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RESUME

Les arthropodes hématophages sont impliqués dans la transmission de nombreuses bactéries
dont les principales appartiennent aux genres Anaplasma, Borrelia et Ehrlichia. La plupart
des maladies induites sont potentiellement émergente en Algérie. Or, la premiere étape pour
évaluer le risque de contracter ses maladies vectorielles est de connaitre les méthodes de
diagnostic de I’infection ainsi que la prévalence de I’agent en cause chez I’hote réservoir et
son vecteur.

L’objectif de cette étude est, d’une part, d’étudier la séroprévalence, par immunofluorescence
indirecte, & Anaplasma phagocytophilum et & Borrelia burgdorferi dans une population de
chiens de fourriére et de comparer les résultats obtenus avec les test KITVIA et d’autre part
d’évaluer la prévalence de ces mémes pathogénes vis-a-vis d’une population de canidés
sauvages. Un autre objectif a été celui de rechercher les anticorps antinucléaires chez tous les
chiens de fourriere préalablement testé par IFI.

Parmi les 84 chiens étudiés, 42.85% se sont montrés positifs en IFI & Anaplasma
phagocytophilum, 53.33% a Borrelia burgdorferi, 46.42% a Ehrlichia canis. Chez les canidés
sauvages 41.67% se sont révélés positifs a Anaplasma phagocytophilum et 25% a Ehrlichia
canis et séronégatifs vis-a-vis de Borrelia burgdorferi sensu lato. L analyse ave le test kit via
de seize chiens (19 %) de I’échantillon total (n=84) ont révélé que 93.7% etaient séropositifs
pour Anaplasma phagocytophilum, 50% a Ehrlichia canis et 0 individu (0%, n=16) pour
Borrelia burgdorferi. L’infection d™un chien par Anaplasma phagocytophilum et/ou par
Borrelia burgdorferi sensu lato et/ou Ehrlichia canis est un factewr favorisant 1’apparition
d’une maladie autoimmune.

Mots clés : Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorefri sensu lato, Ehrlichia canis,
IFL, KIT VIA, Chiens.



Abstract

Hematophagous arthropods are involved in the transmission of many bacteria, the main ones
belonging to the genus Anaplasma, Borrelia and Ehrlichia. Most of the induced diseases are
potentially emerging in Algeria. The first step in assessing the risk of contracting its vector-
borne diseases is to know the methods of diagnosing the infection and the prevalence of the
agent involved in the reservoir host and its vector.

The objective of this study is to identify the seroprevalence by indirect immunofluorescence
of Anaplasma phagocytophilum and Borrelia burgdorferi in stray dog population and to
compare the results obtained with the KITVIA test, On the other hand, to assess the
prevalence of these same pathogens in relation to a wild canine population. Another objective
was to look for antinuclear antibodies in all stray dogs previously tested by IFI.

Of the 84 dogs studied, 42.85% were positive in IFI to Anaplasma phagocytophilum, 53.33%
to Borrelia burgdorferi, and 46.42% to Ehrlichia canis. In wild canines, 41.67% were found
to be positive for Anaplasma phagocytophilum and 25% for Ehrlichia canis and seronegative
to Borrelia burgdorferi sensu lato. The analysis with the test kit via sixteen dogs (19%) of the
total sample (n = 84) revealed that 93.7% were seropositive for Anaplasma phagocytophilum,
50% for Ehrlichia canis and 0 individual (0%, n = 16) for Borrelia burgdorferi. The infection
of a dog by Anaplasma phagocytophilum and / or by Borrelia burgdorferi sensu lato and / or
Ehrlichia canis are a factor involved in the emergence of an autoimmune disease.

Key words: Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorefri sensu lato, Ehrlichia canis,
IFL, KIT VIA.
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Chapitre 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Etude de I’espéce Ehrichia canis

1) TAXONOMIE ET PHYLOGENIE

Le genre Ehrlichia est composé de bactéries intracellulaires strictes, transmises par un
vecteur a leur hote mammifere. Elles appartiennent a 1’ordre des Rickettsiales. En Europe, on
retrouve chez le chien Ehrlichia canis. Ces bactéries infectent les leucocytes ou les plaquettes
ot elles forment des micro colonies typiques (morula) qui peuvent étre observées au

microscope optique dans les cellules infectées (Rikihisa, 1991).

L'ordre des Rickettsiales comprenait & l'origine toutes les bactéries intracellulaires strictes,
mais les actuelles Chlamydies ont été secondairement séparées de cet ordre. Parmi ces
Rickettsiales, on distingue donc a l’origine trois Familles : les Rickettsiaceae, les
Bartonellaceae et les Anaplasmataceae, qui parasitent respectivement les phagocytes
spécialisés, les phagocytes non spécialisés et les érythrocytes (Anderson et al. 1991 ; Chen et
al., 1994).

Dans la grande famille des Rickettsiaceae, les différents genres et espéces ont d’abord été
établies sur des critéres phénotypiques : sérologique et sur le pouvoir pathogéne chez 'homme
et chez I'animal. Ces critéres ont permis de définir trois familles : Rickettiseae, Wolbachieae
et Ehrlichieae, cette derniere comprenant les genres Ehrlichia, Cowdria et Neorickettsia. Les
bactéries de ces trois groupes se répliquent dans une vacuole parasitophore de la cellule héte,
alors que les éléments de la « Tribu » des Rickettsieae (sauf Coxiella burnetii) se répliquent
librement dans le cytoplasme (Fehr et al. 2010 ; Von Loewenich 2010 ; Wilinder-olsson
2010).

Trois groupe du genre Ehrlichia ont été identifiés en se basant sur 1’analyse de I’ARNr

16S, incluant les génogroupes Ehrlichia canis (E. canis, E. chaffensis, E. muris, E. ewingii et
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cowdria ruminatium), Ehrlichia phgocytophila (E. equi, E. phagocytophilan Anaplasma
platys) et Ehrlichia seunetsu (E. seunetu, E. risticii et probablement Neorickettsia

helminthoeca (Dumler et al., 1995).

Figure 1 Phylogenie des genres Ehrlichia, Anaplasma, Wolbachia, Neorickettsia, Orientia et
Rickettsia (sequence ARNr 16s) (Dumler et Walker, 2001).

Les séquences génomiques complétes ont été déterminées pour les trois espéces L.
chaffeensis, E. Canis et E. ruminatium (Brayton et al. 2005 ; Collins et al., 2005 ; Duning
Hotopp et al., 2006 ; Herndon et al., 2010).

Les especes du genre Ehrlichia ont un chromosome circulaire. La taille de leur
génome est de 1225,8 kb. Il est caractérisé par un ARNr opéron ot le géne 16s est séparé par
la paire 23s5s (Dunning Hotopp et al. 2006)

Par ailleurs, la comparaison des séquences d’ Ehrlichia avec celles des autres bactéries
de la famille des Anaplasmatacae a montré que la majorité des génes, sont soit conservés dans
tous les génomes ou unique dans des génomes particuliers. D’autre part, plus de 432 génes
tres homologues et regroupés en cluster ont été décrits. Ces génes ont été principalement

associés aux genes de ménage.
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D’autres études portant sur la comparaison des Alpha-proteobacteria, ont permis de
démontrer que la majeure partie des génomes des genres Ehrlichia et Anaplasma contenaient
des génes codant pour des protéines impliquées dans la biosynthése de nucléotides, vitamines
et de cofacteurs. En effet, selon Dunning Hotopp et ses collaborateurs (2006), ces génes sont
nécessaires pour 1’activité vitale de la bactérie et ils sont localisés dans la partie réduite du

génome.

D’autres études (Lin et al. 2003 ; Ohashi et al., 2001) ont décrits I’importance des
protéines majeurs de surfaces, celles-ci représentent un groupe de protéines important dans la
pathogénie et la persistance des bactéries chez 1’héte vertébré. La variation antigénique de ces
protéines entraine une transmission efficace de 1’agent pathogéne & la tique. Beaucoup de ces

protéines appartiennent a la famille des MSP3, p44 et OMP-1 (Dunning hotop 2006).

La comparaison des séquences du géne ARNr 168 des souches d’E. canis en
provenance d’Europe, d’Asie et d’Amérique a montré un important degré de similitude
(99,6%). Ainsi, des séquences identiques ont été retrouvées dans des zones géographiquement
éloignées, telles que le Venezuela, Taiwan, 1’Italie et 1a Turquie (Pinyoowong et al. 2008 ;

Hsiech et al., 2010) (Figure 3).

D’autres parts, 1’analyse des génes codant pour les protéines gpl9 et gp36 a aussi
montré une similarité génétique entre les souches provenant de différentes régions.
L’ensemble des souches se répartissaient en deux clusters. Le premier est formé par les isolats
taiwanais, le second par toutes les autres souches décrites plus haut. Cependant, les souches

américaines forment une branche séparée dans le second cluster (Hsiech et al. 2010)
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2) MORPHOLOGIE

Microscopiquement, les Ehrlichieae se présentent sous la forme de petits cocci
d’environ 0,5 a 4 um appelés corps élémentaires et présents dans le cytoplasme a 1’intérieur

d’une membrane parasitophore issue de la cellule héte.

Cette bactérie ne prend pas la coloration de Gram, mais apparait & la coloration de
May-Griinwald-Giemsa comme une inclusion cellulaire basophile (rouge ou bleu foncé selon
le stade de développement de la bactérie : les corps élémentaires sont pourpres, les corps

initiaux gris bleu (Popov et al., 1995).

Figure 2 Morula d’Ehrlichia canis dans un monocyte x100 (Sainz et al., 2015)

3) EPIDEMIOLOGIE

La premiére description d’infection canine a E. canis remonte a 1935, en Algérie
(Donatier et Lestoquard, 1935). L’hote majeur de ce pathogene est le chien mais d’autres
canidés peuvent fonctionner comme hote réservoir. Tous les stades de développement (larves,
nymphes, adultes) de la tique Rhipicephalus sanguineus se nourrissent de sang et peuvent étre
contaminés par E. canis lors d'un repas sanguin pris sur un chien infecté. Une transmission
transtadiale de la bactérie peut avoir lieu de la larve 4 la nymphe et/ou de la nymphe a la tique
adulte. La transmission transovarienne de la tique a ses ceufs n’a pas été observée

(Breistscherdt, 1998).
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La répartition des infections dues a E. canis est liée a celle de son vecteur R. sanguineus.
Méme si seulement 2 a 4 % des tiques sont porteuses de cet agent pathogene dans les régions
endémiques telles que la France, I’Italie, I’Espagne, le Portugal, la Bulgarie et la Gréce ; cette
fréquence de déplacement des populations humaines et des chiens est responsable de la mise

en évidence d’infections en dehors des zones traditionnelles d’enzootie (Azzag et al , 2015).

a) Répartition géographique

Des études basées sur des criteres sérologiques et moléculaires ont permis de révéler la
présence d’E.canis chez des chiens sur le continent africain et dans les pays suivants :
I’Algérie (Azzag et al., 2015) la Tunisie, le Sénégal, le Tchad (Brouqui et al., 1991), le
Soudan (Inokuma et al., 2006) le Zimbabwe (Kelly et al, 2004 ; Matherwmon et al., 1993) le
Cameroun (Ndip et al., 2005), la Cote d’ivoire et le Gabon (Davoust et al., 2006).

