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Résumé

L’anaplasmose a Anaplasma marginale et la besnoitiose a Besnoitia besnoiti, deux maladies
mondialement distribuées, sont a 1’origine de pertes économiques considérables en élevage de
bovins. L’objectif de cette étude a été de déterminer les séroprévalences vis-a-vis Besnoitia
besnoiti et Anaplasma marginale d’un cheptel bovin dans deux régions de la wilaya de Mila
(Bainnane et Tiberguent). Afin de répondre a notre objectif, les anticorps sériques dirigés
contre A. marginale ont été recherches par la technique ELISA de compétition et ceux dirigés
contre Besnoitia besnoiti par la technique ELISA indirecte pour un total de 182 serums
provenant de 45 bovins de la commune de Bainnane et 147 bovins de la région de Tibreguent.
Les données ont été enregistrées dans un fichier Excel puis exportées dans le logiciel SpSS
version 20. Le test de Chi-carré de tendance a permis d’analyser les facteurs de risque
associés a I’infection des bovins par Anaplasma margianle. Les séroprévalences globales d’A.

marginale et de Besnoitia besnoiti obtenues été respectivement de 24.72% et 0%.

Les bovins échantillonnés a Bainnane (climat chaud et humide) présentaient la plus forte
prévalence (51.4%) vis-a-vis d’Anaplasma marginale par rapport a ceux prélevés a
Tiberguent (climat subhumide a semi-aride) (18.37%). De plus, il est également apparu que
les bovins de plus de 2 ans (33%) étaient significativement plus souvent infectés par
Anaplasma marginale en comparaison aux jeunes (<1 an) (10.3%). Les fréquences d’infection
par A. marginale se sont avérées significativement plus élevées dans les élevages de type
semi-intensif (35.9%) que dans les élevages intensif (16.3%). La race et le facteur sexe (p >

0.05) ne semble pas avoir d’impact.

L’ensemble de ces résultats démontrent, d’une part I’absence totale des anticorps anti-
Besnoitia besnoiti et d’autre part la présence de 1’anaplasmose bovine dans les 2 régions
¢tudi€es de la wilaya de Mila sévissant probablement sous forme d’enzootie instable mais des

études ultérieures sont nécessaire afin de caractériser les tiques vectrices.

Mots clés : Anaplasma marginale, Besnoitia besnoiti, Séroprévalence, Facteurs de risque,
Bovin, ELISA, Mila.



Abstract

Anaplasmosis at Anaplasma marginal and besnoitiosis at Besnoitia besnoiti two globally
distributed diseases, are causing considerable economic losses in cattle rearing. The objective
of this study was to determine the seroprevalence of Besnoitia besnoiti and Anaplasma
marginal of a bovine herd in two regions in the wilaya of Mila (Bainnane and Tiberguent). In
order to meet our objective, serum antibodies directed against A. marginale were searched by
the competition ELISA technique and those directed against Besnoitia besnoiti by the indirect
ELISA technique for a total of 182 sera from 45 cattle from the commune of Bainnane and
147 cattle from the Tibreguent area. Data on sex, race and age were recorded in an Excel file
and then exported to SpSS version 20 software. The trend Chi-square test allowed to analyze
the risk factors associated with the infection of cattle by anaplasmosis. The overall
seroprevalences of A. marginal and Besnoitia besnoiti obtained were respectively 24.72% and
0%.

The cattle sampled in Bainnane had the highest prevalence (54.1%) compared with those
taken at Tiberguent (18.4%) compared to Anaplasma marginal. In addition, it was also found
that cattle over 2 years of age (33%) were significantly more infected with Anaplasma
marginal than young (10.3%) (<1 year). Frequency of A. marginal infection was significantly
higher in semi-intensive (35.9%) than in intensive (16.3%). Race and gender (p> 0.05) did not
seem to have an impact.

All these results show, on the one hand, the total absence of anticorps anti-Besnoitia besnoiti
and on the other hand the presence of bovine anaplasmosis in the 2 regions studied in the
wilaya of Mila, unstable enzootic but further studies are needed in order to characteristic the
ticks vectors

Key words: Anaplasma marginal, Besnoitia besnoiti, Séroprévalence, risk factors, cattle,
ELISA, Mila.
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INTRODUCTION GENERALE

Les arthropodes et les maladies dont ils sont les vecteurs demeurent un important facteur
limitant la production animale dans les pays tropicaux et subtropicaux (BRAM, 1983 ;
MINJAUW et LEOD A, 2003). lls sont responsables de pertes directes (lésions cutanées et
action hématophage), et indirectes (morbidité et mortalité causées par les maladies
transmises) (RASULQV, 2007). DE CASTRO en 1997 a estimé que le colt global annuel
induit par les arthropodes et les maladies transmises était compris entre 13,9 milliards et 18,7
milliards de dollars.

Parmi les maladies vectorielles potentiellement émergentes I’ Anaplasmose et la Besnoitiose
bovine, elles constituent une contrainte importante pour le développement et I’amélioration de
I’élevage bovin en Afrique et dans d’autres régions du globe. Leur épidémiologie est régie par
des interactions complexes impliquant les vecteurs, 1’héte et 1'environnement (NORVAL et
al., 1992). Des facteurs tels que les variations climatiques, 1’irrigation ainsi que 1’utilisation
des paturages et du couvert végétal peuvent jouer un rdle majeur en raison de leurs effets sur
la répartition et 1’abondance des tiques et des insectes hématophages (GUBLER D.J, 1988 ;
PATZ J.Aetal., 2000 ; SUTHERST R.W, 2004).

Dans la wilaya de Mila, la politique d’irrigation liée a la construction de barrage Beni
Harroune a entrainé des changements microclimatiques des régions telles que Bainnane et
Tiberguent favorisant ainsi le développement et la survie de plusieurs espéces d’arthropodes
et une éventuelle augmentation de la prévalence des maladies transmises par ces derniers.

A T’heure actuelle, les données disponibles sur la besnoitiose et 1’anaplasmose bovine sont
insuffisantes et nécessitent d’étre actualisées en terme de leur distribution, la prévalence et
I’importance économique dans notre pays.

Afin d’établir un état des lieux vis a vis de ces deux pathologies en Algérie, une enquéte
sérologique de type transversale a été réalisée durant le mois de mars 2017 dans quelques
élevages des 2 communes étudiées de la wilaya de Mila dont celles de Bainnane et de
Tiberguent. Dans cette étude, il sera question de déterminer la séroprévalence et les facteurs
de risque associés.

La premiére partie de ce travail est une étude bibliographique dans laquelle est realisé un bilan
sur les connaissances actuelles sur la besnoitiose et ’anaplasmose bovine, en insistant
notamment sur les aspects étiologiques, épidémiologiques, immunologiques, cliniques ainsi

que le diagnostic et les moyens de lutte.




Dans la deuxiéme partie, nous aborderons la partie expérimentale. Nous décrirons en premier
lieu le protocole de 1’étude en détail puis nous presenterons les résultats obtenus. Enfin, nous

conclurons ce travail de magistere par wune discussion et des perspectives.




PARTIE
BIBLIOGRAPHIQUE



|. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE DE LA BESNOITIOSE

1. Présentation générale
1.1. Définition

La besnoitiose est une maladie infectieuse parasitaire et vectorielle des bovins, due au
protozoaire Besnoitia besnoiti. Il s’agit d’une coccidie identifiée pour la premiere fois en 1912
par Besnoit et Robin a I’école nationale vétérinaire de Toulouse, et qui est responsable de la
formation de nombreux kystes dans différents tissus de I’organisme (ESQUERRE, 2015). Les
bovins sont des hoétes intermédiaires du parasite, 1’hote définitif étant simplement suspecté
aujourd’hui : on considere traditionnellement qu'il s'agit du chat ou du lynx mais ces
informations sont aujourdhui remises en question (JACQUIET et al., 2010). Une étude
récente a trouvée des séquences d'ADN de type Besnoitia dans un échantillon fécal d'une
chauve-souris, ce qui peut justifier une investigation plus poussée (HORNOK et al., 2015a).
La maladie touche plus particulierement les jeunes animaux (entre deux et quatre ans
notamment), et se manifeste cliniquement par trois phases successives : la phase fébrile, la
phase d’cedeme et la phase de sclérodermie (ALZIEU, 2007a).

Encore peu connue aujourd’hui, il nous reste beaucoup d'interrogations a lever sur cette
affection, afin de pouvoir mettre en place des méthodes de lutte efficace qui permettront
d’endiguer sa progression (ESQUERRE, 2015).

1.2. Histoire et découverte (FERRIE J, 1984 ; FRANC M, 1987 ; LEGRAND P, 2003 ;
JACQUIET et al., 2010 ; ALVAREZ-GARCIA et al., 2013) :

Depuis I'Antiquité, la besnoitiose bovine intrigue et fascine. Les premiéres descriptions
datent de la fin du Ve siecle, lorsque VEGECE énonce les symptdmes de la phase terminale
de la maladie qu'il dénomme alors éléphantiasis.

En 1817, SANTIN, vétérinaire dans le Tarn, décrit d’une maniére trés imagée les phases
d’oedémes et de sclérodermie : « en ces endroits ou il existe des engorgements, le
desséchement de la peau prend I’apparence d’un cuir tanné, elle tombe en lambeaux et
s’exfolie comme 1’écorce d’un platane ».

En 1840, GELLE, apres avoir étudié quelques cas chroniques séveres de la maladie, la définit
comme une lépre, une Iepre éléphantiasique ou bien encore d’éléphantiasis tuberculeux.

En 1843, LAFORE fait la distinction entre une phase aigué et une phase chronique de la
maladie.

En 1858, LAFOSSE distingue 3 phases : debut, état, et déclin.




En 1869, CRUZEL nous expose les premiers ¢léments épidémiologiques : « 1’éléphantiasis
pourrait étre une de ces affections que 1’on attribue a la présence d’insectes ou de zoophytes
microscopiques ».

En 1912, BESNOIT et ROBIN, professeurs a 1’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse,
isolent le parasite a partir de lésions cutanées, et prouvent ainsi 1’étiologie parasitaire de la
besnoitiose.

En 1936, CUILLE arrive a transmettre la maladie a des bovins sains a partir d’injection
intraveineuse de sang de bovins contaminés en phase fébrile.

En 1954, POLS réalise une étude approfondie sur la maladie, et permet I’isolement du
protozoaire dans le sang de bovins contaminés en phase fébrile.

En 1968, BIGALKE expose I’aspect contagieux de la maladie entre bovins, et démontre
I’importance de vecteurs mécaniques dans la transmission.

En 1974, PETESHEV propose un cycle épidémiologique avec pour hote définitif le chat, le
bovin étant 1’hote intermédiaire. Cependant, ses résultats n’ont pas été démontrés par des
études ultérieures. L’hote définitif demeure encore inconnu. Le mode de transmission

majoritaire de bovin a bovin se réaliserait par la piqlire d’insectes hématophages.

1.3. Importance

La besnoitiose bovine a suscité peu d’intérét jusqu’a la fin du 20iéme siecle. Aujourd’hui, on
la considere comme une maladie vectorielle émergente en Europe, et en forte extension
géographique (EFSA, 2010). C’est une maladie trés préoccupante d’un point de vue médical
et zootechnique qui risque d’affecter les échanges nationaux et internationaux. La besnoitiose
bovine s’achete et doit donc étre systématiquement dépistée lors de nouvelles transactions
(ALZIEU et al., 2011).

La mortalité due a la besnoitiose est faible, inférieure a 10 % (EFSA, 2010). Cependant, les
pertes économiques sont lourdes puisque la forme clinique de la maladie s’accompagne de
pertes de production majeures et les animaux atteints deviennent des non-valeurs
économiques méme s’ils ne meurent pas. Et bien que la plupart des animaux ne développent
pas de besnoitiose clinique, ils constituent un réservoir de bradyzoites que les insectes
piqueurs vont pouvoir transmettre aux animaux sains. La propagation de la maladie est alors
insidieuse, et lorsqu’un cas clinique se déclare, la prévalence dans 1’¢levage concerné est déja
importante, limitant les moyens de lutte et augmentant leurs colts (FLORENTIN, 2016). De

plus, les taureaux atteints présentent une infertilité transitoire ou définitive (KUMI-DIAKA et




al., 1981) qui peut étre responsable de pertes économiques considérables dans les systemes

d’élevages extensifs ou pastoraux pratiquant la monte naturelle.

1.4. Agent étiologique

1.4.1. Taxonomie : une phylogénie obscure

Besnoitia besnoiti est un protozoaire appartenant a I’embranchement des Apicomplexa et a la
famille des Sarcocystidae. De cette famille résulte deux sous-famille : les Sarcocystinae d’une
part, ou 1’on retrouve les genres Sarcocystis et Frenkelia ; les Toxoplasmatinae d’autre part,
ou I’on retrouve les genres Hammondia, Neospora, Toxoplasma, et Besnoitia (FRENKEL,
1977 ; TENTER et JOHNSON, 1997) (Figure 01).

Dix especes sont décrites au sein du genre Besnoitia, mais le statut taxonomique reste douteux
pour certaines d’entre elles. On compte quatre espéces pouvant infecter les grands
mammiferes (B.besnoiti, B.caprae, B.tarandi, B.benetti) : bétail, chévres, chevreuils, rennes,
caribous, chevaux,...et six espéces infectant les petits mammiféres (B. wallacei, B.jelisoni,
B.darlingi, B.akodoni, B.neotomofelis et B.oryctofelisi) : singes, opossums, lapins,
rongeurs,... (JACQUIET et al., 2010; OLIAS et al., 2011). Les lézards peuvent aussi étre
infectés (JACQUIET et al., 2010).

D’aprés les analyses moléculaires des fragments Internal Transcrpition Spacer 1 (ITS-1) et de
I’ARN ribosomal 18S (Figure 02 et 03), ces especes seraient phylogénétiquement proches des
genres Neospora, Hammondia et Toxoplasma (ELLIS et al., 2000). A I’intérieur méme du
genre, la variabilité génétique du fragment ITS-1 est en faveur d’une dichotomie entre les
espéces infectant les grands mammiféres tels que les ongulés (besnoiti, benetti, caprae,
tarandi) et celles infectant les petits mammiféres tels que les rongeurs, lagomorphes et
marsupiaux (darlingi, jellisoni, wallacei, oryctofelisi, akodoni, neotomofelis) (JACQUIET et
al., 2010; OLIAS et al., 2011).




Domaine

Phylum

Classe

Sous-classe

Ordre

Sous-ordre

Famille

Sous-famille

Genre

Espéce

Figure 01
al., 2004).

Eukaryota
Chamon, 1925

Apicomplexa
Laviza, 1970

Conoidasida
Lovize, 1588

Coccidia
Louckat, 1899

Eucoccidiorida
Loger & Dubowcq, 1910

Eimeriorina
Logc, 1911

Sarcocysndae
Pocks, 1913

|

Biocea, 1957

Toxoplasmaninae

Sarcocystinae
Poca, 1913

L

Hammondia
Fraakel 1974

Neospora
Dubeyetal, 1988

Besnoina
Hasy, 1913

Toxoplasma
Nacollo & Mazcomux, 1509

Sarcocysnis
Lazkester, 1852

Frenkelia
Biocca, 1948

B. tarand:

B. bennetn

B. besnoin

(Maretal, 1913)
Heary, 1013

B. jellisom

B. oryctofelisi

B. derlingi

B. akodomi

. Place de Besnoitia besnoiti dans la classification (EUZEBY, 1987 ; DUBEY et




i. rodini
S. muris

S. dispersa
81 32 _ME F. microti
55 F. glareoll
51 S. mucosa
S. neurona
— Sarcocystis ep.
80 S. aucheanlae
99 S. gigantes
100 99 | S. mouleo/l
5] —— S. fusiformis
1 S. hirsuta
100 49 B . burratonte
S. cruz/

! 3 i. suis
PRy i
1 i. ftells
- 713 B. jellisoni

8. besanolt!
H. hammondi

]

]

1 58

i 93— 7. gondil
, .

1

N. caninum
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D’autres questions se posent au sein méme de 1’espéce B.besnoiti. Ainsi, 1I’étude moléculaire
de ce méme fragment laisse a penser que B.caprae et B.besnoiti ne seraient en fait qu’une
seule et méme espece : elles présentent des fragments ITS-1 identiques. Leurs morphologies
sont également identiques, malgré des propriétés biologiques différentes (les rongeurs
peuvent étre infectés par B.besnoiti mais pas par B.caprae). Par ailleurs, une étude
comparative entre deux parasites B.besnoiti isolés d’un bovin et d’une antilope, basée sur
I’électrophorése de 8 enzymes, serait en faveur de 1’existence de deux souches distinctes
(JACQUIET et al., 2010). Elles présentent une immunité proche et des fragments ITS 1
¢galement identiques (Ellis et al., 2000), mais la souche de I’antilope serait moins pathogéne
que la souche bovine. La différence entre ces deux souches pourrait étre due a des variations
géographiques ou de I’hote (JACQUIET et al., 2010).

La phylogénie de Besnoitia besnoiti demeure donc encore obscure (Figure 04), et de

nombreuses études restent a faire pour mieux connaitre ce parasite et sa taxonomie.
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Figure 04 : Arbre phylogénétique construit a partir de la région ITS-1 des différentes espéces
du genre Besnoitia. Huit Besnoitia sur dix sont présentés avec leurs hétes naturels connus. La
barre d'échelle indique la distance génétique (OLIAS et al., 2011).




1.4.2. Cycle biologique

Besnoitia besnoiti présente un cycle coccidien hétéroxéne intestinal classique avec
schizogonie et gamogonie chez I’hote définitif (HD), aboutissant a la production d’ookystes
excrétes dans le milieu extérieur. Toutefois, ce cycle serait minoritaire par rapport au cycle
monoxéne entre bovins (ALZIEU, 2007b).

1.4.2.1. Cycle primaire HD-bovin : un cycle minoritaire et encore peu connu

Méme si le cycle chez 1’hote définitif n’a jamais pu étre mis en évidence, on sUppose que
celui-ci fonctionne comme pour les autres coccidies, et notamment Toxoplasma gondii.

Ainsi, I’hote définitif se contaminerait par ingestion de kystes a bradyzoites contenus dans les
tissus musculaires de ses proies, ou d’ookystes libérés dans 1’environnement par un autre hote
définitif. Sous I’action des sucs digestifs, les kystes libérent les bradyzoites et sporozoites. Ils
pénétrent dans les cellules épithéliales de la muqueuse intestinale et subissent une schizogonie
(reproduction asexuée), puis une gamogonie (reproduction sexuée). Cette derniere aboutit a la
formation d’un zygote, qui s’entoure d’une coque pour former un ookyste. L’ookyste est
ensuite excrété dans le milieu extérieur, ou survient la sporogonie : 1’oeuf se divise en deux
sporocystes qui donneront chacun quatre sporozoites (BEUGNET et BOURDOISEAU, 2005;
DUBEY, 1998; FRANC et CADIERGUES, 1999).

Dans le cas du cycle primaire, le bovin se contaminerait par ingestion d’ookystes sporulés via
des végétaux ou des céréales souillées par les féces de I’'hote définitif (FRANC et
CADIERGUES, 1999). Une fois parvenus dans le tube digestif, les sporozoites contenus dans
les kystes sont libérés et traversent la muqueuse intestinale pour gagner les cellules
endothéliales.

IIs se transforment alors en tachyzoites, formes végétatives du parasite, qui se multiplient par
un type particulier de schizogonie : I’endodyogenese (ou deux tachyzoites fils se forment au
sein d’un tachyzoite mére) (BIGALKE, 1981). Ils forment ensuite des pseudo-kystes qui
conduisent a la destruction des cellules hotes et a la sortie des tachyzoites. Ceux-ci se
retrouvent libres dans le sang ou pénétrent dans les monocytes ou neutrophiles (ALVAREZ-
GARCIA et al., 2013), puis envahissent les cellules endothéliales des capillaires, des noeuds
lymphatiques, du foie, de la rate, des conjonctives, de la muqueuse nasale, des testicules et de
la peau (ALZIEU, 2007b). On se trouve alors entre le quatrieme et le huitiéme jour apres
infection, période caractérisée par une intense parasitémie.

Les tachyzoites colonisent ensuite des cellules d’origine mésenchymateuse (histiocytes,

fibroblastes, myofibroblastes, cellules endothéliales et musculaires) (ALVAREZ-GARCIA et




al., 2013), ou ils sont convertis en bradyzoites. La multiplication des bradyzoites a I’intérieur
de ces cellules conduit a la formation de kystes globuleux, mdrs au bout de la dixiéme
semaine post-infection et qui peuvent persister plus de dix ans (ALZIEU, 2007b; FRANC et
CADIERGUES, 1999; TRINH, 2002).

