisent un nombre de restreint 

de souches ne reflétant pas fidèlement la diversité génétique de chaque foyer. Il sera 

intéressant de voir si dans les deux foyers marseillais et niçois éloignés de 200 km et séparés 

entre eux par une zone de faible risque de transmission (le département du Var), il est retrouvé 
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des différences génétiques entre les souches. Ce travail est en cours de réalisation sur un 

nombre de souches représentatif de la réalité des deux foyers. Il pourra s’étendre à l’étude des 

souches du foyer Languedoc- Roussillon. Selon les résultats il sera peut-être pertinent de 

proposer une caractérisation systématique de toutes les souches prises en charge par le CNRL 

par les microsatellites en plus du zymodème. 
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CONCLUSION  
 

Ce travail est centré sur les formes cliniques atypiques de la leishmaniose à L. infantum. Si la 

leishmaniose viscérale classique est toujours présente à l’état endémique dans le Sud de la 

France, les formes asymptomatiques sont les plus nombreuses. En marge de ces deux entités, 

on retrouve des formes beaucoup moins classiques et dont le nombre est peut être sous 

évaluées comme la leishmaniose ganglionnaire isolée et la leishmaniose muqueuse. Ces 

formes inhabituelles doivent être différenciées cliniquement de maladies graves comme les 

lymphomes ou les processus néoplasiques muqueux. L’influence respective des facteurs liés 

aux souches et à l’hôte dans le développement de la maladie a aussi été abordée au cours de 

ce travail. L’étude des microsatellites sur les souches issues de porteurs asymptomatiques met 

en évidence des génotypes spécifiques absents chez les souches issues de leishmanioses 

viscérales. L’expression clinique de la maladie pourrait donc être en partie liée au génotype 

des souches. Par ailleurs, l’étude de l’environnement immédiat des domiciles occupés par des 

patients ayant présenté une leishmaniose viscérale, a mis en évidence deux foyers de 

transmission très différents du point de vue géographique. Le foyer marseillais est de nature 

urbaine tandis que le foyer situé sur les collines autour de Nice est en partie rural et en partie 

périurbain. Pour aller plus loin dans la compréhension des déterminants à l’origine de ces 

différences, une étude par les microsatellites des souches de ces deux foyers est en cours de 

réalisation. Nos premiers résultats confirment le plus grand pouvoir discriminant des 

microsatellites lorsqu’ils sont comparés aux zymodèmes. Ainsi, bien que la grande majorité 

des souches de la région PACA-Est appartiennent au zymodème MON-1, nous avons 

retrouvé, parmi les 122 souches typées, 50 génotypes différents. La réalisation d’une étude 

identique sur les souches marseillaises permettra de comparer les deux populations de 

souches. 
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Le développement d’une leishmaniose à L. infantum est plurifactoriel. Au cours de cette 

thèse, nous avons donc tenté d’élucider la part liée au parasite par l’étude des microsatellites 

des souches issues de porteurs asymptomatiques et de malades et la part liée à 

l’environnement via le risque encouru de leishmaniose viscérale en fonction du lieu de vie. 
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ANNEXES 
 

Annexe 1 : Matériel et Méthodes pour l’analyse des 122 souches par les microsatellites 

Les souches en cryotubes provenant du CNRL ont été remise en culture dans du milieu de 

Schneider et cultivé à 26°C. Lorsque les parasites en culture atteignent leur phase de 

croissance exponentielle, la culture est centrifugée et le culot est récupéré. Sur ce culot, une 

extraction d’ADN est réalisée grâce au kit QIAamp DNA Mini (QIAamp DNA Mini, Qiagen, 

France) selon les recommandations du fabricant. 

Les 12 locus testés correspondent à ceux inscrits dans le tableau 1. Chaque 30 µl de mélange 

réactionnel PCR est composé de : 10 pmol de chaque amorce dont l’amorce sens est marquée, 

50ng d’ADN, 1 nmol de chaque dNTP, 3 µl de tampon 10X et 1,5 unités de Taq Polymerase 

(Taq Polymérase, 5U/µl, Roche Diagnostics, France). Les amplifications sont réalisées sur un 

automate de PCR avec les conditions suivantes : 35 cycles à 94°C pour 30 secondes, la 

température d’hybridation de chaque marqueur pour 1 minute (cf tableau 1), 72°C pour 1 

minute et une extension finale à 72°C pour 30 min. L’analyse de taille des produits PCR 

marqués est réalisée sur un automate ABI Prism 3130XL (Applied Biosystems, France) et les 

données ont été analysées grâce au logiciel GeneMapper (Version 4.0, Applied Biosystems, 

France). Le Genescan 500 LIZ (Applied Biosystems, France) a été utilisé comme marqueur 

interne de taille. L’ensemble des 122 souches ont été génotypées avec les 12 locus 

microsatellites. 