Le taux de chiens positifs vis-a-vis d’ Ehrlicha canis dans ces études, variait d'une étude a
une autre. En effet, Azzag et ses collaborateurs (2015) ont décrit que 30% des chiens analysés
en immunofluorescence étaient positifs et 17,8% par PCR. Les autres études ont présenté une

valeur qui se situant entre 32% et 80,8 %.

Par ailleurs, une analyse similaire a été réalisée en Egypte sur 252 chiens provenant de
cinq chenils différents et sur 122 chiens de propriétaire. Les auteurs ont déerit les résultats
obtenus par immunofluorescence suivant : une séroprévalence globale de 33%, ainsi 29 % des
chiens positifs appartenaient aux groupes chenils et 41% des chiens étaient ceux de
propriétaire. En outre, 44% des chiens infestés par des tiques du genre R. sanguineus étaient

positifs et curieusement 31% des chiens sains étaient séropositifs (Botros et al., 1995).

Par ailleurs et a I’autre bout du continent africain, Pretorius et Kelly (1998) ont décrit par
analyse sérologique la présence d’E. canis et E. chaffeensis. Ces deux agents ont un tropisme

pour les monocytes.
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Durant la guerre du Vietnam, une forme trés hémorragique de ’'EMC a E. canis a été
responsable d’importantes pertes parmi les chiens militaires (Nims et al., 1971). Depuis, de
nombreuses enquétes sérologiques et sous microscopie ont été menées a travers de nombreux
pays asiatiques comme la Chine, la Corée du sud, le Japon et la Malaisie ainsi que la
Thailande (Banet et al., 1996 ; Chae et al., 2003 ; Suksawat et al., 2001 ; Wenet et al., 2003).
D’aufres études rapportent une séroprévalence a4 E. canis de 30% en Palestine, 13,6% en
Chine, 0,2% en Malaisie et 22% en Thailande et des inclusions intracytoplasmique chez 14,1
% en Inde (JiHapalapong et al., 2003). En outre, Watanabe et ses collaborateurs (2006) ont
décrits une séroprévalence a E. canis de 10%, tout en relevant la présence de réactions

croisées entre E. canis, E. chaffeensis et E. muris.

Par ailleurs, I'incidence d’E. canis en Europe est plus importante dans le bassin
méditerranéen (Espagne, sud de la France, Italie et Turquie) avec toutefois des cas isolés en
Europe centrale (Trotz-Williams et Arbres, 2003). En effet, la séroprévalence chez les chiens
en provenance d’Espagne était de 16,7% (Solano-Gallego et al., 2006). En outre, Aguirre et
ses collaborateurs (2004) ont pu cultiver avec succeés L. canis & partir de chiens espagnol
infectés naturellement. D’autres études menées en Sardaigne, ont permis d’établir des
résultats globaux de 50% et de 62,5% chez des chiens adultes de plus 13 mois (Coco et al.,
2003). En France, Jouret-Gourjault et ses collaborateurs (2006) ont inoculé en intraveineuse,
quatre beagles sains avec E. canis, souche Borgo 89, cette derni¢re fut isoler & partir de chiens
malades. Les résultats cliniques obtenus étaient comparables a ceux obtenus a partir d’autres

souches.

D’autres parts, Marsilio et ses collaborateurs (2006) ont décrit une similitude génétique de
I’ordre de 99,2% des souches européennes d’E. canis avec celles sévissant au Japon. En outre,
des études basées sur des critéres moléculaires ont été menées dans différentes régions
d’Italie : le nord, centre et le sud avec respectivement des résultats de 2,9%, 8% et 9,7%

respectivement (Solano-Gallego et al 2006).

Unver et ses collaborateurs (2005) ont rapporté une similitude génétique entre E. canis et

Ehrlichia ovis en Turquie. Une autre étude a permis de décrire une similitude de 99,9% entre
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des souches d’Oklahoma et des souches Venezueliennes (Unver et al.,2001 ; Labruna et al.,

2007).

En Ameérique, la premiére description de 'infection par E. canis chez les chiens
remonte a 1957. Par la suite, d’autres enquétes ont suivi celle-ci, au Brésil ont a estimé la

séroprévalence entre 19,8 et 23% (Labarthe et al., 2003 ; Trapp et al., 2006).

Une autre étude basée sur des criteéres moléculaires et les signes d’absence ou de
présence d’une thrombocytopenie ainsi que la sévérité de I’affection. Cette étude a abouti aux
résultats suivants respectivement : 1,4-3,5%, 20-26,8 %, 63,1%(Bulla et al., 2004 ; Dagnone
et al., 2003 ; Maciera et al., 2005).

Par ailleurs, des prévalences plus faibles ont été décrites au Canada en comparaison
aux USA (Gary et al., 2006). La premiére description de E. canis aux USA, a été faite sur un
chien en Oklahoma, Ewing 1963 rapporte qu’il était co-infecté par Babesia canis, il est utile
de souligner que I’auteur n’a pu confirmer auxquels des deux pathogénes appartenait les
inclusions intracytoplasmique mis en évidence en microscopie. En outre, de nombreux cas
d’EMC ont été identifiés par « The oklahoma animal disease diganostic lab » entre juin 1986
a juillet 1987 avec un taux de 53% (Rodgers et al., 1989). D autres part, des études menées
aux Missouri sur des chiens présentant des signes de polyarthrites ont abouti a des résultats
avec des titres allant de 1:20 a 1:5120 et la trhombocytopenie était I’anomalie la plus

répandue parmi les chiens positifs (Stockham et al., 1992).

b) Transmission d’Ehrlichia canis

E. canis se développe dans les glandes salivaires, les hémocytes, les tubes de Malpighi et
dans I'intestin moyen de la tique. L’intestin moyen étant conserve au cours des mues

successives de R. sanguineus ; la bactérie persiste (Davoust, 1994).
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Le r6le pathogene indirect de la tique est fondamental dans la transmission : le passage de
I’infection d’un chien a un autre est directement tributaire de la présence du vecteur. C’est a la
fin du gorgement rapide que les germes pathogénes sont inoculés lors du repas sanguin : au
moment ol les régurgitations de sécrétions salivaires sont importantes. Lors d’infections
expérimentales, il a été démontré qu.il était nécessaire a la nymphe infectée de prendre un
repas méme partiel pour pouvoir transmettre les Ehrlichia a un chien sain (Smith et al., 1976).
En effet, I'injection a un chien de tissu de nymphes infectées et a jeun, ne permet pas de
transmettre la maladie, alors que la m&me manipulation avec une nymphe gorgée de sang
aboutit a I’infection du chien. Il est également certain qu’aprés la mue de Rhipicephalus, le
niveau d’infection décline si la tique jefine, car I’ingestion de sang semble stimuler la
multiplication du microorganisme. Les Ehrlichia sont sans doute en nombre insuffisant pour

entrainer I’infection sans cette stimulation.

¢) Réservoirs et espéces sensibles

Les especes sensibles & E. canis sont les canidés domestiques et sauvages : chiens,

chacals, loups et coyotes.

Les tentatives d’infection expénmentales de souris, rats, hamsters, lapins,
moutons, bovins et chats sont restées vaines. Il n’existe pas de variation de sensibilité
inter raciale a proprement parler. Certaines races pures sont plus souvent citées
comme le Berger belge ou le Berger allemand. Mais leur sensibilité supérieure
apparente reléve plus de la gravité de la forme clinique que du taux d’infection. La
prédisposition du Berger allemand aux formes graves serait due a un déficit de

I'immunite a médiation cellulaire dans cette race (Nyendo et al., 1980).

Les facteurs sexe et dge des individus ne semblent pas influer de manigre
significative. Par contre, il existe des facteurs individuels prédisposant tels les
infections concomitantes et le stress qui peuvent étre immunodépresseurs. Les cas
chroniques peuvent alors evoluer et des symptomes aigus apparaitre. L’infection

devient alors une maladie.
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Les réservoirs de la bactérie sont probablement les canidés sauvages ; un doute
persiste sur les chiens porteurs chroniques d’E. canis et la tique vectrice elle-méme.
Les chiens ayant déja été atteints d’ehrlichiose et qui ont guéri restent candidats a une
nouvelle infection. La protection immunitaire développée lors de I’infection reste en
général incomplete. Les canidés sauvages les plus nombreux aux Etats-Unis sont les
renards roux et argentés. Le renard roux est omniprésent en Floride et au Texas, deux
états des Etats-Unis oll R. sanguineus est aussi présent et ou I’ehrlichiose est
endémique. En 1973, Amyx et Huxsoll ont montré que I’infection expérimentale de
ces deux genres est possible, les renards développant une forme atténuée
d’ehtlichiose. 1 est donc logique de penser que les renards sont des réservoirs

(Beaufils, 1997).

Le role des chiens infectés chroniques est lui discuté. En effet en dehors de la
phase aigué de la maladie, le nombre de bactéries circulant dans le sang périphérique
est faible. Le chien serait alors une impasse évolutive (Beaufils, 1997). Cependant,
certains auteurs considérent les chiens porteurs chroniques asymptomatiques comme
des réservoirs et des sources de contagion dans la mesure ou ils peuvent présenter des

phases de rechute (Davoust, 1994).

La tique R. sanguineus, malgré D’absence de fransmission transovarenne du
microorganisme constitue un éventuel réservoir plausible : en effet, les adultes a jeun
peuvent survivre 158 a 568 jours, avec un pouvoir contaminant de 150 jours environ ;
les répartitions géographiques de la tique et d’E. canis se superposent ; de plus R.
sanguineus présente une certaine résistance aux acaricides qui assure sa persistance

(Latour, 1997).