1.4.2.2. Cycle secondaire de bovin contaminé a bovin sain : un cycle majoritaire et mieux
connu

C’est en 1960 que Bigalke envisage pour la premiére fois la possibilité d’une transmission
vectorielle de la besnoitiose entre deux bovins, avant de confirmer cette hypothése en 1968.
En effet, les bradyzoites issus des kystes cutanés peuvent étre transmis mécaniquement d’un
animal infecté a un animal sain par des insectes piqueurs comme les tabanidés et les stomoxes
(ALZIEU et JACQUIET, 2010; FRANC et CADIERGUES, 1999; LIENARD et al., 2011) .
Ce cycle est dominant par rapport au cycle primaire, et explique la saisonnalité marquée de la

maladie ainsi que son allure pseudo-contagieuse (ALZIEU, 2007b, 2009) (Figure 05).
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Figure 05 : Cycle et transmission de Besnoitia besnoiti (modifié d'aprés (ALVAREZ-
GARCIA et al., 2013).
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1.5. Epidémiologie

1.5.1. Répartition géographique

1.5.1.1. Répartition mondiale

Méme si la premicre description du parasite a eu lieu en France, il s’agit principalement d’une
maladie des pays chauds (Figure 06). Ainsi, elle a été décrite en Afrique Sub-Saharienne et en
Asie. En Europe, les pays méditerranéens sont les principaux affectés, avec le Portugal
(FRANCO et BORGES, 1915 ; CORTES et al., 2005), ’Espagne (FERNANDEZ-GARCIA
et al., 2009), I’'Italie (AGOSTI et al., 1994) et la France (BESNOIT et ROBIN, 1912). Mais
ces derniéres années, de nouveaux foyers ont été décrits en Allemagne (MEHLHORN et al.,
2009), en Suisse (LESSER et al., 2012), et en Irlande (RYAN et al., 2016) suggérant une

extension de la maladie (Figure 07).

Figure 06 : Répartition de la besnoitiose dans le monde (modifié d'apres THOMAS, 2007)
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Figure 07 : Pays ou ont été décrits des cas de besnoitiose bovine (d’aprés RYAN et al., 2016 ;
EFSA, 2010 ; THOMAS, 2007).

1.5.2. Transmission du parasite

La connaissance des modes de transmission reste un défi pour les chercheurs (ALVAREZ-
GARCIA et al., 2013) et le rdle possible des arthropodes (HORNOK et al., 2015) et des
ruminants sauvages (GUTIERREZ-EXPOSITO et al., 2013, 2016) dans I'épidémiologie de la

maladie est une préoccupation majeure.

1.5.2.1. Transmission par des insectes hématophages

Actuellement, le seul mode avéré de transmission du parasite est une transmission mécanique
via des insectes piqueurs qui inoculent des bradyzoites aux bovins, par voie transcutanée
(ALVAREZ-GARCIA et al., 2013 ; PAPADOPOULOS et al. 2014).

Les vecteurs mis en jeu sont les tabanides (Atylotus nigromaculatus, Tabanocella denticornis,
Haematopota albikinta) et les mouches d’étable (Stomoxys calcitrans) (Figure 08). Les
tabanidés semblent étre plus compétents que les mouches d’étables. En effet, le volume des
piéces buccales de Stomoxys calcitrans est 32 fois plus petit que celui des tabanidés,
respectivement 0,4 ml et 12,5 ml (LIENARD et al., 2012). Plus de 52 000 piqgdres de
Stomoxys calcitrans sont nécessaires pour provoquer l’infection, alors que seulement 3
pigdres de taons suffisent (BIGALKE, 1968). (ALVAREZ-GARCIA et al., 2013; BIGALKE,
1968; JACQUIET et al., 2010). Toutefois, les stomoxes sont plus abondants et sont actifs en

intérieur comme en extérieur, ce qui augmente le risque de contamination (ALZIEU, 2009;

ﬂ



JACQUIET et al., 2010). A ce jour, aucune transmission biologique n’a été mise en évidence

au sein des insectes vecteurs (JACQUIET et al., 2010).

Figure 08 : Principaux vecteurs de la besnoitiose. A : Stomoxys calcitrans (Mouche d’étable) ;
B : Tabanus spp (taon) (LENFANT, 2013).

En ajoutant a la transmission mécanique déja connue de B. besnoiti par les mouches
hématophages, les résultats de 1’étude réalisée par Hornok et ses collaborateurs en 2015,
suggerent que les mouches secretophagous flies ont été évaluées comme des vecteurs
potentiels de ce parasite (HORNOK et al., 2015).

D’autres arthropodes tels que les moustiques, les mouches plates (Hippobosca sp), les tiques
et des especes non piqueuses comme les mouches domestiques (Musca domestica et Musca
automnalis) ont été suggérés comme vecteurs, mais cette hypothése n'a pas encore été
démontrée (BIGALKE, 1968; POLS, 1960 ; CORTES et al., 2005 ; ALVAREZ-GARCIA et
al., 2013).

1.5.2.2. Autres modes de transmission non clarifiés

La transmission pourrait aussi se faire par contacts directs entre les animaux (ALVAREZ-
GARCIA et al., 2013). En effet, des bradyzoites ont pu étre inoculés expérimentalement par
les narines, ce qui suggere qu’ils pourraient traverser les muqueuses (BIGALKE, 1968). Par
ailleurs, La transmission vénérienne n'a pas été établie comme méthode de transmission et
dans une étude récente, qui comprenait le sperme provenant de 17 taureaux séropositifs
infectés par voie sous-clinique et de 12 taureaux séropositifs cliniquement infectés, aucun
ADN de B. besnoiti n'a été détecté, ce qui indique que la transmission de la besnoitiose par le
Sperme des taureaux chroniquement infectés est peu probable (ESTEBAN-GIL et al., 2014).
De plus, on pense que les animaux récupérés et subcliniquement infectés restent porteurs de
longue durée et sont considérés comme une source importante d'infection (ALVAREZ
GARCIA et al., 2013, BASSO et al., 2013, FREY et al, 2013).
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Enfin, une transmission transplacentaire a été envisagée du fait de la présence d’anticorps
chez de trés jeunes veaux (FRANC, 1996; FRANC et CADIERGUES, 1999; SHKAP et al.,

1994), mais n’a jamais été confirmée.

1.5.3. Prévalence et facteurs de réceptivités

1.5.3.1. Prévalence

Les taux de prévalence différent en fonction des situations épidémiologiques des régions ou
I’on se trouve (JACQUIET et al., 2010). En zone d’enzootie comme la France et le Portugal,
la séroprévalence y est de I’ordre de 50 a 60%, ce qui suggere 1’existence d’un équilibre par
stabilité enzootique (ALVAREZ-GARCIA et al., 2013; ALZIEU et JACQUIET, 2010;
JACQUIET et al., 2010). Par contre, en zone d’émergence la littérature rapporte que la
séroprévalence n’est que de 20 a 30% (JACQUIET et al., 2010).

La séroprévalence de I’infection par besoitia besnoiti chez 1’espéce bovine dans différents
pays du monde est résumé dans le tableau ci-dessous.

Tableau 01 : Séroprévalence de I’infection par besnoitia besnoiti dans certains pays du

monde.

Pays ELISA IFI WB Référence

Australie 18.4 0 0 NASIR etal., 2012

Brésil - 3.48 0 UZEDA etal., 2014

Espagne 16 - - ALVAREZ-GARCIA et

(Navarra) al.,2014b

Espagne 90.5 - - FERNANDEZ-GARCIA etal.,

(Castella- 2010

la Manxa)

Espagne 87.3 GUTIERREZ-EXPOSITO et al.,
2012

Espagne (Osca) 49.2-52.3 - - GUTIERREZ-EXPOSITO etal.,
2014

Espagne 38,34 ESTEBAN-GILA et al., 2016

France - - 29.8-89.5 LIENARD etal., 2011

Italie - - 41.2 GOLLNICK etal., 2010

Italie - - 9.7 GENTILE etal., 2012

Italie 44.1 - - RINALDI etal., 2013

Italie 36.5 - GAZZONIS et al., 2017
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Nigeria - - 80.3 SAMBO etal., 2014
Suisse 13.2 2.1 0.001 BASSO etal., 2013
Jordanie 28.5 _ _ ABDELSALAM Q et al., 2015
Irlande 68 - - RYAN et al., 2016
Egypte 13.75 - - K 1. ASHMAWY et

S.S. ABU-AKKADA,, 2014

1.5.3.2. Facteurs de réceptivités et de sensibilités

a. Saisonnalité

La besnoitiose présente une variation saisonniere marquée, a mettre en relation avec la
période d’activité des insectes vecteurs (ALVAREZ-GARCIA et al., 2013). On observe la
besnoitiose du printemps a 1’automne, avec un pic épidémiologique de juillet a septembre et
pour certains auteurs de juin a octobre (ALZIEU, 1991 ; ALZIEU et al., 2007 ; LEGRAND,
2003 ; RENAUD, 2004 ; TARTERA, 2001; THOMAS, 2007). Toutefois des formes
hivernales sont décrites, ce qui est en faveur d’une expression différée de la maladie chez les

bovins porteurs de kystes (ALZIEU, 2009; JACQUIET et al., 2010).

b. Age

La maladie clinique a été principalement observée chez les animaux plus agés et a été
caractérisée par des réponses immunitaires d'intensité plus élevée. De plus, les veaux peuvent
étre infectés et peuvent méme développer une maladie clinique lorsqu'ils ont moins de 6 mois
(ESTEBAN-GIL et al,. 2017).

A T’opposé, de multiples études rapportent qu’il n’y a que treés peu d’atteinte clinique des
animaux de moins de 6 mois (LEGRAND, 2003 ; FREUDIGER, 2008 ; FOUQUET, 2009), la
maladie apparaissant sous forme clinique, préférentiellement, chez les animaux de 2 a 4 ans
(FERRIE, 1984 ; LEGRAND, 2003), voire a partir de 1 an (FRANC et CADIERGUES,
1999 ; FREUDIGER, 2008).

c. Sexe

Le sexe ne semble pas avoir d’influence sur la réceptivité a la maladie (ALVAREZ-GARCIA
et al., 2013; FERRIE, 1984; GOLDMAN et PIPANO, 1983).

Cependant, les males développent des formes cliniques plus graves que les femelles et leur
taux de mortalité, face a la maladie, est plus élevé (LEGRAND, 2003 ; JACQUIET, et al.,
2010).
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Cette sensibilité supérieure des males a des conséquences sur I’impact de la besnoitiose sur la
gestion d’¢levage. En effet, outre la mortalit¢ plus importante, les formes cliniques
provoquent des séquelles, comme I’infertilité¢, conduisant les animaux vers la reforme

(ESTEBAN-GIL et al., 2016).

d. Race

La plupart des études s’accordent a dire qu’il n’existe pas de prédispositions raciales
concernant la besnoitiose (ALZIEU, 2007b, 2009, 2011; FRANC et CADIERGUES, 1999;
LEGRAND, 2003).

On considere que le véritable facteur influengant la contamination d’un bovin est la conduite
d’¢élevage (LEGRAND, 2003). 11 est difficile de dissocier cette notion de mode d’¢levage de
celle de race, c’est sans doute pourquoi il y a eu confusion (FOUQUET, 2009).

En Israél, ce sont surtout les races allaitantes qui sont touchées, comme les Charolaises, les
Brunes des Alpes et les Herefords (THOMAS, 2007 ; FERRIE, 1984). En Israél, 90% des
bovins laitiers étaient séronégatifs, alors que 50% des bovins de boucherie étaient séropositifs
(GOLDMAN ET PIPANO, 1983).

Il semblerait que les croisements et les animaux non nés en zone d'enzootie soient plus
sensibles a la maladie (THOMAS, 2007 ; FERRIE, 1984 ; SAHUN, 1998 ; SHKAP et al.,
1994).

e. Mode d’¢élevage (JACQUIET et al., 2010 ; LEGRAND, 2003)

On distingue trois modes d’élevage a risque pour la contamination :

La transhumance est un facteur de risque majeur dans la réceptivité des bovins. En effet, il
s’agit du regroupement d’animaux provenant de divers cheptels, dont le statut sanitaire
différe, auquel s’ajoute une abondance d’insectes piqueurs et vecteurs de la besnoitiose.
L’¢levage allaitant dit « sédentaire », non transhumant, ou la transmission du parasite se
réalise par I’achat de bovins porteurs, ou bien par le biais d’insectes vecteurs qui se propagent
a distance d’¢levage en élevage.

L’élevage laitier « sédentaire », ou les contaminations prennent des allures épizootiques
(quelques animaux atteints), sans aucune explication satisfaisante. Ce dernier mode d’élevage
serait méme assez rarement touché. Toutefois, comme pour 1’¢élevage allaitant « sédentaire »,

I’introduction d’un animal infecté est un facteur de risque non négligeable.
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2. Etude clinique
2.1. Pathogénie

La phase fébrile est liée a la parasitémie avec multiplication des parasites dans les cellules de
I'endothélium vasculaire (CORTES et al., 2005 ; EL HADEF EL OKKI-BOUCHAIR, 1987 ;
FERRIE, 1984 ; FRANC et al.,, 1987), mais aussi les macrophages et les fibroblastes
(CORTES et al., 2005 ). Cette multiplication va provoquer une hyperplasie de I'endothélium,
la formation de thrombi et une inflammation vasculaire, surtout des capillaires et des petites
veines du derme, des tissus sous-cutanés, des fascias, des testicules, et des muqueuses des
voies respiratoires supérieures (CORTES et al., 2005; FERRIE, 1984 ; EL HADEF EL
OKKI-BOUCHAIR, 1987 ; FRANC et al., 1987), puis des veines plus importantes (jusqu'a 4
mm de diamétre) (FERRIE, 1984 ). On assiste donc a la formation d’cedémes dans ces régions
mal irriguées par ces vaisseaux lésés (FERRIE, 1984; FRANC, 1996; FRANC et al., 1987).
Ce phénomene explique ainsi la deuxiéme phase de la maladie, appelée phase d’oedémes.

La sclérodermie observée en phase chronique de besnoitiose fait suite a (FERRIE, 1984;
FRANC, 1996) :

La formation d’amas de kystes provoquant un épaississement de la peau et une rugosité des
mugqueuses avec dans la plupart de cas une dégéenérescence des follicules pileux ;

La nécrose vasculaire consécutive aux lésions de thrombophlébite provoque une mauvaise
irrigation sanguine ;

L’apparition des complications mécaniques comme les crevasses dues aux cedemes et a
I’épaississement de la peau ;

La surinfection bactérienne secondaire.
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Figure 09 : Pathogénie de la besnoitiose. Les actions du parasite apparaissent en violet, tandis

que les effets de ces actions apparaissent en bleu. Les symptdmes observés apparaissent en
orange souligné (ESQUERRE, 2015).

2.2. Immunité

Le pouvoir immunogene de Besnoitia besnoiti est encore tres mal connu. Seules quelques
données scientifiques provenant d’expérimentations réalisées sur rongeurs prouvent
I’existence et I’importance de la réponse immunitaire a médiation cellulaire. Celle-ci dépend
en partie de I’activation des macrophages a partir de I’interféron gamma (ALZIEU et al.,
2011).

Chez les individus porteurs, les kystes restent vivants pendant au moins neuf ans (FRANC et
CADIERGUES, 1999), voir pendant toute la vie de I'animal (EUZEBY, 1987). Il y a donc
développement d'une immunité acquise chez les individus parasités, d'installation rapide,
solide et durable, elle est de type prémunition car les kystes restent vivants.

Cependant, les kystes permettent au parasite d’échapper au systéeme immunitaire. Leur
devenir est variable : soit les parasites survivent dans les kystes durant plusieurs années, soit
les parasites se multiplient a la suite d’une réactivation. Celle-Ci peut survenir suite a une
baisse de I’immunité ou suite a une maladie intercurrente (ALZIEU, 2009; JACQUIET et al.,

2010). Par contre, I’¢limination totale des kystes est peu probable.
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Des anticorps IgM et 1gG ont été mis en évidence dans le sang d'animaux infestés, cependant
Iimmunité est plutdt a médiation cellulaire acquise spécifique de besnoitia besnoiti
(BIGALKE, 1981), ce qui s'explique partiellement par le fait que, chez I'néte intermédiaire,
les parasites sont intracellulaires (FREUDIGER, 2008).

Il semble que I'on puisse attribuer la persistance d'un taux d'anticorps spécifiques au parasite,
a la présence chez le bovin de kystes parasitaires. Un animal séropositif est donc
potentiellement porteur sain (SAHUN, 1998). Par contre en I’absence de stimulation
antigénique, il serait possible que les anticorps disparaissent : c’est le phénoméne d’anergie
(L’HOSTT et al., 2009).

Par ailleurs, Janitchke et Bigalke ont mis en évidence la présence d’anticorps chez un veau de
moins d’un mois (FOUQUET, 2009; THOMAS, 2007), se posant alors la question d’une
transmission verticale de la maladie, ou d’une transmission d’anticorps via le colostrum. Si la
transmission verticale n’a jamais pu (FREUDIGER, 2008) étre prouvée, le passage
d’anticorps dans le colostrum a effectivement été observé, sans que 1’on puisse prouver le role

protecteur de ces anticorps (SHKAP et al., 1994).

2.3. Symptomatologie

La grande majorité des animaux contaminés par la besnoitiose (80 a 95%) ne développe pas
de phase clinique (ALZIEU, et al., 2011). Il est observé que seule une petite proportion des
animaux infectés développe tout le cortege des symptdmes et la clinique de la besnoitiose
chez ces animaux peut étre diviser en trois phases successives que sont la phase fébrile, la

phase des cedémes et la phase de sclérodermie.

2.3.1. Phase fébrile

Apres une incubation de 6 a 10 jours, I’animal infecté souffre brutalement d’un état fébrile
marqué avec des températures rectales pouvant atteindre 41,6°C pendant quelques jours. Un
abattement, une tachypnée, une tachycardie et des troubles de la rumination sont alors
observés. D’autres signes plus caractéristiques surviennent également, notamment une
photophobie et des écoulements oculaires et pituitaires séro-muqueux (Figure 10)
(GOURREAU et al., 2000).
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Figure 10 : Phase fébrile : A : photophobie, epiphora et B : écoulements séreux (ALZIEU,
2011).

2.3.2. Phase des cedémes

Apreés la phase fébrile survient la phase des oedemes ou anasarque. Celle-ci est caractérisée
par la formation d’oedémes sous-cutanés sur la téte et dans les régions déclives telles que le
scrotum, la mamelle, les ars et le fanon (Figure 11). Cette phase persiste pendant 1 a 4
semaines, avec une adénomégalie superficielle généralisée. Chez la femelle est également
observée une cyanose des trayons qui deviennent violacés a leur base. Chez le male, I’atteinte
scrotale et testiculaire induit une baisse de fertilite (GOURREAU et al., 2000).
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Figure 11 : Phase des cedémes, A : cedémes déclives sur les membres (ALZIEU, 2011) ; B:
plissements et hyperkératose au niveau des bourses testiculaires (VANHOUDT et al., 2015) ;
C : zones violacées a la base des trayons (ALZIEU, 2011).

2.3.3. Phase de sclérodermie

La troisieme phase, phase de sclérodermie, est caractéristique de la maladie. Elle est
également appelée phase des dépilations ou éléphantiasis, et correspond a une phase terminale
de la besnoitiose clinique. Les oedémes se résorbent mais les poils tombent et la peau perd
toute souplesse et s’épaissit (GOURREAU et al., 2000). Des kystes tissulaires apparaissent,
principalement dans le derme, la sclere conjonctivale (Figure 12-A) (CORTES et al., 2005;
MANUALI et al., 2011; NJAGI et al., 1998), I’appareil respiratoire supérieur, les fascias
(MCCULLY et al., 1966), les muscles (NJAGI et al., 1998), la muqueuse vulvaire (Figure 12-
B), la rate, le foie et le cceur (ALZIEU, 2007b, 2009; FRANC, 1996; FRANC et al., 1987;
JACQUIET et al., 2010).
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La peau apparait alors plissée et trés epaissie (de 0.2 a 2 cm (MANUALI et al., 2011) voire
plus de 2 cm (ROSTAHER et al., 2010)), avec une hyperkératose, une lichénification
(EUZEBY, 1987; GENTILE et al., 2012) et donc une sclérodermie (ou éléphantiasis)
(JACQUIET et al., 2010) (figure). Les régions du corps les plus touchées sont le pourtour du
museau, le cou, le pis, I’abdomen ventral, I’extrémité des pattes et de la queue (ALZIEU,
2007b; FERRIE, 1984; GENTILE et al., 2012). Des crevasses peuvent apparaitre, qui peuvent
se surinfecter et se remplir d’un liquide suintant et séro-purulent (ALZIEU, 2007b; EUZEBY,
1987; FERRIE, 1984; FRANC et al., 1987).

L’appareil reproducteur male est particulicrement atteint, avec une nécrose puis une
calcification bilatérale des testicules. S’ensuit une aspermatogenése a 1’origine d’une stérilité
irréversible (ALZIEU, 2007b; BIGALKE, 1981; CORTES et al., 2005; KUMI-DIAKA et al.,
1981). Chez la vache, la mamelle est déformée, du fait d’excroissances ou d’hypertrophie des
trayons, rendant la traite/tétée difficile.