La construction de l’arbre phylogénique a été réalisée en utilisant le logiciel PHYLIP (version 

3.5c ; J. Felsenstein, Département de Génétique, Université de Washington, Seattle, 1993). 

L’arbre a été édité en utilisant le logiciel TreeDyn (Chevenet et al., 2006). 
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Annexe 2 : Détails des 33 microsatellites utilisés dans l’article : « Parasitic genotypes differ in leishmaniasis patients compared to 

asymptomatic related carriers » 

* Polymorphisme intra-MON-1 

 
Marqueur 
microsatellite 

GenBank 
Access no. 

Chro
moso
me 

Amorce 
sens 
(3’����5’) 

Amorce 
anti sens 
(5’����3’) 

Amorces et séquences amplifies contenant les motifs répétés References 

LiBTG* nd 1 CTGTTGT
ACGCCAC
ATCGAC 

GCCACAC
GTGCCTA
CAAGT 

CTGTTGTACGCCACATCGACGTGAAGGGCAACACGAAAAAAGCGAGGAATGA
AAGAAGTAGATGAGCACACGCGCGCGCACACACAGGTGTGCTCTGCATGTGTG
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGGGCGTGTG
GAAGGTTGTAGAGGGGAGGGAGTGGGAGGGCGATGCGGCAGGCTGCTCTGCT
GCATGCAATCCACTGCGTCTGTGTACACTTGTAGGCACGTGTGGC 

Fisa, 
unpublished 
data 

LiBTA* nd 1 CCTCGTT
CATGGCA
GAT 

TCATAAC
CGAATTC
GTACAC 

CCTCGTTCATGGCAGATAGCTCCCTATATTTCACGTCCTCGGAAGTGTATCTCA
CTTCCCATTTTCTCCACATGATCTCTCTTCCCTCACGCTCTCTCATTACACGAAT
GTGTCATTTTTGAATTGGGAACCTTTTTTTTTGCCACACACATACACTTAGTAAA
GGTGTATATATATATATATATATATATATATTTCGGTGCTCGCGATGTCGTCTAC
AGTGTACGAATTCGGTTATGA 

Fisa, 
unpublished 
data 

Lm4TA* nd 1 TTTGCCA
CACACAT
ACACTTA
G 

GTAGACG
ACATCGC
GAGCAC  

GTAGACGACATCGCGAGCACCGAAATATATATATATATATATATATATATA CAC
CTTTACTAAGTGTATGTGTGTGGCAAA 

Ochsenreith
er 2006 

LIST7026* AF427874 13 TGGAGCG
AGAAAG
GACAAGT 

ACACGCA
GAGAACT
CGGTTT 

TGGAGCGAGAAAGGACAAGTAATGGTGCTGAGGAAGGGAGTCGAGGTTGGTG
GGGAACCACAACTAAGACGCGAGTGAGGGGTGAGGCACTGATGGCAATTAGG
ATGGCTACTCAAGCCGGTTCGCGCGTGGGGCGCACACGGATGAGCAGATGTGT
GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAAACCGAGTTCTCTGCGTGT 

Jamjoom 
2002 

Li22_35* AM050045 1 CTTGATG
TTCGGGT
TAGCAAG
T 

ATGCACA
CCAAAAA
TCATGTG 

ATGCACACCAAAAATCATGTGGATACGTGTACGTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
GTGTGTGTGTGTGCGTGCGGTTGTACTTGCTAAGCCGAACATCAAG 

Ochsenreith
er 2006 

Li45_24* AM050048 17 GCGCCTA
CAGGCAT
AAAGGA 

CTGGCGC
ATCAACG
GTGT 

CTGGCGCATCAACGGTGTTGCGTGTGTATTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
GTGTGGGTGTGTGGGTGTGGGTGCGGGTGTTCCTTTATGCCTGTAGGCGC 

Ochsenreith
er 2006 
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TubCA* nd 34 GGCGTGG
TTGCTAA
ACTGAT 

GCCTGCG
CACACAG
AGAC 

GGCGTGGTTGCTAAACTGATACAGGAAAACATACGCACACACACACACACACA
AAGAAAAGCGTCTCTGTGTGCGCAGGC 

Ochsenreith
er 2006 

LIST7039* AF427887 30 CTCGCAC
TCTTTCG
CTCTTT 

GAGACG
AGAGGA
ACGGAA
AA 

CTCGCACTCTTTCACTCTTTGCTGCCCTCGCACACCATCTGTGCCTCCTCACATC
CCCAACCTCGCACATCGACACACACACACACACACACACACACACACGTGACA
TTGTCGATATTGTGGAGCCATCGTCGCTTAGCATGCGTAAGAGCATCTCCTATC
ACCGCCACCCGCATCTCTTCTTATTTTCCGTTCCTCTCGTCTC 