4) EXPRESSION CLINIQUE

a) Symptomes

L’EMC est une maladie multi systémique qui se manifeste sous trois formes : aigue,

subclinique et chronique.
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E. canis peut infecter toutes les races de chiens, toutefois le berger allemand s’avére
étre le plus sensible. En effet, il manifeste fréquemment la forme sévére de la maladie avec un

taux élevé de morbidité et de mortalité (Nyindo et al., 1980).

Figure 3 Pétéchies dues a Ehrlichia canis (veteriankey.com)

Par aillewrs, I’age n’est pas un factewr favorisant ’incidence ou la sévérité de la
maladie. En outre, les manifestations cliniques peuvent étre affectées par la pathogénicité des
différentes souches de E. canis, ainsi que des coinfections avec d’autres agents infectieux
vectorisés par des arthropodes comme Hepatozoon canis, Anaplasma phagocytophilum ou

Dirofilaria immits (Gal et al., 2007).

La phase aigiie est caractérisée par une importante hyperthermie, de la léthargie, une
anorexie, une adénopathie, une splénomégalie et des hémorragies. Ce dernier signe peut étre
observé par un examen général qui mettra en évidences des pétéchies, des ecchymoses et de

"épistaxis (Figure 3.4 et 5).

En outre, des Iésions ophtalmologiques ont été signalées par Komenon et ses
collaborateurs (2007) incluant des uvéites, des chorioretinites, des hémorragies et des
infiltrations perivasculaire de la rétine. De plus, Harrus et ses collaborateurs (1998) rapportent

des cas d’hémorragies sous rétinienne.

10
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Par ailleurs, des manifestations neurologiques ont été décrites par Waner et son équipe
(1997). En effet, pour des raisons encore mal connues, le chien peut évoluer vers la phase
chronique. Au cours de cette phase, des symptomes similaires & ceux décrit en phase aigiie
peuvent &tre rencontrer, toutefois ils se manifesteront avec une plus grande intensité
notamment, une paleur et une faiblesse intense ainsi qu'une cachexie sévére (Harrus et al.,

1997)

Figure 4 Echymoses cutanées chez un chien atteint d’ehrlichiose (Mylonakis et al., 2010)

b) Signes biologiques

Hémogramme

L’hémogramme est un examen essentiel dans le diagnostic de I’EMC. En effet
la thrombocytopenie est une anomalie courante durant la phase aigiie, durant cette
phase la thrombocytopenie est accompagnée d’une légére anémie ainsi que d’une

leucopénie.

D’autres parts, durant la phase subclinique, il est possible de déceler une légere
thrombocytopenie en absence d’autres signes cliniques. En effet, Harrus et ses
collaborateurs (1998) ainsi que Waner (1997) ont décrits des chiens infectés

expérimentalement avec un taux de plaquettes sanguines réduit de 42%. En outre,

11
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d’autres anomalies ont €t rapportées, parmi celles-ci on retrouve une baisse du

nombre des érythrocytes et des leucocytes.

Par ailleurs, durant la phase chronique une grave thrombocytopenie est
couramment associée a une anémie et une leucopénie marquées. En outre une
pancytopenie est également décrite, elle serait une conséquence de I’aplasie de la
moelle osseuse, cette derniére serait un signe d’appel de la phase chronique de I’EMC

(Harrus et al., 1997).

D’un autre coté, des études ont déerits la pertinence de la numération
plaquettaire en zone endémique pour le dépistage de 'EMC. En effet, seul (1,4%) de
chiens non thrombocytopenique étaient positifs vis-a-vis d’E. canis par biologie
moléculaire (amplification de I’ARNr 16s). En revanche, 63,1% des chiens
trhombocytopenique étaient positifs. Cette étude souligne 1’importance de I’évaluation

de la numération plaquettaires (Bulla et al., 2004).

Figure 5 Ecchymose sclérale chez un chien atteint d’ehrlichiose monocytaire canine
(Mylonakis et al., 2010).

Modifications biochimiques

L'hypoalbuminémie constatée peut étre due & une fuite rénale d'albumine mais

l'atteinte heépatique ainsi que les saignements, [’exsudation et l'anorexie fransitoire

12
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constituent également des causes possibles (Harrus et al., 1996 ; Dawson et al.,1990).
Certains auteurs pensent également qu'elle est purement physiologique. En effet, le
taux d'albumine est en partie régulé par la pression oncotique. Une augmentation de
cette derniére, suite a la synthése massive de globulines (alpha-2, béta et
gammaglobulines) observée durant le début de la maladie entrainerait, par
compensation, une diminution de la synthése hépatique d'albumine. Cela permettrait

d’éviter I’apparition d’une hyperviscosité sanguine (Harrus et al., 1997)

L’augmentation des alpha2-globulines est la conséquence de la synthese hépatique
de protéines de I'inflammation. Rikihisa a pu noter une augmentation de la CRP
(protéine C réactive) 4 a 6 jours aprés I’inoculation d’E. canis (Rikihisa et al. 1994). Et
plus récemment, la cinétique de cette augmentation a été étudiée : Shimada et coll. ont
mis en évidence un pic trés important (> 200 pg/mL) entre 15 et 42 jours, suivi d'une
baisse rapide des concentrations sériques. Ce pic correspond a la période a partir de
laquelle E. canis a pu étre mise en évidence par PCR et ’auteur suppose que la
multiplication intense du parasite dans le sang serait la cause de cette réponse

inflammatoire (Shimada et al., 2002).

Modifications histologiques

Elles varient selon la phase de la maladie et selon sa gravité. On note des
lésions de type pétéchies et ecchymoses, une hyperplasie réticulo-endothéliale
geénéralisée associée a un cedéme des organes concernés. Sur le plan histologique, on
observe une infiltration plasmocytaire périvasculaire concernant divers organes dont
les méninges, les reins, les poumnons, le foie, la rate, la moelle osseuse et les neeuds

lymphatiques (Hildebrandt et al., 1973).

Lésions

Des Iésions de phlébite et de vasculite sont observées dans les reins, suivies
d’une infiltration lympho-plasmocytaire. Les poumons sont le siege de Iésions de

13
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)

a)

pneumonie interstitielle, puis de 1ésions hémorragiques et infiltratives interstitielles et
péri-bronchiques. La rate présente une hyperplasie réticuloendothéliale, une
infiltration lympho-plasmocytaire, une hématopoiése extra-médullaires et de
nombreuses images d’érythrophagocytose. Enfin, dans le foie, une infiltration par des
macrophages, des lymphocytes ou encore des plasmocytes est observée au niveau de la
triade porte. On note également parfois des dépdts d’hémosidérine dans le foie et la

rate (Davoust et al., 1991).

PATHOGENIE

Cvcle de développement

Il existe plusieurs stades de développement : les corps élémentaires pénétreraient dans

la cellule par phagocytose et se diviseraient dans une membrane parasitophore provenant de la

membrane plasmique de la cellule hdte. Aprés 3 & 5 jours, on observe des amas d'éléments

pléomorphes comparables aux corps réticulés des Chlamydies (Figure 6), appelés corps

initiaux. Enfin, ces corps initiaux se multiplieraient encore pour former en une semaine

environ le stade morula de 4pum de diamétre environ - spécifique de ce groupe, qui correspond

a des micro-colonies pouvant contenir jusqu'a 100 corps élémentaires (20 a 40 en moyenne).

La sortie de la cellule se ferait le plus fréquemment sans doute par exocytose, libérant ainsi les

corps €lémentaires. D autre part, E. canis, E. (Cowdria) ruminantium et E. chaffeensis ont

tendance & donner des morulas trés denses, dans lesquelles on distingue a peine les corps

élémentaires.

14
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Figure 6 Cycle de multiplication d’ Ehrlichia canis (Inokuma et al., 2003)

b) Pouvoir immunogéne et antigénigue

E. canis est reconnue comme étant 1’agent pathogene responsable de 1’ehrlichiose
monocytaire canine (EMC) & travers le monde (Neer et al., 2002). Aprés une période
d’incubation de 8 a 20 jours, I’évolution expérimentale de ’EMC peut étre subdivisée en trois
phases, aigue, subclinique et chronique. Toutefois, dans des conditions naturelles il est

difficile de faire cette distinction.

La plupart des chiens non traités se rétablissent cliniquement en deux & quatre
semaines. La phase subclinique peut alors durer plusieurs mois, voire plusieurs années (Neer

et al., 2006). En outre, les individus immunocompétents peuvent éliminer I’infection durant
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cette phase ou devenir porteur chronique. La phase chronique est caractérisée par une séveére
aplasie médullaire (myelosuppression), un pan cytopénie périphérique et une forte mortalité
secondaire a une septicémie ou d’importantes hémorragies (Mylonakis et al., 2004) (Figure
5). Mylonakis et ses collaborateurs (2004) rapportent des signes d’aplasie médullaire

expérimentale dés la fin de la phase aigiie.

Plusieurs études indiquent la sensibilité a 'infection par E. canis du berger-allemand.
Ainsi, la forte morbidité et mortalité chez cette race s’explique par I’inefficacité de leurs

immunités a médiation cellulaire (Harrus et al., 1997 ; Mylonakis et al., 2004).

D’autre part, Breitschwerdt et ses collaborateurs (2005) suggérent que les infections
simultanées avec d’autres agents pathogénes tels que Leishmania infantum, Babesia spp,
Rickettsia spp, Bartonella spp, Hepatozoon spp et Anaplasma spp contribuent a la gravité de
la maladie, en amplifiant les signes cliniques et pathologiques. Toutefois, des preuves solides
associant les coinfections a la myelossupression avec la mort de 1’animal doivent étre mises

en évidence. (Kordick et al., 1999 ; Mylonakis et al., 2004, 2005).

D’autres études expliquent que la variation de la virulence des souches d’E.canis peut
egalement affecter I’intensite et la gravité de la maladie. Siarkou et ses collaborateurs (2007)
décrivent un génotype basé sur I’ARNr 168 identique entre les souches responsables de la
forme myelossupressive et la forme non myelossupressive, suggérant la pertinence d’explorer

d’autres géne comme le géne codant pour la gp36.