Au niveau locomoteur, la démarche est de plus en plus raide, les déplacements de plus en plus
difficiles. Les bovins qui arrivent jusqu’a ce stade de la maladie dépérissent petit a petit. Ils
sont alors envoyés a I’abattoir ou bien euthanasiés, dans les deux cas, dans un souci de bien-
étre animal et parce qu’ils deviennent des non valeurs économiques. Malgré tout, certains
animaux survivent dans cet état, et dans de rares cas, on peut assister a la régression partielle,
voire totale des symptdmes cutanés en 3-4 mois (JACQUIET et al., 2010 ; ALZIEU et al.,
2011).
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Figure 12 : Phase de sclérodermie chez des bovins atteints de besnoitiose. A : Kystes

oculaires sur la sclere conjonctivale, indiqués par la fleche noire (JACQUIET et al., 2010) ;
B: Kystes observés lors d'une biopsie de vulve (Alvarez-Garcia et al., 2010); C:
Lichénification (Thomas, 2007) ; D : Epaississement et plissement cutané (Dr BELLY, Unité
d'Anatomopathologie, ENVL).
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3. Diagnostic

Il y a quelques années la besnoitiose n’¢tait que trés peu connue. Aujourd’hui, il est capital de
savoir la diagnostiquer car toute la lutte contre cette parasitose repose sur un diagnostic
précoce. Voyons donc quand la suspecter, avec quelles maladies ne pas la confondre et les

différents tests de laboratoires qui permettent de la détecter.

3.1. Suspicion épidémio-clinique

La connaissance du tableau clinique de la maladie est essentielle pour un diagnostic efficace
et le plus précoce possible. Il s’agit de la connaissance des symptomes, ainsi que des Iésions
macroscopiques associées. L’évolution en trois phases distinctes et pathognomonique pour la
derniére en fait un atout supplémentaire pour une meilleure détection clinique. Le syndrome
fébrile initial n’est pas spécifique a cette maladie, ce qui en fait une phase difficile a
diagnostiquer. A 1’apparition des cedémes, le diagnostic est alors sans équivoque. Lors de la
derniere phase, la clinique est univoque et permet un diagnostic de quasi-certitude. En ce qui
concerne les animaux infectés latents, leur dépistage est capital et repose sur la détection des
kystes a bradyzoites présents au niveau de la sclérotique. Il s’agit d’un diagnostic clinique
fiable et spécifiqgue (FRANC et al., 1987).

Malheureusement, si I’on s’appuie uniquement sur la clinique, le diagnostic est souvent tardif.
L’¢épidémiologie de base est a connaitre pour améliorer le diagnostic. Une suspicion précoce
repose sur un contexte épidémiologique basé sur :

- L’age des animaux : la tranche d’age la plus touchée est de deux a quatre ans (ALVAREZ-
GARCIA et al., 2013; FOUQUET, 2009; FREUDIGER, 2008)

- Le mode d’¢élevage : les élevages pratiquant la mise en estive sont particulierement a risque
(ALVAREZ-GARCIA et al., 2013; LEGRAND, 2003 ; FERRIE, 1984)

- La saison : les formes cliniques apparaissent surtout en été (a la période d’activité maximale
des insectes) (ALVAREZ-GARCIA et al., 2013; ALZIEU, 2009; FERRIE, 1984; JACQUIET
et al., 2010; LEGRAND, 2003). Attention toutefois aux formes non estivales voire hivernales,
de plus en plus rapportées dans la littérature (ALZIEU, 2009; ALZIEU et JACQUIET, 2010;
FREUDIGER, 2008; JACQUIET et al., 2010; MOURIER, 2013).
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3.2. Diagnostic différentiel
Examinons, phase par phase, les maladies qui entrent dans le diagnostic différentiel de la

besnoitiose.

3.2.1. Pendant la phase fébrile

Durant cette phase, la besnoitiose peut étre confondue avec les maladies & dominante
congéstivo-hémorragiques et hyperthermisantes telles que:

- Les bronchopneumonies infectieuses enzootiques, se manifestent, en plus du syndrome
fébrile, par un jetage bilatéral, une anorexie, une arumination (ALZIEU et al., 2007 ;
LEGRAND, 2003 ; TARTERA, 2001). La différence se fait donc au niveau pulmonaire ou
I’auscultation est d’une grande importance (THOMAS, 2007).

- Un coryza gangréneux débutant, mais on observe alors des cedémes cornéens absents lors
de besnoitiose (ALZIEU, 2007b; FRANC et CADIERGUES, 1999).

- La theilériose a Theileria annulata, elle est fréquente en Afrique du Nord. Elle cause une
hyperthermie, un intense abattement de I'animal et une polyadénite. Parfois on peut observer
des Iésions cutanées. Toutefois I'évolution est plus rapide et grave lors de theilériose que dans
la besnoitiose (EL HADEF EL OKKI-BOUCHAIR, 1987).

3.2.2. Pendant la phase des cedémes

En phase d’oedémes, le diagnostic différentiel de la besnoitiose comprend :

- Ehrlichiose granulocytaire a Anaplasma phagocytophylum qui provoque une atteinte
respiratoire couplée a un gonflement des boulets et des douleurs articulaires (ALZIEU et al.,
2007). Cependant 1’ehrlichiose n’induit pas d’épaississement ou de douleur cutanée
généralisée.

- La forme subaigué de la fievre catarrhale ovine (mais on observe alors des ulcérations
buccales sans remaniements cutanés) (ALZIEU, 2007b; THOMAS, 2007).

- Des oedémes d’origine cardiaque sont situés préférentiellement au niveau de 1’auge (signe
de la bouteille) et/ou du fanon. On peut également observer une distension des veines
jugulaires et plus rarement une distension abdominale (ascite) (FOUQUET, 2009).

Il est difficile de bien distinguer la photosensibilisation de la besnoitiose. La
photosensibilisation a plus fréguemment, tendance a provoquer la desquamation de plaques
cutanées de taille importante, alors que la besnoitiose provoque, rarement, plus que des
crevasses ou des excoriations au niveau des articulations durant la phase des oedemes
(Bordes, 2009). Cependant, en début de phase de sclérodermie, des plaques de tissu cutané

peuvent, aussi, se détacher lors d’une besnoitiose.
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3.2.3. Pendant la phase chronique (sclérodermie)

Le diagnostic est relativement univoque notamment pour les éleveurs en zone d’enzootie
habitués a la maladie. Toutefois, dans les zones saines ou d’émergence, il faut prendre garde
de ne pas confondre la besnoitiose avec :

- Les gales, qu’elles soient sarcoptique, chorioptique ou psoroptique, sont des parasitoses
externes extrémement prurigineuses et entrainant une hyperkératinisation de la peau. Par
contre, elles n’entrainent ni fievre, ni oedémes (LENFANT, 2013).

- La phtiriose, mais il s’agit d’une parasitose prurigineuse, hivernale et sans dégradation de
1’état général (FOUQUET, 2009; FRANC et al., 1987; LEGRAND, 2003).

- Lors de démodécie, on observe des lésions généralisées discrétes sous forme de petits
nodules dans les follicules pileux de I'encolure et du garrot. Cette affection est plutdt rare chez
les bovins (FRANC et al., 1987 ; LEGRAND, 2003) mais peut coexister avec la besnoitiose
(FRANC et al., 1987).

- La dermatophilose due a Dermatophilus congolensis, est peu contagieuse, et touche aussi
bien les petits ruminants que les chevaux, de préférence lorsqu’il fait chaud et humide. les
Iésions causée par cette maladie sont localisées sur la ligne dorsale, alors qu’elles sont sur les
faces latérales en cas de besnoitiose. On observe de petits nodules fermes et secs sur une peau
rugueuse et épaissie, avec des touffes de poils hérissés en pinceau. On notera également une
parakératose, une alopécie, et une adénopathie (FRANC et al., 1987 ; SAHUN, 1998).

- L’ichtyose congénitale se définit par la présence de lésions de type hyperkératose puis
exfoliation au niveau du revétement cutané du dos, du garrot, des faces latérales de 1’encolure
et du mufle. Ensuite ces zones alopéciques se fissurent puis s'ulcerent. Par contre, on ne note
ni nodule, ni hyperthermie (sauf lors de complications bactériennes) (FRANC et al., 1987 ;
LEGRAND, 2003 ; SAHUN, 1998).

- Les intoxications aux légumineuses (trefle, vesce, lupin) se retrouvent surtout en mai-juin,
et donnent une dermite papuleuse au niveau de la téte, du cou, de la mamelle, des trayons, du
scrotum, du périnée. Des symptdmes affectant la face sont associés : conjonctivite, congestion
et oedéme des paupiceres, jetage, ptyalisme. Une diarrhée sévere peut dégrader 1’état général
de I’animal (LENFANT, 2013).

- Une parakératose héréditaire ou due a une carence en zinc (ALZIEU, 2007b; FRANC et
al., 1987, LEGRAND, 2003). Mais les plaques d’épaississement dermique sont plus
localisées (ALZIEU, 2007b) et les troubles cutanés ne sont pas précédés d’une hyperthermie
(FRANC et al., 1987; LEGRAND, 2003). Ainsi, certains auteurs affirment que la confusion
entre les deux affections est peu probable (FRANC et CADIERGUES, 1999).
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- La maladie X des bovins, résultant d’une intoxication par des naphtalénes chlorés. On
observe un épiphora, du jetage, du ptyalisme, des troubles respiratoires et une hyperkératose
évoluant jusqu’a la sclérodermie (FOUQUET, 2009; FRANC et al., 1987).

3.3. Diagnostic de laboratoire

Le diagnostic expérimental de certitude est primordial dans les deux premieres phases de la
maladie, la troisiéme phase possédant un tableau clinique déja trés évocateur. Pour cela,
plusieurs méthodes sont disponibles : celles qui permettent la mise en évidence du parasite ou

de son ADN, et celles permettant la mise en évidence de la réaction immunitaire.

3.3.1. Diagnostic direct

3.3.1.1. Examen histologique

L’histologie a été le premier examen complémentaire utilisé pour mettre en évidence la
besnoitiose (ALZIEU, 2007b, 2009; ALZIEU AND JACQUIET, 2010; BIGALKE, 1968;
FRANC et CADIERGUES, 1999).

Plusieurs prélévements sont possibles pour procéder a 1’examen histologique : des biopsies de
peau, des raclages vaginaux ou des raclages de la sclere (FREY et al., 2013; ROSTAHER et
al., 2010; SANNUSI, 1991).

Une biopsie réalisée sous anesthésie locale sur un lambeau de peau « cartonné » permet la
mise en évidence de kystes a bradyzoites apres analyse histologique. Cependant, cet examen
ne permet la détection des kystes que 5 a 6 semaines apres le début de la phase fébrile.

Le simple grattage du derme ou le raclage scléral, suivi de I’écrasement du prélevement entre
lame et lamelle permet un diagnostic de certitude aprés révélation de la structure
caractéristique des kystes a bradyzoites de Besnoitia (ALZIEU et al., 2011 ; JACQUIET et
al., 2010). Cette technique ne demande pas de coloration, elle est rapide et peu colteuse
(FRANC et al., 1987).

3.3.1.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Au cours des premiéres semaines de l'infection, les animaux gravement touchés peuvent étre
difficiles a diagnostiquer car les signes cliniques ne sont pas spécifiques (KUMI-DIAKA et
al., 1981). Les techniques moléculaires ont été préconisées comme méthode de choix pour
une identification et un diagnostic précis de la maladie ( SCHARES et al., 2011a).

Des techniques de PCR ont été développées (CORTES et al., 2007, 2006b, SCHARES et al.,
2011b), qui se sont révélées plus sensibles a la détection des cas aigus et chroniques que

d'autres techniques, y compris les méthodes sérologiques et histologiques (CORTES et al.,
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20064a, 2007, SCHARES et al., 2013). Bien que les tests sérologiques soient faciles a réaliser
et moins colteux par rapport a la PCR, ils peuvent causer des résultats faux positifs en raison
d'une spécificité limitée (GARCIA-LUNAR et al., 2015, NASIR et al., 2012). Cela rend
nécessaire des tests de confirmation, tels que la détection directe des parasites. De plus, les
méthodes de détection directe sont importantes dans le diagnostic des bovins infectés
chroniquement, car certains animaux infectés de fagon persistante ne développent pas
d'anticorps et ne peuvent donc pas étre détectés par des techniques sérologiques (GARCIA-
LUNAR et al., 2013).

Des tests PCR realtime et conventionnelle ont été développés récemment, bases sur une
région particuliére de I’ARN ribosomal : le fragment ITS-1 (ALVAREZ-GARCIA et al.,
2013; ALZIEU, 2007b, 2009; CORTES et al., 2007a; JACQUIET et al., 2010; ROSTAHER
et al., 2010; SCHARES et al., 2011b, 2013). Cette technique consiste a amplifier I’ADN du
parasite présent dans les échantillons si I’animal est contaminé. On utilise pour cela des
amorces complémentaires du fragment d’ITS-1, qui vont permettre d’initier les cycles
d’amplification en présence de nucléotides et d’'une ADN polymérase (la Taq polymérase).
L’ADN ainsi répliqué peut ensuite étre révélé par du Bromure d’Ethidium, un agent
intercalent fluorescent visible au microscope a UV (CORTES et al., 2007a; ROSTAHER et
al., 2010; SCHARES et al., 2011b, 2013).

La PCR peut aujourd’hui étre utilisée sur des biopsies de peau et des raclages vaginaux en
phase chronique (ALVAREZ-GARCIA et al., 2013; ALZIEU, 2007b, 2009; CORTES et al.,
2007; JACQUIET et al., 2010; ROSTAHER et al., 2010; SCHARES et al., 2011b, 2013),
mais aussi sur le sang en phase aigué (ALVAREZ-GARCIA et al., 2013; SCHARES et al.,
2013).

3.3.2. Diagnostic indirect

Les tests indirects ne peuvent étre mis en oeuvre que 35 a 42 jours apres 1’infection. C’est le
temps nécessaire a la mise place d’une réponse immunitaire détectable. Cette réponse
immunitaire, & dominante cellulaire, est mal connue mais elle perdure toute la vie de I’animal,
probablement a cause de la persistance durable de kystes (ALZIEU et al., 2007).

Beaucoup de tests ont été mis au point, on peut, par exemple, citer I’'immuno-fluorescence
indirecte (IFI) développée en Europe par Janitschke (JANITSCHKE et al., 1884), les tests
d’agglutination développés par Waap (WAAP, et al., 2011), de nombreux tests ELISA dont
les proprietés se sont ameliorées avec le temps (SAHUN, 1998 ; SHKAP et al., 2002 ;
CORTE et al., 2006 ; JACQUIET et ALZIEU, 2009 ; SCHARES et al., 2013). Un autre test
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sérologique, le Western Blot, permet de détecter B.besnoiti sans risque de faux-résultats. Ce
test a été développé en premier par Cortes (CORTES et al., 2006) et est depuis devenu le «

gold standard » du dépistage de la besnoitiose.

3.3.2.1. IFI

Le test d’immunofluorescence indirect repose sur la formation d’un complexe antigéne-
anticorps primaire, qui va étre mis en évidence par anticorps secondaire anti-anticorps
primaire couplé a un fluorochrome.

L’IFI est considéré comme 1'étalon-or pour la sérologie de la besnoitiose (SHKAP et al.,
2002). Lorsqu'il est réalisé avec I'expertise appropriée, il n'y a pas de réaction croisée avec les
anticorps dirigés contre les pathogenes apparentés tels que N. caninum et T. gondii et vice
Versa.

C’est une technique de diagnostic individuel car elle est assez lourde a mettre en place et plus
colteuse que I’ELISA. Par rapport au Western Blot (WB), selon Schares (2010),
I’immunofluorescence indirecte pourrait étre plus sensible. Il serait intéressant de mettre en
place cette technique de diagnostic afin d’arbitrer le statut d’un bovin lors de résultats

discordants entre I’ELISA et le WB.

3.3.2.2. Test d'agglutination directe

Il se base sur la formation de complexes de parasites traités au formol en présence de sérum
dilué contenant des anticorps 1gG spécifiques. Il a été utilisé pour le diagnostic
d'apicomplexes étroitement apparentés tels que T. gondii (FULTON et TURK, 1959) et N.
caninum (ROMAND et al., 1998). En 2011 Waap et ses collaborateurs ont développé un test
d'agglutination modifié pour B. besnoiti. Cette méthode évite ['utilisation d'antiserums
secondaires spécifiques de I'h6te et peut ainsi étre utilisée pour tester différentes espéces
animales qui peuvent étre impliquées dans le cycle de vie et pourrait donc spécifiquement
contribuer a I'élucidation de I'n6te definitif de besnoitia besnoiti.

3.3.2.3. Test ELISA

Il s’agit d’une technique immuno-enzymatique qui permet la détection des anticorps anti-B
.besnoiti dans un échantillon de sérum. La réaction fait appel aux anticorps spécifiques de
I’antigéne (ceux recherchés) et a des anticorps couplés a une enzyme, spécifiques du
complexe immun formé. La réaction enzymatique produite creée une coloration quantifiable

par spectrophotométrie.
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Aujourd’hui, quatre kits Elisa commerciaux sont disponibles : INGEZIM BES 12.BES K1
INGENASA, PrioCHECK Besnoitia Ab V2.0, ID Screen Besnoitia indirect IDVET et Apure-
BbELISA (ALZIEU, 2009; GARCIA-LUNAR et al., 2013; SCHARES et al., 20113, 2013)..
Les résultats d’une évaluation de ces tests, indépendante des laboratoires fournisseurs,
montrent une sensibilité de 100% pour le test PrioCheck Besnoitia Ab2.0® et 97,2% pour
I’ID Screen Besnoitia Indirect® ; la spécificité est mesurée a 98,8% pour le PrioCheck
Besnoitia Ab2.0® et 100% pour I’'ID Screen Besnoitia Indirect®. Ces résultats sont obtenus
dans le respect des méthodes de réalisation et d’interprétation des tests préconisées par les
laboratoires fournisseurs. Ces résultats, tres bons, sont les deux meilleurs proposés lors de
I’étude (GARCIA-LUNAR et al., 2013).

Concernant le nouveau kit Apure-BbELISA qui a été élaboré par 1’équipe allemande de
Schares en 2013. Ce test possede une sensibilité revendiquée de 100% et une spécificité de
99,8%. 11 est capable de détecter I’infection a un stade trés précoce de la maladie, c¢’est-a-dire
au méme moment, légérement avant ou 1 jour apres les autres tests sérologiques de référence
(IF1, WB), mais 7 ou 8 jours apreés le début de la fiévre. Cependant, I’infection est détectée
plus tét par RT-PCR, a partir de 1 a 3 jours apres le début du stade fébrile de la maladie
(SCHARES et al., 2013). Cette méthode demeure a tester a grande échelle.

L’ELISA est recommandée en tant que test de dépistage de masse de la besnoitiose, par
exemple pour connaitre la prévalence dans un troupeau ou une région. Par contre, du fait de sa
tres faible valeur prédictive positive, il est important de confirmer les cas positifs par une
autre technique telle que le WB (CORTES et al., 2006a).

3.3.2.4. Western Blot

La méthode de Western Blot est tres sensible mais surtout trés spécifique. Le test se positive
environ 20 jours apres le début des signes cliniques (ALZIEU et JACQUIET, 2012). On n’a
montré que de trés faibles réactions croisées entre les antigenes de B.bensoiti utilisés pour le
WB et les anticorps des pathogénes taxonomiquement proches, comme N.caninum (SHKAP
et al., 2002).

La méthode de WB étant une méthode lourde et codteuse, elle ne peut étre mise en place a
grande échelle. On conseille donc d’utiliser cette méthode en association avec la méthode
ELISA, plus propice aux études épidémiologique a grande échelle, les WB n’étant réalisés
que sur les sérums donnant un ELISA douteux ou en cas de suspicion de réaction croisée
(ALZIEU et JACQUIET, 2009) (GARCIA-LUNAR et al., 2013).
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4. Méthodes de controbles

A T'heure actuelle, le contréle de la besnoitiose bovine n'est pas une tache facile a réaliser,
étant donné qu'il n'existe actuellement aucun traitement ou vaccination efficaces, et la
propagation de la maladie est liée a des pratiques de gestion favorisant sa dissémination
(ALVAREZ-GARCIA et al., 2013). Par conséquent, le contrble de la besnoitiose bovine
repose entiérement sur des mesures de gestion couplées au diagnostic. Une approche
réalisable est présentée a la figure ci -aprés. En gros, le contrdle de la besnoitiose devrait avoir
deux objectifs principaux. Tout d'abord, éviter I'entrée de l'infection dans un troupeau devrait
étre une prioritt. Comme de nouvelles infections surviennent principalement apres
I'introduction d'animaux porteurs, la meilleure approche pour maintenir un troupeau exempt
de la maladie est de tester rigoureusement tous les nouveaux animaux avant leur entrée. De
plus, si les troupeaux sont situés dans des zones de forte prévalence de maladies, des pratiques
telles que le partage de paturages et Les taureaux pour l'accouplement naturel posent des
risques qui devraient étre évités. Si cela n'est pas possible, tous les animaux doivent étre
examinés pour une infection par B. besnoiti a la fin de la période de paturage et la saison des
insectes avant d'étre maintenue a l'intérieur, car de nouveaux cas sont habituellement détectés
immédiatement apres la période de transmission (BIGALKE, 1986). Les animaux infectés
doivent étre retirés du troupeau ou péchés séparément pendant la période de péaturage
suivante.

