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INTRODUCTION GENERALE

La maladie de Lyme, également appelée la borréliose de Lyme est une zoonose causée par un
spirochete nommé borrelia burgdorferi. Il s’agit d’une maladie dont 1’agent bactérien se transmet

naturellement a 1’animal et & I’homme par le biais d’un vecteur (arthropodes hématophages).

En plus de I’homme, cette maladie touche de nombreuses especes d’animaux domestiques,
présentant ainsi la premiére maladie a vecteur de I’hémisphére nord.

Cette maladie est caractérisée par son extréme diversité a la fois épidémiologique, clinique et
diagnostique. En ce qui concerne le cheval, cette affection est le plus souvent méconnue et sous

diagnostiquée. Le cheval peut étre porteur de la bactérie mais sans développer de signes cliniques.

On la qualifie souvent de maladie ré-émergente, et ceci est di d’un c6té au réchauffement
climatique, le retour a la nature et I’extension des zones forestieres. D’un autre coté les

modifications ayant subi 1’agent pathogéne ainsi que son vecteur.

Par le biais de cette étude bibliographique, nous allons dans un premier lieu présenter la maladie de
Lyme chez le cheval par une synthese bibliographique. Dans un ordre chronologique nous nous
intéresserons a travers les différents chapitres a 1’étude épidémiologique de la maladie, 1’étude de
I’agent pathogeéne et sa pathogénie, les aspects cliniques de la maladie ainsi que son diagnostic et

enfin le traitement et la prévention.

Dans un second lieu, nous exposerons notre étude expérimentale qui a pour but la détermination du
statut sérologique d’une population de chevaux de la garde républicaine vis-a-vis de borrelia

burgdorferi senu lato.



HISTORIQUE

Alfred Buchwald decrit a Breslau (1883) un cas d’atrophie cutanée diffuse idiopathique, appelée
acrodermatitis chronica atrophicans par Rille (1898) et redécrite ensuite par Herxheimer et
Hartmann (1902). En suéde, Aphzelius (1910) observe une lésion dermatologique en anneau
survenue apres une pigdre de tique.Lipschutz (1914), en Autriche, revoit la méme lésion et introduit
le terme “erythema chronicum migrans”, en raison de 1’évolution assez longue (7mois) de cette
manifestation constatée chez un de ses patients.

La description de la premiére manifestation neurologique apres morsure de tique est due a Garin et
Bujadoux(1922) mais il s’agit en fait d’'une méningo-radiculite, appelée a tort par ces auteurs
paralysie a tique. Bannwarth, en Autriche (1941), donne une description approfondie d’un
syndrome survenant aprés morsure de tique, pouvant étre précédé d’un érythéme, associant une
méningite lymphocytaire, des atteintes radiculaires douloureuses et des paralysies des nerfs
craniens. Ce syndrome est actuellement connu sous le nom de syndrome de Garin-Bujadoux-
Bannwarth.

Lennoff(1948) observe des spirochétes dans différentes lésions dermatologiques dans "I’Erythema
chronicum migrans” en particulier Binder et al (1955) prouvent la transmission humaine de la
maladie en transplantant sur eux-mémes une biopsie cutanée effectuée a la périphérie d’un
"Erythema chronicum migrans" présenté par un patient. En une a trois semaines se développent des
Iésions typiques qui disparaissent apres traitement par la pénicilline.

Aux Etats-Unis, le premier cas d’érythéme chronique migrant est décrit par Scrimenti (1970). Pour
les Américains, ’histoire de cette maladie débute avec 1’entétement de deux meres de famille
habitant la petite ville de Lyme, confrontées a une épidémie d’arthrite, survenue chez des membres
de leur famille mais aussi chez leurs voisins.

Elles refuserent le diagnostic d’arthrite chronique juvénile porté par les médecins et s’adresserent,
en Novembre 1975, I'une au département de santé de 1’état du Connecticut, 1’autre au département
de rhumatologie de 1’université de Yale. Ces démarches aboutissent a la réalisation d’une enquéte
rétrospective de Sterre et al (1977), portant sur 51 résidents (39 enfants et 12 adultes), qui est a
I’origine de la description des signes articulaires de la maladie de 1’individualisation d’une entité
clinique particuliere, I’arthrite de Lyme. La notion d’érythéme chronique migrant est retrouvée chez
25 % des patients. Une seconde enquéte, prospective cette fois, démontre 1’origine commune de la
Iésion cutanée et des manifestations articulaires. La transmission de la maladie par la tique Ixodes
dammini est établie lors d’une enquéte épidémiologique menée dans 12 communes situées da part et
d’autre de la riviere Connecticut. Les résidents affectés par la maladie vivent en milieu rural ou
dans des quartiers boisés, travaillent, jouent ou se promenent prés des bosquets, dans les champs ou

les marécages ou les tiques sont abondantes. L’étude montre une incidence de la maladie 30 fois
2



supérieure chez les résidents de la rive est par rapport a la rive ouest. Parallélement, 1’enquéte
acarologique menée par Wallis et al. (1978) montre une différence similaire dans la distribution des
tiques.

L’agent responsable de la maladie de Lyme restait toutefois inconnu, malgré les multiples enquétes
sérologiques effectuées, jusqu’ a ce que Burgdorfer et al isolent des spirochétes de I’intestin d’L.
dammini. Cette bactérie est cultivée sur milieu de kelly modifie.

Frappés par les similitudes épidémiologiques entre la maladie de Lyme américaine et 1’érythéme
chronique migrant européen, Burgdorfer et al (1983) recherchent la bactérie chez ixodes ricinus, la
tique incriminée dans 1’érythéme chronique migrant.

L’étude réalisée en Suisse dans le canton de Berne a permis de trouver dans 1’intestin d 'L ricinus des
spirochetes qui répondaient fortement en immunofluorescence a des anticorps dirigés contre les
spirochetes isolés d’l. dammini. Les spirochétes isolés d’I. dammini cultivés sur milieu BSK, étaient
morphologiquement identiques a ceux isolés d’l. ricinus. L’érythéme chronique migrant en Europe
et la maladie de lyme aux Etats-Unis étaient donc I’expression d’un méme processus infectieux.
Johnson et al. (1984) ont donc crée une nouvelle espéce de Borrelia qu’ils dédient a Burgdorfer,
Borrelia Burgdorferi, pour désigner les spirochetes ainsi isolés, qui ne portaient pas de nom

spécifique ni méme générique.



| ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE DE LA MALADIE DE LYME

I.1.  Especes infectées
La maladie de Lyme est présente chez I’Homme et les mammiféres domestiques, surtout le chien,

les équidés, les ruminants et rarement le chat. (EUZEBY.1989).

La borréliose touche théoriquement toutes les races de chevaux. Les races rustiques, sont les plus
atteintes car elles sont presque souvent en contact avec le vecteur (tiques) (CARTER et al.,1994). Il
ne semble pas y avoir de prédisposition de sexe, mais le pourcentage des sujets séropositifs
augmente avec I’age. (MALONEY et LINDENMAYER .1992).

D’autres espéces peuvent étre porteuses de I’agent pathogéne mais sans développer des signes

cliniques (porteurs asymptomatiques).
1.2. Le vecteur

1.2.1. Classification et habitat

Les tiques sont les principaux vecteurs de la maladie de Lyme. Ce sont des ectoparasites
obligatoires, se nourrissant du sang des vertébres, plus particulierement de celui des
mammiféres(hématophages), oiseaux et reptiles. Ce sont des arachnides qui appartiennent a 1’ordre
des Acariens. Actuellement, 896 espéces de tiques sont regroupees en trois familles: Ixodidae (ou
tiques dures, 702vespeces), Argasidae (ou tiques molles, 193 especes) et Nuttalliellidae (1 espéce)
(GUGLIELMONE et al. 2010). La famille des Ixodidae est la plus importante au vu du nombre
d’especes comprises et de leur importance médicale et vétérinaire (OLIVER. 1989).

Vu que 1I’Ixodes est une tique exophile, le sol représente son biotope de repos, elle y passe donc une
longue période de son cycle de développement. C’est 1a (dans la litiere composée par les feuilles en
décomposition) que I’on retrouve les ceufs et les larves. Le milieu de vie des tiques doit répondre a
deux conditions indispensables a leur survie :

L’hygrométrie doit €tre supérieure a 80% dans les périodes les plus seches de I’année.

D’autre part, le milieu doit étre riche en hdtes potentiels pour les trois stades de développement.

En gros, on retrouve la tique principalement dans les foréts qui offrent une végétation couvrante,
dans les fourrés, les arbustes, les sous-bois, les chemins creux, en bordure de paturage ou encore

dans les patures ou elles se nourrissent sur le bétail.



