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RESUME

Contexte: En Guyane frangaise, cinq espeéces sont a I’origine de leishmanioses cutanées (LC) :
Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania
(Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) lainsoni et Leishmania (Viannia) naiffi.
Bien que les infections a Leishmania (V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis et L. (L.)
amazonensis aient ét¢ largement décrites, peu de données cliniques et génétiques existent sur
L. (V.) lainsoni et L. (V.) naiffi.

Méthodologie: Nous avons étudi€ les caractéristiques cliniques et épidémiologiques de tous
les cas de LC a L. (V.) naiffi et a L. (V.) lainsoni diagnostiqués en Guyane francaise entre
2003 et 2019. L'analyse phylogénétique a été réalisée par séquengage d'une portion des genes
HSP70 et cyt b.

Résultats: Cinqg cas de L. (V.) naiffi et 25 cas de L. (V.) lainsoni ont été inclus. Les patients
infectés par L. (V.) lainsoni étaient significativement plus souvent nés au Brésil qu'en
territoire frangais (p= 0,005) et étaient généralement des orpailleurs, tandis que ce n'était le
cas pour aucun des cinq patients infectés par L. (V.) naiffi. Le site de contamination probable
était exclusivement la région cotiere (100%) pour L. (V.) naiffi et principalement la région du
Maroni pour L. (V.) lainsoni (60%) (p=0,001). L. (V.) lainsoni présentait un nombre ¢élevé de
cas pédiatriques (n=5). Un tableau clinique peu bruyant était observé pour tous les cas de L.
(V.) naiffi. L'analyse phylogénétique a révélé différents génotypes au sein de L. (V.) naiffi et
de L. (V.) lainsoni, mais aucune association entre les caractéristiques phylogénétiques et
cliniques n’a été observée.

Discussion: Nos données suggerent des caractéristiques socio-épidémiologiques distinctes
pour ces deux especes de Leishmania. Les patients semblent se contaminer plutot lors des
activités de loisirs pour L. (V.) naiffi, en région coétiere plus anthropisée, tandis que L. (V.)
lainsoni partage des caractéristiques communes avec L. (V.) guyanensis et brasiliensis et
semble s’acquérir pendant les activités professionnelles dans des régions forestiéres primaires.
L'analyse phylogénétique a permis de mieux comprendre la complexité de ces deux especes
de leishmanioses, en apportant des informations sur la variabilité génétique intra-especes et

sur la distribution de ces génotypes au niveau géographique.
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ABSTRACT

Background: In French Guiana, five species are associated with cutaneous leishmaniasis
(CL): Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (L.)
amazonensis, Leishmania (V.) lainsoni and Leishmania (V.) naiffi. Though infections with
Leishmania (V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis and L. (L.) amazonensis have been
extensively described, there are few available clinical and genetic data on L. (V.) lainsoni and
L. (V.) naiffi.

Methodology: We determined the clinical and epidemiological features of all cases of CL due
to L. (V.) naiffi and L. (V.) lainsoni diagnosed in French Guiana between 2003 and 2019.
Phylogenetic analysis was performed by sequencing a portion of HSP70 and cyt b genes.

Principal findings: Five cases of L. naiffi and 25 cases of L. lainsoni were reported. Patients

infected by L. (V.) lainsoni were more frequently born in Brazil than in French territory (p=
0,005) and were usually infected on gold camps, mostly along the Maroni river (60%)
(p=0.001), while L. naiffi was observed in French patients infected on the coast (100%). A
high number of pediatric cases (n=5; %) was observed for L. (V.) lainsoni. A mild clinical
course was observed for all cases of L. (V.) naiffi. Phylogenetic analysis revealed different
geographical clusters within L. (V.) naiffi and L. (V.) lainsoni but no association were found
between phylogenetic and clinical features.

Discussion: Our data suggest distinct socio-epidemiological features for these two Leishmania
species. Patients seem to get infected with L. (V.) naiffi during leisure activities in anthropized
coastal areas, while L. (V.) lainsoni shares common features with L. (V.) guyanensis and
brasiliensis and seems to be acquired during professional activities in primary forest regions.
Phylogenetic analysis has provided information on the intraspecific genetic variability of L.

(V.) naiffi and L. (V.) lainsoni and how these genotypes are distributed at the geographic level.
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LISTE DES ABREVIATIONS

En francais:
ADN: Acide désoxyribonucléique

LC: Leishmaniose cutanée

LCD: Leishmaniose cutanée disséminée

LCDA: Leishmaniose cutanée diffuse anergique

LCL: Leishmaniose cutanée localisée

LCM: Leishmaniose cutanéo-muqueuse.

LV: Leishmaniose viscérale

MALDI TOF: Matrix assisted laser desorption/ionization-time of flight
MLEE: Multilocus enzyme electrophoresis

PCR: Polymerase chain reaction

PCR-RFLP: Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism

En anglais:

CL: Cutaneous leishmaniasis

Cyt b: Cytochrome B

DNA: Deoxyribonucleic acid

Hd: Haplotype diversity

HSP70: Heat-shock protein 70

MALDI-TOF: Matrix assisted laser desorption/ionization-time of flight
MEGA: Molecular evolutionary genetics analysis

MCL: Mucocutaneous leishmaniasis

PCR-RFLP: Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism
RNA: Ribonucleiq acid

SNP: Single Nucleotide Polymorphism

n: Nucleotide diversity
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PARTIE I: INTRODUCTION, REVUE DE LA LITTERATURE :
LEISHMANIOSES CUTANEES EN GUYANE FRANCAISE

1) GUYANE, PARTICULARITES TERRITORIALES

a) Généralités
La Guyane est un département-région d’Outre-mer de 83 846 km” situé¢ en Amérique du sud.
A Pouest, le fleuve Maroni qui sépare la Guyane du Suriname, et & ’est, I’Oyapock, entre le
Brésil et la Guyane, sont les frontiéres naturelles de ce territoire inséré dans le plateau des
Guyanes (Figure 1). Son territoire est recouvert de 98% de forét tropicale humide. Les
pourcentages restants correspondent au littoral qui borde 1’Océan Atlantique sur 320 km et
qui se compose de marais, savanes, lagunes et mangroves.
Au 1% janvier 2016, la Guyane compte officiellement 269 352 habitants, soit 31 803
personnes de plus qu’en 2011 (1). C’est la plus forte croissance démographique de France,
derriere Mayotte. L’Ouest Guyanais est le territoire ou la population augmente le plus vite
devant 1’agglomération de Cayenne. Paradoxalement, la Guyane est une région faiblement
peuplée avec en moyenne 3.13 habitants/km?, la population se regroupant principalement sur
le secteur littoral. Différentes communautés sont présentes sur le territoire guyanais, les
communautés créole guyanaise, amérindienne, bushinenge, métropolitaine, Hmong, chinoise
et les populations immigrées. Au dernier recensement, plus de 84 000 étrangers sont présents
sur le sol guyanais, soit le tiers de la population totale. Cette immigration est avant tout
régionale et s’explique par le niveau de vie frangais, attractif pour les ressortissants des pays
environnants, avec en téte, le Suriname, le Brésil et Haiti (2). En 2050, P'INSEE estime que
428 000 habitants résideront en Guyane.
La Guyane est divisée en deux régions écologiques différentes. L'arriere-pays, recouvert de la
forét primaire, a faible densité humaine, est composé principalement de villages et de petites
mines d'or. Tandis que la région cdtiere est plus anthropisée.
La Guyane bénéficie d'un climat a la fois équatorial et tempéré par les alizés. La zone de
convergence intertropicale est le phénomene météorologique qui y détermine le climat. Il
s’agit de la masse d’air en circulation entre 1’anticyclone des Acgores et I’anticyclone de Sainte
Hélene. Cette zone de convergence intertropicale évolue tout au long de 1’année et détermine
les saisons de Guyane : une courte saison des pluies de mi-novembre a fin janvier ; une courte
saison seche - le " petit ét¢ de mars " — entre début février et mi-mars; une longue saison des

pluies d’avril a fin juillet; et une longue saison séche de fin juillet a mi-novembre. La
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pluviométrie annuelle est d'environ 3 m en moyenne le long du bord de mer, et 2,5 m a
l'intérieur. Les variations annuelles d’un site & un autre peuvent tre importantes. Cette
variabilité interannuelle est en partie liée a au phénoméne « El Nifio ». Pendant les périodes

El Nifo, le climat guyanais devient plus chaud et sec (3).

b) Organisation des soins
Il existe deux structures hospitalieres publiques en Guyane, le Centre Hospitalier André
Rosemon a Cayenne et 1’hdpital public de St Laurent du Maroni. Dix-sept centres de santé
répartis sur le territoire sont également attachés administrativement a 1’hdpital de Cayenne.
Huit d’entre eux sont médicalisés en continu et les neuf autres ont une présence infirmicre
avec des astreintes médicales plus ou moins importantes selon les centres. De nombreux
centres ne sont accessibles qu’en pirogue ou en avion, ce qui rend plus difficile I’accés a des
services hospitaliers spécifiques comme la dermatologie. Néanmoins, des consultations de
dermatologie sont organisées de fagon réguliere a Maripasoula, St Georges et St Laurent par

les praticiens du Centre Hospitalier André Rosemon.
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LOCALISATION DE LA POPULATION
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Figure 1 : Carte et localisation de la population de Guyane
Source : INSEE. Atlas des populations immigrées en GF
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2) LES LEISHMANIOSES EN GUYANE FRANCAISE : GENERALITES ET
ASPECTS BIOLOGIQUES

a) Généralités

Le parasite Leishmania fut découvert par Sir William Leishman en 1900 dans des frottis de la
rate d’un soldat mort en Inde. Alors qu’il publiait ses résultats en 1903, Charles Donovan
identifia le méme parasite dans une biopsie de rate. Le parasite fut nommé Leishmania
donovani en leur honneur et la forme amastigote du parasite est communément appelée corps
de Leishman-Donovan. La présence de la leishmaniose est attestée dans des périodes
anciennes, comme I’indique la découverte d’ADN de Leishmania Donovani chez des momies
de I’Egypte antique (4).

Les leishmanioses sont un ensemble de maladies causées par des parasites du genre
Leishmania. Les Leishmania sont des protozoaires flagellés de la famille des
Trypanosomatidae (Kinetoplastida), transmis par la piqlre de petits diptéres hématophages,
les phlébotomes (Psychodidae, Phlebotominae). Elles sont caractérisées par une mitochondrie
unique visible en microscopie: le kinétoplaste. On distingue les leishmanioses de 1’ Ancien
monde correspondant a 1’Europe, Afrique et Asie, et du Nouveau monde correspondant a
I’ Amérique.