Des études expérimentales suggérent que la sévérité de la maladie serait liée aux
profiles immunologique des individus (polarisation Th1/Th2) (Harrus et al., 2001). En effet,
des niveaux élevés d’INFd sont associés a une maladie bénigne, en revanche une élévation
persistante d’IL1J et IL8 suggére une maladie sévere (Tajima et al., 2005 ; Unver et al.,
2006). En outre, I'immunité cellulaire est essentielle pour la protection contre E. canis,

I’'immunité humorale ne confére aucune protection (Neer et al., 2006).
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En 2006, Mylonakis et ses collaborateurs décrivent une plasmocytose au niveau de la
moelle osseuse, elle serait plus fréquente chez les individus présentant une myelossupression.
D’un autre coété, l'utilisation de stéroide dans D’approche thérapeutique des chiens
pancytopenique pourrait s’avérer intéressante. Ainsi, la destruction de cellules souches et leur
progéniture dans la moelle osseuse pourrait avoir une médiation immunitaire (Waner et al.,

2008).

La mise en ceuvre d'une approche préventive globale est importante. En effet, la
réinfection persistante par E. canis ainsi que le volume de I’inoculum pourrait contribuer a la

sévérité des manifestations de la maladie (Harrus et al., 1999 ; Baneth et al., 2009).

D’autres parts, des études suggérent que le désordre plaquettaire est 1’anomalie la plus
décrite lors A’EMC (Waner et al, 1997). En effet, on rapporte que les phénoménes
inflammatoires siegeant au niveau de I’endothélium des vaisseaux sanguins, contribuent a la
séquestration des thrombocytes au niveau de la rate lors de la phase aigiie de la maladie,
réduisant ainsi la durée de vie des plaquettes sanguine (Smith et al., 1975 ; Pierce et al., 1977 ;
Kakoma et al., 1978). En outre, des études utilisant des radio-isotopes ont montré la baisse de
la durée de vie des thrombocytes, passant de 9 a 4 jours lors d’infection a E. canis (Smith et

al., 1975).

La présence d’anticorps antiplaquettaires sériques chez des chiens infectés
expérimentalement par E. canis soutient ’hypothése d’un composant immunopathologique
dans la pathogenie de ’EMC. (Waner et al., 1995 ; Harrus et al., 1996). La détection de ces
anticorps est précoce (Harrus et al., 1996). Cette précocité, Waner et ses collaborateurs (1995)
I’expliquent par un phénomeéne auto-immun, ils proposent que I’apparition des anticorps anti
plaquette avant ceux d’E. canis suggere que les cellules B portent des récepteurs d’auto
anticorps naturel. Ces cellules proliféreraient en interagissant avec des antigenes d’E. canis

similaires antigeniquement & ceux du soi.
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D’autre part, Lovering et ses collaborateurs (1980) rapportent que la
décomplémentation de sérum de chiens infectés par E. canis, manifestant la phase aigiie de la

maladie, contribue & modérer la thrombocytopenie.

D’autres études deécrivent des manifestations moins graves de la maladie chez des
individus ayant subi une splénectomie. De plus, ’apparition des anticorps anti-E. canis ne
semble pas étre affectée chez les animaux ayant subi une splénectomie. Cette méme étude,
décrit chez ces sujets une augmentation des valeurs de la FNS, il est utile de souligner le réle
majeur de la rate dans la pathogénie des maladies auto-immunes, ainsi la splénectomie
pourrait étre un élément thérapeutique pour les individus rebelles aux traitements
médicamenteux (Lewis et Meyers, 1996). En effet, la splénectomie contribue & neutraliser la
production d’anticorps et 1’élimination d’un des sites majewrs du systéme de phagocytaire. La
rate est aussi le site principale pour la synthése de tuftsine et properdine, des molécules

opsonisantes servant & promouvoir la phagocytose (Eichner, 1970 ; Lockwood, 1983).

Parmi les nombreuses manifestations cliniques induites lors de I’EMC, les plus
fiequentes semblent étre lides a la formation dimmun complexe, comme les
glomérulonéphrites, 1'uvéite et les polyarthrites (Ristic et Holland 1993 ; Breitshwerdt, 2000).
En effet, ces affirmations ont éte basées sur la prévalence de I"hyperglobulinémie polyclonale.

(Harrus et al., 1996).

Pedersen et ses collaborateurs (1999) décrivent des immuns complexes circulant chez
des chiens infectés naturellement ou expérimentalement durant la phase chronique. En
revanche, Harrus et ses collaborateurs (2001) n’ont pas restreint leurs descriptions a cette
phase. D’un autre co6té, cette derniére étude a associé la sévérité de la maladie a la présence
des immuns complexes circulants et suggérent que nombreuses manifestations cliniques

séveres sont médiées par les immuns complexes.
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Figure 7 Pileur et pétéchies de la muqueuse du pénis chez un chien myelossupressif
(Mylonakis et al., 2010)

¢) Réponse immunitaire

L’infection naturelle ou expérimentale du chien par E. canis entraine la production
d’anticorps specifiques. Weisiger a étudié la cinétique des anticorps suite a une infection
expérimentale : 4 a 7 jours aprés 1’infection par transfuision de sang a partir de chiens infectés
en phase aigué, on peut noter I’apparition d’IgM et d’IgA, alors que les IgG n’apparaissent
qu’a partir du 15éme jour (Weisiger, 1975).

D’autre part, I’apparition des IgG semble étre plus précoce et dépendante de la dose
infectante. Ainsi, a partir d’isolats de culture cellulaire, on a pu aboutir & des infections
expérimentales avec production d’IgG a partir du 5° jour, voire méme du 3° jour (Igbal et

Rikihisa, 1994).

La séroconversion est beaucoup plus lente lors d’infections naturelles ; il est a note
que les chiens peuvent présenter des délais de séroconversion allant jusqu’a 4 semaines (Neer

et al., 2002).

Une étude américaine a montré I’existence d’une réponse immunitaire de type Thl
prédominante, par la mise en évidence d'une présence essentiellement d’immunoglobulines
de type IgG2, induites par I'IFNG, chez des chiens atteints d’ehilichiose naturelle comme

experimentale. La dose infectante, la réponse immunitaire de I’hote ou encore la pathogénicite
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de la souche sont autant de facteurs pouvant influencer 1’apparition de la réponse irmmunitaire

humorale (Harrus et al., 2001).

Expérimentalement, le titre initial en IFI apres les 15 premiers jours est de 160 a 640,
mais il augmente trés vite de 320 a 1280 a J17 et de 1280 a 2560 a J20. Durant les premiers
jours de I'infection, les anticorps produits sont dirigés contre des protéines de faibles poids
moléculaires, notamment des antigénes majeurs de 28 et 36 kDa. Par la suite, la protéine de
28 kDa est toujours reconnue par un sérum de chien en phase subclinique et chronique, ainsi
que de nombreux autres antigénes de plus haut poids moléculaire (44, 53, 60, 65 kDa) (Waner
et al., 2000).

Une étude menée sur des sérums de chiens infectés par E. canis et provenant de
différentes régions du monde a révélé que malgré une apparence homogeéne des profils
antigéniques en Western Blot (WB) des chiens provenant des Etats-Unis, de France et des Iles
Vierges, les sérums des chiens provenant d’Italie et du Zimbabwe ont des profils 1égérement
différents. Méme si dans cette étude, une infection concomitante avec E. (Cowdria)
ruminantium n’a pas éte exclue powr les sérums provenant du Zimbabwe, aucun des sérums
provenant d’Italie n’a reconnu la protéine immunodominante de 28 kDa, mais une autre
protéine de 27 kDa et d’autres protéines de 24 a 34 kDa notamment. La souche Florida d’E.
canis utilisée présenterait donc des différences antigéniques avec les souches rencontrées dans
ces deux pays. Cette diversité antigénique observee a travers différents pays est aujourd’hu

admise pour E. canis (Hegarty, 1999).

Les protéines membranaires majeures ont un poids moléculaire de 28 a 32 kDa et elles
constituent I’antigéne dominant ; ces protéines sont codées par les génes p30s, une famille de
multigénes trés polymorphe, comme nous 1’avons vu dans la premiére partie. On connait plus
de 20 copies de ce gene, qui sont homologues mais légerement différentes, et codent donc
pour des protéines différentes. La structure de ces getnes semble assez conservée pour
différentes souches d’E. canis. L.”homologie des seéquences d’acides aminés entre ces diverses
protéines varie de 24,7 a 71,8 % (Chens et al., 1997). Cette diversité et le nombre important
de copies du géne p30s justifie la survie et 1a possibilité d’échappement d’E. canis au systéme

immunitaire malgré la faible taille du génome (Redy et Steck, 1999)
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L’1solement et I”amplification de 14 de ces proteines par RT-PCR a été réalisée sur des
prélevements sanguins de chiens infectés expérimentalement et sur des tiques infectées
artificiellement également. On a retrouvé 11 ARNm différents dans les monocytes de chiens

infectés, alors qu™un seul gene a été détecté chez les tiques, adultes ou nymphes (Unver, 2001)

6) DIAGNOSTIC

a) Diagnostic clinique

Cliniquement, les ehrlichioses powront principalement s’insctire, comme nous 1’avons vu,
dans le diagnostic différentiel des maladies cachectisantes chroniques, des fiévres
inexpliquées, des polyarthrites ou encore des syndromes hémorragiques, avec principalement
épistaxis et pétéchies. Mais ’existence de présentations cliniques variées (uvéiles, troubles
neuromusculaires, cedémes...) doit laisser un champ plus large dans un contexte

épidémiologique et biologique favorable (Baroche, 1996)

b) Diagnostic cytologique et culture

Il est possible de mettre en évidence des morulas caractéristique dans les monocytes
par microscopie optique (Hildebrandt et al., 1973). Toutefois, la recherche de morula s’avére
fastidieuse et pertinente dans seulement 4 % des cas (Woody et Hoskins, 1991). Cet examen
peut étre optimisé par un frottis leucocytaire. En effet, la sensibilité a été augmentée de 66%

(Mylonakis et al., 2003).

Par ailleurs, les inclusions intra-cytoplasmique peuvent étre confondus avec des
granules azurophiles dans les lymphocytes (Figure 8), les matiéres nucléaires phagocytées,
ainsi qu’avec d’autres organismes Ehrlichia appartenant a la famille des Anaplasmatacea (E.
chaffeensis Neorickettsia risticii et E. ruminatium). En effet, ces bactéries peuvent aussi
infectées les monocytes chez le chien (Kakoma et al 1994 ; Kelly et al 1994 ; Breitscherdt et
al., 1998) (Figure 8).