1.2.2. Le cycle évolutif du vecteur

Les Ixodes se développent selon 3 stades : larve, nymphe et adulte. Leur cycle est triphasique: a
chaque stade il y a repas de sang sur un hoéte distinct du stade précédent, et cela pendant plusieurs
jours consécutifs. Les larves et les nymphes sont capables de parasiter une large gamme de
vertébrés tandis qu’il est plus fréquent de trouver les adultes sur les grands mammiféres en
particulier les cervides (PEREZ-EID 2007).

Bien qu’il existe une transmission trans-ovarienne (de 1’adulte a la larve) de certains spirochetes,
cela ne survient pas avec les especes du complexe Borrelia burgdorferi sensu lato (RADOLF et al.
2012). Les larves ne sont jamais infectées lorsqu’elles éclosent (elles ne sont donc pas responsables
de la transmission de la maladie). Borrelia burgdorferi sensu lato est acquise par la tique aprés un
repas de sang sur un hote réservoir infecté, et est conservée au cours des mues et des repas de sang
suivants. Sa transmission est donc trans-stadiale. Ce sont les nymphes infectées qui perpétuent le
cycle de transmission de la bactérie pour les générations de larves suivantes lors de leur repas en
inoculant le spirochete a un héte compétent (rongeurs, oiseaux) qui devient réservoir de la maladie.
Les tiques adultes ne jouent pas un réle important dans la transmission de I’infection car elles se
nourrissent principalement sur les cervidés, hétes non compétents pour Borrelia burgdorferi sensu
lato (ils ne permettent pas son développement au sein de leur organisme, Cependant, les cervides
sont importants dans 1’entretien des populations d’Ixodes car les tiques adultes se reproduisent sur
eux. L’homme, comme les animaux domestiques, constitue un cul-de-sac épidémiologique car il ne

participe pas au maintien de I’infection (Savey et Dufour 2004).

Lalarve repue -~
tombe au sol et 2 -3 sem. . )
mue en nymphe La nymphe se nourrit
sur un second hite
4 -8 sem.
3
Spirochéte @>
(o ——

* Lalarve se nourrit M
sur un premier hote

jusqu'a Les oeufs éclosent et
i donnent des larves
300j \5,”5 spirochéte M

tombe ausol et

mue en adulte
jusqu’‘a

&noxs
)
La femelle repue } J
tombe au sol et L'adulte se nourrit 4 I/ R
pond des ceufs sur un troisiéme hite Hote | { ¢”
accidentel { ,1 4N\
¢\ k=
|

Erythema migrans

Figure 1 : cycle de développement d’Ixodes d’aprés ( RADOLF et al. 2012)
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1.3.  Répartition géographique de la maladie de Lyme et du vecteur

La répartition des cas de maladie de Lyme dans le monde est en relation étroite avec lalocalisation
géographique des tiques du genre Ixodes(figure2), responsables vecteurs du spirochéte, et se limite
a I’hémisphere nord. En effet le climat tempéré pose les limites en latitude et en altitude a la
distribution géographique du vecteur Ixodes (existence des conditions et milieux de vie favorables),
donc de la maladie. En Amérique, la maladie est endémique dans certaines régions tempérées des
Etats-Unis et du Canada, et est transmise par Ixodes scapularis. Par contre en Europe, la maladie est
transmise par Ixodes ricinus et est présente dans toute I’Europe continentale avec une fréquence
particuliérement ¢élevée dans le sud de la Scandinavie, en dessous d’une latitude de 65° Nord en
Suéde, les Pays-Bas, I’Allemagne et les Pays de I’Est (LINDGREN et JAENSON. 2006).
Aujourd’hui Les tiques sont capables de survivre jusqu’a des altitudes de 1300 m comme cela a été
montré dans les Alpes italiennes (RIZZOLI et al ., 2002). Enfin, des populations d’Ixodes existent
en Afrique du Nord et au Proche-Orient (GRAY et al ., 2002).

Dans d’autres continents

Au Japon : les premiers cas de Borréliose de Lyme ont été signalés en 1987. Le spirochéte a été
isolé chez Ixodes persulcatus et Ixodes ovatus.

En Chine : de trés rares cas ont été diagnostiques, plus particulierement dans la région Nord-est.

En Australie : La maladie de Lyme est signalée, en 1982, au nord de Sydney. Les spirochétes
responsables ont été identifiés chez Ixodes holocyclus.

En Amérique du Sud : Des cas de borreliose ont été rapportés au Brésil et au Chili.

En Afrique : Des cas exceptionnels ont été rapportés en Cote d’Ivoire, au Burkina-Faso, en Afrique

du Sud, au Zimbabwe, au Mozambique et en Tunisie.

Figure 2 : Distribution globale des vecteurs et de la maladie (STANEK

etal., 2012)
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1.4, Importance
La borréliose de Lyme représente la premiere maladie vectorielle de 1’hémisphére nord. Plusieurs
études ont été établies sur, car il existe de nombreuses zones inconnues concernant notamment sa

prévalence, tant chez I’homme que chez ’animal.

1.4.1.

Tableau 1 : Nombre de cas annuel de la borreliose de Lyme chez ’Homme dans certains pays

Importance chez I’Homme (voir tableau)

Etats-unis Europe France Royaume Uni
Nombre de cas
annuel 16000 50000 5500 3000
Center For
Références Disease SIBILIA et SIBILIA et SIBILIA et
Control 2004 al.,2002 al.,2002 al.,2002
1.4.2. Importance chez le cheval

L’¢épidémiologie de la maladie de Lyme est basée essentiellement sur des analyses sérologiques.
Ces prévalences concernent plus une population atteinte mais une population exposee. (voir

tableau).

Tableau 2: exemple de la prévalence de la maladie de Lyme chez le cheval dans certains pays

Nombre Nombre
Pays totale des De Pourcentage Diagnostic Références
chevaux chevaux
infectés
USA 190 118 62,10% TEST BURGES et
(Wisconsin) SEROLOGIQUE al. 1988
USA(New York 705 92 13,08% TEST TRAP
Et Connecticut) SEROLOGIQUE D..1990
TEST LIEBISCH G
Allemagne 1492 715 47,9% SEROLOGIQUE et al.,2001
France TEST DOBY et
(Bretagne) 400 146 36,5% SEROLOGIQUE al.,1987




1.5  Saisonnalité

Le caractere saisonnier de la maladie est semblable entre 1’Europe et les Etats-Unis (GRAY et al.
2002). Un pic d’incidence est clairement €tabli entre mai et octobre, mais des cas sont déclarés toute
I’année donc, il faut prendre en compte la période d’apparition des symptomes et le delai du
diagnostic. Ce pic d’incidence correspond d’un coté a la période d’activité favorable dans le cycle
biologique des tiques avec notamment des températures plus clémentes et d’un autre coté la
période vacanciére estivale, propice a la visite d’aires rurales (notamment forestiéres) infestées

(LINDGREN et JAENSON. 2006).

90,000

70,000

60,000

Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec

Nombre de cas annuels confirmés aux Etats-Unis sur la période 2001-2010
selon le mois d’apparition de la maladie
Chiffres : Centers for Disease Control and Prevention (CDC)

Figure 3:nombre de cas annuels confirmés aux USA sur la période
2001-2010 (CDC.2012)

I ETUDE DE L’AGENT PATHOGENE BORRELIA borreliaburgdorferi sensu lato

I1.1. Taxonomie

L’agent pathogéne de la maladie de Lyme est une bactérie du genre Borrelia. Elle appartient a
I’ordre des Spirochaetales caractérisé par leur morphologie hélicoidale et leur organe locomoteur
interne.(PILLOT et al.,1989).Les Spirochetes sont divisés en deux grandes familles : les
Spirochaetaceae et les Leptospiraceae ; elles méme divisées en 6 genres dont 4 appartiennent a la
famille des Spirochaetaceae : les genres Spirochaeta, Critispira, Treponema et Borrelia et deux
appartiennent a la famille des Leptospiraceae: les genres Leptospira et Leptonema.( GARRITY et
al.,2004)



Ordre des Spirochetales

Famille des Leptospiraceae Famille des Spirochetaceae
Genre Leptospira Genre Spirochaeta
Leptonema Treponema
Criptispira
Borrelia

Figure 4:taxonomie de borrelia

Le genre borrelia est également divisé en 3 groupes d’organismes, parmi ces 3 groupes on a le

complexe B. burgdorferi sensu lato qui lui-méme comporte au moins 19 génoespeces :

B. burgdorferi sensu stricto (Johnson et al. 1984), B. afzelii(Canica et al. 1993), B.garinii(Baranton
et al. 1992), B. valaisiana(Wang et al. 1997), B. lusitaniae(Le Fléche et al. 1997), B.
japonica(Kawabata et al. 1993), B. andersonii (Marconi et al. 1995), B. bissetii(Postic et al. 1998),
B. tanukiietB. turdi(Fukunaga et al. 1996), B. sinica(Masuzawa et al. 2001), B. spielmani(Richter et
al. 2006), B. bavariensis(Margos et al. 2009),B. finlandensis(Casjens et al. 2011), B. yangtze(Chu et
al. 2008), B. americana (Rudenko et al. 2009), B. californiensis(Postic et al. 2007),
B.carolinensis(Rudenko et al.2011) et B. kurtenbachii(Margos et al. 2010).