Jamjoom 
2002 

Li71-33 AM050053 31 CTCCTTT
CACACCG
CCTCT 

GAGAGA
AGACGA
GCCGAAG
T 

GAGAGAAGACGAGACGAAGTCGCCCACGCCCGTTACAAATACAGAAAAGGCA
CACACACACACACACACACATGCCGATAACAAAAAGAGGCGGTGTGAAAGGA
G 

Ochsenreith
er 2006 

Rossi2* X76393 14 GAGATAC
CGAAGCC
ATCAGC 

GCACCCA
CCTTCGA
AGTCTA 

GCACCCACCTTCGAAGTCTATTGTACGTGCGTGTGCGCCCACTTCACACACACA
CACACACACACACACACACACACGTAAAGGCGCAGAGAGAGAGAGAGCGAGA
AGTGGACTGGAAGCACACATGACTGCGCTGATGGCTTCGGTATCTC 

Rossi 1994 

LIST7021* AF427869 36 CCGAATA
CACAAGC
CTCCTC 

TCAGGCT
TCGTCGT
TTCTTT  

TCAGGCTTCGTCGTTTCTTTTTTGTTTTCCGCTCCCCTCCCCCTCACATGAACATC
GTTTTAGATCGCTCTCTCACGCGACGTCCTTTTCTTCCTTCCTGTGTGTGTGTGT
GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGATTTCACTGTTTTGCGTCTTTTTTATT
GTTTCTTGTGCGTTTATGTGTGCCTGGGGAGAGGAAAAGGGAGGGGAGAGGAG
GCTTGTGTATTCGG 

Jamjoom 
2002 

LIST7029 AF427877 30 GCAGAGC
TTCTGCT
TGGATT 

GCATTGC
TGTTCTC
ATCCAC 

GCAGAGCTTCTGCTTGGATTTTCTCCCCCTCCCCCACAACACACACACACACAC
ACACACATCCACACACACTGTTGCTAACGGATCGTGCTTATTTCCAATGTCTGC
GGTGAGCGCCCGTCCGAGCCCATACCGGGATTGTCTTGGCAGTGTTGTCGTGGA
TGAGAACAGCAATGC 

Jamjoom 
2002 

LIST7033* AF427881 25 CATTGCT
GAGTGCT
GCTAGTG 

ATGAGCG
TACTGGG
CACAC 

CATTGCTGAGTGCTGCTAGTGTACACGCACACGGTGACTGAACGACTAGAAAA
ATGCACGGCGAGACAGCCGATCGGAGGTGACAGCGTGCGCCGTGTGTGTGTGT
GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAAGTGGGGAGTGCGCACTGGCAGTTAAAGGC
GTCGCATTGGGTATCGGTGTGCCCAGTACGCTCAT 

Jamjoom 
2002 

LIST7035* AF427883 23 AAAGGTA
TGATACG
CCTGTGG 

ACCGCAA
AGAACG
GACAT 

AAAGGTATGATACGCCTGTGGCGGATCGCACATTGACAAACGTGTGTGTGTGT
GTGTGTGTGTGTGTGTGGTGGTCCGTGGAGGTGCGAGTCACCTCTTCACGCTCC
TACTGTGGGTCTTCACAAACTGTGTTTTTTTTCTTCTTTCCTTTTCTGTCGGCGCA
TGTGCGGATGTCCGTTCTTTGCGGT 

Jamjoom 
2002 

LIST7037* AF427885 21 ATGCTGA
GCCCATC
AAGACT 

GATGTCC
CCGTTTA
CTCCAA 

GATGTCCCCGTTTACTCCAAACAACACACACACACACACACACACAAAACTAT
GTCCAAAAATGAGAAAAACACAATAGGTGTAGAAGGTAAACAAAGACAGCA G
GAGAAAACATACGTCGCCCCGCTTTTTCGGTTCATTAGAAAACAAGGATCCTTA
GTCTTGATGGGCTCAGC?? 
 