En Guyane Frangaise la leishmaniose fut décrite pour la premiére fois en 1954 (5). Cinq
espéces de leishmanioses, L. (Viannia) guyanensis, L. (Viannia) braziliensis, L. (Leishmania)
amazonensis, L. (Viannia) lainsoni et L. (Viannia) naiffi sont associées a des leishmanioses
cutanées (LC) ou cutanéo-muqueuses (LCM) mais aucune a des leishmanioses viscérales

(LV).

b) Cycle parasitaire et physiopathologie
Le cycle des leishmania comporte le passage alterné d’un hote mammifére a un insecte
vecteur, le phlébotome, et inversement. Ce sont des parasites dimorphiques présentant deux
stades successifs : amastigote intracellulaire dans les cellules du systéme des phagocytes
mononuclées du mammifere, et promastigote flagell¢é, libre et mobile dans le tube digestif de
I’insecte vecteur. Apres une phase de multiplication dans la lumicre de I’intestin, ils migrent
vers la partie antérieure du tube digestif ou ils deviennent infestants (les promastigotes
métacycliques), qui seront injectés chez un nouvel hote mammifére lors d’une piqlire

ultérieure. Les promastigotes métacycliques sont phagocytés par des macrophages du derme,
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et intégrent une vacuole de phagocytose dans laquelle ils repassent en forme amastigote

(Figure 2).
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Figure 2 : Cycle parasitaire de la leishmaniose et transmission 2 ’homme
Source : www.dpd.cdc.gov/dpdx

¢) Vecteurs et réservoirs

1. Vecteurs

Les phlébotomes (Phlebotominae) sont de petits diptéres hématophages de la famille des
Psychodidae. 1ls sont distribués sur les cinq continents excepté 1’ Antarctique, principalement
dans les zones les plus chaudes. Seules les femelles sont hématophages, le repas sanguin étant
nécessaire au développement des ceufs. Lutzomya umbratilis est 1’espéce majoritaire et la
mieux documentée en Guyane francaise. Il s’agit du principal vecteur de L. (V.) guyanensis en
Guyane (6-9). L’abondance de Lu. umbratilis augmente du sol vers la canopée, avec un pic
d’activité crépusculaire (6). Les femelles infectées se rencontrent pres du sol particuliérement
a la fin de la saison seche (8).

Dans une étude de 2006 (9), des phlébotomes sont capturés dans cinq sites représentant les
principaux écotopes de la Guyane. Quarante-six especes de phlébotomes sont identifiées et

Lu. umbratilis (16,6 % des spécimens), Lu. infraspinosa (12,7 %), Lu. ininii (8,0 %) et Lu.
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flaviscutellata (6,1 %) étaient les especes les fréquentes. L. (L.) amazonensis fut retrouvée

chez 1/254 phlébotomes de type Lu. flaviscutellata.

ii.  Réservoirs
Dans le nouveau monde, les leishmanioses sont toutes zoonotiques, impliquant des réservoirs
mammiferes domestiques et sauvages. De nombreuses études se sont intéressées au réservoir
de la leishmaniose en Guyane. Dans une ¢tude de 1981, la leishmaniose a L. (V.) guyanensis
fut isolée chez 1/7 kinkajou (Potos flavus, mammifeére arboricole et nocturne de la forét
humide des Guyanes), 7/15 paresseux a deux doigts, Choloepus didactylus et 2/19 rongeurs
du genre Proechimys (10). Puis, la leishmaniose a été recherchée sur 486 mammiferes
sauvages appartenant a 20 especes incluant des xénarthres (super-ordre de mammiféres
comprenant les fourmiliers, tatous et paresseux), des marsupiaux et des rongeurs capturés sur
différents sites entre 1981 et 1987. Plusieurs especes ont été trouvées infectées par L. (V.)
guyanensis : Choloepus didactylus (11/31), Didelphis marsupialis (2/122) et Proechimys
sp.(2/89). L. (L.) amazonensis a été détectée chez 3/89 Proechimus sp. (11). En revanche
aucune Leishmania n’a été détectée sur des chauves-souris en Guyane Francaise (12). D aprés
ces différentes observations, le paresseux didactyle apparait €tre le réservoir principal de L.
(V.) guyanensis en Guyane. Tandis que pour L. (V.) braziliensis, les réservoirs sauvages
principaux n’ont pas €té clairement identifiés, des études indiquent que des rongeurs et des

petits mammiféres pourraient €tre ses réservoirs principaux (13).

iii.  Complexes pathogeénes
Les ¢études de Dedet et al. semblent mettre en évidence des complexes pathogenes spécifiques
avec une espece spécifique de phlébotome qui transporte une espece spécifique de
Leishmania dont le réservoir est un mammifere spécifique. Le cycle de L. (V.) guyanensis se
déroule dans la canopée avec le phlébotome Lu. umbratilis comme vecteur et avec au moins
un mammifere de la canopée, le plus souvent le paresseux didactyle (C. didactylus), comme
réservoir. Tandis que L. (L.) amazonensis est transmise par le vecteur Lu. flaviscutellata
localisé au niveau du sol avec au moins, des rongeurs du genre Proechimus sp. pour réservoir

(14-16).
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3) IDENTIFICATION, TAXONOMIE ET CLASSIFICATION

Les Leishmania, quel que soit le stade évolutif, ne sont pas distinguables morphologiquement
et leur classification a fait I’objet de nombreux travaux. En 1974 Lumsden propose une
combinaison de critéres pour [’identification des especes telle que la distribution
géographique, 1’aspect clinique, 1’espece de phlébotome vectrice, leur possibilité de culture
ainsi que leurs caractéristiques immunologiques (17).

La taxonomie cladistique s’est ensuite développée a visée phylogénétique, mettant en
évidence des filiations au sein d’une méme espece. Une étape importante a été la distinction
de deux sous-genres de Leishmania (18). Tout d’abord, le sous-genre Leishmania présent a la
fois dans 1’Ancien et le Nouveau monde et Viannia touchant seulement le Nouveau Monde.
Ces deux sous-genres sont individualisés sur la base du développement du parasite chez le
phlébotome. Les especes du sous-genre Leishmania se développent uniquement dans
certaines parties des voies digestives des vecteurs naturels, en amont du pylore, a la jonction
de I’intestin moyen et de I’intestin postérieur (développement supra-pylarien), tandis que les
espéces du sous-genre Viannia se rencontrent aussi bien dans I’intestin moyen que dans
I’intestin postérieur (développement péri-pylarien).

De nouvelles méthodes moléculaires comme la technique iso-enzymatique développée dans
les années 1970, ont permis de nombreux progrés dans 1’identification des Leishmania (19).
L’analyse des iso-enzymes par ¢électrophorése (méthode MLEE ou multilocus enzyme
electrophoresis), se base sur ’existence chez ces parasites d’un polymorphisme important
s’exprimant sous la forme d’électromorphes stables et spécifiques : les zymodénes. Cette
technique est a 1’origine de 1’identification des souches de leishmanioses. Il est donc possible
de caractériser les Leishmania par leur profil enzymatique.

L’utilisation de cette méthode dans un cadre cladistique a également permis d’¢laborer les
premicres hypothéses phylogénétiques. L’analyse enzymatique par Rioux et al. (20) a
confirmé la plupart des classifications préalables, dont celle de Lainson et Shaw en 1987,
attestant la monophylie des sous-genres Leishmania et Viannia. Récemment, une nouvelle
classification de la leishmaniose a ¢té proposée sur les bases de données moléculaires,
divisant les espéces de Leishmania en deux lignées phylogénétiques principales appelées
sections Euleishmania et Paraleishmania (21).

Il n'y a a ce jour aucun accord universel sur la classification de la leishmaniose ou sur la
méthode a utiliser pour la classification phylogénétique. La classification actuellement

acceptée de Leishmania propose la division en Euleishmania comprenant les sous-genres
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Leishmania et Viannia, et Sauroleishmania (Figure 3) (22,23). Dans le cadre de cette
proposition, les espeéces ne pouvant pas €tre classées dans l'un ou l'autre de ces sous-genres
sont inclues dans la section Paraleishmania (Figure 3).

Durant les deux dernieres décennies, I’analyse des séquences d’ADN de Leishmania a été de
plus en plus utilisée a des fins d’identification et d’exploration phylogénétique. En
comparaison des techniques enzymatiques, I’utilisation directe de I’ADN présente 1’avantage
de pouvoir étre réalisée rapidement et sur de petites quantités de matériel, sans nécessité
d’une culture préalable du parasite. Différentes méthodes d’identification ont été développées,
se basant sur I’amplification d’une région génomique par polymerase chain reaction (PCR),
I’é¢tude du polymorphisme de longueur des fragments de restriction ou le s€équencage d’une

portion d’un géne.
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4) REPARTITION GEOGRAPHIE ET ASPECTS EPIDEMIOLOGIQUES

a) Généralités
Les leishmanioses sont endémiques dans de vastes zones tropicales, subtropicales et du bassin
méditerranéen, incluant plus de 98 pays, ou I'on compte au total 350 millions de personnes a
risque et 12 millions de cas d'infection (24). Les dix pays ou le nombre de cas de LC signalés
en 2016 est le plus ¢élevé (Afghanistan, Algérie, Brésil, Colombie, Iraq, Pakistan, Pérou,
République arabe syrienne, Tunisie et Yémen) représentent 84% de l'incidence mondiale des
LC déclarées (25).
Sur le continent Américain, la LC est présente dans 18 pays (Figure 4). En 2017, 49 959 cas
ont été signalés a 1'Organisation panaméricaine de la santé par 17 pays endémiques (la

Guyane frangaise faisant rapport pour la France).

I complete absence

Indeterminate

- Complete presence

Figure 4. Adapté de Pigott et al. Niveau de consensus pour la présence des leishmanioses
cutanées dans le nouveau monde, basé sur la confrontation de sources de données variées (26).
(A) Le consensus sur la présence de la maladie varie du vert (consensus complet sur I'absence) au
violet (consensus complet sur la présence). Les points bleus indiquent les points ou centres
d'occurrences. (B) Risque prévu de leishmanioses cutanées allant du vert (faible probabilité
d'infection) a pourpre (probabilité élevée d’infection).
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b) En Guyane francaise
1. Caractéristiques épidémiologiques

1. Nombre de cas et caractéristiques de la population

En Guyane francaise, les LC sont endémiques sur tout le territoire. Seules les formes cutanées
de leishmanioses y sont retrouvées. Les formes viscérales sont présentes dans les pays
limitrophes, en particulier au Brésil. En 2004, le taux d’incidence annuel des LC en Guyane
francaise était de 0,20 % (27), une valeur équivalente a celle rapportée entre 1979 et 1986
(0,23 %) (28) et entre 1986 et 2000 (0,15 a 0,20 %) (29). Le taux d'incidence annuel est
estimé a 15-20 nouveaux cas pour 10 000 habitants entre 1979 et 2012 (27,30). Récemment,
une ¢tude a mis a jour les données épidémiologiques: entre le ler janvier 2006 et le 31
décembre 2013, 1017 nouveaux cas de leishmanioses ont été diagnostiqués pour un taux
moyen de 127 cas par an (31).