21



Chapitre 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

D’autre part, ’évaluation du frottis sanguin est également nécessaire afin d’évaluer les
éventuelles coinfections avec d’autres agents infectieux transmis par les tiques (eg. H. canis).
En effet, ces agents infecticux influencent les manifestations cliniques et contribuent a sa

gravité tout en influant sur 1’issue thérapeutique (Ga et al., 2007).

Il est possible de mettre I'agent infectieux en culture a partir du buffy coat d’un patient
que ’on injecte a une espéce sensible, ou dans un milieu cellulaire spécifique. Pour E. canis,
la mise en culture prend 14 a 34 jours. L’avantage de la méthode est sa grande sensibilité :
elle peut détecter E. canis dans le sang de I'animal dés le deuxieme jour de l'infection et méme
en début de traitement. Mais cette méthode est aujourd'hui considérée uniquement comme un
outil de recherche, du fait de son coiit et du délai de réponse variant de 3 jours & plus de deux

mois (Neer et al., 2002).

Une lignée cellulaire continue de macrophage de chiens (DH82) a été utilisée avec
succes pour la culture de E. canis, ouvrant la possibilit¢ de développer des tests IFI,

améliorant ainsi le diagnostic de ’EMC (Lovering et al., 1980).

Par ailleurs, I’isolement et la culture des espéces a Ehrlichia s’avérent fastidieux et
long, il est restreint aux laboratoires de recherche et non comme un outil de diagnostic. En
effet, I’isolement requiert un équipement specifique et un personnel qualifié. La culture de la
bactérie est un long processus qui peut durer jusqu’a dix semaines. En outre, la culture de E.
canis sur des macrophages de lignée cellulaires continues de souris (J774.A1) a été décrite

comme une alternative a la lignée cellulaire (DH&2) (Keusary et al., 2001).

De plus, il a été rapporté que la culture de E. canis sur une lignée cellulaire
d’endothéliale microvasculaire immortalisée (CDC/EU.HMEC-1) a été possible (Dawson et
al., 1993).
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Figure 8 Frottis sanguin d’un chien infecte par Ehrlichia canis (Harrus et al., 2011)

¢) Diagnostic biochimique

L’hypoglobulinémie, 1’hvperglobulinémie et 1’hypergammaglobulinemie sont des
altérations biochimiques courantes lors de I’'EMC. En outre, I’électrophorése des protéines
sériques révele une hypergammaglobulinemie poly clonale dans la majorité des cas (Harrus et

al., 1996).

Par ailleurs, d’autres ¢études signalent une légére augmentation de 1’alanine
aminotransferase, la phosphatase alcaline chez les chiens durant la phase aigiie de ’'EMC. De
plus, la concentration des protéines peut augmenter durant cette phase. En effet, Shimada et
ses collaborateurs (2002) décrivent une augmentation de la CRP entre 4 a 16jours post

infection.

d) Diagnostic sérologique

Plusieurs méthodes sérologiques ont été développées pour le diagnostic de ’EMC. Ces
méthodes sont considérées pertinentes pour la prévalence ainsi que pour le diagnostic de

IP’EMC.

L’immunofluorescence indirect (IFI) pour la détection d’anticorps anti-E. canis est
considérée comme la méthode sérologique de référence. En effet, elle indique 1’exposition de

I’individu & E. canis (McBride et al., 2003) (Figure 9).
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D’autres études suggerent deux tests I[FI a 7-14jowrs d’intervalle, ainsi une
augmentation de 4 fois des titres d’anticorps est évocatrice d’une infection active. Les
anticorps anti-chrlichia sont persistant pendant plusieurs mois, voire années, méme aprés

traitement et élimination de I’agent infectieux (Bortsh et Greene, 1996).

De plus de I'IFI, I’épreuve d’immuno-absorption enzymatique (ELISA) a été
développer et semble Etre utile dans le diagnostic de la maladie (Harrus et al., 2002). En effet

des kit dot-ELISA sont commercialisés et sont utilisés comme test de control.

Par ailleurs, trois kits ELISA powur la détection d’anticorps IgG anti-E. canis : (1) kit
ELISA basé sur la majeure protéine antigénique recombinante (MAP 2), le test
IMMUNOCOMB dot-ELISA en utilisant un extrait brute d’Ehrlichia (Biogal, laboratoire
Galed) et le SNAP 3dx test, ce dernier utilise des peptides synthétiques dérivés de la protéines
P30 et P31 (Laboratoires IDEXX) (Harrus et al., 2002). Les échantillons testés ont été
recueilli a partir de chiens suspectés d’étre infectés naturellement par E. canis, ainsi que des
chiens infectés expérimentalement. Les auteurs ont comparé les résultats qualitatifs (le rapport
positif/négatif) avec une correspondance de 74,6% entre le différent test décrit plus haut. De
plus, la spécificité de I’immunocomb et le test IDEX était tres élevée. Les auteurs ont conclu
la spécificité et la sensibilité des kits dot-ELISA, ils ont aussi recommandé de répéter le test

ELISA a 1-2 semaine d’intervalle (Harrus et al., 2002).

D’autres parts, Hegarty et ses collaborateurs (2009) recommandent 1’association du

test 3Dx SNAP avec une numération plaquettaire afin d’augmenter sa pertinence.

D’un autre cote, le diagnostic sérologique de I’EMC est compliqué par les réactions
croisées de E. canis avec les autres organismes déja décrit dans ce présent manuscrit (W aner
et al., 2001). II est donc nécessaire d’associer les €léments épidémiologiques, climque avec la
sérologie. En effet, I’'IFI ne pourra distinguer entre E. canis, E. ewingii, E. ruminatium et E.
chaffeensis (Cardenas et al.,, 2007). De plus, des réactions croisées entre E. canis et
Anaplasma phagocytophilum ont déja ¢été documentées. En effet, une étude portant sur des

chiens expérimentalement a décrit une réaction entre ces deux agents infectieux au bout de 55
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jours PI en dépit de 1’absence de réaction croisées durant la phase aigiie de la maladie (Waner

et al., 1998).

Par ailleurs, il n’y a pas de réactions sérologiques croisées entre E. canis et Anaplasma
platys, 1’agent étiologique de 1’anaplasmose thrombocytopique canine (French et Harvey,
1983). En revanche des réactions croisées entre E. canis et Rickettsia ricjettsii, 1’agent

étiologique de la fievre des montagnes rocheuses ont été décrite (Greene et al., 1985).

L’interprétation des résultats sérologiques doit tenir compte des données
épidémiologiques et des signes cliniques, la possibilité d’infections multiples transmit par les

tiques.

D’autres part, les tests western blot sont des méthodes sérologiques plus spécifique,
pouvant aider a caractériser 1’agent infectieux en donnant en quelque sorte une empreinte de
son profil de protéines immunogénes. Habituellement une certaine homogénéité entre les

différentes souches de E. canis est retrouvée (Hegarty et al., 1997).

En outre, un test western blot a été utiliser pour caractériser et distinguer les infections
des différents organismes responsable des ehrlichioses, anaplasmoses, neorickettsioses et

semble résoudre le dilemme des réactions croisées sérologiques.

Dans des études visant a identifier les principaux antigénes immunoréactifs de E. canis
ainsi que pour déterminer la cinétique de la réponse a anticorps anti-£. canis, des chiens ont
été infectés expérimentalement par voie intradermique et sous cutanée. La réponse anticorps a
été détecté des le 21° jour PIL, a ce stade les anticorps détectés étaient dirigées contre les
protéines de poids moléculaire compris entre 19 et 37 kDa. Entre le 2° jour et le 28° jours PI,
les principales protéines immunoreactive reconnues étaient 19, 37, 75 et 140 kDa. Du 28° jour
aux 42° jour PI, les protéines de 28, 42, 72, 95, 200 kDa étaient reconnues (MCbride et al.,
2003).
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Par ailleurs, le test western blot est utile pour distinguer entre les infections & E. canis
et E. ewingii. En effet la plupart des chiens infectés par E. ewingii auront des titres IFI positifs
a E. canis. De plus, aucun test IFI n’a été mis au point pour E. ewingii, cette derniére ne peut

étre cultivée in vitro (Hegarty et al., 1997).

D’autres études, menées par O’connor et ses collaborateurs (2006) sur des sérums
infectés avec différentes especes de Ehrlichia afin de démontrer le nombre possible de
réactions a des protéines de 27 30 KDa, en utilisant le western blot basé sur des antigénes
natifs de E. canis ont abouti, & des réactions avec les protéines de 28 a 30 KDa pour les
sérums infectés par E. canis, des réactions variable pour ceux infectés par E. chaffeensis et

aucune réaction pour les sérums infectés par E. ewingii. (O’Connor et al., 2006).

D’autres part, le géne Map-1 codant pour la protéine de 28 KDa de la membrane
externe sont hautement diversifiés parmi les souches de E. chaffeensis et E. ruminatium et trés

conservé parmi les souches de E. canis (Yu et al., 2007).

Figure O Ehrlichia canis par TFI (Labruna et al., 2007)

e) Diagnostic moléculaire

La PCR et le séquengage sont des méthodes sensibles pour la détection et la
caractérisation de I’ADN d’E. canis. Toutefois des résultats faussement positifs peuvent se

produire avec de basse température lors de la présence de contaminant, ou lorsqu’une
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amplification non spécifique se produit. En outre, un résultat négatif ne prouve pas

nécessairement que le chien est négatif (faux négatif).

La détection de E. canis par PCR peut-étre réaliser au plus t6t a 4-10jours PI (Igbal et
al., 1994).

Par ailleurs, plusieurs tests basés sur différents génes (eg. ARNr 16S, P28, P30, dsb,
VirB9) ont été élaboré. Toutefois, les tests basés sur I’ARNr 168 et le P30 sont les plus

utilisés.

L’analyse basé sur le P30 par la PCR-nichée a montré plus de sensibilité que celle
baseée sur I’ARN 168 (Stich et al., 2002). Cette sensibilité est expliquée par Harrus et ses
collaborateurs (1998, 2004) par le fait que E. canis contient de multiples copies du géne P30
et uniquement une copie du géne ARNr 168, ainsi les chances de détection sont optimisées en

ciblant le géne P30.

D’autres part, la PCR sur des échantillons de rate est considérée comme plus sensible
pour 1’évaluation de la guérison par rapports aux échantillons de sang et de moelle osseuse
(Harrus et al., 1998, 2004). En outre, en [’absence d’échantillon de sang totale, 1’utilisation de
la PCR sur du sérum est possible. En effet, Mylonakis et ses collaborateurs (2009) la
décrivent dans leurs études basées sur I’ ARNr 168 en utilisant la PCR-nichée.