Jamjoom 
2002 
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Li71-7 AM050051 30 GCTGCAG
CAGATGA
GAAGG 

GTGAGAA
GGCAGG
GATTCAA 

GTGAGAAGGCAGGGATTCAAGCAGGCAGCGCCCCTATCCGCCGTGTGTGTGTG
TGTGTGTGTGTGTGTGTCTGTGTGCGTTTTCCTTCTCATCTGCTGCAGC 
 

Ochsenreith
er 2006 

Li72-20* AM050057 31 GATCCCT
TCGGATT
ACTGC 

CTGCTAG
CGAGGG
GATAGG 

CTGCTAGCGAGGGGATAGGCTGAAGTACACGCAACCGCTGCGCATAAGAGTGG
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCAGTAATCCGAAGGGATC 

Ochsenreith
er 2006 

DPB1 AF182167 8 CATCTCC
TAGGTTA
AGCGCAT
C 

CTGTTCA
GGGAGG
CTTGTTC 

CTGTTCAGGGAGGCTTGTTCCTTCTCTATGAGGGCTGATATACACACGTATATA
TATATATATGTATATACCTACCGGTATGGGTATGCGAGAGTCAGGGGGAGGGG
GGCGTACGCAGGCGGATGATGCGCTTAACCTAGGAGATG 

Hide, PhD 

DPB2 AF182167 8 CACATGC
ACATACG
CGTTC 

TTGCAAA
GGAGGA
ACCTGAG 

????AAGGAGGAACCTGAGGACGAAGGGAGGCAAGCAAACACGCACTCGCACA
GCCGTGACGAGGCGCGTCCGATCCGTTATGAAGAGCAAGAGCCCGTATCACCG
AGGGCCGTGTATGTCCACGGGCGCGTATGGGTGCGTGTGCGTGCCTCTCTCTCT
CTCTCTATATATATATATGTATTCGTACGTGTGTCGGTATCTAGAGCTCGATGG
GAACGCGTATGTGCATGTG 

Hide, PhD 

HG AF170105 21 CACTGCC
TCTTGTC
CCTTG 

AACATCT
CGAGCAG
GAAGGA 

CACTGCCTCTTGTCCCTTGCAAGTCCCTGCCGGTGTATTGCCCTCCCCCTCCCTC
CTCTGTTCTCGCAATACTCGATCCCACGTTATCGATATATATATACCTATATATA
TATTATATATATATATAGGTATATAACGCCCTCCACTCCCCATCCTGCCCACCG
CTCCACCGGCGCCTCTCCTTCCTGCTCGAGATGTT 

Hide, PhD 

ITS1 AJ000288 ? CTGGATC
ATTTTCC
GATG 

TGATACC
ACTTATC
GCACTT 

TGATACCACTTATCGCACTTTACTGCGTTCTTCAACGAAATAGGAAGCCAAGTC
ATCCATCGCGACACGTTATGTGAGCCGTTATCCACACACGCACCCACCCCGCCA
AAAACCGAAACGCCGTATATTTTTTGTATAAACGGACATTTTTGCTTTTGTATA
GGCGGTGCGTTATAACGTCGATCGGCCTTTTTTTTACTGCAAATTTTGAGTACA
AAACTTTGCTGTGTATGTGGGAAAGGCCTACATATATATACATAGGTCTCCCCG
AGTTGTATATGTTTTTTGGGTGTAATCATCGGAAAATGATCCAG 

el Tai, 2000 

LIST7024 AF427872 30 TAAACTG
CATGGTC
CCCTCT 

ACAAGCA
CCATCAT
CCACAT 

ACAAGCACCATCATCCACATAATCGCGCGGAGACGGAGACCGAGACCGCCAAC
ACACACACACACACACACACGCACAGCAGCGTGGGCGTGTAGTGCCTACTTAT
CTTGCTCGCTCGCTCTCTTTTTAAGCAGCCAACATACCGCGCAAATGGAGAGCG
GCAGCGATTCCTCCGAAGAGGGGACCATGCAGTTTA 

Jamjoom 
2002 

LIST7025* AF427873 10 GGAGTCG
TCTCTCT
GTTACGC 

ATCGCGT
GCATGGG
TATT 

GGAGTCGTCTCTCTGTTACGCACACACACACACACACACACACGAAACAAGGA
CGTGTCTCTGCGTCCTTGCGTACTGCACGTTCGCTCTGATGCTGCTCGTTTTAGT
TCTCCTCTGTTTTGCGTTTCTCTGTCAAGGACGTCGCAAAACGTCGGCGCAAAT
ACCCATGCACGCGAT 

Jamjoom 
2002 

LIST7027 AF427875 26 CTCTCTC
GTCACCA
CAGCAC 

AGGGGA
CAAGACA
CAGATGG 

CTCTCTCGTCACCACAGCACAGCAGTTTATCTGGCTCTGAATCACACACACACA
CACACACTTCACCCCACCAGTGTTGCCGCCCTTCCCCCCTCCTCCTCCTTCTTGT
CCTGTCATACGTTCGACTTCAGCATATTAGTCGCCTTGTAGGTGTGTGCCATCTG
TGTCTTGTCC??? 