11.2.  L’organisation génomique
- Le génome est composé d’un chromosome linéaire d’une longueur de 910'725 pb.
- De 12 plasmides linéaires (361'364 pb) et 9 plasmides circulaires (249'330 pb)représentant
au total un génome de 1,52 Mpb.ce qui représente le nombre le plus élevé de matériel

génétique extra chromosomal du monde bactérien.

11.3.  La morphologie

Borrelia burgdorferi présente la structure caractéristique des spirochétes a savoir qu’elle est
hélicoidale. De plus, c’est une bactérie mince, elle mesure de 4 a 30 um de longueur et 0,2 a 0, 4
um de diametre, et trés surtout mobile.( EUZEBY.1989¢et KEITA.1994). Les spires sont peu

serrées (de 4 a 8 tours d’amplitude variant de 1,5 a 4,6 um) et semblent orientées vers la gauche.
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Borrelia burgdorferi représente 1’'une des quatre especes du genre d’intérét médical et vétérinaire.(
EUZEBY.1989)

La ligne discontinue représente
I'enveloppe externe, la ligne continue
délimite le cylindre protoplasmique, les
flagelles sont entourés autour du corps
cellulaire, avec un corpuscule basal a
chaque extrémité.

Figure 5:morphologie d’un spirochéte (KELLY et al., 1984)

11.4. La structure

De I’extérieur vers I’intérieur on trouve :

11.4.1. La couche amorphe
Elle est composée d’hydrates de carbone et peut-étre facilement éliminée par simple lavage au
tampon PBS.( EUZEBY.1989)

11.4.2. L’enveloppe externe

Sa structure présente une apparenté avec celle des bactéries a GRAM négatif. Elle est constituée de
plusieurs et représente alors 16,5 % du poids sec de la bactérie.

Elle est composée de :

* 46 a 50% de protéines, 33 a 51% de lipides, 3 a 4% d’hydrates de carbone.

Des protéines majeures ayant un rble antigénique et immunogéne sont associées a 1’enveloppe
externe. On les appelle Osp (pour Outer Surface Protein), les principales étant OspA et OspB. Mais
d’autres présentent un intérét pour expliquer la pathogénie ou le diagnostic, comme par exemple

OspC ou Osp 17.(EUZEBY.1989)

11.4.3. L’appareil locomoteur

Il est formé de flagelles, implantés a chaque extrémité du corps de la bactérie sur un corpuscule
basal. Ces flagelles cheminent le long de 1’axe cellulaire entre le cylindre protoplasmique et
I’enveloppe externe en direction de 1’extrémité opposée si bien qu’ils se chevauchent au centre de la
cellule.

Leur nombre varie de 14 a 22 suivant les souches et les origines géographiques.

Leur composition chimique est proche de ceux des autres bactéries mais different de ceuxdes

tréponémes par 1’absence d’une enveloppe. (EUZEBY .1989)
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11.4.4. Le cylindre protoplasmique

Il est limité par une membrane plasmique, elle-méme associée a un peptidoglycane sur sa surface
externe qui lui confére une certaine rigidité.

A Dintérieur il est constitué du cytoplasme, de 1’appareil nucléaire et des plasmides. (EUZEBY

.1989)

Flagelle Enveloppe Cylindre
externe protoplasmique

Enveloppe externe

Flagelle

Espace
periplasmique

Peptidoglycanes
Membrane
cytoplasmique

Figure 6: schéma représentant le cylindre protoplasmique

I1.5. Facteurs de virulence
11.5.1. Les protéines de surface (outer surface protein)

11.5.1.1. La protéine de I’enveloppe externe OspA
Le poids moléculaire de la protéine OspA varie de 30,5 a 33kDa. Cette protéine, spécifique de
Borrelia burgdorferi, est reconnue par les anticorps monoclonaux H3TS et H5332.(BARANTON et

al.)

11.5.1.2. la Protéine OspB

La protéine OspB est une protéine majeure de surface dont le poids moléculaire est trés variable
selon I’espéce. 1l est de I’ordre de 34kDa. Cette protéine est treés spécifique de Borrelia burgdorferi
Elle réagit selon les souches avec les deux anticorps monoclonaux H6831et H5TS, ou avecl’un des
deux, ou encore avec aucun des deux.

Remarque : OspA et OspB sont tres spécifiques seulement au stade tardif de la maladie aprés 6

mois d’évolution. (BARANTON et al.,1992)
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11.5.1.3. La protéine OspC

C’est une protéine majeure de 20 a 22kDa, trés immunogene, elle réagit avec 1 anticorps
monoclonal L221F8. (WILSKE et al.,1993).

Les anticorps anti-OspC apparaissent précocement dans la réponse sérologique contre Bb.

Il y a aussi d’autres protéines :

La protéine OspD

C’est une protéine majeure de surface de 29kDa. Sa fonction reste inconnue. (NORISS et al.,1992)
La protéine OspE

Cette protéine de surface de 19kDa induit des anticorps qui font partie de la réponsesérologique
précoce. (LAM.1994).

La protéine OspF

C’est une protéine de surface, de 26kDa, découverte en méme temps que I’OspE.(LAM et al.,1994)

11.5.2. La flagelline

Cette protéine de 41kDa est spécifique du genre Borrelia (contrairement @ OspA et OspB qui sont
spécifiques d’especes).

La flagelline induit une réponse immunitaire précoce peu spécifique. Elle réagit avecl’anticorps
monoclonal H9724. (BARANTON et al.,1992).

11.5.3. La protéine p39

Cette protéine est appelée ainsi en raison de son poids moléculaire de 39kDa, sa structure est proche
de celle de la flagelline mais elles sont immunologiquement différentes.

Elle est trés spécifique de B. burgdorferi et c’est un marqueur spécifique des stades secondaire et
tertiaire de la maladie. (JAULHAC et MONTEIL.1997).

11.5.4. Le LPS like
La substance « LPS like » a été isolée de 1’enveloppe externe de B. burgdorferi et elle favorise la
prolifération monoclonale de lymphocytes B, la production d’immunoglobulines et la libération de

I’IL 1 rendue responsable des arthrites du stade tertiaire chez ’homme.

11.L6. Culture et métabolisme ( EUZEBY.19889) et (POSTIC et BARANTON.2000)

Les borrelia sont des bactéries micro-aérophiles, elles sont dépourvues de catalase et deperoxydase
mais possedent un superoxyde-dismutase. Leur croissance est favorisée parl’ajout de glucose car
elles tirent leur énergic de la fermentation des sucres et notamment par la voie d’EMDEN-
MEYERHOFF. Ceci explique 1’ajout d’acide pyruvique dans leur milieu de croissance car il active

la glycolyse.
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On ajoute aussi dans leurs milieux :

* de I’albumine (grace a du blanc d’ceuf coagulé ou a de 1’albumine sérique)

* du sérum de lapin pour apporter des acides gras (saturés ou insaturés) a longues chaines qui sont
incorporés sans modification aux lipides cellulaires de la bactérie. En effet, comme tous les
spirochétes les Borrelia sont riches en lipides qui sont donc des facteurs essentiels a leur culture.

De méme le N-acétyl-glucosamine est indispensable aux cultures car il intervient dans
lacomposition du peptidoglycane.

En 1971, Kelly propose un milieu semi-synthétique permettant la croissance de Borrelia hermisii.
En 1982, Stoenner Yy incorpore des extraits de levure et un milieu de culture cellulaire ce qui a
permis les premiers isolements de Borrelia burgdorferi. Enfin Barbour a augmenté le pouvoir
tampon du milieu et rendu la préparation plus facile. Ceci a donné le BSK 11.0n peut rendre le
milieu plus sélectif en ajoutant des antibiotiques. Les cultures sont ensuite incubées a 30-33°C,
observées et repiquées tous les 5 & 7 jours pendant 2 mois.

i LA PATHOGENIE
La pathogénie de la borréliose de Lyme a été beaucoup étudiée, surtout chez ’Homme, mais il
existe encore de nombreuses zones d’ombre. Chez les animaux, tout reste a découvrir, et on se base

sur les mécanismes connus chez I’Homme pour bien comprendre le tableau clinique observé.

I11.1. Pouvoir pathogéne expérimental

Plusieurs espéeces animales ont été utilisées mais leur sensibilité & borrelia n’est pas la méme: les
infections expérimentales se font par inoculation intraveineuse, intradermique, sous cutanée ou intra
péritonéale de sang ou de broyats d’organes contaminés ou bien par piqire par un arthropode(tique)
infecté. On utilise le plus souvent le hamster Syrien, la souris, le lapin, le singe Rhésus, le cobaye,
le chien ou le rat.(EUZEBY.1989).