Concernant les caractéristiques des populations infectées, une étude sur 219 patients dans les
années 1980 mettait en évidence une prédominance de cas chez les sujets masculins, d’age
moyen de 28,8 + 9,2 ans et allant en forét pour des activités avant tout professionnelles (84,2
%) (28). En 2017, Simon et al. (31) affinent ces données sur 1017 cas de leishmanioses en
objectivant une population principalement masculine avec un age médian de 35 ans. Parmi les
patients infectés, 39,6 % avaient une profession extérieure (29,9 % étaient orpailleurs et 22,8
% militaires). Concernant les données épidémiologiques, une récente étude portant sur 123
cas de leishmanioses sur une durée de 6 mois, observe une prédominance de patients
Brésiliens (59,3%), suivi de patients nés en Guyane frangaise (28,5%) puis en France

métropolitaine (8,9%) (32).

2. Epidémiologie des especes

En Guyane francaise, cinq especes de Leishmania sont rapportées pour transmettre des LC et
des leishmanioses muco-cutanées (LCM) : Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania
(Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) lainsoni
and Leishmania (Viannia) naiffi.

En 1989, L. (V.) guyanensis était responsable de 96,7 % LC (33). L’analyse des leishmanioses
observées entre 2006 et 2013 montre une augmentation de 1’incidence de la leishmaniose a L.
(V.) braziliensis. Ainsi, 86,2% des cas étaient dus a L. (V.) guyanensis et 9,7% secondaire a L.

(V.) braziliensis (31).
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Les différentes leishmanioses sont réparties sur I’ensemble du territoire (Figure 5).
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Figure 5 : Distribution des espéces de leishmanioses entre 2006 et
2013 en 4 régions majeures: cotiére, de I’Oyapock, du centre et
du Maroni.

it.  Climat et leishmanioses
Les périodes principales de transmission se situent durant les mois a basses précipitations, soit
d’octobre a décembre (28). Les contaminations ont généralement lieu a la fin de la saison
séche ou au début de la saison des pluies, ce qui rend compte de I’afflux des patients en
consultation du début de 1’année au mois de mai. Des études réalisées en Guyane frangaise
ont mis en évidence l’influence de divers facteurs météorologiques sur I’évolution de la
maladie. Il a été rapporté que I'ensoleillement et les rayons ultraviolets pourraient influencer
la présentation clinique de la leishmaniose et l'efficacité du traitement par l'iséthionate de
pentamidine (34,35). Récemment, une étude de 2013 s’est intéressée a la corrélation entre les
variations climatiques et le nombre de cas de leishmanioses (3). Cette étude a mis en évidence

une forte corrélation négative entre les précipitations et le nombre d'infections. En moyenne,
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les infections a Leishmania augmentaient deux mois aprés une baisse relative des
précipitations et cette corrélation suivait la méme direction a 1'échelle annuelle. En effet, le
nombre d’infections ¢€tait plus ¢levé durant les années séches (3). Ce phénoméne avait
également été rapporté en Colombie, ou le nombre de cas de leishmanioses augmentait durant

une année « El Nifio » (36).

iii.  Tendances épidémiologiques et mouvements de population

L'évolution des activités humaines peut impacter les phlébotomes, leur cycle de transmission,
et donc entrainer I'émergence d'espéces ayant une clinique et une réponse thérapeutique
potentiellement différentes. Ainsi, 1’expansion de [’habitat humain proche de milieux
sauvages ou la leishmaniose circule provoque une augmentation du nombre de cas de
leishmanioses. Par exemple, dans la ville de Manaus au Brésil, la construction de banlieues en
bordure de forét a provoqué la mise en contact de la population avec L. (V.) guyanensis (37).
Le développement de I’orpaillage dans les foréts de Guyane peut également contribuer a une
augmentation de I’incidence de LC dans certaines parties de la Guyane. En effet, dans ce
contexte, il y a une augmentation du risque d’exposition du fait du travail en forét. De plus, la
pression constante sur I’environnement exercée par la déforestation des futures zones
d’orpaillage entraine directement la perturbation des phlébotomes dans leurs sites naturels.
Certains villages ou I’orpaillage est fréquent présentent en effet des taux d’incidence ¢élevés.
Ainsi, dans la commune de Saint-Elie en Guyane Frangaise, un taux de 12,4% a été rapporté
en 2004 (27,38).

De facon intéressante, depuis 2007, la proportion de L. (V.) braziliensis a augmenté de
maniere significative (7,3 vs 13.3%, P = 0.005) (31). La proportion de cas dus a L. (V.)
braziliensis était plus ¢élevée dans les régions ou se trouvaient des mines d'or (31). Deux
facteurs peuvent étre discutés pour expliquer 1’augmentation de la proportion de cas a L. (V.)
braziliensis : le contexte d'exploitation intensive de l'or et le développement de méthodes
d’identification plus précises comme la polymerase chain reaction-restriction fragment length

polymorphism (PCR-RFLP) ou la spectrométrie de masse.

5) ASPECTS CLINIQUES DES LEISHMANIOSES EN GUYANE

Ces maladies se manifestent par différentes formes cliniques chez 1’homme, qui dépendent de

I'espece de Leishmania et de la réponse immunitaire du patient.
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a) Leishmaniose cutanée localisée
La leishmaniose cutanée localisée (LCL) est la forme la plus commune et résulte de la
multiplication du parasite au site d’inoculation. Elle est caractérisée par des Iésions d’aspect
polymorphe, d’évolution lente, chroniques, indolores et classiquement sans signes généraux.
Apreés une phase d’incubation longue allant de un a quatre mois, une Iésion apparait :
généralement une papule inflammatoire qui évolue le plus souvent en ulceére couvert d’une
croute et entouré par des papules périphériques (14), elle peut-étre unique ou multiple (Figure
6). Dans environ 30 % des cas, on observe une extension lymphangitique située sur le
territoire drainant la 1ésion (28). Les Iésions sont préférentiellement situées sur les jambes et

les avant-bras, zones les plus exposées aux piqures des phlébotomes (28).

Figure 6. Exemple d’une leishmaniose cutanée localisée.

b) Leishmaniose cutanée diffuse anergique et leishmaniose cutanée disséminée
La leishmaniose cutanée diffuse anergique (LCDA) est a différencier de la leishmaniose
cutanée disséminée (LCD). La LCDA est généralement causée par Leishmania aethiopica
dans I’ancien monde et par L. (L.) mexicana ou L. (L.) amazonensis dans le nouveau monde.
Chez des sujets anergiques ou immunodéprimés, par une infection a VIH par exemple, il peut
étre observé des formes cutanées diffuses. Dans le cas de la LCDA, 1'évolution et la
dissémination de l'infection sont relativement rapides, avec un trés grand nombre de lésions

nodulaires qui peuvent étre disséminées sur I’ensemble du tégument, ce qui suggere qu'il
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existe une réponse immunitaire a médiation cellulaire minime contre l'infection par L. (L.)
amazonensis (39).

Tandis que la LCD est définie par la présence de plus de dix Iésions cutanées de
leishmanioses d'aspect polymorphe, papuleuses et/ou acnéiforme, sur au moins deux zones
corporelles (Figure 6). Plus de 20 et jusqu’a plusieurs centaines de Iésions cutanées peuvent
se former avec ou sans atteinte des muqueuses. Les espéces les plus fréquemment concernées
sont L. (V.) braziliensis et L. (L) amazonensis (40), mais des formes de LCD ont ¢galement

¢été décrites avec L. (V.) guyanensis (41).

Figure 7. Exemple d’une leishmaniose cutanée disséminée

¢) Leishmaniose cutanéo-muqueuse
Certaines especes et en particulier L. (V) braziliensis, mais aussi I’espece L. (V) guyanensis
(42) sont responsables d’une forme clinique distincte : la LCM. 1l s’agit d’une forme clinique
peu fréquente: 5% des leishmanioses cutanées localisées a L. (V.) braziliensis se compliquent
d’une LCM (43). Récemment, sur 1017 patients atteints de leishmanioses en Guyane, la
fréquence des formes muqueuses dues a L. (V.) guyanensis était de 0,9% et de 4,2% pour L.
(V.) braziliensis (31). La LCM semblerait étre plus fréquente en cas de co-infection VIH (42).
Cette forme est limitée géographiquement au continent sud-américain. Elle se caractérise par

une atteinte cutanée initiale classique sous forme de LCL suivie 1 a 40 ans plus tard de
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I’apparition de métastases muqueuses de la sphere ORL, potentiellement trés délabrantes. Le

diagnostic est donc souvent tardif et les 1ésions cartilagineuses irréversibles (43).

6) METHODES D’IDENTIFICATION D’ESPECES DISPONIBLES AU CENTRE
HOSPITALIER DE CAYENNE

En Guyane francgaise, cinq espéces sont donc a I’origine de LC. Il est indispensable de
pouvoir identifier ces espéces a partir des lésions cutanées pour permettre un traitement
adapté. Néanmoins, ni le frottis cutané, ni la culture ne peuvent fournir une identification
d’espece. L’analyse des iso-enzymes par électrophorése (méthode MLEE ou multilocus
enzyme electrophoresis) a longtemps ¢été considérée comme le gold standard, mais cette
technique requiert davantage de temps et de personnel.  Plusieurs techniques ont ¢été

développées pour améliorer la rapidité et la précision du diagnostic d’especes.

a) PCR-RFLP

Depuis 2005, le laboratoire hospitalo-universaire de Parasitologie-Mycologie du Centre
hospitaliser de Cayenne a mis en place une technique d'identification moléculaire par analyse
du polymorphisme des fragments de restriction, permettant le diagnostic spécifique des
especes de Leishmania du Nouveau Monde : la PCR-RFLP. Cette technique peut étre réalisée
a partir des cultures et, si elles sont négatives, directement a partir de biopsies ou
prélévements cutanés. Brievement, la technique RFLP repose sur une phase d’extraction
d’ADN des biopsies cutanées. L'ADN extrait est ensuite amplifié¢ avec des amorces congues
pour amplifier une région de 625 paires de bases du gene de I’ARN polymérase 11 (RPOF?2 et
RPOR?2). Puis, une étape de digestion de I’ADN cible par des enzymes de restriction
spécifiques (TspRI et Hgal) est réalisée. L'ensemble du mélange réactionnel est finalement
analysé par électrophorese dans un gel d'agarose a 2% contenant du bromure d'éthidium. Le
profil d’¢lectrophorese est alors spécifique a chaque espéce (31,44).