Dans une autre étude, on décrit une sensibilité plus importante de la PCR en temps réel
versus PCR conventionnelle, de plus elle permet la quantification de la charge bactérienne

(Baneth et al., 2009).

La PCR en temps réel semble moins sujette aux contaminations, (Peleg et al., 2009)
décrivent la construction d’amorces ADN/ARN chimérique pour 1’ARN 168 de E. canis. En

effet plusieurs bases de I’ARN ont ét¢ incorporées dans des positions specifiques des amnorces
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de I’ADN. Ce procédé permet la diminution de la formation de sous-produits indésirables et

I’augmentation de la sensibilité de dix fois (Peleg et al., 2009).

Par ailleurs, la PCR en temps réel permet 1’élaboration de test multiplex pour une
détection simultanée de plusieurs pathogénes dans un méme échantillon. Ainsi plusieurs tests
multiplex QPCR ont été mis au point pour la détection de E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii,

A. platys et A. phagocytophilum (Sirigireddy And Ganta 2005).

Récemment, une nouvelle approche moléculaire, utilisant la PCR en temps réel
consiste en I’analyse des courbes de fusion a haute résolution (HRM). HRM en temps reel est
une méthode moléculaire développé a4 la base pour la détection de mutations, de

polymorphismes génétiques et pour le génotypage (Witwer et al., 2003).

En conclusion, il existe plusieurs avantages pour la PCR, qu’elle soit conventionnelle
ou en temps réel. La détection précoce de I’ADN avant que ne se produit la séroconversion, sa
sensibilité qui est plus élevée et en la détection de I’ADN de E.canis avant les anticorps
indique une infection active. Cette dernieére caractéristique peut permettre aux cliniciens un

meilleur controle de 1’efficacité du traitement (Baneth et al., 2009).
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Suspicion d*une ehrlichiose

Figure 10 Diagnostic de I'ehrlichiose monocytaire canine

7) TRAITEMENT

Le traitement de 1’ehrlichiose monocytaire canine repose sur 1’utilisation d’agents anti-
rickettsiens et d’une thérapeutique de soutien. Les tétracyclines sont les médicaments les plus
couramment utilisés, la doxycycline une fois par jour a la dose de 2 x 5 mg/kg par jour
pendant 3 semaines étant le protocole thérapeutique de référence Chez les chiens infectés par
E. canis, la disparition de la thrombopénie constitue un bon indicateur d’une réponse
favorable au traitement. Les cas d’ehrlichiose monocytaire canine chroniques séveres chez le

chien sont de mauvais pronostic (Brouqui et Raoult, 1990).
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8) PREVENTION

Actuellement, aucun moyen médical de prévention n’est disponible contre les infections
dues & E. canis chez le chien. Ainsi, la principale méthode de prévention de ces infections est
basée sur une protection active contre les tiques. Les voyages de chiens provenant de zones
indemnes vers ou a travers les zones d’enzootie doivent étre limites. Si ces voyages ne
peuvent pas étre évites, les chiens doivent étre protégés contre ’infestation des tiques, avant

leur départ (Stich et al., 2002).
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Etude de I’espéce Anaplasma phagocytophilum

L’anaplasmose a Anaplasma phagocytophilum est une maladie vectorielle zoonotique et
infectieuse évoluant sous forme aigué ou inapparente et selon un tableau épidémiologique
sporadique ou endémique. L’ Anaplasmose canine a Anaplasma spp, est une maladie apparue
a la deuxieme moitié du XXeéme siecle, on regroupe sous le genre Anaplasma chez le chien,
deux bactéries ayant un tropisme pour les cellules sanguines de I"hodte : Anaplasma platys,
responsable de la thrombopénie infectieuse et Araplasma phagocytophilum, cette derniére

fera 1’objet de notre étude.

1) TAXONOMIE

Anaplasma phagocytophilum a présenté plusieurs modifications taxonomiques dues au
développement et a la découverte de nouvelles méthodes d’analyses qui ont abouties a la

nomenclature actuelle.

En effet, de récentes améliorations dans les techniques moléculaires ont significativement
fait avancer les capacités a mener les analyses génétiques. Pour la premiere fois on a
clairement indiqué les propriétés et les positions phylogénétiques de la plupart des espeéces
bactériennes dans la famille des Rickettsiales, Bartonellaceae et Anaplasmataceae dans

Dordre des Rickettsiales (Woese et al., 1990 ; Weisburg et al., 1989 ; Bremer et al., 1990).

L'analyse des séquences des genes gltA (codant pour la citrate synthétase), effectuée par
Inokuma et ses collaborateurs, montre cependant que Ehrlichia phagocytophila, Ehrlichia
equi et I'agent de I'ehrlichiose granulocytique humaine pourraient constituer un groupe proche
mais différent du genre Anaplasma. De plus, ces auteurs rappellent que les Anaplasma sp.

Infectent les globules rouges alors que Ehrlichia phagocytophila, Ehrlichia equi et 1'agent de
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I’EGH infectent principalement les granulocytes. Inokuma et son équipe estiment que ces
différences génétiques et biologiques pourraient justifier la création d'un nouveau genre
destiné a accueilliv Ehrlichia phagocytophila, Ehrlichia equi et l'agent de I'ehrlichiose
granulocytique humaine. Les articles de Dumler et al. et de Inokuma et al. ont été publiés de
maniere pratiquement simultanée (respectivement novembre 2001 et septembre 2001) si bien
que les résultats de Inokuma et ses collaborateurs n'ont pu étre pris en compte par Dumler et

ses collaborateurs (Dumler et al., 2001 ; Inokuma et al., 2001).

Inokuma et ses collaborateurs ne font aucune proposition formelle concernant la
nomenclature, mais il n'est pas impossible que dans I'avenir de nouveaux changements soient

proposés.

Les ARNr 168 des souches d’Anaplasma phagocytophilum présentent de légeres
différences de séquences (environ 5 pb) et leurs caractéres biologiques, notamment leur
spectre dhotes, leur pouvoir pathogéne et leur répartition géographique, ne sont pas
identiques. Aussi, Dumler et ses collaborateurs proposent de reconnaitre l'existence de variant
au sein de cette espece : un variant correspondant & l'espéce préalablement connue sous le
nom de Ehrlichia phagocytophila, un variant correspondant a l'espéce préalablement
dénommée Ehrlichia equi et un variant correspondant a l'agent EGH. Pour des raisons
pratiques, dans la suite du texte, nous désignerons ces variants de la maniére suivante :
Anaplasma phagocytophilum biovar Phagocytophilum, Anaplasma phagocytophilum biovar
Equi et Anaplasma phagocytophilum biovar EGH (Figure 1).

2) MORPHOLOGIE

Les souches de Anaplasma phagocytophilum se présentent sous la forme de bactéries a
Gram négatif, de petite taille, souvent polymorphes (forme coccoide ou ellipsoidale), infectant
les cellules de la lignée myéloblastique des mammiféres, notamment les granulocytes
neutrophiles et, dans une moindre mesure, les granulocytes éosinophiles. Les études de
microscopie électronique révelent l'existence de deux formes morphologiques au sein des
morulas, des corps élémentaires ou corps initiaux denses et des corps réticulés. Les corps

réticulés ont un diametre pouvant atteindre 2 pm. Les morulas ne sont pas en contact avec les
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mitochondries et elles ont généralement un diamétre compris entre 1,5 et 2,5 um mais

pouvant parfois atteindre 6 um (Figure 11).

Des communautés antigéniques sont mises en évidence avec
Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis et Ehrlichia ruminantium. La protéine majeure de
membrane externe a un poids moléculaire compris entre 42 kDa et 49 kDa et sa séquence est
comparable a celle des protéines homologues présentes
chez Anaplasma marginale, Ehrlichia ruminantium, E. canis, E.chaffeensis et Wolbachiapipie
ntis. La taille du génome est d'environ 1494 kb (Anaplasma phagocytophilum biovar EGH) et
le G+ C % est estimé a 41 kDa.

Anaplasma phagocytophilum se cultive in vitro dans les cellules IDE8 = ATCC CRL
11973 (cellules embryonnaires de [xodes scapularis) ainsi que dans les cellules de la lignée
HL-60 (lignée de promyélocytes leucémiques d'origine humaine) non différenciées ou

différenciées en granulocytes neutrophiles.
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Figure 11 Morphologie d’A. phagocytophilum a I'intériewr des granulocytes infectes.
(Chimier, 2006)
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3) EPIDEMIOLOGIE

a) Répartition géographique

La prévalence d'A. phagocytophilum chez le chien a été étudiée dans différentes
régions du monde a I’exception de I’hémisphére sud. La seéroprévalence dépend de 1’état de
santé des chiens échantillonnés et de leur éventuelle exposition a des tiques. La
séroprévalence d’A. phagocytophilum chez des chiens en provenance d’ Amerique du nord et
d’Europe est élevée et peut atteindre 50% et 55 % respectivement (Barutzki et al., 2006 ;
Beall et al., 2008). Dans une étude réalisée en Suisse, 996 échantillons de sérum ont été
prélevés chez des chiens entre mars 1991 et mars 1998, ainsi 7,5% étaient séropositifs pour A.
phagocytophilum (Pusterla et al., 1998). Une éwde de séroprévalence a été conduite en
Tunisie : sur les 286 chiens testés par immunofluorescence indirecte, 25% se sont révélés

séropositif pour A. phagocytophilum (M’ghirbi et al., 2009).

Les facteurs de risques liés a I’infection par A. phagocytophilum chez le chien incluent
les variations saisonmieres et la coinfection avec d’autres pathogenes vectorisés. Ainsi, la
saisonnalité dépend de celle du vecteur dans la région concernée et du climat qui y régne. Aux
Etats- Unis, les cas d’infection par A. phagocytophilum apparaissent entre le mois d’avril et de
juillet et plus rarement en octobre (Poitout et al., 2005). A Berlin, 17 parmi les 18 cas
rapportés d’AGC ont été observés entre les mois d’avril et de septembre (Kohn et al., 2008).
Ainsi la distribution saisonniére de la maladie est trés probablement liée a la période d’activite

des tiques.

b) Réservoirs

La musaraigne commune (Sorex araneus) qui est Thote de prédilection
d'l. trianguliceps pourrait représenter un hote réservoir important bien que négligé jusqu'a
présent. Une étude britannique montre en effet que 18,7 % d'entre elles sont infectées par
Anaplasma phagocytophilum et 30,3 % par Babesia microti alors que le campagnol agreste
(Microtus agrestis) n'est infecté qu'a 6,4 % par A. phagocytophilum et a 30,4 % par Babesia

microti. Les 2 espéces sont parasitées a la fois par Ixodes ricinus et I. trianguliceps, mais les
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musaraignes portent 6 fois plus de larves d'L trianguliceps et 2 fois plus de larves d’I. ricinus
et globalement 2 fois plus de nymphes des 2 especes. Ce qui suggére que la musaraigne
pourrait constituer un excellent réservoir de maladies & tiques qu'il serait judicieux d'étudier

(Bown et al., 2011).