Concernant la variabilitt de la sensibilitt par rapport aux espéces lors des infections
expérimentales,on peut citer que le lapin développe lors d’inoculation intradermique une papule
érythémateuse entourée d’un bourrelet rouge foncé et contenant des spirochetes (révélés par
biopsie). Le hamster irradié présente des arthrites et des signes nerveux a la suite d’une infection
avec des bactéries vivantes. La souris inoculée exprime des lésions multiples (cerveau, cceur,

poumons, rein, foie, rate) faisant penser a certaines lésions chez I’Homme. (EUZEBY .1989).
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Les spirochétémies observées sont de trés longue durée, avec des pics successifs, et la longue
persistance dans les organes suggeére des variations antigéniques importantes de B. burgdorferi.
(EUZEBY .1989).

Les travaux in vitro ont permis de rapporter également beaucoup de renseignements sur les
tropismes, les sensibilités aux agents chimiques (notamment les cytokines), ou la perte de

pathogénie au cours des cultures. (SHIH et al.,2002).

Des ¢tudes sur la souris ont montré que la susceptibilité a ’arthrite est en fonction de 1’age et du
génotype : exemple : B. burgdorferi inoculé a 1’dge de 3 jours par voie intra péritonéale déclenche
une arthrite chez les souches C3H/He, SWR, C57BL/6, SIL et BALB/c ; par contre, si I’inoculation
a lieu a 3 semaines, seules les souches C3H et SWR développent une arthrite sévere. Le taux
d’anticorps IgG est plus ¢élevé pour les souches les plus sensibles et la dissémination semble plus

rapide. (SIGAL.1998).

Ces sensibilités variables amenent les auteurs a penser que les lymphocytes T jouent un réle critique
dans la pathogénie des arthrites de Lyme(SIMON.1991). D’autant que les études sur le hamster
irradié montrent que la déplétion en lymphocytes CD4+ diminue de maniére significative la sévérité
de ’arthrite. D’autre part, il semble que le ratio Th1/Th2 influe sur le type d’infection et sa sévérité.
(SIGAL.1998). Une réponse de type Thl est predominante localement au niveau articulaire, le ratio
Th1/Th2 étant proportionnel a la sévérité de I’arthrite. Les cytokines produits par lymphocytes Thl
sont probablement impliquées dans la pathogénie de 1’arthrite. Ce profil Th1/Th2 est induit par
différentes molécules, notamment les cytokines IL-12 et certains cofacteurs comme B7-1 (CD80)
ou B7-2 (CD86). D’autres cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa, IL-1, IL-6 ou IL-8, sont

sécrétées en présence de lipoprotéines de B. burgdorferi.

Les macrophages jouent également un role important en recrutant et en activant les lymphocytes T.
Les fibrocytes ont aussi un role de présentation des antigeénes, de recrutement et d’activation des
lymphocytes T CD4+. Cependant, les spirochetes se logeraient dans des invaginations de membrane
cellulaire, ce qui les protégerait de la réponse immunitaire. Un mécanisme similaire de mimétisme a
¢été décrit : les bactéries s’enrouleraient avec des fragments de membranes de lymphocytes lysés, ce
qui les protégerait des réponses a mediation humorale et cellulaire. (DORWARD et
FISCHER.1997).
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I11.2. Pouvoir pathogene naturel

Les Borrelia sont normalement hébergées dans le tube digestif de la tique. Dans cette localisation,
la bactérie exprime essentiellement la protéine OspA, cette derniere lui permet d’adhérer aux
cellules épithéliales du tube digestif. Lors du repas de la tique, 1’afflux de sang dans son tube
digestif réprime I’expression des OspA. Les bactéries entament une migration vers les glandes
salivaires, ou elles expriment la protéine OspC, qui facilite I’adhésion aux cellules épithéliales de
ces glandes (d’apres Laboratoire Mérial, L’esprit vaccinologie).

Les facteurs entrainant la diminution de I’expression de OspA au profit de celle de OspC sont
nombreux : contact du sang de 1’héte, augmentation de la température de 23 a 37°C due au sang,
baisse du pH au sein de la tique de 7,4 a 6,8, ou encore augmentation de densité cellulaire due a la
multiplication active de la bactérie pendant le repas sanguin.

Cependant, le mécanisme reste encore inconnu (MASSE-MOREL. 2006).

L’ensemble de ces phénomeénes se produit dans les 48 heures qui suivent la fixation dela tique sur
son hote, ce qui explique que le risque de transmission est maximal apreés ce délai.

Chez un mammifere contaming, le déplacement des Borrelia dans [’organisme s’opére
majoritairement par migration tissulaire plus que par voie sanguine (d’aprés Laboratoire Mérial,
L’esprit vaccinologie).

Le mécanisme d’action pathogéne exact de cette bactérie est inconnu dans le détail mais des
phénomeénes inflammatoires et auto-immuns sont fortement suspectés. Les Borrelia peuvent
persister a vie chez le mammifere infecté grace a la capacité de variation antigéniquedes protéines
de leur membrane sous la pression immunitaire de I’hdte. Elles peuvent aussichanger de forme
lorsque les conditions ne sont plus favorables.

B. burgdorferi peut présenter une activité hémolytique. On lui connait également un pouvoir
neurotoxique concernant une souche : B. burgdorferi Bbtox1, pouvant expliquer des cas
d’encéphalopathie (ZELTZMANN P.1992).
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Figure 7: Expression des protéines de surface de B.burgdorferi lors de
P’infestation de I’hote(ANGUITA J.2003)

IV ETUDE CLINIQUE DE LA MALADIE DE LYME
La maladie clinique a été décrite chez plusieurs espéces animales : les chevaux, les chiens et les
bovins surtout, mais aussi les ovins et les chats. Contrairement a ce qui se passe chez ’Homme, on

ne retrouve pas 1’évolution en trois phases de la maladie.

Chez le cheval, la maladie est le plus souvent asymptomatique ou sans signe clinique évocateur,
méme s’il est infecté expérimentalement par un grand nombre de germes ou de fagon répétée.

(MULLER.2002)
IV.1. Signes cliniques chez le cheval

IV.1.1.Boiterie

Borrelia burgdorferi migre dans les tissus a partir de la peau Jusqu’a dans les fascias musculaires et
les membranes synoviales. Cela se traduit par des signes d’atteinte de 1’appareil musculo
squelettiqgue, communément décrits dans les cas de borréliose équine, et souvent associés a de la
fievre, de 1’abattement, de I’anorexie voire un amaigrissement chronique : raideur, boiterie de
plusieurs membres, myosite, douleur et amyotrophie en région thoraco-lombaire. On peut noter un
gonflement des membres diffus, plus rarement localisé aux articulations (Divers 2001).

Un examen clinique et locomoteur complet avec radiographie est nécessaire afin d’éliminerd’autres

troubles communs :
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Boiterie d’origine articulaire : ostéochondrose (boulets, jarrets, grassets), éparvin(jarrets), arthrite
septique, traumatisme (entorse).

Douleur thoraco-lombaire : conflits de processus épineux de vertebres thoraciques et/oulombaires.
Raideur et signes de myosite : myopathie par surcharge en polysaccharides ou rhabdomyolyse
d’effort récidivante, diagnostiquées par histopathologie sur une biopsiemusculaire.

Gonflement des membres : lymphangite, piroplasmose.(IMAI et al. 2011).

IVV.1.2.Signes neurologiques : méningo-encéphalite

Des manifestations neurologiques de la maladie de Lyme existent chez le cheval et
semblentsimilaires d’un cas a 1’autre décrits dans la littérature (IMAI et al. 2011)(BURGESS et
MATTISON1987). Ce sont généralement des troubles qui évoluent depuis plusieurs mois et
traduisent uneencéphalite : ataxie ou troubles de la démarche, hyperesthésie ou paralysie faciale,
déficits proprioceptifs, hypermétrie des antérieurs, atrophie musculaire neurogénique. Aucun cas
décrit n’a ¢té traité avec succes.

Un article récent (2011) exposant 2 cas cliniques de neuroborréliose équine montre que la
distribution des spirochétes dans les tissus du systéme nerveux central se concentredans les
leptoméninges et la dure-meére, de méme que chez I’homme ou les modéles primates(IMAI et al.,
2011). Il est suggéré que I’implication du parenchyme de 1’encéphale se ferait,comme dans les
autres formes de borréliose, par dissémination centripéte des spirochétesdepuis les tissus
périphériques plutét que par voie hématogéne. La neuroborréliose entre ainsi dans le diagnostic

différentiel des encéphalites équines, aadapter selon la zone géographique considérée.

1V.1.3.Signes ophtalmologiques : uvéite
Parmi les agents infectieux responsables d’uvéites chez le cheval, Leptospira spp., autrereprésentant
des spirochetes, est le plus souvent identifie. Cependant, cing cas cliniquesrapportent des uvéites

associees a une borréliose équine.

Figure 8 : cheval présentant un épiphora
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IV.2. Signes cliniques chez I’ Homme

Chez ’Homme, I’expression clinique de la borréliose de Lyme se fait généralement en trois phases
qui se succedent ou coexistent selon les cas.