Une étude sur 112 échantillons de leishmanioses de Guyane montre que cette technique est en
mesure de faire la distinction entre les cing espéces endémiques connues ainsi que deux autres
especes: L. (L.) major et L. (L.) infantum (44). Les taux d'identification des especes étaient de
85,7 % pour les échantillons provenant de biopsie cutanée, de 93,1 % pour les frottis positifs

et de 100 % pour les échantillons provenant de cultures positives (44).
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b) Spectrométrie de masse, MALDI-TOF

Au cours de la derniére décennie, la spectrométrie de masse par Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization—Time of Flight (MALDI-TOF) a été adaptée pour l'identification de
micro-organismes, y compris les Leishmania. Cette technique comprend des données de
spectrométrie de masse pour 33 espéces différentes de Leishmania (45). Sa fiabilité et le délai
de réponse rapide ont incité les laboratoires a utiliser rapidement cette nouvelle technologie.
Un instrument de type MALDI-TOF est un spectrometre de masse couplant une source
d'ionisation laser assistée par une matrice (MALDI) et un analyseur de temps de vol (TOF),
aboutissant a des spectres caractéristiques de chaque espéce. La similitude entre le spectre a
identifier et chaque spectre de référence a été évaluée sur une échelle allant de 0 a 100 (100
indique une correspondance parfaite entre les spectres comparés). Les résultats peuvent étre
exportés sous forme de fichiers Excel avec une valeur de score de similarité pour chacun
d'entre eux. Dans I’étude récente de Lachaud et al. sur 231 souches de Leishmania analysées
par MALDI-TOF, toutes les souches de Leishmania, sauf une, ont €té correctement identifiées
(45).

Depuis 2016, cette technique est utilisée par le laboratoire hospitalo-universitaire de
Parasitologie-Mycologie du Centre hospitaliser de Cayenne et permet ’identification des
especes sur des cultures de biopsie cutanée positives, méme lorsque la PCR-RFLP n’est pas

contributive (45).

¢) « Barcoding » ou séquengage d’ADN

Depuis 2018, la PCR-RFLP a été remplacée par une analyse de séquence génique de la
protéine de choc thermique 70 HSP70 ou du cytochrome b (cyt b) aprés la PCR sur des
¢chantillons prélevés par écouvillonnage. L'échantillonnage par écouvillonnage a remplacé
les biopsies cutanées aprés 2018, car une sensibilité supérieure a été¢ établie dans plusieurs
¢tudes d’Amérique du Sud (46—48).

L’identification des espeéces est réalisée par s€quencage direct des génes codant pour le gene
cyt b et HSP70. Les séquences obtenues sont ensuite soumises a BLASTn pour rechercher des
similitudes avec les séquences de Leishmania déposées sur GenBank et ainsi identifier

I’espéce en cause.

L’analyse par séquencage d’ADN est actuellement la technique de référence pour le

diagnostic d’especes de leishmanioses.
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7) TRAITEMENTS REALISES DANS LE SERVICE DE DERMATOLOGIE DU
CENTRE HOSPITALIER DE CAYENNE

Le traitement des leishmanioses est complexe par son colt, la toxicit¢ des produits
disponibles et la sensibilité variable des différentes especes de Leishmania aux médicaments
disponibles. Le choix du traitement de la leishmaniose se base sur plusieurs facteurs : la
présentation clinique (multiples lésions, forme cutanéo-muqueuse), le terrain du patient et
surtout I’espéce infectante (Tableau 1).
Les traitements classiques de la leishmaniose du Nouveau monde comprennent :
* Les sels pentavalents d’antimoine (Glucantime®) qui agissent par inhibition de la
synthése d’adénosine triphosphate.
e L’amphotéricine B liposomale (Ambisome®), un antifongique de la famille des
polyénes, qui provoque une altération membranaire par fixation a 1’ergostérol.
* La pentamidine (Pentacarinat®), une diamine aromatique agissant par inhibition de la
syntheése d’ADN.
La réalisation de prélévements permettant d’identifier I’espece est nécessaire avant traitement
compte tenu de la fréquence des cas de leishmanioses a L. (V.) braziliensis pouvant donner
une atteinte cutanéo-muqueuse délabrante a distance.
Il ne faut pas oublier de recommander les mesures prophylactiques. Les répulsifs d’insectes
s’averent d’une efficacité limitée, en raison de I’humidité trés élevée en forét. En revanche, le
port de vétements longs, plus efficace, est recommandé ainsi que [’'utilisation de
moustiquaires imprégnées a fines mailles (< 2 mm) pour la sieste et la nuit.
Pour les leishmanioses a L. (L.) amazonensis, L. (V.) lainsoni et naiffi, il n’existe encore
aucune recommandation et un traitement par iséthionate de pentamidine semble préconisé en

premicre intention.
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Tableau 1. Adapté du référentiel de Buffet ez al. 2011 pour la prise en charge des Leishmanioses
du Nouveau-Monde (49)

Indication Options

LCalL. (V. 1. Iséthionate de pentamidine 4mg/kg en 3 injections ou 7mg/kg en dose
guyanensis  unique IM. La seconde option, aussi efficace, est a privilégier compte tenu de
I’étendue du territoire Guyanais (50)
2. En cas d’échec de 2 cures d’iséthionate de pentamidine: Antimoniate de
méglumine (Glucantime®) 20mg SbV/kg/; x 20 jours IVL ou IM ou
Amphotéricine B liposomale 20mg/kg sur 2 a §j

LCalL. (V. 1. Antimoniate de méglumine 20 mg SbV/kg/j x 20 jours IVL ou IM
braziliensis 2. En cas d’échec de 2 cures d’antimoniate de méglumine: Amphotéricine B

liposomale 20mg/kg sur 2 a 8;j

LCM a L. Antimoniate de méglumine 20mg Sbv/kg/j x 28 jours IVL ou IM
V.) En cas d’échec : Amphotéricine B liposomale

braziliensis

IM : Intra-musculaire ; IVL : Intra-veineuse lente

8) LEISHMANIOSES A LEISHMANIA VIANNA NAIFFI ET LAINSONI:

QUE SAIT-ON ?

Comparativement aux leishmania a L. (V) guyanensis et L. (V.) braziliensis, les especes de
leishmanioses a L. (V.) naiffi et L. (V.) lainsoni ont été peu décrites et les données cliniques

peu rapportées.

a) Leishmaniose cutanée a Leishmania Vianna naiffi

1. Généralités et épidémiologie
La LC a L. (V.) naiffi a été décrite pour la premiére fois au Brésil, dans 1'état de Para, en 1989
(51,52). Les auteurs rapportent une culture in vivo difficile, I'organisme s’étant peu développé
dans la peau du hamster, ou il a produit soit une infection cutanée inapparente, soit un nodule

peu important contenant des amastigotes trés rares et petits. Le parasite présente un
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développement typiquement péripylarien, le faisant donc appartenir au sous genre Viannia
(51,53).

Des cas de LC a L. (V.) naiffi ont été rapportés au Brésil, en Equateur, en Guyane francaise et
au Surinam, laissant supposer que L. (V.) naiffi est probablement plus répandue en Amérique

du Sud que ce qui est aujourd’hui rapporté (52,54-56).

il.  Vecteurs et réservoirs identifiés
Cette espéce a été isolée de la peau et des viscéres du tatou a neuf bandes, Dasypus
novemcinctus (51). Quant aux vecteurs supposés, L. (V.) naiffi a été isolé sur plusieurs especes
de phlébotomes au Brésil: Lutzomia (Lu.) ayrozai, Lu. paraensis, Lu. squamiventris (51—
53,57). En Guyane frangaise, L. (V.) naiffi a ¢été observée dans une femelle de Lu.
squamiventris (58), phlébotome déja signalé comme possible vecteur de L. (V.) naiffi au
Brésil (53). En Equateur, deux études suggerent que Lu. fortura est responsable de la

transmission de L. (V.) naiffi (59,60).

iii.  Forme clinique et aspect thérapeutique

Seuls quelques cas ou petites séries ont €té rapportés (54-56,61). Les I€sions cutanées sont
souvent ulcérées, petites, uniques, localisées sur les bras et les jambes (Figure 8) (55).
Aucune atteinte muqueuse n’a pour le moment été rapportée. Ces études décrivaient une
évolution clinique globalement bénigne avec guérison soit spontanée soit avec des injections
de pentamidine. Ces résultats sont soutenus par des études in vitro observant que L. (V.) naiffi
présentait le plus faible indice d'infection et la production d'oxyde nitrique la plus élevée par
rapport aux autres especes du sous-genre Viannia et semblait donc moins pathogeéne pour
I'homme que les autres especes (62).

Cependant récemment, deux séries ou cases-report suggerent que L. (V.) naiffi pourrait étre
plus sévere et résistante aux traitements habituels, avec une faible réponse au traitement par
antimonial ou pentamidine (63,64). Certains auteurs discutent de 1'association possible entre
une mauvaise réponse thérapeutique et la présence de virus & ARN de Leishmania,
contribuant a I’augmentation de la virulence du parasite et a la modification de la réponse
thérapeutique en réduisant la sensibilité au stress oxydatif (64,65). Il est donc intéressant et
nécessaire d’analyser d’autres cas de leishmanioses a L. (V.) naiffi pour pouvoir en

comprendre les aspects épidémiologiques, cliniques et thérapeutiques.
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b) Leishmaniose cutanée a Leishmania Viannia lainsoni

1. Généralités et épidémiologie

La LC a L. (V.) lainsoni, appartenant ¢galement au sous-genre Viannia, a ét¢ décrite pour la
premicre fois en 1987 (66) au Brésil, dans 1'état de Para. Ces promastigotes différent de ceux
appartenant aux L. (V.) braziliensis ou guyanensis par leur grande taille et leur long flagelles
pouvant attendre 36,42um (66). L. (V.) lainsoni se caractérise également par sa facilité¢ de
culture dans des milieux de culture axéniques simples (67). Plusieurs études font état d'un
profil phylogénétique atypique avec une lignée distincte, comparé aux autres especes du sous-
genre Viannia (67-69).

Cette leishmaniose semble présenter une large répartition en Amérique du Sud avec des cas
signalés au Brésil (66), dans les régions Sub-Andines et amazoniennes du Pérou (70,71), des
régions climatiques subtropicales et Sub-Andines de la Bolivie (69,72), au Surinam (73), en

Guyane frangaise (31,44) et récemment en Equateur (74).

il. Vecteurs et réservoirs identifiés
L. (V.) lainsoni circule en milieu sylvatique. Les cas d’infection chez ’homme sont rares,
probablement du fait d’une faible anthropophilie du vecteur. Le réservoir de L. (V.) lainsoni
semble étre 1’ Agouti paca (Rodentia : Dasyproctidae) (75). Le vecteur suspecté au Brésil est
Lu. (Trichophoromyia) ubiquitalis (76,77). Des infections de phlébotomes par L. (V.) lainsoni
ont été détectées chez Lu. nuneztovari anglesi en Bolivie (69), et Lu. auraensis dans les foréts
primaires du Pérou (78). Pour le moment, aucun vecteur ni réservoir n’ont €té caractérisé€s en

Guyane frangaise.