Dans le méme ordre d’idée, Keesing a publie une étude concernant la capacité de 14 espéces
d'hétes vertébrés réservoirs potentielles (10 mammiferes et 4 oiseaux) a transmettre
A. phagocytophilum a des I scapularis non infectés. Son travail montre que la souris a pattes
blanches est bien le réservoir principal, mais que d'autres especes possédent la méme

compétence et contribuent a ce titre 2 majorer le risque pour I'homme (Keesing et al., 2012).

Contrairement a ce qui a été observé en Tchéquie, Slovénie et au Japon, Michalik et ses
collaborateurs rapportent une prévalence d'A. phagocytophilum a 12 % chez les sangliers en
Pologne. Les séquences identifiées sont identiques a celles trouvées chez I'homme et /I
ricinus, ce qui signifie que le sanglier pourrait, au moins dans certaines régions, étre le

réservoir naturel de la bactérie (De la Fuente et al., 2012).

¢) Transmission d’Anaplasma phagocvtophilum

L’examen de tiques européennes confirme qu’elles sont bien porteuses d’Anaplasma.
En mars 1998, le Centre National de Référence des Rickettsioses a isolé I’ADN de 1’agent de
I’EGH chez Ixodes ricinus collecté en France. En 1999, Schouls détecte 1’ADN de différentes
espéces d’Anaplasmataceae dans 45 % des tiques prélevées sur des cervidés hollandais.
A. phagocytophylum a été également retrouvé en Suisse chez les Ixodes ricinus, ainsi que chez
136 des 220 hérissons testés (Erinaceus europaeus) et 413 des 563 [, ricinus et 90 des 338 1.
hexagonus qui les parasitaient (rtPCR) (Silaghi et al., 2012).

Une étude menée de mai a septembre 2006 en Baviere, portant sur 2862 tiques
examinées par PCR, montre une prévalence moyenne d'A. phagocytophilum de 2,9%. En
outre, la prévalence de la bactérie est deux fois plus importante chez les tiques capturées dans
3 des jardins publics de la ville de Munich. Le réservoir animal de la bactérie y differe
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notamment par la présence abondante de chiens. L'ADN d'A. phagocytophilum, d'Ehrlichia
sp, de Wolbachia sp ainsi que d'une Rickettsia proche de R. heilongjiangensis a été trouvé
parmi des tiques collectées en Meuse. Toutefois il n’est toujours pas possible de préciser si les

agents américain et européen sont identiques ou trés voisins (Silaghi ez al., 2008).

Selon une étude espagnole, il semblerait que l'abondance des bovins augmente la
prévalence de B. burgdorferi sensu lato, et A. phagocytophilum chez les nymphes d'L ricinus
la ot ils cohabitent avec les ongulés sauvages, toutefois l'accroissement de la population des
bovins n'augmente que le risque d'anaplasmose pour les hotes sauvages alors qu'elle le réduit

pour la borréliose de Lyme (Ruiz-Fons et al., 2012).

D'autres espéces de tiques entretiennent probablement aussi des cycles sauvages
tiques-rongeurs de la maladie. Au Portugal, 'ADN d'A. phagocytophilum a été retrouvé chez
Ixodes ventalloi, sans que la compétence de cette tique n'ait encore pu étre démontrée.
Plusieurs études des rongeurs forestiers britanniques suggeérent par contre
qu'lxodes trianguliceps pourrait étre un vecteur compétent ; il semble méme capable a lui seul
d'entretenir le cycle sauvage de l'anaplasmose. Tout comme les stades préimaginales
d'l. ricinus, 1. trianguliceps parasite Microtus agrestis, le rongeur considéré comme le
réservoir le plus probable d'A. phagocytophilum. La coexistence des 2 parasites sur le méme
hote contribue sans doute largement & contaminer I ricinus et a le transformer en vecteur
secondaire, transmettant la bactérie aux animaux domestiques et a l'homme (Bown et

al,, 2006).

d) Cycle biologigue chez la tique

La famille des Anaplasmataceae, comme celle des Rickettsiaceae appartient a l'ordre
des Rickettsiales (sous-division alpha de la classe des Proteobacteria). Ces bactéries sont de
petits cocci dont la paroi est proche de celle des bacilles Gram-négatif. Ce sont des parasites
intra-cellulaires obligatoires, necessitant I’ATP d’une cellule hote afin de faire fonctionner
leur métabolisme. Elles ont évolué en étroite association avec les tiques, puces, arthropodes et

les douves des poissons.
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A. phagocytophilum se multiplie chez les tiques, notamment au moment des mues et
des périodes d'engorgement. Contrairement a d’autres Rickettsiales qui se maintiennent par
transmission verticale, le maintien d'A. phagocytophilum dans la nature impose une
transmission horizontale grice au cycle animal-vecteur (absence de transmission

transovarienne) (Levin et al., 1999) (Figure 12).

A défaut de constituer un réservoir de germes, les tiques jouent un important rdle
d'amplification en permettant la multiplication des bactéries. La transmission de la bactérie
nécessite que la tique reste fixée au moins 24 heures, elle est d'autant plus importante que la
durée d'attachement est prolongée. Ce délai de transmission relativement bref s'explique par le
fait que A. phagocytophilum se localise essentiellement dans les glandes salivaires de la tique

(Nicholson et al., 2010).

Les tiques ont développé différents moyens pour survivre & des conditions difficiles de
dessiccation et de froid. Elles ont notamment développé des protéines réduisant la croissance
des cristaux de glace en formation (antifreeze glycoproteins : AFGPs) (Doucet, 2009). 1l vient
d'ailleurs d'étre montré qu'A. phagocytophilum optimisait ses chances de survie en stimulant
les génes induisant I'expression de ces fameuses AFGPs qui protegent son hote (Neelakanta et

al., 2010).

Figure 12 Cycle de transmission d’A. phagocytophilum (Nicholson et al., 2010).

37



Chapitre 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

4) EXPRESSIONS CLINIQUES

a) Symptomes

En pratique, il est toujours difficile de déterminer avec certitude la durée d'incubation
de I'Anaplasmose Granulocytaire Canine (AGC). La durée est alors variable en fonction d'une
inoculation naturelle ou expérimentale et dépendrait de la dose infectante. Elle est de 5 jours
chez un chien infecté par transfusion de sang contaminé et de 12 jours chez des souris
inoculées expérimentalement. Par ailleurs, il a été constaté que la durée d’incubation était de
18 jours lors d’une infection véhiculée par la tique adulte mais de 8 jours par la nymphe
(Ewing et al., 1997).

Une éwde expérimentale réalisée chez des agneaux a montré que la période
d'incubation était significativement plus courte si la quantité¢ de 1’agent pathogene inoculée
etait plus importante. Ainsi, cette étude confirme que la durée d’incubation est étroitement

liée a la dose inoculée (Stuen et Artursson ,2000).

L'infection a I’AGC échappe généralement au clinicien. En effet, le chien présente peu
ou pas de symptomes. Lorsqu’ils existent, ils ne sont pas specifiques et rendent le diagnostic

difficile (Beall., et al.,2008 ; Kohn et al., 2008).

La séropositivité chez de nombreux chiens en bonne santé indique que l'infection peut
étre transitoire et sans signes cliniques. L'infection peut persister chez les animaux inoculés
expérimentalement pendant des mois, mais elle est inconnue chez des animaux infectés

naturellement et présentant des signes cliniques (Engvall et al., 2002).

Certaines études ont toutefois décrit des signes cliniques chez des chiens séropositifs a

I’AGC. Dans une étude en Allemagne des chiens séropositifs a A. phagocytophilum et ne
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presentant aucun signe de d’autres affections furent sélectionné. Par ailleurs, les chiens
infectés par des agents infectieux divers ou ayant été soumis a des inoculations
expérimentales ont été exclus de 1’étude (Kohn et al., 2008). Ainsi, les auteurs ont décrit la
présence d'une fievre chez la totalité des chiens étudiés, une déshydratation chez 37%, une
pileur des muqueuses chez 12%, un amaigrissement chez 25%, enfin des boiteries et des
difficultés & se mouvoir avec une palpation douloureuse au niveau du grasset droit chez 62%
des cas étudiés (Poitout et al., 2005). Par ailleurs, Greig et ses collaborateurs ont également
observé une splénomégalie, une hépatomégalie, une adénopathie, des convulsions et un déficit

proprioceptif ainsi qu'une cardiomyopathie sévere (Greig et al.,1996).

D'autres symptémes pour le moins atypiques ont été noté en 2011 par Eberts et ses
collaborateurs. Dans un effectif de 18 chiens, ils observérent de 1'épistaxis (Figure 14) et des
vorssements ainsi qu’un acces paroxystique d’une durée de 3 jours pouvant persister jusqu’a
14 jours. La température oscillait entre 39.4 a 40,88 et plus de la moitié des chiens
présentaient de 1’arthrite et une lymphodénopathie. D’autres signes plus atypiques ont éte
également relevés et 1l s’agissait principalement d'un  dysfonctionnement cérébral se
traduisant par une incoordination motrice avec mouvement circulatoire orienté vers la gauche
et enfin d’une gastrite aigue une hypertrophie utérine ainsi qu’un saignement chez la femelle

(Eberts et al.,2011).