La phase primaire correspond a I’expression de 1’érythéme chronique migrant (ECM),
pathognomonique de la maladie de Lyme, présent chez 90 % des malades Il s’agit d’une plage
rouge circulaire non prurigineuse, centrée sur la morsure de tique, s’agrandissant de fagon
centrifuge. Son délai d’apparition aprés la morsure de tique est variable, allant de quelques jours a
quelques semaines. Une adénopathie satellite est possible ainsi que de petites aréoles. Ces derniéres
reflétent la dissémination des bactéries. Cet érytheme disparait en trois a cing semaines suivi ou non

de la phase secondaire.

Figure 9: I’érythéme chronique migrant
(ECM)

Lors de la deuxieme phase le malade peut exprimer des symptomes neurologiques,lors d’une
infection par B.garini, on parle alors de neuroborréliose. Uneméningo-radiculite sensitive, une
méningite lymphocytaire, des atteintes motrices périphériques et des nerfs craniens entrainant une
paralysie hémifaciale.Sont également possibles des manifestations cutanées tardives. Des problemes
articulaires généralement associés a B.burgdorferi sensu stricto. Ils consistent en des arthralgies,
fréquentes et évoluant par poussées vers des arthrites des grosses articulations. Des atteintes
cardiaques et oculaires sont également décrites mais beaucoup plus rares.

Apres plusieurs mois ou années, la troisieme phase se met en place. Elle entraine des
manifestations cutanées graves comme l’acrodermie, évoluant vers I’atrophie (Maladie de Pick-
Herxheimer), ou plus bénignes comme le lymphome cutané (généralement sur le lobe
del’oreille).Méme sans étre compliqué des phases secondaire et tertiaire, ’ECM est suivi dans 15 %

des cas d’une fatigue persistante pendant au moins six mois, ainsi que des douleurs musculo-
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squelettiques ou des difficultés de concentration et de mémoire. On parle alors de syndrome post
maladie de Lyme.( HADDAD N et al.,2012).

Voila la dessous un tableau(3) comparatif entre les différents signes cliniques chez I’Homme et

chez le cheval.

Tableau 3: Comparaison des Formes cliniques de la maladie de Lyme chez ’homme et le
cheval (PRIEST et al ., 2012)

Cheval Homme
Erythem 0 4

amigranset signes

cutanés
Arthrite et atteinte v v
de I’appareil
locomoteur
Atteinte du systéme v v
nerveux
Néphropathie 0 0
Uvéite v 0

Vv LE DIAGNOSTIC

La borréliose de Lyme est une maladie dont le diagnostic repose la plupart du temps sur un
ensemble clinique, épidémiologique et biologique. Le diagnostic biologique vient confirmer une
suspicion mais en aucun cas affirmer un diagnostic improbable sur le plan clinique ou
épidémiologique.

V.1. Le diagnostic biologique(IMAI DM et all.,2000)( Institut Pasteur, Diagnostic biologique
Leptospirose-Borreliose de Lyme 2°™)

Le diagnostic biologique de la borréliose de Lyme peut étre réalisé par 1’isolement du germe
responsable, ou par détection de I’ADN de la bactérie Borrelia burgdorferi a partir du sang ou
divers produits pathologiques. Le type de prélévement varie en fonction de la forme clinique de la
maladie.
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V.1.1. les prélevements pour la recherche bactériologique

Il est toujours préférable d’effectuer les prélévements destinés a la bactériologie avant tout
traitement antibiotique, bien que certains prélévements ont été bien faits or que 1’animal malade
était sous antibiothérapie. La qualité de prélevement a un rble essentiel dans les chances
d’isolement du germe ou de détection de son ADN.

(le sang ; les prélévements cutanés ;LCR ;liquide synovial ;les urines.)

V.1.2. prélevements pour la sérologie

Recueillir le sang par ponction veineuse dans un tube sec et stérile, surtout si 1I’é¢tude du sérum doit
étre retardée. Apres rétraction du caillot dans un bain-marie a 37°C, récupérer le sérum et le
conserver a 4°C avant son étude. Si le délai avant 1’étude risque d’étre long ; il est possible de

stocker les sérums a 4°C ou - 20°C.
V.1.3. Recherche de Borrelia par les méthodes directes

V.1.3.1. L’examen direct

Le diagnostic direct consiste en 1’observation ou en la démonstration de la présence Borrelia dans
les liquides pathologiques (sang (non coagulé), liquide synovial, liquide céphalo-rachidien, urine,
colostrum), les organes internes (foie, rate, moelle osseuse, oeil) ou superficiels (peau, surtout chez

I’homme).

V.1.3.2. L’examen en microscopie a fond noir

Les Borrelia sont des spirochetes de 0.20 a 0.50 um de diameétre et de 10 a 30 um de longueur .leur
taille, ainsi que le nombre des spires peuvent varier en fonction de 1’état physiologique des
bactéries, ou de 1’age des cultures. Irrégulierement enroulées, leurs spires sont tés nettement visibles
a ’objectif 25x.Les Borrelia se déplacent peu tres lentement dans le champ et sont animées de
lents mouvements de rotation et de flexion.

Les Borrelia se distinguent des Leptospira par leur taille, leur mobilité,la présence des spires bien

visibles plus large et moins nombreuses.

V.1.3.3. L’immunofluorescence directe

En 1986-87, Burgess et al. Effectuent les premiers diagnostics de maladie de Lyme en mettant en
évidence par immunofluorescence B.burgdorferi sur un prélevement de la chambre antérieure des
yeux apres euthanasie de I’animal et a partir du cerveau d’un cheval qui présentait des troubles

nerveux évoquant une encéphalite.
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V.1.34. Les techniques de coloration

La coloration de Gram : Bien que les Borrelia soient Gram négatif, cette coloration manque de
sensibilité et n’est pas utilisée en pratique.

Coloration de Gisemsa : Elle donne de bons résultats ; les Borrelia apparaissent en violet sur fond
rose.

Technique d’imprégnation argentique : On I’utilise pour mettre en évidence des spirochétes dans
les prélevements biopsiques. Des bactéries ont été observées, avec une telle technique chez

guelques chevaux malades.

La coloration argentique modifiée de Bosma-Steiner

Elle consiste, aprés avoir fixé les tissus par le formol, a les traiter par I’amylase avant I’immersion
dans le nitrate d’argent. Cette technique augmenterait la sensibilité de détection histologique en
offrant un meilleur contraste entre les spirochétes et le fond des préparations.

La coloration est une méthode rapide mais la lecture est délicate (faux positifs) et la sensibilité
mauvaise (faible inoculum).

Les différentes techniques de mise en évidence de Borrelia par examen direct dans les produits
pathologiques donnent des résultats tres variables selon les auteurs.

Il faut retenir que genéralement les Borrelia sont rarement mises en évidence dans les tissus, et

quand elles sont présentes elles le sont en petite quantité.
V.1.35. La recherche de Borrelia par culture

V.1.35.1. Le milieu BSK 11

Borrelia burgdorferi est tres difficile a cultiver et ce sont exclusivement les laboratoires spécialisés
qui s’en chargent.

Les milieux utilisés actuellement dérivent du milieu de Kelly, le premier milieu mis au point pour
permettre la croissance de Borrelia hermisii. Quelques modifications ont été par la suite apportées a
ce milieu par Stonner d’abord, puis par Barbour, avec essentiellement 1’adjonction d’un milieu pour
culture cellulaire, contenant des acides aminés, des vitamines et divers facteurs de croissance et
extrait de levure. Le milieu maintenant porte le nom de ces trois auteurs : c’est le milieu de Kelly
modifié par Stonner et Barbour, le BSK 11, qui permet la culture de différentes especes de Borrelia

burgdorferi sensu lato.
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V.1.35.2, Mise en culture de divers prélevements
Les prélevements a privilégier sont : le sang, biopsie cutanée, synoviale, LCR, liquide articulaire,

urines et tiques.

V.1.3.6. L’amplification génique La PCR Polymerase Chain Reaction

L’amplification génique in vitro par PCR est un outil trés puissant qui permet la détection de
quantité extrémement faible d’ADN de B. burgdorferi.

L’identification de B.burgdorferi par culture classique ou par amplification génique a partir de sang,

d’urine, de liquide synovial ou cérébrospinal (LCR), permet d’établir le diagnostic de certitude.

V.1.4. Les méthodes indirectes

Le diagnostic biologique de la borréliose de Lyme est basé essentiellement sur la sérologie. C’est le
seule moyen de laboratoire disponible de fagon courante.

Tous les résultats doivent étre interprétés en tenant compte les symptémes cliniques de la maladie
et les données épidémiologiques car le probléeme majeur posé par le diagnostic indirect est qu’il ne

permet pas, en I’absence de manifestations cliniques, de signaler 1’état réel d’infection de I’animal.