1ii. Forme clinique et aspect thérapeutique:
Peu de données cliniques et thérapeutiques existent pour cette espéce, mais comme L. (V.)
naiffi, il semble que L. (V.) lainsoni provoque des ulceres ou des Iésions nodulaires (Figure 8)

(66,67), sans atteinte muqueuse décrite.
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Figure 8. (A) Lésion nodulaire du canthus interne due a L. (V.) lainsoni. (B) LC a L. (V.) naiffi
avec un ulcére peu important de la main.

9) OBJECTIFS DE PETUDE

En collectant de fagon rétrospective tous les cas de LC a L. (V.) naiffi et L. (V.) lainsoni, nous
souhaitons évaluer la distribution géographique, les caractéristiques épidémiologiques,
cliniques et thérapeutiques des LC a L. (V.) naiffi et L. (V.) lainsoni en Guyane frangaise.
Notre deuxiéme objectif est d'examiner la variabilit¢ génétique intra-espéces par analyse
phylogénétique, pour ainsi rechercher de possibles associations entre le polymorphisme

génétique et les caractéristiques cliniques ou épidémiologiques de ces especes.
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ABSTRACT

Background: In French Guiana, five species are associated with cutaneous leishmaniasis
(CL): Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (L.)
amazonensis, Leishmania (V.) lainsoni and Leishmania (V.) naiffi. Though infections with
Leishmania (V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis and L. (L.) amazonensis have been
extensively described, there are few available clinical and genetic data on L. (V.) lainsoni and
L. (V.) naiffi.

Methodology: We determined the clinical and epidemiological features of all cases of CL due
to L. (V.) naiffi and L. (V.) lainsoni diagnosed in French Guiana between 2003 and 2019.
Phylogenetic analysis was performed by sequencing a portion of HSP70 and cyt b genes.

Principal findings: Five cases of L. naiffi and 25 cases of L. lainsoni were reported. Patients

infected by L. (V.) lainsoni were more frequently born in Brazil than in French territory (p=
0,005) and were usually infected on gold camps, mostly along the Maroni river (60%)
(p=0.001), while L. naiffi was observed in French patients infected on the coast (100%). A
high number of pediatric cases (n=5; %) was observed for L. (V.) lainsoni. A mild clinical
course was observed for all cases of L. (V.) naiffi. Phylogenetic analysis revealed different
geographical clusters within L. (V.) naiffi and L. (V.) lainsoni but no association were found
between phylogenetic and clinical features.

Discussion: Our data suggest distinct socio-epidemiological features for these two Leishmania
species. Patients seem to get infected with L. (V.) naiffi during leisure activities in anthropized
coastal areas, while L. (V.) lainsoni shares common features with L. (V.) guyanensis and
brasiliensis and seems to be acquired during professional activities in primary forest regions.
Phylogenetic analysis has provided information on the intraspecific genetic variability of L.

(V.) naiffi and L. (V.) lainsoni and how these genotypes are distributed at the geographic level.
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INTRODUCTION

Leishmaniasis is considered as a “neglected tropical disease” by the World Health
Organization (1), affecting at least 12 million people in 98 countries (2). It is caused by
parasites of the genus Leishmania. Leishmania flagellates are grouped into two sub-genera,
Leishmania and Viannia, according to their development in the insect digestive tract,
confirmed by phylogenetic studies.

In French Guiana, five species of Leishmania, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania
(Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) lainsoni
and Leishmania (Viannia) naiffi, are reported to be associated with cutaneous leishmaniasis
(CL) and mucocutaneous leishmaniasis (MCL) (3-5). The clinical form will depend on
several factors including the infecting species and the host immunological response. L. (V.)
guyanensis and L. (V.) braziliensis, the predominant species in French Guiana, have been well
documented in the literature (3,5-7). L. (V.) braziliensis is a virulent species that is potentially
responsible for mucous involvement, although L. (V.) guyanensis has also been incriminated
in diffuse clinical presentation and mucosal involvement, to a lesser extent (5,8).

However, L. (V.) lainsoni and L. (V.) naiffi have been poorly described and the clinical data of
these patients were not thoroughly studied. CL due to L. (V.) naiffi was described for the first
time in Brazil, in Para state, in 1989 (9,10) and has been isolated from both skin and viscera
of the nine-banded armadillo, Dasypus novemcinctus (9,11). Since then, only few cases or
small series have been reported (12—15). These reports described a benign clinical course with
spontaneous healing or a good outcome with pentamidine. However, recent reports suggest
that L. (V.) naiffi could be more severe and resistant to first-line treatment, with a poor
response to meglumine antimoniate or pentamidine (16,17).

CL due to L. (V.) lainsoni was first described in 1987 (18) and seems to be widely distributed
in South America with cases reported in Brazil, Peru, Bolivia, Surinam, French Guiana and
recently in Colombia and Equator (5,19-23) Several studies reported an atypical phylogenetic
profile with distinct lineage, compared to other species of the Viannia subgenus (24-26). L.
(V.) lainsoni is also characterized by the ease of cultivation in simple axenic culture media
compared to other Leishmania from Viannia sub-genera (26). Similarly to L. (V.) naiffi, it
appears that L. (V.) lainsoni causes small ulcers or nodules (18,26). However, these data are
scarce and deserve further investigations.

This present study aimed to evaluate the clinical features and distribution of L. (V.) naiffi and

L. (V.) lainsoni in French Guiana. Our second objective was to examine intra-species genetic
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variability by phylogenetic analysis, to look for associations between genetic polymorphism

and clinical or epidemiological features.

MATERIALS AND METHODS:

Inclusion criteria

We conducted an observational, retrospective study across French Guiana. All patients with
proven diagnosis of L. (V.) lainsoni or L. (V.) naiffi infections between 01/01/2003 and
01/05/2019 were included. Cases were extracted from the register of the Laboratory of
Parasitology of the Cayenne Hospital, which is the referral center for diagnosis of CL in
French Guiana.

A new case was defined by the absence of documented history of leishmaniasis in the twelve
previous months before the date of consultation. Diagnosis was made either by a positive
detection of Leishmania naiffi or lainsoni using polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) on skin biopsies (5,27), by sequencing a portion
of HSP70 gene after PCR on swab samples or on skin biopsies (28), or by Matrix Assisted
Laser Desorption/Ionization — Time of Flight (MALDI-TOF) from positives cultures (29).
The study was conducted in the Cayenne General Hospital and in the health centers for
remote areas (Figure 1).

According to the French public Health and Bioethical Law by the time of the study period, no
ethics committee approval was needed for this observational study on routinely collected
biological material (Article L1121-1 and Article R1121-3). This study used only health care
data that are routinely used for clinical purposes and is part of the usual research works of the
National Reference Center for Cutaneous Leishmaniasis. The identification of Leishmania
species corresponded to the surveillance and alert mission of the National Reference Center
(CNR) of Leishmania. All patients were informed (leaflets, posters in several local languages)
that data and analysis results may be used for research and scientific publications, and that

they had a right to refuse.
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Figure 1. Flow-chart of the study

Study variables

The study variables were collected from medical records of the dermatology and parasitology
departments of the Cayenne hospital as follows: age, sex, birth and living places, site of
possible contamination, profession and clinical factors: immunodeficiency disease, clinical
presentation, number and diameter of lesions, time of evolution before diagnosis,
lymphadenopathy and treatment. Places of contamination were classified as in previous
studies, by dividing French Guiana in four main regions (5): Coastal region, Maroni region,

Center region and Oyapock region.

Leishmania species identification

Due to the presence of several Leishmania species in French Guiana and the clinical
implications of species identification, several techniques have been developed during the last
decade to improve the speed and precision of parasitic diagnosis. Since 2005, the
development of a PCR-RFLP technique targeting a 615-bp region of the RNA polymerase II
gene has allowed a precise species identification of most cases of cutaneous leishmaniasis.
(5,27). Since 2016, another technique based on MALDI-TOF has been developed and allows

species identification on positive skin biopsy cultures, even when PCR-RFLP is not
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contributive (29). Since 2018, PCR-RFLP has been replaced by a gene sequence analysis of
heat-shock protein 70 (HSP70) after PCR on swab samples (28). Sampling with swabs
replaced skin biopsies after 2018, as a superior sensitivity was established in several studies
throughout South America (30-32).

A retrospective research was performed to retrieve all samples of L. (V.) naiffi and L. (V.)
lainsoni identified since 2007 with any of these three techniques (Figure 1). For all retrieved
strains and DNA samples, a diagnostic confirmation was then obtained by PCR and

sequencing of the same portion of the HSP70 and cyt b genes (Figure 1).

DNA extraction and PCR amplification for Leishmania identification

DNA extraction was performed using QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany),

according to the  manufacturer’s instructions. Primers Hsp70sen  (5°-
GACGGTGCCTGCCTACTTCAA-3) and Hsp70ant (5> CCGCCCATGCTCTGGTACATC
3’) (28) were used to amplify HSP70 fragment. PCR conditions were 95°C for 5 min.
following by 35 cycles of 95°C for 1min, 60°C for Imin and 72°C for 1.5min, with a final
extension at 72°C for Smin. For the ¢yt b gene, LCBF1 (5-GGTGTAGGT
TTTAGTTTAGG3") and LCBR2 (5'-CTACAATAAACAAATCATAATATACAATT-3")
(33) were used with the following PCR conditions: 95°C for 5 min. and 35 cycles of 95°C for
Imin, 58°C for 1min and 72°C for 1.5min, with a final extension at 72°C for 5min. PCR
products were checked using the 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
and were sent to Eurofins (Ivry sur seine, France) for sequencing. Obtained gene sequences
were subjected to BLASTn on GenBank (NCBI web site) to search similarity with the

Leishmania sequences.

Sequences alienment and phylogenetic analyses

The sequences were aligned by using CLUSTALX 2.1 sofware. Using MEGA software 7.0

(Penn State University, PA, USA), a phylogenetic tree was then built for each gene. Distances
from nucleotide sequences were estimated with the Kimura-2 parameter model (34), and trees
were built with the maximum likelihood (ML) method and bootstrap resampling was used
across 1000 replicates.

The database for phylogenetic analyses consisted of HSP70 gene sequences from L. (V.)
lainsoni (GenBank accession number: FN395047; FN395049; LN907839; GUO071179;
FN395050), L. (V.) naiffi (FR872767; GU071183; FN395056; KX573968), L. (V.) guyanensis
(FN395052), L. (V.) braziliensis (FN395043) L. (L.) donovani (KX061893), L. (L.) infantum
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(JX021433), L. (L.) tropica (KX061899), L. (V.) peruviana (EU599089), L. (L.) amazonensis
(EU599090), L. (L.) major (HF586346), T. cruzi (KC959990).