Le deuxiéme objectif est plus complexe et vise a éviter la propagation de la maladie en
réduisant progressivement la prévalence de l'infection dans un troupeau. Une stratégie
prudente a long terme qui semble étre la meilleure option est de maintenir un équilibre colt-
bénéfice entre l'abattage sélectif et la production, car la séroprévalence pourrait étre élevée
dans un troupeau infecté (BIGALKE, 1986 ; KUMI-DIAKA et al., 1981). Sur une base
réguliére, les animaux les plus gravement touchés doivent étre remplacés par des animaux
séronégatifs et de les séparés de reste du troupeau. La sélection des animaux de remplacement
nécessite un suivi intensif de la santé individuelle et des données de production. Par
conséquent, cette approche est plus facilement suivie dans des conditions de gestion
intensives plutét que dans des conditions de gestion extensives. Les conditions de gestion
intensive, ou l'insémination artificielle et une surveillance étroite des parameétres de
production sont effectués, et le paturage n'est pas autorisé ou restreint aux paturages proches,
favorise la possibilité de séparer des animaux sains et testés de ceux qui doivent étre

remplacés dans le temps; Ainsi, la chance d'éradiquer B. besnoiti reste élevée. Méme
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I'utilisation de répulsifs a l'intérieur pour inhiber la piqlre par des insectes suceurs de sang
peut aider a réduire la transmission mécanique car la séroconversion a été associee a une
activité intéricure élevée de mouches d’étables (LIENARD et al., 2011 ; 2012). Dans des
conditions de gestion extensives sans la possibilité de tester a plusieurs reprises des individus,
des groupes de séparation et d'éviter une transmission indirecte par des insectes mordants, une
diminution de la prévalence de la maladie peut étre réalisée, mais I'éradication peut s'avérer
difficile. Cependant, I'absence de signes cliniques dans le troupeau devrait étre un objectif
raisonnable, qui peut étre réalisé par une inspection visuelle périodique des animaux pour
identifier de nouveaux cas cliniques et I'élimination subséquente des animaux affectés.

Ainsi, les outils de diagnostic sont essentiels pour la mise en ceuvre et la surveillance du
succes des programmes de contrdle. L'approche la plus utilisée repose sur lI'inspection clinique
complétée par la sérologie de I'ensemble du troupeau. Les signes cliniques typiques d'une
besnoitiose chronique, c'est-a-dire les kystes tissulaires caractéristiques, peuvent étre observés
macroscopiquement et peuvent étre confirmés par des tests directs tels que des techniques de
frottis pour identifier les zoites (SANNUS, 1991), I'histologie (BIGALKE, 1986) ou la
trichinelloscopie de Biopsies cutanées ou vulvaires [5] pour identifier les kystes tissulaires. Si
aucun kystes ne peut étre détecté, I'animal doit étre testé sérologiquement pour la maladie
pour détecter les infections subcliniques (BIGALKE, 1986 ; GARCIA et al., 2010 ; FREY et
al., 2013 ; CORTES et al., 2006). Les premiers tests d'anticorps immunofluorescents indirects
(IFAT) et ELISA ont été développés en Israél et en Afriqgue du Sud (GOLDMAN, M. et
PIPANO, 1983 ; JANITSCHKE et al., 1984 ; SHKAP et al.,, 1984). En raison de la
propagation récente de la maladie, d'autres IFAT et ELISA, ainsi que des transferts de
Western et un test d'agglutination modifié (MAT) (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2010 ;
SCHARES et al., 2010, 2011 ; CORTES et al., 2006 ; WAAP et al., 2011), ont également été
développés. En outre, la plupart de ces tests ont été validés récemment dans un essai a large
anneau (GARCIA-LUNAR et al., 2013). Les recommandations dérivées de cette étude,
basées sur la performance de tous les tests, incluent l'utilit¢ d’ELISA pour effectuer des
études épidémiologiques ou des projections en série. Chez les animaux de grande valeur, la
confirmation d'un résultat positif d'ELISA avec un western blot a posteriori est recommandée.
Cependant, les tests serologiques ont deux principales limites. Tout dabord, il y a eu des
problemes de spécificite décrits dans des cas particuliers (NASIR et al., 2012) et,
deuxiemement, la fenétre de diagnostic, qui est le temps qui passe entre l'infection et
I'apparition d'anticorps, est un probleme. En effet, I'essai en anneau multicentrique a confirmé

le manque de sensibilité de la sérologie dans les échantillons de sérum d'animaux infectés de
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facon aveugle (GARCIA-LUNAR et al.,, 2013). En outre, certains animaux infectés
produisent des niveaux d'anticorps tres bas qui sont inférieurs aux limites de détection des
tests utilises (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2010 ; SCHARES et al., 2010). Les méthodes
de PCR en temps réel et conventionnelles basées sur la région transcrit interne (ITS) des
génes d'ARNr ont été développées et ont une sensibilité supérieure par rapport a la sérologie
chez les bovins gravement infectés (CORTES et al., 2007 ; SCHARES et al., 2001). Par
conséquent, les animaux qui pourraient étre dans la phase aigué de I'infection devraient étre
testés par une sérologie complétée par une PCR réalisée sur le sang (phase aigué suspectée)
ou sur des biopsies vaginales ou cutanées (phase chronique) pour confirmer La présence ou
I'absence du parasite (SCHARES et al., 2001).

Malheureusement, aucune chimiothérapie n'est disponible contre cette maladie et aucun
vaccin n'est autorisé en Europe. Ces options seraient les outils les plus efficaces pour prévenir
I'entrée et la propagation de la maladie chez les troupeaux infectés et non infectés. Les
stratégies basées sur la chimiothérapie ou la prophylaxie médicale devraient étre ciblées pour
lutter contre le stade tachyzoite responsable de la phase aigie de la maladie. Par conséquent,
d'une part, tout vaccin doit étre administré a tous les bovins séronégatifs. Un vaccin vivant
dérivé d'une souche de gnous a été utilisé en Afrique du Sud (BASSON et al., 1970) et a pu
prévenir une maladie clinique chez les bovins qui ont été vaccinés (BIGALKE et al., 1974). A
I'neure actuelle, les taureaux importés en Israél sont également vaccinés avec une souche
bovine atténuée. Toutefois, ces vaccins vivants ne sont pas autorisés en Europe. D'autre part,
des chimiothérapies devraient étre utilisées pour traiter les animaux infectés de fagon aigué.
Les premieres études utilisant divers médicaments anti-infectieux dans les systémes in vitro
ainsi que dans les modeéles de gerbille et de lapin n'ont pas conduit a I'identification d'un
médicament efficace (SHKAP et al., 1985,1987). Des études in vitro avec des médicaments
modernes tels que les thiazolides et les arylimidamides (CORTES et al., 2007,2011) ont
démontré une inhibition de la prolifération des tachyzoites, mais ces résultats n‘ont pas encore
été traduits en un médicament disponible contre la besnoitiose bovine. La sulfadiazine a été
rapportée pour réduire la gravite de la maladie chez un taureau infecté de facon aigué
(SCHARES et al., 2009). En revanche, un traitement provisoire des vaches souffrant d'une

besnoitiose chronique n'a eu aucun effet bénéfique.
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besnoitiose bovine (A'LVAREZ-GARCIA et al., 2013).
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II. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE DE L’ANAPLASMOSE

1. Présentation générale
1.1. Définition

Autrefois appelée la « piroplasmose blanche », I'anaplasmose bovine est une maladie
infectieuse inoculable causée par Anaplasma marginale. La maladie est largement distribuée,
dans les régions tropicales et subtropicales (DECARO et al., 2008; HOWDEN et al., 2010;
KOCAN, et al., 2010; AUBRY et GEALE, 2011) et est actuellement considérée comme une
maladie animale a déclaration obligatoire (OIE, 2012).

L'infection est transmise par des vecteurs biologiques (tiques) ou mécaniques (mouches
mordantes, aiguilles contaminées et instruments chirurgicaux), et moins fréquemment par
voie transplacentaire (RADOSTITS et al., 2007; KOCAN et al., 2010; AUBRY et GEALE,
2011).

L’anaplasmose bovine se manifeste cliniquement par un syndrome fébrile, une anémie sévere

et parfois un ictére (RICHAY et al., 1990).

1.2. Histoire et découverte

En 1910, en Afrique du Sud, Arnold Theiler visualise sur les frottis sanguins de bovins
atteints de la <« Gall-sickness > des corpuscules qu’il nomme << corps marginaux > situés
dans les érythrocytes. Il décrit alors cet agent pathogene comme un protozoaire responsable
de la maladie et I’appelle Anaplasma marginale en raison de sa position périphérique dans les
érythrocytes (KOCAN K et al, 2010 ; LEFEVRE P.C ET BLANCOU J, 2003).

Auparavant, ces corpuscules étaient confondus avec des babésies comme le montrent les
travaux de Smith et Kilbornes, qui, en 1893, décrivent les mémes <« corps marginaux > mais
les assimilent & une forme de Piroplasma bigemina. L’anaplasmose décrite par Theiler en
1911 est par la suite reconnue aux Etats Unis en 1926 lorsqu’elle est identifiée par Darlington
au Kansas (KOCAN K et al, 2010 ; KOCAN K et al., 2003 ; LEFEVRE P.C et BLANCOU J,
2003). En 1911 Arnold Theiler découvre aussi Anaplasma centrale (aujourd’hui dénommée
Anaplasma marginale subsp. centrale) qui est tres proche de Anaplasma marginale et cause
des symptdmes similaires mais beaucoup plus modérés. Theiler a alors I’idée d’utiliser
Anaplasma centrale comme un vaccin contre Anaplasma marginale (KOCAN K et al, 2010 ;
LEFEVRE P.C et BLANCOU J, 2003). Anaplasma marginale est par la suite rattachée a
I’ordre des Rickettsiale en 1957 (DURRANI A et GOYAL S, 2012).
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1.3. Importance

L'importance de la maladie réside surtout au niveau médical et économique. Sur le plan
médical, les bovins paient un lourd tribut car elle est responsable d'anémie et
d'amaigrissement rapide et a tendance a se confondre avec une convalescence de babésiose.
Au plan économique, elle se caractérise par une diminution de la production et de la
productivité des animaux, et parfois on note une morbidité et une mortalité dans les cheptels
bovins (BADOLO H, 2014).

1.4. Agent pathogene

1.4.1. Place d’Anaplasma marginale dans la taxonomie

Pendant longtemps le genre Anaplasma a été placé parmi les protozoaires notamment par
analogie avec les babésies. Depuis 1957 il a été rattaché a 1’ordre des Rickettsiale du fait de
ses proprietés métaboliques, morphologiques et sérologiques (DURRANI A et GOYAL S,
2012).

Ainsi Anaplasma marginale appartient a la sous-classe o des protéobactéries et a 1’ordre des
Rickettsiale. Les bactéries de cet ordre sont définies comme des bactéries Gram négatif, de
petite taille, se divisant par scission binaire, cultivables sur des tissus vivants et pouvant
causer des infections chez les vertébrés et les invertébrés (KOCAN K et al, 2010 ; LEFEVRE
P.C ET BLANCOU J, 2003).

Avant 1993 I’ordre des Rickettsiale était subdivisé en trois familles : celle des Rickettsiaceae,
celle des Anaplasmataceae et celle des Bartonellaceae. La famille des Rickettsiaceae était
divisée en trois tribus : celle des Rickettsiaeae, celle des Ehrlichieae, et celle des
Wolbachieae.

La classification admise est résumée dans le tableau suivant :
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Tableau 02 : Ancienne classification de I’ordre des Rickettsiales (GASQUET C, 2014).

Ordre

Famille

Tribus

Genre

Rickettsiale

Rickettsiaceae

Rickettsiaeae

Rickettsia

Rochalimaea

Coxiella

Ehrlichieae

Ehrlichia

Cowdria

Neorickettsia

Wolbachieae

Wolbachia

Rickettsiella

Anaplasmataceae

Anaplasma

Aegyptianella

Haemobartonella

Eperythrozoon

Bartonellaceae

Bartonella

Grahamelle

Cette classification a été plusieurs fois remodifiée depuis, notamment avec I’exclusion de la
famille des Bartonellaceae (BIRTLES R.J et al., 1995 ; BRENNER D.J et al., 1993) et des
genres Coxiella (ROUX V et al., 1997), Eperythrozoon et Haemobartonella (RIKIHISAY et
NEIMAR H et KOCAN K.M, 1997). Cependant il faudra attendre 2001 pour

al., 1997 ;

qu’une nouvelle classification soit proposée par Dumler et al (DUMLER et al., 2001) (tableau

03).

La classification proposée par Dumler et al. est basée sur I’analyse des séquences de I’ARN
16S, des genes de I’opéron GroESL, et des genes codants pour des protéines de surface

(DUMLER et al., 2001; YU X.J et al., 2001). Elle a été validé en 2004 et apparait

actuellement dans le Bergey’s manual of Systemic Bacteriology (BRENNER et al., 2005).
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Tableau 03 : Nouvelle classification proposée par Dumler et al en 2001.

Ordre Famille Genre Espece
Rickettsiaceae Rickettsia
Orienta

Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma marginale

Anaplasma Anaplasma ovis

Anaplasma bovis

Anaplasma platys

Ehrlichia chaffeensis

Ehrlichia ruminantium

RICKettsiale | Anzplasmataceae | gpyjichia Ehrlichia ewingii

Ehrlichia ovis

Ehrlichia canis

Ehrlichia muris

Neorickettsia helminthoeca

Neorickettsia Neorickettsia risticii

Neorickettsia sennetsu

Wolbachia Wolbachia pipientis

La famille des Anaplasmataceae regroupe des bactéries intracellulaires obligatoires se
répliquant dans des vacuoles pressentes dans le cytoplasme de cellules hétes eucaryotes. Celle
des Rickettsiaceae regroupe des bactéries intracellulaires obligatoires qui croissent
directement dans le cytoplasme de cellules hétes eucaryotes (KOCAN K et al., 2005)

1.4.2. Cycle biologique

1.4.2.1. Chez I’héte vertébré

Apres l'infection initiale et une période d'incubation de 7 a 60 jours (KOCAN et al., 2003), A.
marginale envahit les érythrocytes et subit des cycles de réplication. Au cours de la primo-
inféction, il existe une phase d'augmentation géométrique ou le nombre d'érythrocytes
infectés double toutes les 24 heures (RICHEY et PALMER, 1990). Au cours de cette phase
aigué, le nombre d'érythrocytes infectés peut atteindre 109 cellules par millilitre de sang
(PALMER et al., 1999).
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Selon la souche d'Anaplasma et la susceptibilité de I'hote, 10 a 90% des érythrocytes peuvent
étre parasités au stade aigu de l'infection. Au moins 15% des érythrocytes doivent étre
parasités avant I’apparition des symptomes clinique (RADOSTITS et al., 2007).

Indépendamment de I'age de I’animale au moment de I'infection, une fois que les bovins sont

infectés par A. marginale, ils restent porteur pendant une longue période (RICHEY, 1991).

1.4.2.2. Chez la tique

Le cycle de vie d’A. marginale est complexe et bien coordonné avec le cycle d'alimentation
des tiques (KOCAN et al., 1992) (Figure 14). Les érythrocytes infectés sont ingérés par les
tigues avec un repas sanguin et les premiers sites d'infection sont les cellules tubulaires
intestinales et malpighiennes. Au cours de l'alimentation subséquente, beaucoup d'autres
tissus, y compris les glandes salivaires, sont infectés d'ou A. marginale peut étre transmis a
I'néte vertébré. A chaque site d'infection, deux étapes d’A. marginale se produisent dans une
vacuole liée a la membrane dans le cytoplasme des cellules de tiques. La premiere forme
observée dans les colonies d'A. marginale est la forme réticulée (végétative), qui se divise par
fission binaire et entraine la formation de grandes colonies contenant des centaines
d'organismes. Les formes réticulées sont ensuite transformées en formes denses, qui sont la
forme infectieuse et peuvent survivre pendant un court laps de temps en dehors des cellules.
Les tiques sont capables d'acquérir une infection apres avoir nourri des animaux infectés
constamment avec un trés faible niveau de rickettsémie. Toutes les souches d'Anaplasma ne
sont pas également transmises par la tique. L'échec des tiques a infecter et transmettre
I'infection dépend des barriéres précoces (intestin) et tardives (glandes salivaires) (UETI et
al., 2007).
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Figure 14 : Représentation schématique du cycle de vie d’A. marginale chez le bovin et les
tiques. (KOCAN, et al., 2004).

1.4.3. Pouvoir antigénique

Nous allons maintenant voir les antigénes principaux d’Anaplasma marginale et nous verrons
ainsi leur réle lors de I’infection de 1’hote et des vecteurs ainsi que le réle immunologique et
diagnostique de certains de ces antigenes.

Nous nous intéresserons plus particulierement a une famille d’antigéne trés importante qui est
la famille des Major surface protéin (MSP) qui regroupe les protéines MSP1, MSP2, MSP3,
MSP4 et MSP5 qui ont des rdles immunologiques, infectieux et diagnostiques essentiels.

a. MSP1
La protéine MSP1 est composé d'un hétéro-dimere de deux polypeptides structurellement
indépendants: MSP1a et MSP1b, liés par des liaisons disulfure (VIDOTTO et al., 1994).

> MSP1la

MSP1la est une protéine transmembranaire codée par le gene mspl «. Cette protéine de
surface a un role dans 1’adhésion aux érythrocytes bovins et aux cellules de tiques, et un rdle
dans la transmission de la bactérie aux bovins par la tique Dermacentor spp. (DE LA
FUENTE et al., 2000). Elle est également la cible d’anticorps neutralisants qui empéchent
I’infection des érythrocytes in vivo (BLOUIN et al ., 2003 ; DE LA FUENTE et al., 2004 ;
GARCIA-GARCIA etal., 2004 ; MCGAREY et al., 1994).

MSP1a contient des épitopes pour les lymphocytes et induit une solide réponse des
lymphocytes T (DE LA FUENTE et al., 2010 ; KOCAN K et al., 2010).
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» 5MSP1b

MSP1b est une protéine polymorphique codée par une famille de génes nommés msplf3
(VISESHAKUL et al., 2000). Plusieurs variants de MSP1b sont présents simultanément lors
de I’infection (BOWIE et al., 2002).

MSP1b est une andésine permettant I’adhésion de la bactérie aux érythrocytes bovins mais
pas aux cellules de tiques contrairement 8 MSP1a (McCGAREY D et ALLRED D, 1994).
MSP1b possede un épitope ayant un rdle dans la fixation des anticorps neutralisant a la
bactérie.

b. MSP2

Lors d’infections chroniques, la séquence de la protéine MSP2 varie de maniére cyclique avec
émergence de nouveaux variants toutes les 4 a 8 semaines (ARULKANTHAN et al., 1999).
MSP2 est codée par une famille de génes polymorphiques. En fait il n’existe qu’une séquence
transcrite de MSP2 sur le génome mais il existe 9 pseudogenes de MSP2, qui sont des
séquences d’ADN non transcrites reparties sur le génome, et capables de se recombiner dans
la séquence transcrite du géne MSP2 pour donner de nouveaux variants (BRAYTON et al.,
2001 ; LOHR et al., 2004).

MSP2 est a I’origine d’une réponse immunitaire protectrice. Les régions conservées mais
aussi la region hyper-variable de MSP2 portent en effet des T épitopes ce qui pourrait
expliquer I’existence d’une rickettsiemie cyclique lors d’infections chroniques (BROWN et
al., 1998). Une nouvelle réponse lymphocyte T est initiée lors de 1’émergence d’un nouveau
variant de MSP2, permettant une augmentation de la rickettsiemie le temps que cette réponse
se mette en place, et entrainant par la suite une diminution de la rickettsiemie lorsque la
réponse est en place. Cependant lors d’infections chroniques la rickettsiemie reste tout de
méme plus faible que lors de I’infection initiale grace a la réponse dirigée contre les épitopes
conserves (BROWN et al., 1998).

c. MSP3

MSP3 est codée par une famille de genes polymorphiques (ALLEMAN et al., 1997). Elle
présente le méme mecanisme de variation antigénique que MSP2 (MEEUS et al., 2003).

Il a été démontré que des variantes simples de MSP3 sont exprimées lors d’une infection
précoce chez le bovin, et de multiples variantes antigéniques n'émergent que sous pression
immunitaire selective pendant une infection persistante (PALMER et BRAYTON, 2013).
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d. MSP4

MSP4 est conservee dans les différentes souches d’Anaplasma marginale d’un point de vue
structurel et génétique et elle est codée par un seul géne. Le role de cette protéine n’est pas
connu (KOCAN et al., 2003 ; OBERLE et al., 1997 ; PALMER et al., 1996). Le fait qu'elles

restent conservées suggere qu'elles sont importantes dans le cycle de vie d'Anaplasma.

e. MSP5
MSP5 est codée par un seul gene et partage un épitope avec Anaplasma centrale et ovis.
MSPS5 est utilisée pour 1’¢élaboration de tests diagnostiques car elle est tres stable. De plus, elle
est la cible d’Immunoglobulines synthétisées lors de I’infection a Anaplasma marginale
(BARBET et al., 1999 ; KNOWLES et al., 1996 ; REYNA-BELLO et al., 1998 ; VISSER et
al., 1992).