V.14.1. L’immunofluorescence indirecte

L’immunofluorescence a été¢ I’'une des premieres méthodes disponibles sur le marché.

Le principe de cette méthode consiste a rechercher les anticorps dans le sérum, dans le LCR et
éventuellement dans le liquide articulaire. (MONTEIL H et al., 1989) .Elle fait appel a une cellule
entiere de borrelia burgdoferi sensu lato.

L’IFI est une technique de routine, peu colteuse, trés bien adaptée pour les petites séries. Son
inconvénient majeur est lié a une subjectivité dans la lecture des lames. De plus, (DZIERZECKA et
al.,2002) évoquent, aprés deux études menées sur différents tests sérologiques chez le cheval, la
possibilité de faux positifs en IFI.

Cette technique a permis de nombreux diagnostics de maladie de Lyme chez le cheval. (BURGESS
et al., 1986) ont mis en évidence par immunofluorescence indirecte, des anticorps anti-
B.burgdorferi dans le liquide synovial et le sérum d’une ponette présentant des troubles articulaires
et dans le LCR d’un cheval présentant des troubles nerveux évoquant une encéphalite. (BURGESS

etal., 1987).
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Figure 10: B. burgdorferi en immunofluorescence
indirecte positive.D’aprés (MV Assous.2005)

V.14.2. ELISA

La méthode ELISA est actuellement la plus utilisée pour réaliser le diagnostic de la maladie de
Lyme. Cette technique fait appel a un antigéne comme 1’OpsA,1’OpsC,I’OpsF et le peptide c6.

Chez le cheval, la technique ELISA a été adaptée et développée par Magnarelli (MAGNARELLI et
al ., 1988).

Cette technique, treés reproductible, est plus sensible et plus spécifique que I’immunofluorescence
indirecte. La méthode ELISA est adaptée a la réalisation de tres grandes séries, elle est objective et

la lecture des Anticorps est automatisée.

V.1.4.3. Western-blot

Cette technique permet d’analyser la réponse des anticorps (Ac) vis-a-vis des différentes protéines
de surfaces de B.burgdorferi. Les différentes protéines sont préalablement séparées par
électrophorese selon leur poids moléculaire et transférées sur feuille de nitrocellulose.

C’est une méthode non standardisée, ni dans la préparation des antigénes, ni dans la méthode de
lecture, ni dans les critéres d’interprétation et peu utilisée en routine. Elle permet de confirmer
I’existence d’une sérologie positive ou douteuse.( COHEN et al.,1992).

Chez le cheval, les résultats de Western blot de sérums de poneys infectés expérimentalement par
B.burgdorferi, montrent des bandes dans les régions p83, p65, p60, p4l et p39.(CHANG et
al .,2000).

D’aprés (CHANG et al., 2000) qui ont réalises cette étude, la présence de ces bandes permet de
diagnostiquer la maladie de Lyme chez le cheval.

Le test Western blot présente une sensibilité et une spécificité supérieures aux techniques d’IFI ou

d’ELISA, donc il permet de confirmer ces derniers.
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V.2. Lediagnostic clinique

Chez le cheval, le diagnostic clinique est assez difficile, voir impossible. La grande diversité des
symptdmes ou leur absence fait que la maladie est souvent sous diagnostiquée. Dorénavant, la
maladie de Lyme doit intervenir dans le diagnostic différentiel des manifestations articulaires, des
signes nerveux et des uvéites bilatérales. L’apparition soudaine d’une boiterie avec oligoarthrite
migrante est a considérer comme un signe clinique caractéristique mais non pathognomonique. La
borréliose de Lyme peut aussi étre soupgonnée dans des probléemes chroniques, par exemple les
arthrites chroniques ou une perte de poids inexpliquée..., aprés élimination des autres causes plus

habituelles.

V.3. Diagnostic épidémiologique

L’anamnése évoque généralement un cheval vivant ou ayant sé¢journé dans une zone d’enzootie et
parfois I’exposition a une morsure de tique, méme ancienne(Zeltzmann p.1992) Cependant, du fait
d’une période d’incubation souvent longue, le cheval malade risque de ne plus se trouver dans la
région ou il a été contaminé.

Dans un cas clinique décrit par (Hahn et al.1996), un séjour de 18 mois est mentionné, deux ans
avant I’apparition des signes cliniques, a proximité d’un élevage de cervidés.

L’association des commémoratifs et des signes cliniques doit permettent d’inclure la borréliose de

Lyme dans le diagnostic différentiel.

V.4. Diagnostic différentiel ( voir tableau 4)
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Tableau 4: diagnostic difféerentiel de la maladie de Lyme

Maladie de lyme A différencier de :
1. les arthrites infectieuses.
Les affections articulaires 2 les ostéomyélites.
(PARKER et al.,1992) 3. les arthrites traumatiques.
1. les myélites a protozoaires
2. les encéphalites a Herpés virus HEV1
Les affections nerveuses 3. les myéloencéphalites dégénératives.

(PARKER et al.,1992)

1. I’uvéite idiopathique.
Les affections oculaires (uvéite) 2. ’onchocercose.
(MADIGAN.1993) 3. laleptospirose.

VI LE TRAITEMENT ET LA PROPHYLAXIE

VI.1. Le traitement

Le traitement est basé sur I'antibiothérapie qui pourrait étre associée aux anti-inflammatoires
non-stéroidiens. Aprés 2 a 3 jours d'administration dantibiotiques, on peut observer une
augmentation de l'intensité des symptomes liés a la lyse des bactéries et a la dissémination de leurs
toxines. Ce phénomene est susceptible d'entrainer un épisode de fourbure aigué. Les traitements
antibiotiques seront maintenus pendant 4 & 6 semaines. Des sérologies de contrdle sont a effectuer
au cours du traitement. L'amélioration clinique se traduit le plus souvent par une nette diminution
du taux des anticorps. Les familles des antibiotiques les plus actifs sont les B-lactamine et les
tetracycline. L'amoxicilline est plutét utilisée pour la phase primaire et la doxycycline pour les
localisations articulaires. L’oxytétracycline par voie intra-veineuse s’est montrée plus efficace chez
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le cheval car desconcentrations plus élevées sont obtenues dans les tissus en comparaison avec la
doxycyclineadministrée par voie orale. L’oxytétracycline n’est pas recommandée par voie orale a
cause d’une mauvaise biodisponibilité et du risque d’atteinte du colon (donc de diarrhée) par la
molécule active qui n’aurait pas été absorbée (alors que la doxycycline n’est plus sous formeactive
dans le colon). Un protocole décrit et communément utilisé en pratique aux Etats-Unis recommande
I’utilisation de 1’oxytétracycline par voie intra-veineuse a la dose de 6,6mg/kg une ou deux fois par
jour pendant 7 a 10 jours puis de la doxycycline par voie orale ala dose de 10 mg/kg deux fois par
jour pendant 1 mois (Divers 2007). le traitement recommandé en cas de neuroborréliose équine est
la pénicilline procaine par voie intramusculaire a la dose de 30 000 — 45 000UI/kg/j (Portier et al.
2002).

VI1.2. La prophylaxie
V1.2.1.La prophylaxie médicale

VI.2.1.1. La vaccination
Actuellement, les seuls vaccins disponibles sont destinés a 1’espece canine. Plusieurs études et
essais on €té mené pour créer un vaccin pour le cheval mais a I’heure actuelle, il n’existe pasde

vaccin commercialisé contre la borréliose de Lyme chez le cheval.
V1.2.2.prophylaxie sanitaire

VI1.2.2.1. La lutte contre les tiques

Le combat contre la maladie de Lyme nécessite une bonne connaissance du mode de vie des tiques,
afin de déterminer le meilleur moyen et le meilleur moment pour agir.

A proximité des jardins et des patures, on peut effectuer un débroussaillage, une tonte réguliere de
la pelouse dans les jardins, un ramassage des feuilles, mais I’effet est limité. L’exposition au risque
peut étre limitée en évitant le paturage durant les saisons le plus a risque.

La lutte contre les tiques peut s’effectuer les réservoirs ou les animaux domestiques.

VI1.2.2.2. Utilisation des antiparasitaire

Pour protéger les chevaux des tiques on a souvent recours a 1’utilisation de substances destinées a
détruire ou repousser les tiques. Le probléme qui se pose en utilisant les antiparasitaires c¢’est leur
durée d’action qui est pratiquement courte. C’est pour cela il est nécessaire de mettre des
applications répétées, surtout a cause de la sudation chez les chevaux au travail et aprés de fortes
pluies pour les chevaux au paturage.

Il y a peu de produits «antiparasitaires externes» efficaces contre les tiques possedent une AMM

pour les chevaux.
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Liste de quelques antiparasitaires les plus utilisés chez le cheval

Organochlorés

Lindane Véticide®, il faut appliquer le produit pur au pinceau, exclusivement sur le parasite.
Organophosphorés et Carbamates

Dimpylate ou Diazinon (Dimpygal®) : utilisé chez le cheval en pulvérisations.