The database for phylogenetic analyses consisted of cyt b gene sequences from L. (V.)
lainsoni (GenBank accession number: LC153271), L. (V.) naiffi (LC153257), L. (V.)
guyanensis (AB095969), L. (V.) braziliensis (AB095967), L. (V.) panamensis (AB095968), L.
(L.) amazonensis (EF579902), T. vivax (KM386446).

Lastly, sequence genetic diversity and haplotype diversity were calculated for cyr b and

HSP70 genes using DNAsp v.5.0 (23).

Statistical analysis

The relationship between clinical-demographic variables and the infecting Leishmania
species was analyzed using Fisher’s exact test. Statistical analyses were performed using
GraphPad Prism software (v 6.01, San Diego, USA) with a significance bilateral
threshold of 0.05.

RESULTS:

Identification of Leishmania species

Between 01/01/2003 and 01/05/2019, five cases of L. (V.) naiffi and 25 cases of L. (V.)

lainsoni were diagnosed in French Guiana. Concerning L. (V.) naiffi, all cultures were
positive and the initial species identification was made by PCR-RFLP in two patients,
MALDI-TOF in one of them and by HSP70 gene sequencing in two others. These results
were later confirmed by sequencing analysis performed on a fraction of HSP70 gene for four
patients (Figure 1). For one of them, PCR failed and a subsequent phylogenetic analysis was
not achievable.

Concerning L. (V.) lainsoni, 14 (56%) cultures were positive, seven were negative and this
information was missing for four patients. Species identification was performed by PCR-
RFLP for 21 patients, by MALDI-TOF for two and by sequencing a portion of HSP70 gene
for two patients. Sequencing analysis performed on a fraction of HSP70 gene confirmed the
results for 18 patients (Figure 1). Amplification of HSP70 gene failed for 7 of these samples.
Concerning phylogenetic analysis of ¢yt b, amplification was achievable for 4 patients with L.

(V.) naiffi and 11 samples of L. (V.) lainsoni (Figure 1)
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L. (V.) naiffi and L. (V.) lainsoni had distinct clinico-epidemiological features (Table 1)

Between 2003 and 2019, thirty patients were included: five with a proven diagnosis of L. (V.)
naiffi and twenty-five of L. (V.) lainsoni. The median age of the 30 patients at diagnosis was
33,5 years [range 0 to 63] and the sex ratio was 1,5 (18 men/12 women). Most patients were
born in Brazil (n=17, 57%), followed by patients born in French Guiana (n=5, 17%) and
French mainland (n=5, 17%).

Patients infected by L. (V.) lainsoni were significantly more frequently born in Brazil than in
French territory (including French mainland, French Guiana and French Caribbean) (p=
0,005). Eight of the 30 patients (27%) patients had an outdoor occupational profession, 20%
were gold miners, 3% foresters and 3% military. For nine patients (30%), professional data
were missing. Concerning L. (V.) naiffi, none of the five-recorded patients worked as a gold
miner. Only one of them belonged to the military and was likely to work in primary forest. In
total, the Maroni region was the most frequent site of probable contamination (n=15, 50%),
followed by the coastal region (n=9, 30%), then the center region (n=4, 13%) and the
Oyapock region (n=2, 7%). The site of possible contamination was exclusively the coastal
region (100%) for L. (V.) naiffi and mostly the Maroni region for L. (V.) lainsoni (60%)
(p=0,001).

HIV serology was positive for two patients infected with L. (V.) lainsoni but for none of the
patients infected with L. (V.) naiffi. These two patients had several large lesions up to 4cm
and 3cm respectively.

The median duration of symptoms before diagnosis was two months [range 0.5 - 59]. The
lesions were mainly ulcers (80%), involving uncovered areas. L. (V.) lainsoni was more
frequently responsible for multiple lesions (11 cases) than L. (V.) naiffi (0 case). Indeed, for L.
(V.) naiffi, a mild clinical course was usually observed, with no regional lymph node; only
one lesion per patient was described, involving exclusively the limbs. Socio-demographic and
clinical characteristics of patients infected by L. (V.) naiffi are detailed in Table 2. There was

no case of mucosal involvement in the study population.
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Tableau 1 - Main findings according to Leishmania species

Total Leishmania naiffi Leishmania
Characteristics n=30 n=3 Lainsoni
n=25
Sex, n (%)
Male 18 (60) 5(100) 13 (52)
Female 12 (40) 0(0) 12 (48)
Place of Birth, n (%)
French mainland 5(17) 3 (60) 2 (8)
French Guiana 5(17) 1 (20) 4 (16)
French Caribbean 1(3) 1 (20) 0(0)
Brazil 17 (57) 0(0) 17 (68)
Surinam 0(0) 0(0) 0(0)
Other 1(3) 0 (0) 1(4)
Unknown 1(3) 0(0) 1(4)
Occupation, n (%)
Gold miner 6 (20) 0(0) 6 (24)
Forester 1(3) 0(0) 1(4)
Military 1(3) 1 (20) 0 (0)
Other 13 (43) 4 (80) 9 (36)*
Unknown 9 (30) 0(0) 9 (36)
Age at diagnosis
Median (range) (y) 33,5 (0-63) 39 31 (0-63)
<16, n (%) 5 0(0) 5(20)
>16, n (%) 25 5 (100) 20 (80)
Site of probable contamination
Coastal region 9 (30) 5(100) 4 (16)
Maroni region 15 (50) 0(0) 15 (60)
Center region 4(13) 0(0) 4 (16)
Oyapock region 2 (7) 0(0) 2 (8)
Time.: of evolution before diagnosis, 2(0,5-59) 2(1-59) 175 (0.5—7)
median (range) (m)
Type of lesion, n (%)
Ulcer 24 (80) 4 (80) 20 (80)
Papule 0 (0) 0(0) 0(0)
Nodule 3 (10) 1 (20) 2 (8)
Plaque 0 0(0) 0(0)
Unknown 3 (10) 0(0) 3(12)
Number of lesions, n (%)
Unique 17 (57) 5(100) 12 (48)
Two 7 (23) 0 (0) 7 (28)
>3 4 (13) 0 (0) 4 (16)
Unknown 2(7) 0(0) 2 (8)
Localization, n (%) **
Head/Neck 4(12) 0(0) 4 (16)
Trunk 0 0(0) 0(0)
Upper limbs 14 (42) 3 (60) 11 (44)
Lower limbs 14 (42) 2 (40) 12 (48)
Unknown 1(3) 0(0) 1(4)
Regional lymph node, n (%) 7(23) 1(20) 6 (24)
Lymphangitis, n (%) 2(7) 0 (0) 2(8)
First line treatment, n (%)
Abstention 5(17) 3 (60) 2 (8)
Pentamidine 16 (53) 2 (40) 14 (56)
Meglumine antimoniate 1(3) 0(0) 1(4)
Liposomal amphotericin 0 (0) 0(0) 0(0)
Unknown 8 (27) 0(0) 8 (32)

* 5 patients were children; others included one teacher, one medical resident, one was build worker, and one
patient had no job; ** Some patients had multiples lesions
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Therapeutics and follow-up data

L. (V.) lainsoni

The first line therapy was pentamidine for 14 (56%) of patients, meglumine antimoniate

(mean dose of 20 mg antimony/kg/day) for one and abstention for two patients (Table 1).

During the follow-up, six patients (35%) required a second therapeutic line by a new injection

of pentamidine for five patients and meglumine antimoniate for one.

Leishmania (Viannia) naiffi

Two subjects were initially treated with pentamidine and three individuals were initially not

treated. One patient experienced a poor response to pentamidine therapy and required a

second line by meglumine antimoniate (mean dose of 20 mg antimony/kg/day) therapy

(Table 2).

Tableau 2 - Demographic and clinical data of patients infected with Leishmania (Viannia) naiffi

Patient ID 1 2 3 4 5
Gender M M M M M
. French . French French French
Place of Birth mainland French mainland Caribbean Guiana mainland
Ageat 38 57 39 53 39
diagnosis
. - Building and .
Occupation Teacher Military . Office worker Deliverer
public work
. Coastal Coa.s tal
Site of . . . Coastal region
region Coastal region Coastal region . .
probable . region (Remire
contamination (St Laurent (Primary forest) (Cayenne) (Regina) Montjoly)
du Maroni) & JOLy
Time-to-

diagnosis, 2 1 59 2 3

months

Number of | 1 1 1 1

lesion, (n)

Semiology Ulcer Ulcer Nodule Ulcer Ulcer
Localization Upper limb Lower limb Upper limb Upper limb Lower limb
Adenopathy 0 0 0 0 0

Lymphangitis 0 0 0 0 1
First line Abstention Pentamidine Pentamidine Abstention Abstention
treatment
Outcome Cure Cure Failure Cure Cure

Second line None None Meglurmne None None

treatment antimoniate

Outcome - - Cure - -
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A high rate of pediatric cases was observed with L. (V.) lainsoni

L. (V.) lainsoni presented a high rate of pediatric cases. Indeed, five patients (20%) were
children (<16 years old) (Table 1), with three children under two years old. They were
predominantly born in French Guiana (4/5) and one in Brazil. Three Boys and two girls were
affected. They lived preferentially in rural areas, two on gold mining sites near the Maroni
river, one at Saint-Elie, one at Cacao and the last one at Saint-Laurent. Their places of living
were the presumptive contamination sites. Children presented a median of one lesion per
patient [range: one to three]. Time-to-diagnosis was less than three months for all children.
Ulcers were the unique lesion type with presence of regional lymph node in two patients. Two
children presented lesions located on the head. Among the five children, three were initially
treated with a unique pentamidine injection with a healing of cutaneous lesions. The youngest

child was not treated (with self-disappearance of lesions) and the last one was lost to follow-

up.

Phylogenetic analysis finding

We performed sequencing analysis on a fraction of HSP70 gene for four L. (V.) naiffi and 18
L. (V.) lainsoni. Concerning cyt b gene analysis, four L. (V.) naiffi and 11 L. (V.) lainsoni
were studied (Figure 1). Theses sequencing analysis confirmed the identification made by
PCR-RFLP and MALDI-TOF.

The sequences obtained from the HSP70 and cyt b genes were aligned and a robust
phylogenetic reconstruction was carried out. The results with HSP70 showed differentiated
clusters corresponding to L. (V.) naiffi and L. (V.) lainsoni, which were also, separated from
all other Leishmania species (Figure 2). It was also possible to show that within the clusters
of L. (V.) lainsoni and L. (V.) naiffi, intra-species divergence occurred (Figure 2).