Jamjoom 
2002 

       



105 
 

LIST7031* AF427879 10 CCACTGG
TGGAAAT
AGAAAG
ACT 

GGAGAA
CTAAAAC
GAGCAGC
A 

CCACTGGTGGAAATAGAAAGACTATAGATATGTATGAAGCAGCGGAGCGCGGC
GGGCGGGAGTCGTCTCTCTGTTACGCACACACACACACACACACACACGAAAC
AAGGACGTGTCTCTGCGTCCTTGCGTACTGCACGTTCGCTCTGATGCTGCTCGTT
TTAGTTCTCC 

Jamjoom 
2002 

LIST7034 AF427882 12 TGCATGC
ACGTGGT
CTCT 

GTTCACC
GCCACCA
TAATAAA  

GTTCACCGGCACCATAATAAATAGCAACGTCATGCAAAGAGCGCGCTTGAGGG
AGGGAGGAAGACAGTGACGTGTCCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCCGTGT
GTGTGTGTGTGGCAGCAGAGACCACGTGCATGCA 

Jamjoom 
2002 

LIST7038* AF427886 26 GCGCTTT
TCTTTCC
CTTCTT 

ATGGCGA
AGTTGTT
TGTGC 

GCGCTTTTCCTTCCCTTCTTTGGTGCTCTCGCACTCTCCCTCGTTTAGCAGTTCA
GAAAAGAGGTATGTGGAGAACGGGCTCAGGGAGACGAAACACACACACACAC
ACACAAACAACGTCGCCAT 

Jamjoom 
2002 

Li71-5/2* AM050050 35 GCACGGT
CGGCATT
TGTA 

GATAAAC
GAGATGG
CCGC 

GCACGGTCGGCATTTGTACCGCACACACACACACACACAAAGCACGAGAGGAC
CGACGGTGTCGAGCGCGCCGTTCGTTTTCTTTTTTTTTCGCGGCCATCTCGTTTA
TC 

Ochsenreith
er 2006 

CS20 nd 19 CGTTGGC
TGTTGAT
TGTGTA 

GCGTGGC
AATCTCC
TCATT 

CGTTGGCTGTTGATTGTGTATGTGTGTGTGTGTGTGCGTGTGTGTGTGTGTGTGT
GTGTGCCGGCGAATGAGGTGATTGCCACGC 

Khuls, 2007 

LIST7028 AF427876 36 CACTCCA
CTGCGTT
GGATA 

CTTTGAC
CGCCGTT
CTTT 

CACTCCACTGCGTTGGATATCCAACACACCTCTTACATGATAGTGAGAAGTATC
GCGCAGAGCGCCCACTTCGCGCCTGGCCCATCATTCTTGAGACGTTTAGTGTGT
GTGTGTGTGTGTGTGTGCGTGTGCGCGCAAAGAACGGCGGTCAAAG 

Jamjoom 
2002 

Rossi1 X76394 4 CCCTCCA
CCTAGTC
ACCTCA 

GCCTATG
ACAGGG
AGCAAGT 

GCCTATGACAGGGAGCAAGTAAGGAGGCCATTACACACACACACACACACATA
CACACAGAGGGCGGGGGTCGGGGGCGTTATCGTGGCAGTGAGGTGACTAGGTG
GAGGG 

Rossi 1994 

LIST7023 AF427871 33 CTTTGCG
TTGCGCA
CTAA 

GCTTGTG
TTCCGTG
TGTGTT 

GCTTGTGTTCAGTGTGTGTTCAGCGTGTGTGTGTGTACGCACCGTCGACTCTGA
TCTTTGTCCTCCCTGCCCCCCTCCCCCGTCCCCTTTGGGCGTAGCTGAGTTTCGA
AGGTCGCGGAATCGTACATTGCAGCTTAGTGCGCAACGCAAA 

Jamjoom 
2002 

LIST7030 AF427878 17 TCTCTGC
ACGTCTG
TGTGTG 

TCTTCCT
GAAGGG
CGATG 

TTCTTCCTGAAGGGCGATGGGTGCCACACACACACACACACACACCCGTCCCA
GCACTCCCTGCTGAACGCACGGGCGGCGCTGCGGAGCACCACCACTCCCACTT
GAGGGCCTCACCAGATCATCCTCCTCAGCCTTTCCTCCAACACGCACGCAACCA
CACACAGACGTGCAGAGA 

Jamjoom 
2002 
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