Les pyréthrinoides : représentent le traitement de choix contre les tiques. Le Repel X®

V1.2.2.3. L’inspection visuelle

Une méthode basique, simple et essentielle de protection.il s’agit de 1’inspection visuelle du corps
apres que le cheval ait été dans une zone endémique de la borréliose de Lyme.

Ainsi, plus tot la tique sera retirée, le risque de transmettre B.burgdorferi est diminué d’ou I’intérét
d’un pansage fréquent et minutieux des chevaux.

La tique accrochée doit étre saisie, aussi prés de la peau que possible a 1’aide de pince incurvée
prévue a cet usage (Tire-Tic). Si les doigts sont utilisés, ils doivent étre protégés avec du tissu, une
serviette en papier ou des gants.

La tique ne doit pas étre pressée ni écrasée sinon elle expulse sa salive, sa lymphe ou des matiéres
digestives contenant des bactéries infectieuses.

L’endroit de la morsure doit étre lavé avec du savon et de I’eau apres avoir enlevé la tique.

Figure 11: tire tique

27



Chapitre2 : Matériels et Méthodes
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Introduction :

Cette étude a pour but de déterminer le statut sérologique des chevaux de la garde vis-a-vis de la
borréliose de Lyme. A cet effet, 48 sérums ont été collectés mais seuls 35 ont été analysés par la
technique d’immunofluorescence indirecte en raison du manque de lames pour 1’analyse. Un autre
objectif a été celui de tenter d’étudier la présence d’une corrélation entre une sérologie positive et
I’age ainsi que la race. Nous envisagerons d’abord la description du matériel et des méthodes

utilisées, puis nous exposerons les résultats de I’enquéte et enfin nous les discuterons.

I SELECTION DE LA ZONE GEOGRAPHIQUE
Cette etude a eté réalisée dans la région d’Alger. Tous les prélévements ont été effectués au niveau

de la garde républicaine.

1 DENTIFICATION DES ANIMAUX ET DES PRELEVEMENTS

I1.1. Identification des animaux

Une fiche d’enquéte a été mise en place pour chaque prélévement de cheval effectué. Nous y avons
mentionné essentiellement : 1’origine du cheval, la race, 1’dge, sexe du cheval, la présence
d’ectoparasites, la symptomatologie (état général, systéme respiratoire, systéme lymphatique,
urinaire, locomoteur, articulaire, musculaire et systeme circulatoire de fagon inconstante) et

antécédents.médicaux.

11.2.  Les préléevements

La prise de sang a été réalisée a partir de la veine jugulaire, de facon stérile aprés une désinfection
minutieuse de la zone de ponction a 1’alcool a 70°. 4 millilitres (ml) de sang ont été recueillis sur
tub sec puis centrifugés au laboratoire a 3000 tours pendant 10 minutes. Le sérum a été récolté dans

des eppendorfs stériles puis conservés a -20°C jusqu’a 1’utilisation (figure12)

Figure 12 : tubes eppendorfs remplis de sérums de chevaux
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1l ANALYSE DES PRELEVEMENTS PAR IFI (IMMUNOFLUEROSCENCE
INDIRECTE)

I11.1. Principe et avantage de I’IFI

Les lames sont préparées le plus souvent a partir de la souche B31 de I’espéce Borrelia burgdorferi
sensu lato(figure18)dont la concentration est ajustée a 50 a 100 spirochétes par champ (x400). La
spécificité est assez bonne aprées absorption par le tréponéme de Reiter. Le test repose sur la
reconnaissance du complexe antigéne-anticorps (anticorps monoclonal) sérique par un conjugué
anti-immunoglobuline dirigé contre les anticorps du sérum (anticorps polyclonal) marqué par un
fluor chrome. On teste des dilutions croissantes jusqu’a obtenir la disparition de la fluorescence, le
principe de la technique est montré dans la figure 13 qui suit.L’IFI est bien adapté au tirage des
anticorps totaux (Ig A+G+M) ou des IgG, c’est une méthode bien adaptée au diagnostic de routine.
En effet, cette technique est peu couteuse, peut étre utilisée pour des petites séries de sérums et

permet un bon suivi du traitement dans les forts évolutives.
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Figure 13: Schéma illustrant le principe de la technique
d’immunofluorescence indirecte

111.2. Matériels utilisés
- Petits tubes stériles en verre (5 ml)(figurel4)
- Eau distillée
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Flacons de PBS (Phosphate Buffer Saline) (figurel5)

-
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Figure 14: tubes en verre (5ml)

Figure 15:flacon de PBS(phsophate buffer saline)

Verrerie propre rincée a 1’eau distillée.(figurel7)
Agitateur magnétique.(figurel7)

2 pipettes I’'une a 100pul et ’autre a 1000pul(figure16)
Vortex.

Boite d’incubation préalablement humidifiée.

Portoir en verre.
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Lames commerciales MegaScreenFluoborrelia (MegaCorDiagnostik, Autriche) (figure 18).
Fluoprep, lames et lamelles (figure21).
Conjugué :anticorps anti Ig cheval (Jackson ImmunoResearch) (figure19).

Liquide de montage (figure22)

Figure 16: 2pipettes

Figure 17: Verrerie propre rincée a I’eau distillée et
agitateur magnétique.
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111 .3. Technique

Les sérums sont décongelés a température ambiante. Une homogénéisation au vortex est réalisée
pour chaque tube avant de prélever le sérum pour effectuer la dilution comme indiqueé en figure. Le
criblage des serums a éte réalisé a la dilution du 1/50 (10uL de sérum dans 490uL de PBS). Chaque
lame de douze puits comporte un sérum témoin positif et un sérum témoin négatif (figurel9).

Les lames sont incubées 30 minutes a 37°C sous atmosphére humide suivi d’un ringage de 10
minutes dans un PBS. Le conjugué (anti-lgG de cheval —Jackson ImmunoResearch, USA), dilué au
50éme, est préparé a partir d’une solution de bleu d’Evans (Bio Mérieux, Marcy 1’Etoile, France)
dans du PBS (40puL par puits). Les lames sont de nouveau incubées a 37°C sous atmosphére humide
pendant 30 minutes un ringcage de 10 minutes est ensuite effectué puis du Fluoprep (Bio Mérieux,
Marcy I’Etoile, France) est ajouté. La lame est recouverte d’une lamelle. Les lames ont été lues au

microscope (grossissement X400) (Merck, Darmastadi, Allemagne) et a fluorescence.

Figure 19: conjugéanticoprs anti 1gG équin
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Figure 20: Vortexer les sérums (apres décongélation)
dilués dans le PBS

Figure 21:Lamelles utilisées pour le montage des lames
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Figure 22: le liquide de montage

111 .4. Lecture des lames

On considere un sérum comme positif lorsqu’on observe une intensité importante de la fluorescence
ainsi que des Borrelia sous une forme typique de spirale. Chaque lame est lue par deux opérateurs,
de maniére indépendante (lecture en double aveugle) et selon un baréme prédéfini comme indiqué

dans le tableau 5 ci-dessous.

Tableau 5: Baréme de lecture des lames de Borrelia burgdorferi sensu lato

Résultat Signification

0 Contrdle negatif

+ Bactérie visible mais pas de fluorescence
++ Fluorescence présente mais modérée
+++ Fluorescence intense

++++ Fluorescence trés intense
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Tableau 6: Interprétation des résultats de la lame N° 1 de borrelia burgdorferi sensu lato selon

le baréme
1 3 5 7 9 11
++ 0 0 0 +++ ++
2 4 6 8 10 12
0 0 ++ 0 0 +/-
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CHAPITRE 3 : RESULTATS
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| DESCRIPTION DE LA POPULATION EQUINE ETUDIEE

Au cours de I’étude, 48 chevaux ont été prélevés.

Tableau 7: Classification des chevaux selon I’Age t 1a race

Parametre Nombre total de chevaux (%)
Age

<10ans 5(16.66%)
>10ans 30(83.34%)
Race

Arabebarbe 28(80%)
Barbe 4(11.42%)
Pur-sang arabe 1(2.85%)
Irlandais 1(2.85%)
Anglo-arabe 1(2.85%)
Total 35

I SEROPREVALENCE POUR BORRELIA BURGDORFERI SENSU LATO
Pour cette bactérie 1’analyse sérologique par IFI a été réalisée a la dilution au 1/50¢. Le seuil de
séropositivité étant fixé a deux croix d’intensité pour 1’antigéne testé. Sur un total de 35 sérums

40% (14) se sont révélés positifs et 60%(21) se sont revélés négatifs.

i LA SEROPREVALENCE SELON L’AGE DES CHEVAUX

35 chevaux ont servi pour étudier I’effet de 1’age en fonction de la séroprévalence a borrelia
burgdorferi sensu lato. Les chevaux ont été répartis en deux classes :>10 ans (83.34%) et <l0ans
(16.66%).