The common term of haplotype is a specific group of mutations or a collection of Single
Nucleotide Polymorphism (SNP) in the orthologous gene of the parasite. The diversity
analysis performed for the HSP70 gene, in 24 and 8 sequences analyzed, showed a total of 3
and 23 polymorphic sites and 3 and 23 mutations for L. (V.) lainsoni and L. (V.) naiffi
respectively (Table 3). Based on the haplotype (Hd) and nucleotide diversity indexes (), for
each species, L. (V.) naiffi showed a higher genetic diversity (Hd = 0,893) and nucleotide
diversity (1 = 0,00519), than L. (V.) lainsoni, which showed a moderate genetic diversity (Hd
= 0,598) and nucleotide diversity (m = 0,00055) (Table 3). Regarding the cyr b gene,
haplotype and nucleotide diversity indexes also revealed that L. (V.) naiffi had higher values
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(Hd = 0,700, = = 0,00357), compared to L. (V.) lainsoni (Hd = 0,318, = = 0,00132) (Table
3).

Table 3. Genetic diversity parameters of Leishmania HSP70 and Cyt b genes sequences

HSP70 gene
Species N S Eta Hd m K
L (V) 24 3 3 0,598 | 0,00055 | 0,688
Lainsoni
L. (V.) naiffi 8 23 23 0,893 ] 0,00519 | 6,464
Cyt b gene
Species N S Eta Hd m K
L (V) 12 5 5 0,318 | 0,00132 | 1,106
Lainsoni
L. (V.) naiffi 5 7 7 0,700 | 0,00357 | 3,000

N = Number of sequences. S = Number of polymorphic sites.
Eta = Total number of mutations.
Hd = Haplotype diversity. © = Nucleotide diversity.

K = Average number of nucleotide differences.

For L. (V.) naiffi, the sequences obtained with HSP70 were closed to Brazilian strains (cluster
I). We noticed that patient n°2 corresponding to cluster II (light blue shading) differed from
the others and from the Brazilian strains, individualizing two different genotypes within L.
(V.) naiffi (Figure 2). Analysis with cyt b gene supports these results (Supplementary Figure
S1).

For L. (V.) lainsoni, phylogenetic analysis performed with HSP70 gene highlighted two
profiles, cluster III (red) constituted by seven patients and cluster IV (yellow) constituted by
eleven patients (Figure 2). Theses two clusters were distinguished by a mutation concerning
a single nucleotide c.675G>A (Supplementary Figure S2).

Cluster III strains were similar to strains from Peru, Brazil and Bolivia. Conversely, cluster [V
was only made by French Guiana strains. Though phylogenetic analysis with ¢yt b did not
yield any significant results due to poorly successful PCR, there were no clearly discordant
results between phylogenetic trees obtained with Hsp70 and cyt b. (Supplementary Figure
S1). Patients from cluster III were contaminated along the Maroni and the Oyapock rivers for
five and two patients respectively. In cluster IV, the site of probable contamination was the
coastal region and the center region for four and two patients respectively, and the Maroni
river for five patients. The sites of probable contamination of all different clusters are detailed

in Figure 3.
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Figure 2. Molecular Phylogenetic analysis by Maximum Likelihood method for HSP70

The evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method based on the
Tamura-Nei model (35). The tree with the highest log likelihood (-3176.92) is shown. The percentage
of trees in which the associated taxa clustered together is shown next to the branches. Initial tree(s) for
the heuristic search were obtained automatically by applying Neighbor-Join and BioNJ algorithms to a
matrix of pairwise distances estimated using the Maximum Composite Likelihood (MCL) approach,
and then selecting the topology with superior log likelihood value. The tree is drawn to scale, with
branch lengths measured in the number of substitutions per site. The analysis involved 42 nucleotide
sequences. Codon positions included were 1st+2nd+3rd+Noncoding. All positions containing gaps
and missing data were eliminated. There were a total of 1242 positions in the final dataset.
Evolutionary analyses were conducted in MEGA7 (36).

Dark blue shading represents patients from cluster I, Light blue shading represents patients from
cluster II.

Red shading indicates patients from cluster III and yellow shading indicates patients from cluster V.

A patient from cluster IV has two strains analyzed.
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Figure 3. Geographical distribution of the different genotypes within the 18 L. (V.)
lainsoni and the 4 L. (V.) naiffi in French Guiana (drawn with Google Maps software,
Google Inc. Mountain View, CA)

Each dark blue circle represents one patient from the cluster I. The light blue circle
represents the only patient from cluster II. The exact contamination site of the only patient

from cluster II is uncertain, but is located somewhere in the primary forest of the coastal

region.



DISCUSSION

So far, Leishmania Viannia lainsoni and naiffi had not been strongly evaluated. This study
offers new comprehensive data concerning the clinico-epidemiological features of CL due to

L. (V.) naiffi and L. (V.) lainsoni in French Guiana.

French Guiana is divided in two different ecological regions, the hinterland covered by
primary rain forest, where small gold mines and Amerindian villages are the only human
settlements. On the other hand, the coastal region covers the north of the territory and is more
anthropized (6,37,38). Interestingly, our results suggest distinct socio-epidemiological
features for L. (V.) naiffi and L. (V.) lainsoni. The analysis of species at the regional level
showed different patterns of geographic distribution between L. (V.) naiffi and L. (V.)
lainsoni. In fact, patients seemed to get infected with L. (V.) naiffi during leisure activities in
anthropized coastal areas, while L. (V.) lainsoni seemed to be acquired during professional
activities (such as gold mining) in primary forest regions (37). L. (V.) lainsoni was also
reported mainly in rain forest regions in Peru (39).

Besides, our cohort of L. (V.) naiffi comprised no Brazilian patient and no gold miner, though
Brazilian gold miners are known to make up most of the population of CL in French Guiana
(5,38). On the other hand, infections with L. (V.) lainsoni involved Brazilian patients in 68%
of cases. Only 24% declared themselves as gold miners, but this activity was probably under-
declared, as it is illegally performed on French territory. Therefore, the epidemiology of L.
(V.) lainsoni in French Guiana seems to present epidemiological features that are very similar

to L. (V.) guyanensis or L. (V.) braziliensis (4,5,7,40).

A mild clinical course was observed for all cases of L. (V.) naiffi in this study. These findings
are supported by experimental studies showing that L. (V.) naiffi frequently causes discrete or
even non-apparent infections on hamsters’ skin (9). In vitro analysis have also demonstrated
that L. (V.) naiffi had the lowest infection index and the highest nitric oxide production
compared with other species of the Viannia subgenus and consequently was possibly less
pathogenic in human than other species (41). Only one patient had a chronic presentation with
an ulcerated lesion that had progressed for 59 months before the isolation of L. (V.) naiffi.

It is also possible that L. (V.) naiffi infection is under diagnosed, as patients with self-limited
skin problem may not present themselves in medical consultation. Besides, the arrivals of new

techniques such as sequencing analysis allow a better identification and consequently more
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cases of L. (V.) naiffi could be expected. Indeed, L. (V.) naiffi could be improperly identified

in previous studies.

Conversely, L. (V.) lainsoni appears to be responsible for a louder clinical course than L. (V.)
naiffi. Indeed, 44% of patients had more than one lesion and a lymphangitis was present for
24% of them. Clinical data on L. (V.) Lainsoni in the literature are scarce. It has been reported
that L. (V.) Lainsoni causes small single cutaneous ulcers similarly to other Leishmania
parasites belonging to the Viannia subgenus (18,26). Recently, atypical manifestation with
crusting scab that presented irregular edges has been reported in one patient in Peru (42).

To date, L. (V.) naiffi and L. (V.) Lainsoni have never been incriminated in mucosal

involvement (12—-15,18,19,26). Our data seem to support these findings.

Interestingly, L. (V.) Lainsoni appears to be associated with a high rate of pediatric cases,
n=5. In the literature, one case of CL in children under 12 years old caused by L. (V.)
Lainsoni was reported in Manaus, Brazil (43). Information on the clinical spectrum, burden
and efficacy of treatment for CL in children is scarce. In our cohort, 3/5 children lived in
particular exposed areas, near gold mining sites where deforestation occurs and vectors are
brought close to human dwellings (44). The immune response may differ in adults and
children. It has been reported that children with CL showed exaggerated delayed-type
hypersensitivity. This form of cellular immunity is related to a long time of exposure in
children living in endemic zones (44,45). The presence of an intra-familial CL case was found
to be an important risk factor (46). However, there was no element in our data to support the
hypothesis of intra-domiciliary contamination, as all patients belonged to different families.
However, ancient infections in parents could have been unnoticed. Several studies make the
assumption that adults could serve as both the reservoir and the source of infection for
children (46). Concerning the other clinical features of L. (V.) lainsoni, our results were
similar to previous reports, the predominant presentation being a unique ulcer, localized on
the face or the extremities (44,45,47).

Among the 4 children with available data on treatment, one had a spontaneous healing and
three were cured with pentamidine, contrasting with several studies which reported high
proportions of treatment failure (48-50). Additionally, initial treatment by meglumine
antimoniate has been reported as a risk factor of therapeutic failure in children (49), which
primarily stems from a higher antimony clearance rate (51). Our data may suggest that

pentamidine could be an adequate treatment for pediatric CL with L. (V.) lainsoni.
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Concerning therapeutic data in adults, only one patient with L. (V.) naiffi presented a
therapeutic failure with pentamidine and required meglumine antimoniate. This patient had
particular clinical features with a chronic leishmaniasis presentation. The other patients had
benign clinical course with spontaneous healing or after pentamidine, as reported in several
series (12—15). Recent reports suggested that L. (V.) naiffi could be resistant to usual
treatment, with a poor response to meglumine antimoniate or pentamidine therapy (16,17).
Goncalves et al. (17) discussed the possible association between poor therapy response and
the presence of the Leishmania RNA virus that could contribute to increased parasite
virulence by reducing the sensitivity to oxidative stress (52). Further studies are needed to
understand the factors associated with treatment failure.

Regarding L. (V.) Lainsoni, therapeutic data in the literature are lacking. In our cohort, the
first line therapy was pentamidine for 14 (56%) of patients. Among these patients, 10 were
cured or had a partial amelioration, one had no improvement and the data are missing for

three patients. Our data seems to indicate a pentamidine-sensitive disease.

Phylogenetic analysis of 4 and 18 cases of L. (V.) naiffi and lainsoni respectively offers new
insight on their intra-species genetic variability. In this study, we used HSP70 and cyt b genes
sequencing to study genetic diversity among L. (V.) naiffi and L. (V.) lainsoni. Sequencing of
these two targets identified higher intra-species variability in L. (V.) naiffi than for L. (V.)
lainsoni (Table 3). In a previous study, estimates of divergence among five different species
also identified L. (V.) naiffi as the most polymorphic one (53). However, these findings should
be confirmed with a higher number of samples.