1.5. Epidémiologie

1.5.1. Répartition géographique

1.5.1.1. Répartition mondiale

Comme le montre la figure suivante, A.marginale est I'un des agents pathogenes les plus
répandus des bovins dans les zones tropicales et subtropicales du monde (AUBRY et GEALE,
2011). Il est endémique dans le Nouveau Monde, I'Amérique centrale et du Sud, I'Australie et
certaines régions d'Asie et d'Afrique (KOCAN et al., 2010b). Aux Etats-Unis, I'anaplasmose
est enzootique dans les états du sud, mais en raison du mouvement du bétail, I'anaplasmose a
été signalée dans presque tous les états (KOCAN et al., 2010a). Dans certains pays, il est
considéré comme une maladie animale étrangére, par exemple Au Canada, ou une épidémie
d'anaplasmose résulte de la transmission mécanique de l'organisme a partir de bovins
importés (BOULANGER et al., 1971). En Europe, il se trouve principalement dans les pays
méditerranéens comme I'ltalie (DE LA FUENTE et al., 2005¢e; DE LA FUENTE et al., 2005f;
TORINA et al., 2008) et I'Espagne (DE LA FUENTE et al., 2005d) , Bien que peu de cas
isolés aient également été signalés en Hongrie (HORNOK et al., 2012) et en Autriche
(BAUMGARTNER et al., 1992).
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Figure 15 : Répartition mondiale de I’anaplasmose (GASQUET, 2014).

1.5.1.2. En Algérie

En 2003, Ziam et ses collaborateurs ont décrit dans une enquéte épidémiologique la présence
d’Anaplasma marginale a I’Est de 1’Algérie (Annaba, Al taref). Dans une autre étude la
distribution de cette bactérie a été eégalement relevée (AMANZOUGAGHENE, 2014).

1.5.2. Transmission

Les espéces d'Anaplasma sont transmises mécaniquement ou biologiquement par des vecteurs
arthropodes. Anaplasma marginale est transmise (1) biologiquement: les érythrocytes infectés
sont ingérés par des tiques; A. marginale se réplique dans les cellules intestinaux et les
glandes salivaires de la tique et est ensuite transmis via la salive de la tique chez les ruminants
non infectés; (2) mécaniquement: les érythrocytes infectés sont transférés de bovins infectés
aux bovins sensibles par des mouches mordantes ou par le matériel contaminés, sans
amplification d” A. marginale; Et (3) La transmission transplacentaire a également été
rapportée (GRAU et al., 2013; MALDONADO et al., 2012; REY VALEIRON et al., 2003;
ZAUGG, 1985). Les érythrocytes infectés se déplacent a travers le placenta dans I'utérus de la
vache infectée jusqu'a leur progéniture, sans amplification d’A. marginale (AUBRY ET
GEALE, 2011).

On a signalé que diverses especes de tiques étaient des vecteurs d’A. marginale dans
différentes régions du monde (KOCAN et al., 2004). L'ADN d’A. marginale a été identifié
dans de nombreuses espéces de tiques ou dans des tiques qui ont transmis la maladie
expérimentalement. Cependant, cela n'implique pas nécessairement qu'ils sont capables de
transmettre les organismes dans des conditions naturelles (SHKAP et al., 2009; ZIVKOVIC
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et al., 2007). En outre, une analyse récente suggere que, dans certaines régions, les espéces de

tigues qui n'ont pas encore été considérées comme des vecteurs peuvent également
transmettre A. marginale (DE LA FUENTE et al., 2005d; FYUMAGWA et al., 2009;
ZAHANG et al., 2013). Cependant, Rhipicephalus (Boophilus) spp. Sont les vecteurs les plus

répandus de I'anaplasmose dans la plupart des pays tropicaux et subtropicaux (Tableau 04).

Tableau 04 : Principaux vecteurs de tique d’Anaplasma marginale dans différents pays du

monde

Pays

Espéce de tique

Référence

Inde, Afrique du Sud,

Rhipicephalus (Boophilus)

(GUGLIELMONE, 1995;

Brésil Microplus POTGIETER, 1996;
GHOSH et al., 2007)
Irak B. annulatus (AMEEN et al. 2012)

Amérique du Nord

Dermacentor andersoni,
D. variabilis,

D. albipictus

(AUBRY et
2011)

GEALE,

USA

Dermacenter andersoni,
Dermacenter variabilis,

Argas persicus

(DA SILVA, 2008)

Afrigue du Nord

Ixodes ricinus

(DA SILVA, 2008).

Centre et Afrique du sud

R. simus

(Merck Veterinary Manual
2014).

Afrigue du Sud

Rhipicephalus microplus,
R. evertsi evertsi, R. simus,
R. decoloratus, and

Hyalomma marginatum rufipes

(DE WAAL, 2000)

Zambie A. variegatum, B. decoloratus, (MAKALA et al., 2003).
R. evertsi

Europe Ixodes ricinus (DA SILVA, 2008)

Hongrie D. reticulatus (HORNOK et al. 2012)

Australie Rhipicephalus (Boophilus). (BOCK et al. 2006)
Microplus

Nigérie Rhipicephalus (Boophilus). (LORUSSO et al., 2016)
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Microplus

Cote d’Ivoire Rhipicephalus (Boophilus). (EHOUNOUD et al., 2016)

Microplus

Divers autres arthropodes mordants ont été impliqués comme vecteurs mécaniques. La
transmission mécanique d’A. marginale par les dipteres hématophages de genres Tabanus,
Stomoxys et les moustiques (EWING, 1981; POTGIETER, et al., 1981) ont été signalés. Cette
forme de transmission mécanique est considérée comme la principale voie de diffusion d’A.
marginale dans les régions d'Amérique centrale et du Sud et d'Afrique ou les vecteurs de
tiques ne se produisent pas (EWING, 1981) et ou Rhipicephalus microplus, la tique de bétail
tropicale, ne Semblent étre un vecteur biologique d'A. marginale (FIGUEROA, et al., 1998).
La transmission mécanique d’A. marginale se produit également lorsque le sang infecté est
transféré a des bovins sensibles via des foyers contaminés par le sang ou des parties buccales
de mouches mordantes (EWING, 1981). Anaplasma marginale peut également étre transmise
pendant la vaccination contre d'autres maladies a moins qu'une aiguille fraiche ou stérilisée ne
soit utilisée pour l'injection de chaque animal. Une transmission similaire au moyen

d'instruments chirurgicaux non stérilisés a été décrite (manuel terrestre de I'OIE 2008).

La transmission transovarienne de quelques pathogénes transmissibles par les tiques, par ex.
Babesia spp. par un seul hote Boophilus spp, est bien connue (HOWELL et al., 2007).
Pourtant, la transmission d’A. marginale d'une génération de tiques a l'autre reste
controversée, bien que Theiler (1912) et quelques autres auteurs aient suggéré que ce type de
transmission se produit (ANTHONY et ROBY, 1962; REES et AVERY, 1939; STICH et Al,
1989). Il est intéressant de noter que la multiplication d’A. marginale dans les tissus des
R.microplus femelles isolés a été confirmée (RIBEIRO et LIMA, 1996). De plus, dans les
ceufs et les larves dérivés de tiques de R.microplus recueillies a partir de bovins infectés, des
fragments d'ADN spécifiques d'A marginale ont été amplifiés. Pourtant, la transmission d’A.
marginale par ces larves aux animaux n'a jamais été prouvée (MOURA et al., 2003). Certains
auteurs ont suggére que Ehrlichia spp. et Anaplasma spp. ne sont pas transmis par voie
transovarienne en raison de l'absence de aldolase/adducing domain protein (DUNNING
HOTOPP et al., 2006).
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1.5.3. Prévalence et facteurs de réceptivités

1.5.3.1. Prévalence

L'anaplasmose bovine est décrite dans différentes régions du monde et dans les 5 continents
(Kocan et al., 2010) ( Tableau 05).

Tableau 05 : Séroprévalence de I’infection par Anaplamsa marginale dans certains pays du

monde.
Localisation Test Séropositivité | Référence
utilisé
Congo i-ELISA 24.5% (TSHILENGE et al., 2015)
Algérie C-ELISA | 43.5% (AMANZOUGAGHENE, 2014)
Afrique | (région
d’Alger)
Maroc c-ELISA | 20.5% (T. RAHALI et al., 2014)
Maroc C-ELISA | 22.8% (AIT HAMOU et al., 2012)
Zambie i-ELISA 76.5% (ANTONIO et al., 2011)
Iraq (Wassit) | i-ELISA | 13.04% (OLA et GHYDA'A, 2015)
Pakistan c-ELISA | 31.05% (ATIF et al., 2013)
Asie Egypte c-ELISA | 28% (RAGAB M et al., 2016)
Kenya ELISA? 53.4% (F. D. WESONGA et al., 2016)
Malaisie C-ELISA | 77.6% (WAHAB et al., 2012)
Turquie C-ELISA | 37.8% (ACICl et al., 2016)
Europe Espagne C-ELISA | 61% (DE LA FUENTE et al., 2005Db)
Hongorie C-ELISA | 80.8% (HORNOK et al., 2008)
Italie C-ELISA | 57% (TORENA et al., 2008b)
Amérique | Costa Rica Cc-ELISA | 87.5% (SHEBISH etal., 2012)
USA c-ELISA 15.2% (HAIRGROVE etal., 2014)

1.5.3.2. Facteurs de réceptivités

a. Age

La plupart des auteurs s’accordent a dire que l’anaplasmose bovine est une maladie

d’animaux jeunes et la tranche d’age la plus touchée est celle de 2 ans et plus (AL-

MOSSAWY, 2012; CHOWDHURY et al., 2006, AL-KHALEDI, 2008).

Les veaux
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présentent une résistance naturelle jusqu’a 1’age de 9 -10 mois, puis la sensibilité augmente
progressivement avec 1’age (CAMUS et UILENBERG, 2010).

b. Race

Les animaux issus de races ameliorées semblent plus sensibles (KOCAN et al., 2003).

c. Sexe

Dans les zones ou I’infection par Anaplasma marginale est plus forte, le sexe ne semble pas
avoir d’influence sur la réceptivité a la maladie (TSHILENGE et al., 2015 ; HUNGERFORD
L et SMITH, 1997).

1.5.4. Stabilité endémique

Dans les régions ou les vecteurs de tiques sont abondants, la prévalence de l'infection par A.
marginale est relativement stable dans la population bovine. Cette situation est connue sous le
nom de stabilité endémique. Il se caractérise par un pourcentage élevé de bovins infectés mais
avec peu d'animaux cliniquement affectés (COLEMAN et al., 2001; CORONA et al., 2005).
Deux facteurs principaux contribuent a cette stabilité: I'immunité passive fournie par l'apport
de colostrum et l'infection précoce des veaux. Comme mentionné précédemment, les jeunes
veaux acquierent généralement I'infection sans démontrer les signes cliniques. Cependant, une
fois que I'immunité est établie, les bovins adultes sont infectés de facon persistante, ce qui
assure une maintenance au sein de la population (CORRIER et GUZMAN, 1977; CORONA
et al., 2005).
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2. Etude clinique
2.1. Pathogénie

A. marginale est connu pour infecter in vivo uniquement des érythrocytes matures et
circulants des ruminants domestiques et sauvages (KOCAN, 1992) (figure 16-A). Cependant,
des études in vitro et in vivo indiquent que A. marginale infecte également les cellules
endothéliales, ce qui peut avoir des implications pour la pathogenése et les mécanismes
immunitaires (CARRENO et al., 2007 ; MUNDERLOH et al., 2004).

A. marginale entre dans les érythrocytes par endocytose et reside dans la vacuole liée a la
membrane, ou elle se divise par division binaire. La vacuole liée ala membrane dérive de la
membrane érythrocytaire et peut contenir 4 a 8 organismes (KOCAN et al., 1978) (Figure 16-
B).

La maladie clinique chez les bovins est directement liée au nombre d'érythrocytes infectés. Au
cours de Il'infection initiale, il y a une phase d'augmentation geométrique pendant laquelle, le
nombre des globules rouges infectés double presque toutes les 24 h (MILLER, 1956). Dans la
phase aigué, jusqu'a 70% des érythrocytes peuvent étre infectés (KIESER et al., 1990;
KOCAN et al., 2010a), bien que les premiers symptdomes puissent se produire dés que
seulement 15% des érythrocytes sont infectés. La période d'incubation est en relation direct
avec le nombre d'organismes dans la dose infectieuse et qui varie de 7 a 60 jours, avec une
moyenne de 28 jours (KOCAN et DE LA FUENTE, 2003).

A. marginale quitte la cellule héte sans la perturber. Les cellules qui sont physiquement ou
chimiguement altérées au cours de la maladie sont reconnues et phagocytées par les cellules
réticulo-endothéliales bovines, ce qui entrainera le développement d'une anémie légére a
séveére et d'une ictére, sans hémoglobinémie et hémoglobinurie (ZIVKOVIC, 2010 ; KOCAN
et al., 2003).
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Figure 16 : Erythrocytes bovins infectés par Anaplasma marginale. A : Les corps d'inclusion

situés a la périphérie de I'érythrocyte dans un frottis de sang coloré. B : Un érythrocyte infecté
avec cinq corps d'inclusion d’A. marginale. Microphotographie électronique (prise par
Kocan et al., 2004).

2.2. Immunité

Plusieurs parties du systéme immunitaire semblent jouer un réle dans la réponse immunitaire
a A. marginale. La réponse en anticorps a été révélée comme une partie importante de la
protection apres la vaccination (examinée par PALMER et al., 1999), mais le sérum immun
seul n'est pas protecteur (GALE et al., 1992). Les réponses a médiation cellulaire ont
également montré qu'elles jouent un réle dans la protection (BROWN et al., 1998), mais la
réponse des cellules T est inhibée par lI'agent pathogéne pour faciliter I'infection persistante
(HAN et al., 2010). En raison de cette complexité, il reste une tdche permanente pour clarifier

quelles parties du systeme immunitaire peuvent ou devraient étre ciblées par les vaccins.

2.2.1. Réponse en anticorps

La réponse humorale est entre autre dirigée contre les protéines MSP1 et MSP2 (TEBELE et
al., 1991).

Comme pour toutes les bactéries intra-cellulaires, la réponse humorale n’a qu’un réle limité,
car durant la majeure partie du temps les bactéries sont a 1’abri de cette réponse humorale
dans les érythrocytes. Cependant les anticorps peuvent avoir un role en empéchant la fixation
des bactéries aux érythrocytes et donc leur internalisation ou en permettant 1’activation de la

réponse cellulaire (GASQUET, 2014).

a. Réponse a MSP1
Les anticorps dirigés contre le complexe MSP1, MSP1a ou MSP1b permettent 1’opsonisation

de la bactérie et empéchent ainsi sa fixation aux érythrocytes.
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L’immunisation des bovins avec la protéine MSP1 provenant de bactéries prélevées dans les
érythrocytes entraine une protection des animaux a la fois contre les souches homologues et
les souches hétérologues. Cette protection est associée au développement d’anticorps
neutralisants et opsonisants (BROWN et al., 2001 ; PALMER et al., 1989 ; DE LA FUENTE
et al., 2004).

Cela montre I’importance de cette protéine dans la réponse immunitaire de 1’hdte.

b. Réponse & MSP2

Il 'y a aussi une immunité humorale dirigée contre MSP2 qui est efficace. En effet, si le titre
en anticorps anti-MSP2 est suffisant, cela peut permettre de bloquer I’infection par les
bactéries porteuses de ce variant de MSP2 (PALMER et al., 2000).

Lors d’auto stérilisation des bovins, on observe la disparition des anticorps anti-MSP2.
Cependant I’'importance de I’immunité humorale dans la réponse a Anaplasma marginale est
a moduler, car il n’y a pas de transmission passive de I’immunité lorsque 1’on transfuse a des
veaux non immunisés du sérum de vaches immunisées contre Anaplasma marginale et
contenant des anticorps dirigés contre cette bactériec. De plus, on constate qu’il y a
transmission d’une immunité colostrale de la mére au veau qui persiste environ deux mois
mais qui n’est pas protectrice (BERRY et al., 1981 ; GALE et al., 1992 ; GALE et al., 1997 ;
HERRERO et al., 1998).

Cela montre que I’immunité humorale n’est pas suffisante. En outre, on observe qu’aprés un
traitement immunosuppresseur, la bactériémie augmente chez les porteurs chroniques. Cette
augmentation est trop rapide pour étre consécutive a une baisse du taux d’Immunoglobuline

G2, ce qui laisse supposer I’existence d’une immunité cellulaire (BROWN et al., 1998).

2.2.2. Réponse cellulaire

2.2.2.1. Mécanismes géenéraux de la réponse cellulaire

Aprés immunisation avec des extraits de membrane externe d’Anaplasma marginale purifiés,
on observe une protection des veaux contre des souches homologues. Cette protection est
associée a une réponse des cellules mononucléées du sang spécifiques de 1’antigéne
(Iymphocytes T CD4+ et lymphocytes produisant 'interféron gamma), elle protege les
animaux a la fois contre les signes cliniques et contre le portage. Ainsi I’'immunité cellulaire
est le mécanisme protecteur le plus important contre Anaplasma marginale (BROWN et al.,
1998).

Comme pour toutes les bacteries intra-cellulaires, la réponse a Anaplasma marginale est avant
tout basée sur une reponse cellulaire. En effet, les bactéries ne sont accessibles aux
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mécanismes de défense humoraux qu’avant leur entrée dans les érythrocytes donc durant un
temps tres bref.

Cette réponse immunitaire cellulaire est dirigée contre des épitopes situés sur MSPla,
MSP1b, MSP2 et MSP3 (BROWN et al., 1998 ; KOCAN et al., 2003).

Les effecteurs de I’immunité les plus importants dans la réponse a Anaplasma marginale sont
les macrophages, qui appartiennent au systeme réticulo-endothélial.

Les lymphocytes T CD4+ de type Thl ont, quant a eux, un réle d’activation des macrophages.
En effet, aprés la reconnaissance des cellules infectées par les lymphocytes CD4+ naifs par
I’intermédiaire du Complexe Majeur d’Histocompatibilité de type 2, ces Lymphocytes T
CDA4+ se différencient en lymphocytes T CD4+ de type Thl et sécrétent des lymphokines
telles que I’interféron ¥ et le Tumor Nécrosis Factor (TNF) (BROWN et al., 1998), qui ont la
capacité d’activer les macrophages. On observe lors de I’immunisation des animaux contre
Anaplasma marginale, une production d’Interféron gamma importante, ce qui peut faire
penser a une réponse contre Anaplasma marginale majoritairement basée sur cette production
d’interféron ¥ (BROWN et al., 1998).

L’interféron ¥ permet : la syntheése d’Immunoglobuline G2 par les lymphocytes B, qui sont les
anticorps opsonisants principaux chez les bovins, et ’activation des macrophages entrainant
une augmentation de I’expression des récepteurs, de la phagocytose, de la fusion des
phagosomes et des lysosomes et la libération de monoxyde d’azote (NO) (KOCAN et al.,
2003).

Le role du monoxyde d’azote (NO) produit par les macrophages contre Anaplasma marginale
n’est pas encore bien établi. En effet, le monoxyde d’azote est un inhibiteur de nombreux
pathogenes intracellulaires dont les bactéries du genre Rickettsia. Cependant ’action du
monoxyde d’azote contre Anaplasma marginale n’a pas pu étre démontrée. Au contraire :
I’utilisation d’un inhibiteur du NO (I’aminoguanine) permet de diminuer la bactériémie, peut-
étre a cause de I’effet immunosuppresseur du monoxyde d’azote (GALE et al., 1997).

En plus de leur réle dans la phagocytose, les macrophages agissent dans la régulation de la
réponse cellulaire a A. marginale. En effet, ils produisent des cytokines telles que
I’interleukine 12 (IL-12) qui ont un réle essentiel pour permettre une réponse efficace contre
la bactérie.

Des études ont ainsi montré que l’utilisation de D’interleukine 12, qui est sécrétée lors
d’infection par les macrophages, comme adjuvant dans un vaccin contenant MSP2, augmente
la production d’interféron gamma par les cellules CD4+, accroit la multiplication des cellules

dans les nceuds lymphatiques, entraine la production d’Interleukine 2, et augmente le taux en
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anticorps. Ainsi I’Interleukine 12 permet la mise en place d’une réponse mémoire a
Immunoglobuline G et une réponse des cytokines (TUO et al., 2003).

Les lymphocytes T helpers ont aussi un réle puisqu’ils permettent aux lymphocytes B de
synthétiser des Immunoglobulines G2 plutét que des immunoglobulines G1. Or, les
Immunoglobulines G2 sont les principaux anticorps opsonisants chez les bovins (BROWN et
al., 1998).

Lors du premier contact de 1’organisme avec Anaplasma marginale il y a aussi différenciation
de lymphocytes T naifs en lymphocytes T mémoires qui vont avoir un réle essentiel car leur
réponse rapide contribue au contrdle de la bactériémie durant I’infection persistante (durant
laquelle la bactériémie reste cent a mille fois inférieure a celle observée durant la phase
aigué). Cette reconnaissance par les Lymphocytes T mémoire pourrait aussi accélérer la

synthése d’anticorps par les lymphocytes B (BROWN et al., 2001a).

2.2.2.1. Synergie entre les protéines

Une étude a montré I’importance de la liaison entre les protéines pour la reconnaissance des
épitopes et notamment de la liaison entre MSP1a et MSP1b car la réponse immunitaire contre
la protéine MSP1 n’est efficace que si les animaux sont immunisés avec un dimeére contenant
ces deux protéines (BROWN et al., 2001b ; PALMER et al., 1989).