Les cheveux >10ans semblent étre les plus séropositifs a B. burgdorferi sensu lato comparés aux

chevaux de moins de 10 ans (voir tableau 8).
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Tableau 8: La séroprévalence selon I’dge des chevaux

>10ans <10ans
B. burgdorferi + 9 5
B.burgdorferi - 11 10
Total 20 15

AV LA SEROPREVALENCE SELON LA RACE DES CHEVAUX
On constate que ’arabe barbe semble étre le plus séropositifs & borrelia burgdorferi sensu lato

comparé aux autres races(voir tableau9).

Tableau 9: La séroprévalence selon la race des chevaux

B.burgforferi + B.burgforferi -
Arabe barbe 12 17
Barbe 0 4
p.s.arabe. 1 0
Irlandais 1 0
Anglo-arabe 0 0

Il n’existe pas d’association significative entre la séropositivité et les facteurs de risque étudiés.
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION
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Discussion

Ce n’est pas un hasard si la maladie de Lyme est particuliérement décrite aux Etats-Unis : dans les
régions endémiques, le taux de seroprévalence des juments est passé de 12 a 60% entre 1983 et

1986 (Browning et al.,1993), alors qu’en Europe, a la méme époque, aucun cas n’était recense.

La borréliose de Lyme est en fonction de divers facteurs, en effet le climat, diversité et densité des
vecteurs compétents et des hétes ainsi que la proximité des vecteurs avec leurs hétes. Par ailleurs,
le vecteur ainsi que les réservoirs semblent jouer un rolecentrale dans le maintien et la

dissémination de la bactérie ainsi que dans 1’épidémiologie de la maladie.

C’est une zoonose trés largement répandue au niveau mondiale, qu’on pourrait expliquer par la

multiplicité des vecteurs et des réservoirs.

Les principales études épidémiologiques de la maladie de Lyme ont été réalisées chez les tiques,
I'nomme et plus ponctuellement chez le cheval. En Afrique du nord on manque de données précises
concernant son incidence chez les équidés. Cependant du fait de la trés large prévalence des Ixodes

en Algérie, il ne serait pas étonnant de trouver a I’avenir des taux encore plus élevés.

Ce travail consiste en une exploration de 1’infection a borrelia sensu lato chez des chevauxde la
garde républicaine dans la région d’Alger. Cette bactérie est considérée comme majeure en
médecine vétérinaire d’une part en tant que germe pathogéne reconnus pour les herbivores
domestiques et d’autre part parce que les équidés sont considérés comme des hotes accidentels,

manifestant la maladie clinique.

Dans cette partie de notre travail, nous avons testé par IFI 35 sérums de chevaux

a Borrelia burgdorferi sensu lato.

Le résultat obtenu pour cet agent bactérien était de 40%. Ainsi ce pourcentage est comparable a
ceux décrit en France (36.5%) et (36.7%) ( Doby et al.,1987 ; Trap 1990)

La présence de résultats positifs et négatifs indique que le seuil choisi est valable. Cependant, la
présence de faux négatifs peut étre due a une faible réponse immunitaire (absence de sensibilisation,
immunodépression, infection locale sans bactériémie ni dissémination), a I’intervention de maladies
intercurrentes qui peuvent interférer avec la réponse immune, a un probleme de conservation des
échantillons (contamination par un germe avec protéase), a une erreur de manipulation (mauvaise

dilution, antigene mal fixé, anticorps fluorescent trop dilué), a un seuil fixé trop haut (dilution des
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sérums trop importante). On peut également rencontrer des faux positifs (manque de spécificité),

notamment a cause de réactions sérologiques croisées avec d’autres Spirochétes.

Il n’existe pas d’association significative entre une sérologie positive a B. burgdorferi et I’age des

chevaux ou la race. Cette absence d’association pourrait étre le reflet d’un échantillonnage trop

faible.

Notre enquéte est un premier pas vers la connaissance de la maladie de Lyme chez les chevaux en
Algérie, avec un premier résultat sérologique encourageant a persévérer dans la découverte du statut
des chevaux vis-a-vis de la maladie. Les manifestations cliniques n’étant pas toujours
caractéristiques, seul le recours aux examens complémentaires (biopsies, prélevements de synovie,
LCR, sérum et analyse par IFI, ELISA, Western Blot ou encore PCR) permettront de diagnostiquer

et traiter a bon escient les animaux atteints
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CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS :

Bien qu’elle soit méconnue dans notre pays, la borréliose de Lyme est I’une des maladies les plus
importantes a 1’échelle mondiale.Depuis la découverte de I’agent pathogéne par Willy burgdorfer la
maladie de Lyme apparait comme un objet d’étude médicale et vétérinaire majeur. Plusieurs études
en ont ¢été établies et malgré ca plusieurs zones d’ombre demeurent jusqu’a I’heure actuelle

notamment son passage a la chronicité.

Le diagnostic clinique de la maladie de Lyme est assez difficile, ce qui rend le diagnostic
biologique comme la principale clé pour confirmer la maladie apres avoir observé les signes
cliniques évocateurs ou apres une exposition. Le diagnostic de laboratoire présente plusieurs outils

tels que I’immunofluorescence indirecte, le Western-Blot et la PCR.

En ce qui concerne le traitement, il est souvent a base d’antibiotiques associée ou pas a une
administration d’anti-inflammatoires non stéroidiens. Le traitement est connu efficace s’il est
instauré dans les stades précoce de 1’affection. Au fur et a mesure de 1’évolution, le traitement perd
de son efficacité plus particulierement dans la forme chronique de la maladie. La lutte contre le

vecteur est a la base de la prévention de la maladie.

A la lumiere des résultats de notre étude, il nous parait important qu’une autre étude soit faite sur
un échantillonnage plus large. Et pour cela il est recommandé de choisir le moment opportun(saison
des tiques) pour réaliser les prélevements sanguins. La technique que nous avons utilisé (IFI) peut
présenter des faux positifs donc il est nécessaire de confirmer les résultats obtenus avec d’autres

méthodes plus spécifiques tels que le Western blot.

Pour le cheval, le vétérinaire praticien se doit désormais, d’inclure la borréliose de Lyme dans le
diagnostic différentiel des boiteries associées a des symptdémes systémiques et une exposition aux

morsures de tiques.

Au terme de ce travail, nous avons pu conclure que les chevaux ont déja été en contact avec
Borrelia burgderferi sensu lato mais nous ne pouvons pas le confirmer avec certitude car il n’y a
pas d’association entre les signes cliniques et la séropositivité. De plus, un autre test sérologique est

nécessaire pour confirmer le résultat obtenu.
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Résumé

La "maladie de Lyme" est une maladie vectorielle, infecticuse d’origine bactérienne, induite par des bactéries du genre
borrelia, qui elles-mémes font partie de la famille des "spirochetes ". la maladie évolue en une longue période et peut
affecter divers organes et systéme.La borréliose est généralement transmise a I’occasion d’une morsure par les
arthropodes hématophages qui doivent étre porteurs de la bactérie.

La maladie est présente en Algérie chez ’'Homme et chez d’autres mammiféres domestiques tell que les chevaux et les
chiens. Afin de déterminer les risque de contracter cette maladie, il faudra en premier lieu connaitre 1’activité et le mode
de vie des tiques (saison, habitat..etc) et en deuxiéme lieux les différentes méthodes de diagnostic de I’infection. Le but
de notre étude est de déterminer le statut sérologique d’une population de chevaux vis-a-vis de la borréliose 35 chevaux
on été étudiés,(40%)(14/35) se sont montrés séropositifs en IFI & borrelia burgdorferi. Afin de bien interpréter ces
résultats, plusieurs facteurs on été pris en considération tell que 1’age, la race I’état général de I’animal et la présence ou
non des tiques. Ceci nous a permis de déduire que la séropositivité augmente avec I’dge, et que I'affection chez le
cheval est le plus souvent asymptomatique.

Mots clés : borrélia ;IFI ;spirochétose ;tique ;cheval ;

Abstract

The "Lyme disease" is a vectorial infectious bacterial illness, induced by bacteria of the genus Borrelia, which
themselves are part of the "spirochetes” family. The disease evolves in a long time and can affect various organs and
systems.Lyme disease is usually transmitted during a bite of blood-sucking arthropods that must be bacteria carriers.
The disease is present in Algeria in humans and in other domestic mammals such as horses and dogs. To determine the
risk of this disease, it will take to know the activity and lifestyle of ticks (season, habitat..etc) in addition of the
different methods of diagnosing the infection.

The aim of our study is to determine the serological status of a horse population for borreliosis ; 35 horses were
studied and 40% (14/35) have shown positive with IFls to Borrelia burgdorferi.

To interpret these results, several factors are taken into consideration :the age, breed, the general condition of the
animal and the presence or absence of ticks. This enabled us to deduce that seropositivity increases with age, and the
disease in the horse is most often asymptomatic.

Key words: Borrelia; IFA; spirochétose; tick; horse
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