When examining possible associations of the genotypic groups with epidemiological and
geographical data, several links could be observed. We noticed that the only patient from
cluster II (patient 2) belonged to the military and consequently worked in primary forest and
could be infected on his workplace, whereas patients from cluster I were contaminated in the
coastal region during leisure activities. These two distinct L. (V.) naiffi population observed
may have originated in two different ecologically regions with different vectors or reservoirs.
Indeed, the costal region is typically divided in multiple distinct ecotopes such as beaches,
mangroves, coastal swamps, and small patches of primary rainforests. It has been reported in
Ecuador that the peri-domiciliary ecotope showed higher diversity of sand flies and higher
number of infected sand flies than the forest ecotope (54) due to the high diversity of blood
sources (such as humans, chickens, cows, and dogs) available on the coast (55). It is therefore

essential to determine if domesticated animals are reservoirs of this disease, as the risk of
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infection would be higher in these areas than in the forest.

While patient 2 remained separated, strains from Cluster I were closely related to previously
published Brazilian ones. However, clinical features could not be compared with previous
works as these studies did not mention any symptom or therapeutic response (53,56,57). As
for Panamanian strains, to the best of our knowledge, human infection with L. (V.) naiffi has
not yet been reported in Panama, all strains being isolated in animals. Thus, we were not able
to compare these strains and shed light on their different phylogenetic profiles.

Concerning L. (V.) lainsoni, cluster III strains were similar to their counterparts from Peru,
Brazil and Bolivia, while cluster [V was made up only by French Guiana strains. We noticed
that in cluster IV, the site of probable contamination was the coastal region and the center
region for four and two patients respectively, whereas these regions were never involved in
patients from cluster III, who all got infected along the Maroni and the Oyapock, these two
rivers being the natural borders between French Guiana, Surinam and Brazil. Therefore, a
genetic proximity with Brazilian strains could be expected. Indeed, it has been suggested that
a degree of similarity was higher between strains whose geographical origins were closer
(58). Unfortunately, there was no available sequence from Surinam to allow a genetic
comparison of the Maroni strains. These results may suggest the existence of specific strains
of French Guiana (Cluster 1V), along with a trans-border circulation of less specific ones
(Cluster III). However, we report no clinical, epidemiological or therapeutic difference
between these two clusters of L. (V.) lainsoni.

However, the fact remains that the different clinical expressions of CL depend on both intra-
species genetic diversity of Leishmania and host immune status (59). In addition to the intra-
species genetic variability of Leishmania, host immune reaction performs a significant
function in the clinical presentation of CL. For instance, patients with T cell defect frequently
present an anergic condition named anergic diffuse CL characterized by multiple nodular

lesions full of amastigotes (60).

Among Viannia parasites, reports have indicated that genetic variations were extensive, with
some clones widely distributed and others localized to a particular endemic focus, with
specific transmission cycles, probably reflecting an adaptation of different clones to the vector
species involved (61,62). Other results have suggested that their distribution was related to the
origin of the gene pool as well as to present vector and reservoir movements (63). The genetic

polymorphism among strains of L. (V.) naiffi and L. (V.) lainsoni could be associated with the
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eco-epidemiology of the areas, as reported for L. (V.) braziliensis (62,63). These findings
should be confirmed with a higher number of positive samples for these species.
Epidemiological features reported in his study suggest that L. (V.) naiffi and L. (V.) lainsoni
circulate in two ecologically different regions, an hypothesis which is supported by several
studies of vectors and reservoirs in South America. Indeed, L. (V.) naiffi has been isolated
from the nine-banded armadillo, Dasypus novemcinctus (9,11) and has been associated with a
number of different sand fly species in Brazil: Lutzomia (Lu.) ayrozai, Lu. paraensis, Lu.
squamiventris (9,11,64,65), Lu Tortura in Ecuador (66) and only one so far, in French Guiana
Lu. squamiventris, (67). The Lu. (Psy.) squamiventris maripaensis female was collected in the
savanna area of Sinnamary (67), in the coastal region, which reinforce our results and our idea
that L. (V.) naiffi transmission occurs mostly on the coast of French Guiana.

L. (V.) lainsoni was first isolated from a wild mammal in 1991, from the Agouti paca
(Rodentia: Dasyproctidae), in the state of Para, Brazil (68) Natural infections with L. (V.)
lainsoni in sand flies have been detected in Lu. ubiquitalis in primary forest of Brazil and
Ecuador (54,69,70), in Lu . nuneztovari anglesi in Bolivia (20), and in Lu . auraensis
particularly abundant in the southeastern rainforest in Peru (71). Though vectors of L. (V)
lainsoni have not yet been identified in French Guiana, reports from neighboring countries
offer explanations to our epidemiological features, L. (V.) lainsoni being well adapted to
primary forest environments and therefore likely to infect gold miners working in these

settings.

There are several limitations to our study. We conducted a retrospective inclusion and the
number of our patients remained small, which did not allow us to perform a thorough
statistical analysis. Besides, clinical data of patients seen in remote health centers were filed
in by general practitioners and not by dermatologists, inducing a possible bias. Missing data
regarding outcome after treatment limited our results. Indeed, most of illegal gold miners are
Brazilian, from the poorest states of Brazil with difficult access to health care (72). Besides,
this population is characterized by a high level of self-medication with many drugs circulating
on the black market (72). Finally, correlations between clinical data and genetic features must
always be interpreted with caution, particularly when dealing with small-size samples. A
larger study with more genetic markers could unravel more of the intra-species genetic
diversity.

Despite these limitations, this study reports important clinico-epidemiological features of

these two rare Leishmania species and bring new insight into the intra-species genetic
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variability. To our knowledge this is the largest study covering the cases of L. (V.) lainsoni
and the first study analyzing the genetic diversity of these species in French Guiana. These
findings will be of great help to enhance the management of CL to L. (V.) naiffi and L. (V.)
lainsoni in French Guiana and to develop new studies. For further studies, it is mandatory to
conduct Whole Genome or Exome Sequencing of these parasites to obtain a suitable picture

of intra-species variability.

CONCLUSION

L. (V.) naiffi and L. (V.) lainsoni are significantly present in French Guiana and probably
across South America. Our data suggest distinct socio-epidemiological features for these two
Leishmania species. Patients seem to get infected with L. (V.) naiffi during leisure activities in
anthropized coastal areas, while L. (V.) lainsoni shares common clinical and epidemiological
features with L. (V.) guyanensis and brasiliensis and seem to be acquired during professional
activities in primary forest regions. L. (V.) lainsoni seems to infect children more frequently
than other species, a feature that deserves further investigation. A mild clinical course was
observed for all cases of L. (V.) naiffi.

Phylogenetic analysis has given new insights into the complexity of these populations, by
providing information on the possible ecology of these Leishmania species. Consequently,
determination of vector—parasite—reservoir relationships is needed to understand the
transmission dynamics of these species and implement control strategies. We showed the
identification of different genotypes within L. (V.) naiffi and L. (V.) lainsoni and how these
genotypes are distributed at the geographic level.
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Supplemental Figure S1. Molecular Phylogenetic analysis by Maximum Likelihood method for
cyt b

The evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method based on the
Tamura-Nei model (35). The tree with the highest log likelihood (-2154.36) is shown. The percentage
of trees in which the associated taxa clustered together is shown next to the branches. Initial tree(s) for
the heuristic search were obtained automatically by applying Neighbor-Join and BioNJ algorithms to a
matrix of pairwise distances estimated using the Maximum Composite Likelihood (MCL) approach,
and then selecting the topology with superior log likelihood value. The tree is drawn to scale, with
branch lengths measured in the number of substitutions per site. The analysis involved 22 nucleotide
sequences. Codon positions included were 1st+2nd+3rd+Noncoding. All positions containing gaps
and missing data were eliminated. There were a total of 840 positions in the final dataset. Evolutionary
analyses were conducted in MEGA7 (36).

Like with HSP70 gene analysis, it was also possible to show that within the clusters of L. (V.) naiffi,
intra-species divergence occurred. However there were no significant results with L. (V.) lainsoni due

to poorly successful PCR.

73




FN395047_laisoni_ BOL_95|
GU071179_lainsoni BRA 02
FN395050_lainsoni PER 03

290616-2008
220616-2074
030206-0393
150316-2073
120816-2064
080415-2042
'010616=202¢
060317-2060
241215-2094
300715-2084
030211-2057
150310-2052
070110-2086
170408-2086
200208-2021
181116-2053
061016-2075
111207-2029
FN395049_lainsoni PER 02
[N907839_lainsoni BRA 85
LEM2227 lainsoni

| T J»

Supplemental Figure S2. For L. (V.) lainsoni, phylogenetic analysis performed with HSP70 gene
highlighted two profiles or haplotypes, cluster III (red). Theses two haplotypes were distinguished by

a mutation concerning a single nucleotide: ¢.675G>A (black box and arrow).
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ANNEXES

SERMENT D’HIPPOCRATE

Au moment d’étre admis a exercer la médecine, en présence des maitres de cette école et
de mes condisciples, je promets et je jure d’étre fidele aux lois de I’honneur et de la
probité qui la régissent.

Mon premier souci sera, de rétablir, de préserver ou de promouvoir la santé dans tous les
¢léments physiques et mentaux, individuels collectifs et sociaux. Je respecterai toutes les
personnes, leur autonomie et leur volonté, sans aucune discrimination selon leur état ou
leurs convictions.

J’interviendrai pour les protéger si elles sont affaiblies, vulnérables ou menacées dans leur
intégrité ou dignité.

Méme sous la contrainte, je ne ferai usage de mes connaissances contre les lois de
I’humanité.

Jinformerai les patients de décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs
conséquences.

Je ne tromperai jamais leur confiance et n’exploiterai pas le pouvoir hérité des
circonstances pour forcer leurs consciences.

Je donnerai mes soins a I’indigent et a quiconque me les demandera.
Je ne me laisserai influencer ni par la recherche du gain ni par la recherche de la gloire.

Admis dans I’intimité des personnes, je tairai les secrets qui me sont confiés.
Recu a I’intérieur des maisons, je respecterai les secrets des foyers.
Et ma conduite ne servira pas a corrompre les meeurs.

Je ferai tout pour soulager les souffrances, sans acharnement.

Je ne provoquerai jamais la mort délibérément.

Je préserverai I’indépendance nécessaire a I’accomplissement de ma mission.

Que je sois modéré en tout, mais insatiable de mon amour de la science.

Je n’entreprendrai rien qui ne dépasse mes compétences; je les entretiendrai et les
perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui me seront demandés.

J’apporterai mon aide a mes confréres ainsi qu’a leurs familles dans 1’adversité.

Que les hommes et mes confréres m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes
promesses,

Que je sois déshonoré et méprisé si j’y manque.
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