De méme, aucune protéine de surface isolée ne peut induire la méme protection qu’un
complexe formé de protéines de la membrane externe ou d’un complexe formé de protéines
de surface. Cela montre la nécessité de 1’existence d’une diversité d’antigéne pour induire une
protection, ou de la nécessité de la reconnaissance conjointe de protéines dans des complexes
associés aux membranes (NOH et al., 2008).

La réponse anticorps anti-MSPla est plus forte lorsque I’'immunisation est faite avec des
Anaplasma marginale tuées dérivées d’érythrocytes bovins, alors que lorsque Anaplasma
marginale dérive de la culture de cellules de tique la réponse en anticorps est surtout dirigée
contre MSP1b. Or on peut observer que MSPla est moins exprimée dans les glandes
salivaires et les cellules de tique en culture, que dans les érythrocytes. Cette différence est due
a une différence de transcription. Ainsi il se pourrait qu’il existe une immunodominance de
MSP1a sur MSP1b : si MSP1a est présente en grande quantité (comme dans les érythrocytes)
moins d’anticorps contre MSP1b sont synthétisés (NOH et al., 2006).
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2.3. Symptomatologie

L'apparition des signes cliniques et leur gravité varie considérablement selon la forme
clinique de la maladie. Les animaux infectés par A. marginale peuvent développer une forme
aigue de la maladie ou devenir porteurs chroniques asymptomatiques.

Lorsque les animaux sont atteints de la forme aigué de la maladie, ils présentent une
hyperthermie oscillante (généralement inférieure a 40,5°C) accompagnée d’un syndrome
fébrile qui se manifeste par une perte de I’appétit et de poids, une chute de la production
laitiére et une léthargie (RADWAN et al., 2013). L’anémie peut étre tellement sévere qu’elle
entraine méme des bruits cardiaques augmentés et une respiration difficile. A cela s’ajoutent
une chute de production laitiére, voire une agalactie, et un avortement en fin de gestation est
possible, secondaire a une hypoxie d’origine anémique (KOCAN et al., 2003 ; CORREA et
al., 1978).

L’anémie est la conséquence de I’érythrophagocytose des hématies parasitées ou non. 70 %
des hématies, voire plus, peuvent étre infectées. Les urines ne sont pas colorées car il n’y a
pas d’hémolyse (KOCAN et al., 2003). La destruction progressive des globules rouges ne
s’accompagne pas d’une hématopoiese compensatrice et donc il n’y a pas de régénération
sanguine expliquant la couleur blanc porcelaine des muqueuses. La mort peut survenir en
quelques jours.

Les animaux infectés restent porteurs durant toute leur vie. lls développent une infection
permanente caractérisée par une bactériémie faible non détectable sur frottis sanguin et par
I’existence d’une immunité de longue durée. Ces animaux porteurs chroniques ne présentant
pas de signes cliniques mais ils constituent un réservoir non négligeable pour la maladie
(RADWAN et al., 2013 ; KOCAN et al., 2010 ; PONCET, 1987).

Rappelons que les signes cliniques chez les bovins semblent fonction de 1’age. De plus, ils
sont assez rares dans les régions d’enzootie parce que 1’age moyen au moment de I’infection
est généralement inférieur a 24 semaines. On a alors un pic de bactériémie pendant une a
deux semaines, mais elle reste généralement faible (inférieure a 1%). Quelques veaux
montrent alors des signes cliniques tels que faiblesse et apathie. Ces animaux restent ensuite
porteurs durant toute leur vie mais ne présenteront plus d’épisodes cliniques (Collectif 2011).
Lorsque I’organisme infecte des bovins plus dgés (animaux de plus d’un an), les signes

cliniques de la maladie sont courants (KOCAN et al., 2010).
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3. Diagnostic

Le diagnostic clinique est souvent difficile car 1’anaplasmose peut faire suite a une babésiose
(hémoglobinurie, diarrhée...), une anaplasmose granulocytaire bovine (AGB) (pas d’anémie)
ou une autre maladie générale. Les signes d’appels sont un bovin hypertherme, anémi¢, sans
hémoglobinurie, en pature a la belle saison.

De la méme manicre que pour ’AGB, on peut faire appel au diagnostic de laboratoire avec
différentes techniques (OIE, 2008).

3.1. Diagnostic bactériologique

L'examen microscopique d'étalements de sang ou d'organes, coloré avec le colorant de
Giemsa est la méthode la plus utilisée pour identifier Anaplasma chez des animaux
cliniquement affectés (OIE, 2008a). Ce diagnostic est aisé sur étalement de sang dans la
forme aigue, ou 70% ou plus des hématies sont parasitées (CHARTIER et al., 2000). Dans
ces etalements, A. marginale apparait sous forme d’inclusions rondes, denses, entourés d’un
petit halo clair, pourpres foncées de 0,3 a 1 micron de diametre aux contours légerement
irréguliers (ce qui les différencie des corps de Joly qui sont parfaitement ronds) accolées a la
membrane des érythrocytes (a I’intérieur).

Cette méthode ne peut donner de réponse positive qu’au stade aigu avec une sensibilité
dépendante de I’opérateur, et une trés bonne spécificité Elle a cependant 1’avantage d’étre
rapide et peu onéreuse.

L'examen des frottis sanguins n'a aucune fiabilité pour la détection d'animaux pré-
symptomatiques ou porteurs. Dans ces cas, I'infection est généralement diagnostiquée par une
démonstration sérologique d'anticorps avec confirmation par des méthodes de détection

moléculaire.

3.2. Diagnostic sérologique

Plusieurs tests sérologiques ont été largement utilisés pour les études épidémiologiques: test
de fixation du complément (FC), test d'agglutination sur carte (CAT), test
d’immunofluorescence indirecte (IFI), ainsi que divers tests immuno-enzymatique tels que test
ELISA compétitif (c-ELISA), ELISA indirect et le dot ELISA. Les deux tests sérologiques
actuellement préférés pour l'identification des animaux infectés sont le c-ELISA et le CAT
(OIE, 2008; KOCAN, et al., 1992a, b, DE LA FUENTE, et al., 2005a, b).
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3.2.1. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

Le test sérologique le plus précis actuellement disponible pour identifier les bovins infectés
par Anaplasma est un c-ELISA qui utilise un anticorps monoclonal spécifique au MSP5, car
ce test détecte spécifiquement la présence d'anticorps sériques qui visent une protéine de
surface, MSP5 d'Anaplasma spp. (KNOWLES, et al., 1996; TORIONI, et al., 1998; STRIK,
et al., 2007). Cependant, le test ne peut pas différencier entre A. marginale et certaines des
autres espéces d'Anaplasma, car ils expriment tous I'antigéne MSP5 (VISSER, et al., 1992).
Ce test a la capacité de détecter trés tot les porteurs parfois avant méme 1’apparition des
signes cliniques a partir de neuf jours aprés ’infection (COETZEE et al., 2007 ; KNOWLES
et al., 1996 ; TORIONI DE ECHAIDE et al., 1998). Il présente une spécificité de 95 & 100%
selon les études (KNOWLES et al., 1996 ; ARAJO et al., 2005 ; MADRUGA et al., 2000).
Ce test permet aussi de détecter les porteurs jusqu’a six ans apres 1’infection. La sensibilité du
test est de 100% durant le pic de bactériémie et apres, lorsque 1’infection devient chronique
(COETZEE et al., 2007). Ce test permet donc de détecter les porteurs chroniques ce qui est
trés intéressant dans la lutte contre 1’anaplasmose car cela permet d’éviter d’introduire dans

un troupeau des animaux porteurs.

3.2.2. Test de fixation du complement

La réaction de fixation du complément (FC) n'est plus considérée comme un test fiable pour
la certification de la maladie chez les porteurs chroniques en raison d'une sensibilité faible
(BRADWAY et al., 2001 ; DURRANI et GOYAL, 2012 ; NIELSEN et al., 1996). Des
réactions croisées entre les Anaplasma spp peuvent compliquer I'interprétation des résultats
sérologiques. Ainsi cette méthode est progressivement abandonnée au profit de la méthode
d’ELISA compétitif.

3.2.3. Agglutination sur carte
Il s’agit d’une méthode simple, pratique, rapide et sensible (98%). Ce test est le test de
référence aux Etats Unis. Cependant il ne permet pas de détecter les porteurs chronigques
(DURRANI et GOYAL, 2012).

3.2.4. Immunofluorescence indirecte

Cette méthode est aussi sensible et spécifique que la méthode ELISA compétitif mais est plus
compliguée a mettre en ceuvre et donc peu utilisée (EKICI et SEVINC, 2011).

Le tableau suivant récapitule les principales caractéristiques des tests sérologiques les plus

utilisés.
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Tableau 06 : Comparaison des différents tests de diagnostic sérologique (GASQUET, 2014).

Test Sensibilité | Spécificité | Détection de | Existence de
porteurs chroniques | réactions croisées
ELISA compétitif 100% 95-100% Oui avec A.ovis et A.
centrale
Fixation du 66.70% | 96.2-99.9% Non avec autres especes
complément d'’Anaplasma
Agglutination sur carte 98% 98.6% Non avec A. centrale
Immunofluorescence 88.95% 100% Oui avec A,  centrale
indirecte (parfois avec
A. phagocytophilum)

3.3. Diagnostic moléculaire (Réaction de Polymérase en Chaine)

Cette méthode est aujourd’hui trés utilisée et tend a remplacer les méthodes sérologiques
détaillées précédemment.

Des tests a base d'acide nucléique ont été développés qui sont capables de détecter la présence
d'une infection de bas niveau chez les bovins porteurs et les vecteurs de tiques. Ceux-ci
comprennent la réaction en chaine par polymérase classique (PCR), les essais d'hybridation a
base de PCR et les tests de PCR en temps réel. Les tests de PCR ciblés sur les génes
d’Anaplasma MSP4 et / ou MSP1a ont été utilisés pour différencier les isolats d’A. marginale,
ce qui est utile pour suivre l'origine d'une épidémie et pour différencier différentes espéces
d'Anaplasma comme A. marginale et A. Centrale (DE LA FUENTE, et al., 2001, LEW, et al.,
2002).

Récemment, la PCR quantitative en temps réel (QPCR) a été appliquée avec succes a la
détection et a la quantification de 'ADN d’A. marginale (gene msplb) dans le sang de bovins
naturellement infectés (CARELLLI, et al., 2007). Le test s'est révélé trés spécifique car il n'y
avait pas de réactions croisées avec d'autres hémoparasites de ruminants (A. centrale, A.
bovis, A. phagocytophilum, B. bigemina, Theileria buffeli). Par la suite, la gPCR A.
marginale a été modifiée en ajoutant un ensemble amorce / sonde spécifique pour A. centrale,
obtenant ainsi un test duplex pour la détection simultanée des deux Anaplasma spp. Dans la
méme réaction (DECARO et al., 2008).
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En 2010 une étude de Noaman et Shayan a démontré I’intérét de 1’utilisation de 1’enzyme de
restriction Bst 1107 I sur le produit de PCR d’un fragment de ’ARN 16S qui coupe
uniquement le fragment d’Anaplasma marginale (NOAMAN V et SHAYAN P, 2010).

En 2012, Torino a mis au point une technique de PCR utilisant des amorces différentes pour
Anaplasma marginale et Anaplasma ovis permettant de les différencier en effectuant
uniquement une PCR (TORINA et al., 2012).
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4. Méthodes de controbles

Les méthodes de controle actuellement utilisées pour lutter contre 1’anaplasmose
comprennent : (i) la chimioprophylaxie, (ii) le contrGle des arthropodes, (iii) la vaccination,
(iv) et la maintenance de troupeaux sans anaplasmose en contrélant les importations et le
mouvement des animaux et en éliminant les bovins porteurs. Les mesures de contréle mises
en ceuvre varient selon la localisation géographique et dépendent de la disponibilité, du cott

et de la faisabilité de I'application (KOCAN et al., 2000).

4.1. Chimiothérapie

Trois types d'antibiotiques sont utilisés pour le traitement de I'anaplasmose: les tétracyclines,
les fluoroquinolones et le dipropionate d'imidocarbe (AUBRY et GEALE, 2011). La
chimiothérapie est destinée a la prévention de I'anaplasmose clinique et n'empéche pas les
bovins d'étre infectés de facon persistante. (COETZEE et al., 2005; REINBOLD et al., 2010;
WALLACE et al., 2007). La thérapie antimicrobienne est surtout utilisée chez les animaux
sains comme contrOle d'infections actives pour limiter les effets cliniques de I'infection
(POTGIETER et STOLTSZ, 2004). Néanmoins, le traitement des animaux cliniquement
affectés codte cher. En outre, il devient moins acceptable, car la résistance aux antibiotiques
augmente chez les agents pathogenes. En outre, certains pays ont restreint I'utilisation de
I'imidocarb en raison de sa rétention prolongée dans les viandes des animaux destinés a
I'abattage (KOCAN et al., 2010b).

4.2. Controle des arthropodes

Le traitement des animaux avec des acaricides réduit le nombre de tiques, ce qui diminue
indirectement la transmission de I'anaplasmose. Cependant, l'utilisation d'acaricides pour la
lutte antivectorielle devient une préoccupation en raison de l'augmentation de la résistance
aux acaricides chez les populations de tiques (AUBRY et GEALE, 2011 ; GEORGE et al.,
2004), de la pollution de I'environnement et de la contamination du lait et des produits a base
de viande (GRAF et al. 2004).

L'approche moderne pour le controle des arthropodes est basée sur l'utilisation de vaccins
contre la tique, qui ont les avantages d'étre rentables, de réduire la contamination de
I'environnement et de prévenir le développement de tique résistant aux acaricides. Deux
vaccins, Gavac (VARGAS et al., 2010) et TickGARD (ODONGO et al., 2007) contenant des
antigenes intestinaux recombinants (Bm86 et Bm95) de R. (B.) microplus sont actuellement

utilisés.
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4.3. Vaccination

Le développement de I'immunité a long terme par la vaccination a été largement utilisé pour
le contrble de I'anaplasmose dans la plus grande partie du monde et représente la mesure de
contrdle la plus efficace (évaluée par PALMER et al., 1989).. Les programmes de vaccination
en masse peuvent réduire considérablement l'utilisation d'acaricides et d'antibiotiques,
empéchant ainsi une émergence de tiques ou d'agents pathogenes résistants. A I'heure actuelle,
deux types de vaccins sont utilisés et sont les vaccins de choix: vaccins vivants et vaccins
inactivées. lls induisent une protection contre les symptdmes cliniques sévéres, mais ne pas
prévenir l'infection, de sorte que les bovins aprés l'infection peuvent rester porteurs de A.
marginale (KOCAN et al., 2003).

4.3.1. Vaccins vivants

L'utilisation de vaccins vivants pour le contréle de I'anaplasmose a commencé au début des
années 1900, avec l'isolement d’A. centrale (THEILER, 1911). La réponse immunitaire
induite par ces vaccins est similaire a une infection naturelle et les animaux développent des
infections persistantes avec la souche vaccinale. Cependant, la pré-immunisation avec une
souche a été démontrée pour ne pas fournir de protection croisée dans des zones
géographiques largement séparées (KENNEIL et al., 2013, KUTTLER et al., 1984). Les
vaccins vivants sont constitués de sang infecté, pris a partir de veaux en quarantaine
splénectomisés inoculés avec la souche vaccinée sélectionnée. Ces vaccins comportent le
risque de transmettre d'autres agents pathogenes «silencieux» et malgré I'impact global de
I'anaplasmose, leur utilisation est interdite aux Etats-Unis (ROGERS et al., 1988).
L'immunisation des bovins avec des sous-especes moins pathogénes, c'est-a-dire A. centrale
est en usage de routine dans plusieurs pays: Afrique du Sud, Zimbabwe, Malawi, Australie,
Israél, Uruguay et Argentine (SHKAP et al., 2009).

Il est a noter que certains isolats africains et latino-américains d'A. marginale peuvent
surmonter une immunité induite par A. centrale (BOCK et al., 2003; BRIZUELA et al.,
1998).

Le deuxiéme type de vaccin vivant se compose de souches atténuées A. marginale. Ces
vaccins ont été utilisés en Amérique du Sud et en Californie, bien que des réactions séveres
aient été observées chez les bovins adultes apres la vaccination (HENRY et al., 1983). Chez
les veaux, cependant, ces vaccins produisent des infections légeéres et entrainent une immunité
contre l'anaplasmose clinique dans des zones géographiques trés séparées (KOCAN et al.,

2003). L'atténuation d’A. marginale peut étre réalisée par deux methodes. La premiere
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concerne l'irradiation et les passages multiples subséquents a travers les cerfs et les moutons
(RISTIC et CARSON, 1977). La seconde par la réalisation de nombreux passages a travers
des veaux splénectomisés suivis de passages a travers des moutons splénectomisés
(JORGENSEN et al., 1993). Pourtant, il a été rapporté que les vaccins a A. marginale atténues
sont retournés a la virulence apres des passages successifs a travers des bovins ou des tiques
(KOCAN et al., 2000).

4.3.2. Vaccins inactivés

Un vaccin inactivé composé d’A. marginale non vivant a été développé aux Etats-Unis et a
été utilisé efficacement jusqu'a son retrait du marché en 1999 (KOCAN et al., 2003). Bien que
des vaccins inactivés soient également produits chez les animaux splénectomisés, il est moins
probable que tout autre agent pathogene contaminant le vaccin reste viable et infectieux apres
le processus d'inactivation. Cependant, une purification extensive est nécessaire pour éliminer
le stroma des cellules bovines car seule la purification partielle a entrainé le développement
d'isoanticorps érythrocytaires chez des bovins vaccinés. Les vaccins inactivés ont réduit la
maladie clinique et la mortalité, mais n'ont pas toujours fourni de protection croisée
(KUTTLER et WINWARD, 1984). Pour cette raison, les vaccins inactivés sont plus

susceptibles d'étre utiles lorsqu'ils sont produits a partir de souches isolées localement.

4.4. Maintenance de troupeaux sans anaplasmose

En l'absence d'une politique nationale d'éradication, comme c'est le cas pour de nombreux
pays, le maintien des troupeaux sans anaplasmose est possible au niveau du troupeau, en
particulier dans les zones ou la prévalence de l'infection est faible (AUBRY et GEALE,
2011). Dans les zones ou l'anaplasmose n'est pas endémique, le contréle de I'anaplasmose a
été effectué par la maintenance de troupeaux exempts d’A. marginale pour éviter I'importation
de supports d'anaplasmose qui pourraient servir de source d'infection (Kocan et al., 2000).
Cette méthode de contr6le dépend cependant de la disponibilité de techniques de diagnostic
spécifiques et treés sensibles capables de détecter de maniere fiable une infection a faible

niveau chez les bovins porteurs.
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PARTIE
EXPERIMENTALE



1. Objectif de I’étude

La besnoitiose et 1’anaplasmose sont parmi les causes les plus importantes qui entravent le
développement du secteur de I’élevage bovin en Afrique et dans d’autres régions de globe.
Ces maladies ont été trés peu étudiées en Algérie. En effet, les données relatives a la
séroprévalence de ces deux maladies sont particulierement rares voir absentes.

L’objectif de la présente étude est de déterminer la séroprévalence de I’anaplasamose et de la
besnoitiose bovine et d’identifier les principaux facteurs de risque liés a ces infections dans
deux communes de la Wilaya de Mila. Il est important de noter que cette région a bénéficiée
de nouvelles installations d'irrigation, ceci constitue un biotope favorable a la présence de
plusieurs espéces de tiques vectrices et de petits mammiféres et rongeurs, potentiellement
impliqués comme hotes intermédiaires et réservoirs dans le cycle biologique d’Anaplama

marginale et de Besnoitia besnoiti.
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2. Matériel et méthodes
2.1. Région d’étude

La wilaya de Mila est représentée par 13 daira et 32 communes, elle est située dans le Nord-
Est de I'Algérie (Kabylie orientale), délimitée par les wilayas de Jijel et de Skikda au nord, les
wilayas de Batna et d’Oum el Bouaghi au sud, la wilaya de Sétif a I’ouest et enfin par la
wilaya de Constantine a 1’est. Elle se caractérise par un relief varié et présente deux grandes
zones distinctes :

v au nord : des montagnes et des collines

v' ausud : les plaines et les hauts plateaux.

Le climat de la wilaya est de type humide au Nord, subhumide a semi-aride au centre et semi-
aride au Sud. La pluviométrie varie entre 600 et 900 mm au nord de la wilaya (920 mm sur le
mont de Msid Aicha) entre 400 et 600 au centre de la wilaya et moins de 400 mm au sud.

La wilaya abrite le plus grand barrage d'eau au niveau national (barrage Beni-Haroun) qui
alimente une grande partie de l'est algérien avec de I'eau potable et de I'eau d’irrigation. Les
principaux cours d'eau sont Oued Rhumel et Oued EIl-Kebir.

La présente étude a été réalisée dans deux régions d’élevage de la wilaya de Mila :

La commune de Terrai Bainnane : est localisée dans I'extréme nord de la wilaya, limitrophe
de la wilaya de Jijel. Elle se trouve a flanc de montagne bordée au sud par le barrage de Beni
Haroun. Elle est dominée au nord par le djebel Anz El Arbi a 1 162 métres, faisant partie de la
chaine montagneuse du Zouagha. Le nord de la commune abrite trois grandes foréts de chéne-

liege.

La commune de Tiberguent : est localisée au centre de la wilaya de Mila & 4 km de
Rouached et 25 km a I'ouest de Mila par la RN79. Elle se trouve sur des terres fertiles dans

une vallée de I'Oued Melah qui la borde au nord
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Figure 17: Situation géographique des régions concernées par 1’étude. B : Bainnane; T:

Tiberguent.

2.2. Récolte des échantillons

Les prélevements sanguins ont été effectués pendant le mois de mars 2017 dans 5 localités
situées dans les deux régions d’étude : les localités de Dar Elhamra et Mechra dans la
commune de Bainnane et celles de Tiberguent centre, Draa Ben kheda et Boumaaref dans la
commune de Tiberguent. Un total de 182 échantillons sanguins a été prélevé chez les bovins
de différents ages et sexe.

Si on se référe au chiffre de la Direction des services agricoles de la wilaya en 2016, le taux
d’échantillonnage réalisé a été d’environ 12.48% (182/1458) pour le cheptel bovins (n=1458)
dans les deux communes, soit 7.29% pour la commune de Bainnane et 15.03% pour la

commune de Tiberguent.
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Le nombre de bovins & prélever dans chaque ferme a été défini en fonction du nombre total de
bovins présents dans celle-ci: soit la ferme comprenait moins de 10 bovins et, dans ce cas tous
les bovins étaient prélevés, soit la ferme contenait plus de 10 bovins et, dans ce cas, au moins
10 individus étaient prélevés. L’objectif était d’avoir un échantillon représentant au moins
10% de I’ensemble des individus présents dans les fermes visitées (GHALMI et al., 2012).

Les informations relatives au sexe, a 1’age, a la race de I’animal et au type de 1’¢levage

(intensif ou semi-intensif) ont été collectées a 1’aide d’une fiche de renseignement.

2.3. Description du cheptel prélevé

Les élevages prélevés ont été constitués de bovins de races croisées (80.22%) et de races
locales (19.78%). L’échantillon comprenait 145 femelles et 37 males. Les animaux ont été
répartis en 3 classe d’age : <1 an (21.42%), de 1lan-2ans (26.93%) et > 2an (51.65%). Selon
le type de 1’élevage : intensif (57.14%) et semi-intensif (42.86%).

Nos prélevements ont concerné 5 localités réparties dans les deux zones d’études de la wilaya
(Tableau 07).

Tableaux 07 : Nombres de fermes et de bovins prélevés par commune et par localité

Commune Localité Nombre de fermes Nombre de bovins
prélevées prelevés
Dar elhamra 3 10
Bainnane Mechra 7 25
Total 10 35
Centre 14 66
Tiberguent Boumaaref 10 60
Draa ben khelfa 4 21
Total 28 147

2.4. Préparation des prélévements

Les échantillons ont été prélevés au niveau de la veine jugulaire et mis dans des tubes secs sur
lesquels ont été mentionnés 1’age, la race, le sexe, le type et la localisation de 1’¢levage. Apres
coagulation a température ambiante pendant 6 heures et centrifugation (1 500 g, 10-15
minutes, température ambiante), les sérums ont été récupéres et transvases dans des tubes
eppendorf puis stockés a -20°C. Les échantillons ont été transportés et acheminés vers le

laboratoire de microbiologie de ’ENSV dans une glacicre.
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Figure 18 : Procédure de Préparation du sérum

2.5. Analyses sérologiques

Les analyses sérologiques ont été effectuées au laboratoire de microbiologie de ’ENSV.
Aprés décongélation des sérums a température ambiante, nous avons procédé aux analyses
sérologiques des 182 sérums en utilisant des Kits commerciaux pour la détection des anticorps
spécifiques d’A. marginale et de B. besnoiti.

2.5.1. Pour la recherche des anticorps anti-Anaplasma marginale

Les analyses ont été effectuées au moyen d’un test ELISA compétitif pour la détection des
anticorps dirigés contre Anaplasma marginale (Anaplasma, cELISA, Veterinary Medical
Research and Development, Pullman University, WA, Etats-Unis) et nous avons procédé
selon les recommandations du fabriquant de la maniere suivante :

1) Ajouter 70 pl du sérum non dilué a la plaque fixée pour I’absorption/transfert et incuber a
température ambiante pendant 30 min ;

i1) Transférer 50 pl par puits de sérum absorbé a la plaque fixée avec I’antigéne rMSPS5 et
incuber a température ambiante pendant 60 min ;

iii) Eliminer le sérum et laver la plaque 2 fois avec la solution de lavage diluée ;

iv) Ajouter 50 pl/puits de I’anticorps monoclonal dilué et conjugué a la peroxydase a la
plaque a laquelle a été fixée le rIMSP5. Incuber a température ambiante pendant 20 min ;

v) Eliminer I’anticorps monoclonal dilué et conjugué a la peroxydase et laver la plaque 4 fois
avec la solution de lavage diluée ;

vi) Ajouter 50 ul/puits de la solution substrat, couvrir la plaque avec une feuille et incuber 20

min a température ambiante ;
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vii) Ajouter 50 pl/puits de solution stop a la solution substrat déja dans les puits et tapoter le
bord de la plaque pour mélanger doucement le mélange ;

La mesure de la densité optique (OD) du sérum de contréles et de chaque échantillon a été lue
au moyen d’un spectrométre (lecteur ELISA) a 630 nm apres 20 minutes. Les densités
optiques (DO) obtenues ont été converties en pourcentages d’inhibition (PI), calculés selon
une formule indiqué par le fabricant. Le seuil de positivité (cut off) est déterminé, également
par le fabricant, a 30%, ainsi les échantillons dont le pourcentage est inférieur a 30% sont
négatifs et ceux dont le pourcentage est supérieur a 30% sont positifs.

La validité du test a été calculée lorsque la moyenne de la densité optique (DO) du témoin
négatif doit varier de 0,40 a 2,1 et le pourcentage d’inhibition du témoin positif doit étre

supérieur ou égal a 30 %.

2.5.2. Pour la recherche des anticorps anti-Besnoiti besnoiti

Pour révéler les anticorps dirigés contre B. besnoiti, un test ELISA indirect commercialisés
par la firme ID Screen® a été effectué selon les instructions du fabricant qui a aussi fourni les
contrdles positifs et négatifs. Il s’agit d’un test bicupule, chaque échantillon et contrdle doit
étre déposé en double (colonnes paires et impaires). Sachant que les cupules paires sont
sensibilisées avec de I’extrait antigénique purifié¢ de Besnoitia besnoiti.

Nous avons procédé comme suit :

1. Distribuer 90 ul de Tampon de dilution 13 dans chaque puits ;

2. Distribuer :

- 10 ul de contr6le négatif dans les cupules Al, A2, B1 et B2

- 10 ul de contr6le positif dans les cupules C1, C2, D1 et D2

- 10 ul de chaque échantillon & tester dans les cupules restantes ;

3. Incuber 45 min a 21°C ;

4. Vider les puits. Laver 3 fois chaque cupule avec environ 300 ul de solution de lavage.
Eviter le dessechement des cupules entre les lavages ;

Préparer le conjugué 1X en diluant le conjugué 10X au 1/10°™ en Tampon de dilution 3 ;
Distribuer 100 ul de conjugué 1X dans chaque cupule ;

Incuber 30 minute & 21°C ;

Vider les puits. Laver 3 fois chaque cupule avec environ 300 ul de solution de lavage ;

© 0 N o O

Distribuer 100 ul de révelation dans chaque cupule ;
10. Incuber 15 min a 21°C a I’obscurité ;

11. Distribuer 100 ul de solution d’arrét dans chaque cupule pour arréter la réaction ;
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12. Mesurer et enregistrer les densités optiques a 450 nm.

Tous les calculs de validation et d’interprétation se font sur la valeur de la DO nette de chaque
échantillon, obtenue comme suit :

Validation :

DO nette = DO colonne paire —DO colonne impaire

Le test est valide si :

- La valeur moyenne de densité optique nette des contréles positifs est supérieure a 0.350.

- Le rapport entre la moyenne des contréles positifs et la moyenne des contréles négatifs est
supérieur a 3. Pour ce calcul utiliser la valeur absolue de la DO nette du CN

Interprétation :

Pour chaque échantillon, calculer le pourcentage S/P :

S/P% = DO nette échantillon / DO nette CP x 100

Les échantillons présentant un S/P% :

- Inferieur ou égale & 25% sont considérés comme négatifs ;

- Compris entre 25% et 30% sont considérés comme douteux ;

- Supérieur ou égale a 30% considérés comme positifs.

2.6. Saisie des donnees et analyses statistiques

Les données ont été enregistrées dans un fichier Excel ensuite exportées dans le logiciel SpSS
version 20. Le test de Chi-carré de tendance a été utilisé pour déterminer la corrélation entre
certains facteurs liés aux bovins (age, sexe, race, type d’élevage et climat) et la séropositivité
des échantillons. Les différences observées ont été considérées comme significatives quand la

valeur de P était inférieure a 0.05.
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3. Résultats

Les seroprévalences de B. besnoiti et d’4. marginale ainsi que les facteurs de risque

potentiellement associés sont successivement étudiés dans cette partie.

3.1. Besnoitia besnoiti
Les analyses sérologiques effectuées chez le bovin pour déterminer la séroprévalence de

Besnoitia besnoiti ont révélé 0% de taux de prévalence pour les deux régions d’études.
3.2. Anaplasma marginale

3.2.1. Etude de séroprévalence

3.2.1.1. Séroprévalence globale

Sur les 182 sérums bovins testés en CELISA, 45 étaient positifs vis-a-vis d’A. marginale, ce
qui correspond a une séroprévalence globale de 24.72% (IC a 95% : 18.5% - 31%) dans les
deux régions d’études dont : 9.89 % (IC & 95% : 5.6-14.2%) dans la commune de Bainnane et
14.83% (IC a 95% : 9.7-20%) dans la commune de Tiberguent (Tableau 08).

Tableau 08 : Séroprévalence globale de I’infection par Anaplasma marginale.

Commune | Localité Nombre des positifs Séroprévalence

Bainnane Dar elhamra 4 2.20 %
Mechra 14 7.69 %
Sous total 18 9.89 %

Tiberguent | Tiberguent centre 11 6.05 %
Draa ben kheda 6 3.29%
Boumaaref 10 5.49 %
Sous total 27 14.83 %
Total 45 24.72%

3.2.1.2. Séroprévalence par commune

La séroprévalence brute de I’anaplsamose par région d’¢élevage est de 51.4 % (18/35) dans la
région de Bainnane et de 18.37 % (27/147) dans la région de Tiberguent. L’analyse statistique
montre qu’il y a une différence trés significatif entre les deux régions (p = 0.000 < 0.05)

(Figure 19).
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Figure 19 : Détection des 1gG contre Anaplasma marginale par communes.

3.2.1.3. Séroprévalence en fonction des titres en anticorps

Les résultats ont été regroupés en 3 classes en fonction du pourcentage d’inhibition : en
sérums faiblement positifs (30-50%) (IC a 95 % : 8.1% et 17.9%), moyennement positifs (50-
80%) (IC a 95 % : 9% et 19%), fortement positifs (> 80%) (IC a 95 % : 12.4% et 23.6%)
(Tableau 09).

Tableau 09 : Répartition des bovins séropositifs en fonction de leurs titres en Anticorps.

% d’inhibition | Nombre des Positifs Séroprévalence % IC (95%)

30-50 % 13 7.14 % 3.4% - 10.9%
50-80 % 14 7.69 % 3.8% - 11.6%
>80 % 18 9.89 % 5.6% - 14.2%

3.2.2. Etude des facteurs de risques

Le tableau et les schémas font ressortir ce qui suit :

En terme de tranche d’age, la séroprévalence est de 10.3 % (4/39) ( IC a 95% : 5.9%-14.7%)
chez les bovins moins d’un an, de 20.4 % ( 10/49 ) (IC a 95% : 14.5%-26.3%) chez les bovins
de 1-2 ans et de 33 % (31 /94 ) (IC a 95% : 26.2%-39.8%) chez les bovins plus de 2 ans d’age
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( figure 30 ). En plus l’analyse statistique montre que la séroprévalence se differe

significativement avec 1’age (p < 0.05) (Figure 20).
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Figure 20 : Variation de la séroprévalence d’A. Marginale en fonction de 1’age.

La séroprévalence d’Anaplasma par sexe est de 27.77 % (10/36) (IC & 95% : 21.3%-34.3%)
chez les males et de 23.97% (35/146) (IC a 95% : 17.8%-30.2%) chez les femelles avec une
valeur de P > 0.05, on peut dire que les deux sexes semble étre infecter de facon identique.

La séroprévalence ne varié pas en fonction des races considérées (p > 0,05). Les résultats
montrent une prévalence de 24.7 % (9/36) (IC a 95% : 18.4%-31%) pour les races locales et
de 25 % (36/146) (IC a 95% : 18.7%-31.3%) pour les races croisées.

En ce qui concerne le facteur climat, cette étude a montré une séroprévalence
significativement plus élevé (p < 0.05), avec un taux de prévalence de 51.4 % (18/35) (IC a
95% : 44.2%-58.7%) dans la commune de Bainnane (climat chaude et humide) et de 18.37 %
(27/147) (1C a 95% : 12.7%-24%) dans la commune de Tiberguent (climat subhumide a semi-
aride) (Figure 21).
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Figure 21 : Variation de la séroprévalence d’A. Marginale en fonction de type du climat.

Il s’avére aussi que le type d’élevage influence significativement la séroprévalence
d’Anaplasma (P < 0.05). La comparaison entres les 2 types d’élevage montre des taux de
séroprévalence qui sont 35.9 % (28/78) (IC & 95% : 28.9%-42.9%) pour le type semi-intensif et
16.3 % (17/104) (10.9%-21.7%) pour le type intensif (Figure 22).
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Figure 22 : Variation de la séroprévalence d’A. Marginale en fonction de type d’élevage
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Enfin, il y a une différence significatif (P <0.05) entre les différentes localités etudiés : Dar
elhamra (40 %) (4/10) (IC a 95% : 23.9%-47.1%), Mechra (56 %) (14/25) (IC a 95% :48.8%-
63.2), Boumaaref (16.7 %) (10/60) (IC a 95% : 11.3%-22.1%), Tiberguent centre (16.7 %)
(11/66) (IC a 95% : 11.3%-22.1%) et Draa ben khelfa (28.6 %) (6/21) (IC a 95% : 22%-
35.2%) (Figure 23).
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Figure 23 : Variation de la séroprévalence d’A. Marginale en fonction de localité d’¢levage.

Tableau 10: Analyse de certains facteurs de risque potentiels susceptibles d’influencer la

séroprévalence d’A. marginale

Variable effectif Echantillon % de | p
positifs positivité
Tranche d’age P=0.01 (S)
<lan 39 4 10.3%
1-2 ans 49 10 20.4 %
> 2 ans 94 31 33.00 %
sexe P=0.62 (NS)
Male 36 10 27.77 %
Femelle 146 35 23.97 %
Race P=0.96 (NS)
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locale 36 9 25 %

croisée 146 36 24.7 %

humide 35 18 51.42 %

Subhumide 147 27 18.36 %

Type d’¢levage ;
intensif 104 17 16.3 %

Semi intensif 78 28 35.9%

Localité d’¢élevage ;
Dar elhamra 10 4 40 %

Mechra 25 14 56 %

Draa ben khelfa 21 6 28.6 %

Tiberguent centre 66 11 16.7 %

boumaaref 60 10 16.7 %

NS : non significatif (p >0.05), S : significatif (p <0.05), TS : trés significatif (p < 0.01), HS :
hautement significatif (p < 0.001).




4. Discussion

Dans notre pays, les informations portant sur 1’anaplasmose bovine a Anaplasma marginale
demeurent encore lacunaires pour de nombreux sites. En effet malgré des travaux conduits par
certains auteurs (AMANZOUGAGHENE, 2014 ; ZIAM et BENAOUF, 2004 ; ZIAM et al,
2003), les données disponibles sur cette pathologie sont insuffisantes et nécessitent d’étre
actualisées au regard de la distribution, la prévalence et I’importance économique de la
maladie dans notre pays. Il a été rapporté que la connaissance du taux de la séroprévalence est
un outil important pour évaluer le niveau de la stabilité¢ enzootique d’une maladie dans un
pays, laquelle pourra servir de base pour un contréle effectif de la maladie (PERRY et al.,
1985). C’est pour cela, nous avons fait dans I’est Algérien (Wilaya de Mila), une étude
sérologique sur I’anaplsamose bovine et on a aussi identifié les principaux facteurs de risques

liés a cette infection.

En ce qui concerne la besnoitiose a Besnoitia besnoiti, il s’agit d’une maladie des pays
chauds. Elle est en réalit¢ rapportée depuis longtemps (probablement depuis I’antiquité,
(ALZIEU, 2007a), notamment en Asie, en Afrique du sud et dans le Sud-Ouest de 1’Europe.
Mais ce n’est qu’en 2010 qu’elle a été déclarée maladie émergente en Europe par I’ Autorité
Européenne de Sécurité des Aliments. Aujourd’hui, la maladie se répand de plus en plus dans
les régions et les pays voisins, du fait (ALVAREZ-GARCIA et al., 2013) :

- Du développement du commerce et notamment des importations de charolais et de
limousins asymptomatiques.

- De certaines pratiques d’¢élevage, telles que la transhumance (ou 1’on observe un
regroupement d’animaux de différents cheptels a la période d’activité maximale du vecteur),
le partage de patures, la monte naturelle, I’élevage en batiments ouverts. ..

- De changements climatiques favorisant le développement des populations d’arthropodes
vecteurs ainsi que I’augmentation de la durée et de I’intensité de la transmission vectorielle

- Du peu de connaissances sur I’hote définitif et sur le cycle du parasite, donc de
I’impossibilité de mettre en place des moyens de lutte efficaces.

Malgré ces facteurs qui influencent la propagation de la maladie au niveau national et
international, jusqu’a présent, il n’existe pas a notre connaissance d’études antérieures sur la
séroprévalence de cette parasitose dans notre pays. Pour cette raison, la présente étude a été
menée afin d’étudier, pour la premicre fois en Algérie et méme en Afrique du nord, la
séroprévalence de Besnoitia besnoiti chez des bovins dans deux différentes régions de la

wilaya de Mila par la technique ELISA indirect.
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4.1. Méthode d’échantillonnage

L’étude réalisée est de type transversal et concerne un effectif de 182 bovins prélevés dans
deux régions regroupant environ 1458 bovins (DSA, 2016), ce qui correspond & un taux
d’échantillonnage de 12.48%.

Méme si les élevages ont pu étre selectionnés de maniére aléatoire (tirage au sort), il nous
fallait I’accord des éleveurs pour prélever leurs bovins. Par conséquent, ceci a crée un certain
biais de sélection. D’autre part, pour le choix des bovins a prélever au sein de chaque ferme,
nous pensions que dans une étable donnée, il serait relativement aisé de prélever au hasard
n’importe quel bovin afin d’avoir au final une représentation homogene de ’effectif. Nous
nous sommes rapidement rendu compte que certains taureaux d’engraissement étaient
inapprochables d’ou I’'impossibilité de les prélever. Ceci explique pourquoi dans notre étude
le sexe ratio était en faveur des femelles (146 femelles prélevées contre 36 males). Enfin, hormis
ces quelques imperfections, inévitables pour toute enquéte transversale, nous devons admettre que
I’échantillon prélevé lors de cette étude est considéré comme représentatif de la population bovine
des deux régions étudiées de la wilaya de Mila.

La collecte des prélévements sanguin s’est effectuée dans le respect des régles d’hygiéne et de
conservation de la chaine du froid, tout au long de I’enquéte, depuis la récolte jusqu’a

1’acheminement au laboratoire.

4.2. Durée d’échantillonnage
L’étude n’a été réalisée que pendant un mois, ce qui donne une image ponctuelle. Il faudrait
prolonger 1’étude sur au moins une année enticre pour avoir une idée vraiment précise de la

situation épidémiologique des deux maladies dans les régions étudiées.

4.3. Méthodes de diagnostic employées

4.3.1. Pour besnoitia besnoiti

Pour le diagnostic sérologique, nous avons utilisé le test ELISA indirect pour faire révéler les
anticorps  dirigés contre besnoitia besnotia. Il s’agit d’une technique immuno-enzymatique
qui permet la détection des anticorps anti-B .besnoiti dans un échantillon de sérum. La
réaction fait appel aux anticorps spécifiques de 1’antigene (ceux recherchés) et a des anticorps
couplés a une enzyme, spécifiqgues du complexe immun formé. La réaction enzymatique
produite créée une coloration quantifiable par spectrophotométrie. La technique décrite par
CORTES (2006a) a été adaptée de celle mise au point par GOTTSTEIN (1999) pour la
Néosporose a N. caninum. Elle possede une bonne sensibilite (87%), quelque soit le stade
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clinique de I’animal testé, et une trés bonne spécificité (97,5%). Malgré tout, la sensibilité
n’est pas aussi bonne que pour I’IFI ou le WB. Aucune réaction croisée n’a été observé avec
N. caninum et peu avec T. gondii (CORTES et al., 2006a). Elle a les avantages de ne
demander que peu de réactifs, d’étre peu colteuse, et de pouvoir tester des centaines de
sérums en une journée (JANITSCHKE et al., 1984). L’ELISA est recommandée en tant que
test de dépistage de masse de la besnoitiose, par exemple pour connaitre la prévalence dans un
troupeau ou une région. Par contre, du fait de sa tres faible valeur prédictive positive, il est
important de confirmer les cas positifs par une autre technique telle que le WB (CORTES et
al., 2006a).

Plusieurs tests ELISA sont actuellement commercialisés en Europe (PrioCheck® Besnoitia
Ab. V2.0, ID Screen® Besnoitia indirect, INGEZIM BES 12.BES.K1 INGENASA).

D’aprés GARCIA-LUNAR et ses collaborateurs (2012), les deux meilleurs tests ELISA
actuellement commercialisés en Europe sont les tests ID Screen Besnoitia indirect IDVET et
PrioCHECK Besnoitia Ab V2.0, avec respectivement 97,2% et 100% de sensibilité, 100% et
98,8% de spécificité. Le test INGEZIM BES 12.BES.K1 INGENASA a montré de moins
bons résultats avec 97,2% de sensibilité et 93% de spécificité. Cependant, tous ces tests sont

assez performants pour les utiliser lors de dépistage de masse.

4.3.2. Pour Anaplasma marginale

Concernant le diagnostic sérologique de I’infection par A. marginale, le test cELISA est la
méthode recommandée par I’OIE (2008) et a été utilisé dans cette étude. Ce test posséde une
grande spécificité de 98% et une sensibilité élevée de 95% (AUBRY et GEALE, 2011). De
plus, il permet d’analyser un grand nombre de sérums en peu de temps et de fournir un titrage
d’emblée des anticorps. Par contre, son inconvénient majeur réside, comme pour ’IFAT, dans
la possibilit¢ de réactions sérologiques croisées avec d’autres espéces d’Anaplasma
(DREHER et al., 2005 ; AUBRY et GEALE, 2011).

D’autre part, aussi bien pour I'I[FAT et cELISA, il est probable que nous soyons passés a coté
de bovins faux négatifs, c’est-a-dire des animaux en incubation ou en phase aigie de la
maladie, exprimant ou pas des signes cliniques, mais n’ayant pas encore produits
suffisamment d’anticorps. Ainsi, en utilisant de telles méthodes sérologiques, nous avons
probablement sous-estime les séroprévalences des infections étudiées.

Quoi qu’il en soit, il est clairement admis dans la littérature, que ces méthodes sérologiques
employées dans la présente étude constituent le bon moyen pour un dépistage lors de la

réalisation d’études épidémiologiques sur de grands effectifs. Elles nous ont permis de définir
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des facteurs de risque cohérents avec I’épidémiologie des maladies ¢tudiées. Pour compléter
ces données sérologiques, nous envisagerons ultérieurement d’effectuer le dépistage de
I’infection par des méthodes moléculaires d’amplification génique (PCR) qui sont beaucoup
plus sensibles et spécifiques, ceci permettra non seulement une distinction entre les
différentes espéces de Besnoitia et d’Anaplasma, mais également une caractérisation des
souches. Cependant, notre étude étant une etude de séroprévalence et non de diagnostic, la

sérologie, méme seule, est par conséquent la méthode la plus adaptée.

4.4. Comparaison des résultats avec la littérature et interprétations

De nombreuses études sur les séroprévalences vis-a-vis de Besnoitia besnoiti et d’Anaplasma
marginale ont été réalisées chez les bovins dans différentes régions du globe. La présente étude a
été menée d’une part, afin d’étudier pour la premicre fois en Algérie, la séroprévalence de
Besnoitia besnoiti et d’autre part pour déterminer le taux de séroprévalence d’Anaplasma

margianle dans I’est Algérien. L'étude a porté essentiellement sur la Wilaya de Mila.

4.4.1. Séroprévalence vis-a-vis d’Anaplasma marginale

4.4.1.1. Séroprévalence globale

Cette étude confirme effectivement 1’existence de 1’anaplasmose dans les deux communes
étudiées de la wilaya de Mila et les résultats obtenus sont en accord avec la répartition
mondiale de I’anaplasmose chez les bovins. Nous avons trouvé une séroprévalence de 24.72
% d’infection due a Anaplasma marginale dans I’ensemble de 182 bovins. Notre résultat est
bas par rapport au résultat de 1’étude qui a été menée en 2014 dans la région d’Alger et qui a
révélé une séroprévalence de 43.5% (AMANZOUGHENE, 2014). Cette différence de
résultats est probablement due aux changements des conditions météorologiques et a la
répartition géographique du vecteur de tiques entre les différentes régions de notre pays.

Si on compare nos résultats a ceux réalisés dans d’autres pays, la séroprévalence obtenue est
largement inférieure a la valeur obtenue au Costa Rica avec 87.5% (SHEBISH et al., 2012),
en Malaisie avec 77.6 % d’Anaplasma marginale (WAHAB et al., 2012), en Zambie avec
76.5% d’anticorps dirigés contre Anaplasma marginale détecté chez les bovins (ANTONIO et
al., 2011), dans trois régions de 1’Ouganda avec 61.9 % de la séroprévalence (SENYONGA et
al., 1991), au Kenya avec 53.4% (WESONGA et al., 2016), en Turquie avec 37.8% (ACICI
et al., 2016), a 31.05 % dans le district du Nord du Punjab au Pakistan (ATIF et al., 2013) et
en Egypte avec 28% de séroprévalence (RAGAB et al., 2016).
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Par contre, le taux obtenu dans les deux régions de la wilaya est supérieur a la valeur de 1.4 %
dans la contrée de Grisons, région proche d’Italie (ACTIVETO. 2003), 15.0 % dans la région
semi-aride de Paraiba au Brésil et dans les régions du Nord Est du Brésil (COSTA et al., .
2013 ; VALERIA et al., 2013), 15.2 % aux USA (HAIRGROVE et al., 2014), 19.3% chez
les bovins de Kancheepuram et dans les environs du district de Chennai de Tamil Nadu en
Inde (ARUNKUMAR et NAGARAJAN, 2013), 20 % dans la région de Tanga en Tanzanie
(SWAI et al., 2005) et 20.5% au Maroc (RAHALI et al., 2014).

Toutefois la séroprévalence obtenue dans notre région d’étude est proche de celle décrite au
Kenya 26 % d’Anaplasma marginale par KUTTLER (1965), et a la Republique
Démocratique de Congo 24.5 % (TSHILENGE et al., 2015).

4.4.1.2. Séroprévalence par régions d’élevage

La prévalence d’Anaplasma marginale varie selon la région d’étude. Nous avons constaté des
séroprévalences respectivement de 54.1 % et de 18.4 % dans les communes de Bainnane et de
Tiberguent. Ceci peut se justifier par 1’abondance et la présence des vecteurs, tels que les
tabanidés et les tiques dans la région de Bainnane et ce qui est étroitement lié aux conditions
climatiques (chaudes et humides) qui y prévaut. De méme, il a été confirmé qu’en Europe du
Sud, I’infection due a A. marginale est persistante chez le bétail et le cerf en raison des
morsures de tiques et des tabanidés (NARANJO et al., 2006).

4.4.1.3. Etude des facteurs de risque associés

La connaissance des facteurs de risques susceptibles d’influencer positivement ou
négativement la prévalence d’une maladie est nécessaire pour une bonne compréhension de
son épidémiologie ainsi que leurs implications en termes de stratégies de contrble adaptées
aux conditions locales.

Plusieurs auteurs a travers le monde ont étudié les facteurs de risques associés aux maladies
transmises par les tiques chez le bovin, en particulier celles du genre Anaplasma. A titre
d’exemple, Au Maroc, EL HAJ et ses collaborateurs (2002), ont rapporté que les prévalences
de ces affections sont fortement associées aux caractéristiques individuelles des animaux (age,
sexe, race, origine). Les mémes observations ont été signalées en Tunisie (M’GHIRBI et
BOUATTOUR, 2009).

L’analyse statistique a montré que parmi les facteurs influengant 1’infection par Anaplsama

marginale, le type d’¢élevage (P = 0,002) et le climat (P = 0.00004) ont eu une grande
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influence, tandis que 1’age (0.01) a eu une influence moindre. La race (P = 0.93) et le sexe (P

=0.62) n’ont eu aucune influence significative (Tableau 11).

a. Age

L’analyse statistique montre qu’il y a une différence significative de séroprévalence entre les
différentes tranches d’age et le taux de réceptivité vis-a-vis ’infection par Anaplasma
marginale augmente avec 1’age (P<0.05). Le taux de positivité le plus élevé a été observé
chez les bovins de plus de 2ans (33%), tandis que le taux le plus bas était chez les sujets de
moins d’un an (10.3%). Ces résultats sont en accord avec ceux de POTGIETER et STOLTSZ,
(2004) qui affirment que la sévérité de la maladie est relative a I’age.

La prévalence plus basse de I’anaplasmose chez les bovins de moins d’un an peut étre due a la
protection immunitaire temporaire des veaux par le colostrum de leurs méres, ce qui peut
prévenir I’infection par Anaplasma. Mais cette protection dure environ 3 mois et dans la
plupart des cas jusqu’au 1’dge de 9 a 12 mois puis la résistance diminue graduellement apres

un an d’age et ces animaux deviennent de plus en plus sensibles a la maladie (KOCAN et al.,

2000 ; TASSI et al., 2002).

b. Type d’élevage

Concernant I’influence de type d’élevage sur I’infection des bovins par ’anaplasmose. Le
nombre de bovins infectés a été plus important dans les élevages semi-intensifs (35.9%) que
dans les élevages de type intensifs (16.3%). Ceci pourrait s’expliquer par Les pratique du
paturage (élevage semi-intensif) qui favorisent généralement le contact entre les animaux et
les tiques vectrices vivant dans les champs, en particulier celles du genre Rh. (Boophilus) qui
transmettent les Anaplasma (SAHIBI et RHALEM, 2007).

c. Climat

Le facteur climat a également eu une influence tres significative sur I’infection des bovins par
Anaplasma marginale (P =0.00004). Cette étude montre une séroprévalence trés élevé dans la
région ou le climat est humide ( 51.42 %) par rapport a I’autre région avec un climat
subhumide a semi-aride (18.36 %), La seule explication plausible serait, a notre avis, la
commune de Bainnane héberge un grand nombre de bovins et dispose d’un climat humide,
d’un couvert végétal abondant, favorable a la survie et la prolifération des tiques, mais aussi
des rongeurs et autres petits mammiferes qui constituent les hotes des stades immatures de

certaines espéces de tiques.
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d. Sexe

Le sexe n’a eu aucune influence sur I’infection des bovins par Anaplasma marginale, les
analyses statistiqgues montrent une séroprévalence de 27.77 % chez les méles et de 23.97 %
chez les femelles. Ceci est compatible avec ce qui a été rapporté ailleurs sur les infections
transmises par les tiques (FAROUGOU et al., 2007, M’GHIRBI et BOUATTOUR, 2009;
SALIH et al., 2009 ; AIT HAMOU et al., 2012). En réalité, I’influence du sexe vis a vis de la

réceptivité des infections transmises par les tiques, n’est pas prédominante.

e. Race

Concernant la race, cette étude a montrée des séroprévalences non significatives (p = 0.96)
vis-a-vis du pathogene Anaplasma marginale et les deux types de races semble étre infectés
de la méme facon, avec une séroprévalence de 25% pour la race locale et de 24.7% pour la
race croisée. Nos résultats semblent indiquer que la race n'est pas un facteur de risque
influant. En revanche, au Soudan, Salih et ses collaborateurs (2012) ont rapportés une
exposition a Anaplsama marginale significativement plus élevée chez les races autochtones

comparées aux races croisées, ce qui est contradictoire avec nos observations.

f. En fonction de la localité

Lors de cette étude, on a enregistré une grande hétérogénéité des séroprévalences (p = 0.01)
en fonction des localités au niveau des régions prospectées. Ces différences peuvent
s’expliquer notamment par les différences de susceptibilit¢ a I’infection liée aux races
présentes dans chaque ferme, a la nature des mesures de protection dont bénéficient les
animaux contre diverses infestations et a la variation de la dynamique de transmission du

parasite dans le temps et dans 1’espace.

4.4.2. Séroprévalence vis-a-vis de Besnoitia besnoiti

Dans la présente étude, nous avons décrit pour la premiére fois l'absence d'anticorps
spéecifiques a Besnoitia besnoiti chez les bovins en Algérie, plus précisément dans deux
communes de la wilaya de Mila.

Malgré les facteurs qui influencent et favorisent ’apparition et méme 1’émergence de la
besnoitiose dans notre pays, tels que les changements climatiques, la présence des vecteurs
comme les tabanideés et les stomoxes, qualifiés comme un moyen efficace pour transmettre le
parasite d’un bovin a un autre, et ’importation des bovins de pays ou la besnoitiose est
endémique comme la France, on a constaté une séroprévalence de 0% d’infection par cette

parasitose. Ceci pourrait s’expliquer par les hypotheses suivantes :
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- L’incapacité et/ou 1’incompétence des vecteurs a transmettre le parasite d’une maniére
efficace entre les bovins dans notre pays.

- L’absence d’hote définitif dans la wilaya de Mila et qui peut jouer un rdle important dans la
transmission et le cycle biologique du parasite.

- Les bovins importés dans notre pays dans le but de I’amélioration génétique sont indemnes
de la besnoitiose.

- La possibilité d’aucune circulation de ce parasite au sein de la population bovine dans les

régions étudiées et méme en Algeérie.
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Conclusion

Les maladies a vecteurs d’une manic¢re générale constituent un probléme réel pour les
élevages. Le résultat obtenu dans la présente etude a été restreint a seulement 2 régions de la
Wilaya de Mila et quelques élevages ont été sélectionnés dans chacune de ces régions. Les
résultats de notre travail nous ont permis de mettre en évidence par des tests sérologiques
I’absence de la besnoitiose a Besnoitia besnoiti et la circulation de I’anaplasmose &
Anaplasma marginale dans le cheptel bovin des deux communes de la Wilaya de Mila. Par
conséquent, les résultats obtenus ne reflétent pas la situation réelle de ces deux maladies et

son impact au niveau national.

Au regard de nos résultats, nous formulons les recommandations suivantes :

Concernant I’anaplsamose bovine :

- Des études plus approfondies devront étre conduites pour déterminer leur distribution sur
I’ensemble du pays afin d’avoir une meilleure compréhension de la dynamique, de la
transmission et son importance économique.

- Une enquéte annuelle sur la prévalence de la maladie devrait étre effectuée dans toutes les
fermes autour de la nation pour saisir totalement leur importance médicale et économique et
aider a fournir suffisamment d'informations importantes concernant I'anaplasmose bovine qui
pourrait étre utile aux agriculteurs et les vétérinaires dans le pays

- Le contrdle et la surveillance de ce groupe de pathogeénes négligés, aux conséquences
économiques lourdes, devrait recevoir une attention particuliere de la part des pouvoirs
publics et des professionnels de 1’élevage des bovins en Algérie, en prenant en considération

I’impact des changements climatiques sur leurs vecteurs et donc sur leur distribution.

Concernant la besnoitiose bovine :

- Des études de séroprévalence devront étre effectuées sur tout le territoire national pour
confirmer I’absence ou la présence de cette parasitose.

- De nombreux aspects épidémiologiques et biologiques liés au cycle de vie du parasite, les
voies de transmission de la maladie et les facteurs de risque associés demeurent peu clairs.
Pour cette raison, dans les études futures, il faut examiner s'il existe plusieurs souches de B.

besnoiti adaptées individuellement suivant la localisation géographique.
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ANNEXE



Annexe 1: Fiche de renseignement

Commune :

1. Identification de I’animal

Type de d@leVage . ..o.eeieii e

Origine : [ locale [J importée [J croisée

2. Symptbémes présents au moment du prélévement (pour la besnoitiose)
1 Fiévre [1 (Edémes [1 kystes oculaire ou vaginale

3. symptdmes présents au moment du prélevement (pour I’anaplasmose)

1 hyperthermie (] ataxie (] anorexie
(] anémie 1 Ictere 1 hémoglobinurie
[1 (Edéme des paturons (1 symptomes respiratoires [ Antécédent d’avortement

4. Présence ou I’absence des arthropodes hématophages au moment du prélévement
0 Oui 00 Non



Annexe 2 : Protocoles détaillés des tests sérologiques utilisés

1. Anaplasma marginale :

Test ELISA-c (Anaplasma Antibody Test Kit, cELISA, VMRD, Pullman, Washington, USA)
- Réactifs du kit de diagnostic

Une microplaque de 96-puits fixée avec I’antigéne rMSP5,

Une plaque de 96-puits fixée pour I’absorption/transfert du sérum,

100 x I’anticorps monoclonal et le conjugué couplé a la peroxydase,

Solution de lavage 10x et du tampon de dilution pour le conjugué prét a I’emploi,

Substrat et solution stop prét a I’emploi,

Témoins positif et negatif.

- Protocole

1) Ajouter 70 pl du sérum non dilué a la plaque fixée pour 1’absorption/transfert et incuber a
température de 23+ 2°C pendant 30 min ;

2) Transférer 50 pl par puits de sérum absorbé a la plaque fixée avec I’antigene rMSP5 et
incuber a température de 23+ 2°C pendant 60 min ;

3) Eliminer le sérum et laver la plaque 2 fois avec la solution de lavage diluée ;

4) Ajouter 50 ul/puits de 1’anticorps monoclonal dilu¢ et conjugué a la peroxydase a la plaque a
laquelle a été fixée le rMSP5. Incuber a température de 23+ 2°C pendant 20 min ;

5) Eliminer 1’anticorps monoclonal dilué et conjugué a la peroxydase et laver la plaque 4 fois
avec la solution de lavage diluée ;

6) Ajouter 50 pl/puits de la solution substrat, couvrir la plaque avec une feuille et incuber 20 min
a température de 23+ 2°C ;

7) Ajouter 50 pl/puits de solution stop a la solution substrat déja dans les puits et tapoter le bord
de la plaque pour mélanger doucement le mélange ;

8) Lire les plaques dans un lecteur a 620, 630 ou 650 nm.
- Validation

La moyenne de la densité optique (DO) du témoin négatif doit varier de 0,40 a 2,10. Le
pourcentage d’inhibition du témoin positif doit étre supérieur ou égal a 30 %.



- Interprétation des résultats
Le pourcentage d’inhibition est calculé comme suit :
% 1 =100 [1-DO de I’échantillon + moyenne de la DO du témoin négatif]

Les échantillons dont le pourcentage est inférieur a 30 % sont négatifs. Les échantillons dont le
pourcentage est supérieur ou égal a 30 % sont positifs.

Figure : Lecteur utilisé pour la lecture des microplaques cELISA
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Figure : Plan de la microplaque cELISA




2. Besnoitia besnoiti

Test ELISA indirect, (ID Screen, Besnoitia indirect 2.0)

- Réactifs du kit de diagnostic

Microplagues sensibilisées avec un antigene Besnoitia besnoiti
Conjugué concentré 10x

Controle positif

Contrdle négatif

Tampon de dilution 13

Tampon de dilution 3

Solution de lavage concentré (20x)

Solution de révélation

Solution d’arrét

- Protocole

3. Distribuer 90 ul de Tampon de dilution 13 dans chaque puits ;
4. Distribuer :

- 10 ul de contréle négatif dans les cupules Al, A2, B1 et B2

- 10 ul de contréle positif dans les cupules C1, C2, D1 et D2

- 10 ul de chaque échantillon a tester dans les cupules restantes ;
3. incuber 45 min a 21°C ;

4. vider les puits. Laver 3 fois chaque cupule avec environ 300 ul de solution de lavage. Eviter
le desséchement des cupules entre les lavages ;

5. préparer le conjugué 1X en diluant le conjugué 10X au 1/10°™ en Tampon de dilution 3 ;
6. distribuer 100 ul de conjugué 1X dans chaque cupule ;

7. incuber 30 minute a 21°C;

8. vider les puits. Laver 3 fois chaque cupule avec environ 300 ul de solution de lavage ;

9. Distribuer 100 ul de révélation dans chaque cupule ;



10. incuber 15 min a 21°C a ’obscurité ;
11. distribuer 100 ul de solution d’arrét dans chaque cupule pour arréter la réaction ;

12. mesurer et enregistrer les densités optiques a 450 nm.

- Validation

Tous les calculs de validation et d’interprétation se font sur la valeur de la DO nette de chaque
échantillon, obtenue comme suit :
DO nette = DO colonne paire —DO colonne impaire
Le test est valide si :
- la valeur moyenne de densité optique nette des controles positifs est supérieure a 0.350.
- le rapport entre la moyenne des contréles positifs et la moyenne des contréles négatifs est

supérieur a 3. Pour ce calcul utiliser la valeur absolue de la DO nette du CN

- Interprétation des résultats

Pour chaque échantillon, calculer le pourcentage S/P :

S/P% = DO nette échantillon / DO nette CP x 100

Les échantillons présentant un S/P% :

- inferieur ou égale a 25% sont considérés comme négatifs ;

- compris entre 25% et 30% sont considérés comme douteux ;

- supérieur ou égale a 30% considérés comme positifs.

Figure : Réactifs de Kit besnoitia indirect