Il n'a pas été décrit des cas de mortalité contrairement a 'AGH humaine ol une
infection avérée chez des sujets ages powrait étre mortelle. 1.’euthanasie est rare mais parfois
proposee, méme lorsqu'un traitement a été entrepris (Tozon et al., 2003 ; Bexfield et al.,
2005). Dans la majorité des cas, quand le traitement est entrepris, il conduit &4 une
amelioration rapide de 1’état de 1’amimal, en deux a trois jours. L’existence d’un portage
chronique asymptomatique a été prouvée uniquement expérimentalement, mais les cas de
rechutes sont rares, la possibilité de réinfection existerait pour les chiens vivant dans des
zones endémiques. (Greig et Armstrong, 2006). En 1’absence de traitement, I’infection a A.
phagocytophilum peut persister jusqu’a 5 mois et demi aprés ’inoculation (Egenvall et al,
2000)
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b) Signes biologiques

Hémogrammes

On observe une thrombopénie dans 80 & 90 % des cas, avec un nombre de
plaquettes allant de 5 a 164. 109/L (Poitout et al., 2005 : Kohn et al., 2008). Celle-ci
dure plusieurs jours avant le retour a la normale. Le nombre de plaquettes commence a
diminuer avant que 1’on puisse observer des morulas intracytoplasmiques sur le frottis
sanguin. Une lymphopénie est constatée dans 67 % des cas avec parfois une
éosinopénie (Poitout et Chabanne, 2004). En ce qui concerne la numération des
neutrophiles, on peut observer aussi bien une neutropénie qu’une neutrophilie. Une
monocytose et une lymphocytose réactive sont observées chez le chien. Une anémie
légere & modérée, non régénérative, normochrome et normocytaire peut également étre
présente, dans moins de la moitié des cas (Poitout and Chabanne, 2004). Enfin,
lorsqu’un examen de la moelle osseuse est effectue, on peut constater une cellularité
normale a augmenter avec une augmentation du nombre absolu de mégacaryocytes,
signant une thrombopoiese active a mettre en corrélation avec la thrombopénie

(Lilliehdok et al., 1998).

Modifications biochimiques

Parmi les paramétres biochimiques, on note une tendance &
I’hypoalbuminémie, une hyperglobulinémie et une élévation modérée des enzymes

hépatiques (phosphatases alcalines principalement (Greig et al., 1996).

Figure 13 Epistaxis chez un chien atteint d’ Anaplasmose granulocytaire canine (Little et al.,
2010).
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Histologie

Lepidi et ses collaborateurs, ont décrit des dommages tissulaires modérés tels
quune destruction des follicules lymphoides au niveau de la rate ainsi qu’une
accumulation d’agrégats de petits macrophage et enfin une apoptose au niveau
hépatique ainsi que pulmonaire, ces deux lésions sont caracténistiques d’une atteinte
par A. phagocytophilum (Lepidi et al., 2000). Parfois, d’autres organes comime les
reins ou le coeur peuvent également présentés des lésions similaires. Par ailleurs,
d’autres auteurs ont décrit une hyperplasie splénique et une hépatite mononucléaire

non spécifique actives (Greig et al., 1996)

5) PATHOGENIE ET REPONSE IMMUNITAIRE

A. phgocytophilum est une bactérie intra cytoplasmique stricte qui se multiplie a l'intérieur

des gramulocytes de 1’hote infecté (Dumler et al.,2001 ; Mayer-Scholl et al.,2004).

Le principal mode de transmission est la morsure de tique qui a pour conséquence
I’apparition du pathogéne dans les tissus periphériques ou aprés l'afflux des granulocytes
neutrophiles aux sites de morsure, la bactérie va utiliser ces granulocytes pour sa
dissémination. Toutefois d'aprées Woldehiwet, les neutrophiles ne sont infectés qu'une fois
arrivé dans le sang circulant et donc les premicéres étapes de la pathogenése d'A.
phgocytophilum restent a ce jour non élucidées et ce quel que soit 1'hdte mammiferes infectés
(Woldehiwet et al.,2002) et plus particulierement lors de la phase d'incubation qui apparait
aux 4° et 7° jour post-inoculation. De plus, on note une bactériémie tout en ignorant la
localisation exacte de la bactérie. Cependant des études démontrent que la bactérie peut étre

détectée dans les poumons durant cette phase (Snodgrass, 1974 ; Walker et Dumler, 1996).
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D'autres études suggeérent que des varant d’A. phgocytophilum responsables de
I'anaplasmose gramilocytaire humaine sont susceptibles d’infecter les précurseurs myéloides
de la moelle osseuse avant les neutrophiles matures (Munderloh et al., 2004). En revanche,
chez les ovins on n’observe aucun signe d'infection des neutrophiles immatures (Woldehiwet
et Scott, 1982), ce qui illustre la nécessité de mieux comprendre ce phénomeéne chez cette

espece animale.

Cines et ses collaborateurs (1998) ont démontré qu'A. phagocytophilum infecterait
facilement les cellules endothéliales, ces mémes cellules pourraient jouer un réle non
négligeable dans la pathogenese, d'une fagon directe en tant que cellules hotes ou de fagon
indirecte en tant que cellules présentatrices de I’antigéne et ainsi influer sur le processus
inflammatoire en contrélant la perméabilité vasculaire, le passage des leucocytes et la

production des médiateurs de 1’inflammation (Cines et al., 1998).

A. phagocyrophilum pénétre dans la cellule infectée et se réplique dans un
autophagosome like dépourvu de marqueurs endosomiales ou lysosomiales. (Webster et al.,

1998 ; Mott et al., 1999).

En ralentissant les mécanismes d'apoptose induits et spontanés des neutrophiles, A.
phagocytophilum prolonge sa durée de multiplication (24 h aprés l'infection). Ainsi en
induisant le retard de l'apoptose on aura non seulement une sorte de niche, évitant au
pathogéne les actions du systeme immunitaire mais aussi une persistance et une augmentation
du nombre des neutrophiles infectés dans le sang qui seront susceptible d'étre transportés vers

un autre hdte par d'autres arthropodes hématophages.

A. phagocytophilum a développé une capacité remarquable a contourner linterdit et
tromper les neutrophiles et leurs mécanismes immunitaires innés. La bactérie atténue ou
inhibe activement un certain nombre de réponses immunitaires innées des cellules hotes de
mammiferes.  Pour cela, elle inhibe la fusion phagosomes-lysosome comme cité
précédemment et limite les attaques oxydatives (Gokce et al., 1999 ; Ohashi et al., 2002 ;

Choi et Dumler, 2003). De plus elle, remodéle le cytoplasme de la cellule hote et libére de
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I'espace pour sa croissance et augmente son apport en nutriments, se créant ainsi un havre de

paix dans la cellule héte (Rikihisa, 2011) (Figure 14).

I semblerait également que la protéine p44 posséde un role majeur dans 1’adhésion
ainsi que dans l'induction de la libération des cytokines pro-inflammatoires (IL-8, IL10 et
I'INF &) ce qui suggére que cette protéine contribue fortement a la pathogengse de

l'anaplasmose granulocytaire canine.

D’autre part, la pérennisation d'A. phagocytophilum est associée aux propriétés de sa
protéine de virulence AptA (A. phagocytophilum toxin A) qui active la protéine kinase des
mammiferes Erk1/2. Cette activation agit sur la protéine de filament intermédiaire de type III,
la vimentine, en provoquant sa réorganisation autour des inclusions bactériennes. Cette

modification prolonge la survie intracellulaire des bactéries (Sukumaran et al., 2011).

Par ailleurs, A. phagocytophilum posséde des génes codant des systemes de sécrétions
de type IV qui permet l'infection des cellules hotes. En effet, la protéine AnkA (ankyrin-
repeat-rich protein A) semble étre un effecteur sécrété dans le cytoplasme de la cellule cible,
elle y activerait la voie de signalisation cellulaire AbI-1 et stimulerait 1’activité de I’Abl-

lkinase (Rennoll-Bankert et Dumler, 2012).

En plus des neutrophiles, A. phagocytophilum peut infecter d'autres cellules

hématopoiétiques et non-hématopoiétiques, entrainant ainsi une cytopénie (Klein et al., 1997).

La plupart des souches d’A. phagocytophilum ne semblent pas infecter ou interagir
directement avec les plaquettes médiées par les anticorps. (Bexfield et al.,2005 ; Borjesson et
al., 2005), En effet, I’anémie-hémolytique et la thrombopénie peuvent étre expliquées par un
phénomene de séquestration dans la rate (Borjesson et al., 2001). Ce processus infectieux est
une source antigénique pour la formation de complexes immuns. Ainsi, l'antigene ou les

complexes immuns circulants sont déposés sur la membrane synoviale, ce qui entraine une
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inflammation. Cette derniére est donc le résultat d'une réaction d'hypersensibilité de type III

associée a une polyarthrite &4 médiation immunitaire (Bennet et May, 1995).

Figure 14 Cycle de multiplication d’A. phagocytophilum dans un neutrophile (Zhang, 2007).

Le mécanisme permettant a la bactérie de sortir des glandes salivaires de la tique pour
infecter I’héte est peu connu. De nombreux facteurs sont impliqués dans 1’efficacité de la
transmission de la bactérie a I'hote. La réussite de la transmission de la tique infectée a un
hote sain nécessite une quantité de bactéries minimale. Des études expérimentales réalisées
sur le mouton montrent qu’une quantité minimale de 4,3 cellules hotes infectées est nécessaire

pour avoir une infection (Stuen et Artursson, 2000).

En plus de ce seuil, d’autres facteurs associés aux défenses immunitaires de 1’hote sont
impliqués dans ’efficacité de la transmission de la tique a 1’hote vertébré. En effet, les
mammiféres acquierent une résistance aux tiques qui augmente avec la fréquence de
morsures. Ainsi les moutons les plus jeunes sont plus sensibles aux tiques, la transmission
d’A. phagocytophilwm est donc plus efficace (Ogden et al, 2002). De plus, les hotes infectés
par A. phagocytophilum développent des anticorps contre la bactérie et sont partiellement
protégés des réinfections. La diversité antigénique des souches permet la réinfection des hotes

malgré la présence d’anticorps.

44



Chapitre 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Comme dans la tique, A. phagocytophilum s’adapte aux cellules hétes pour survivre et
se propager. Dans un premier temps, elle recrute les granulocytes en augmentant la
transcription des IL-8 (Akkoyunlu et al., 2001), puis elle détourne le systéme immunitaire en
diminuant la production d’anion superoxide, la fusion des lysosomes, I’autophagie et les
signaux IFN-y, qui permettent aux neutrophiles d’éliminer les bactéries intracellulaires
(Woldehiwet, 2008). D autre part, A. phagocytophilum augmente sa survie en retardant les
mécanismes de 1’apoptose (Yoshiie et al., 2000).

Le génome d’A. phagocytophilum est composé de nombreux génes impliqués dans les
interactions avec les cellules hotes. Il posséde plus de 110 genes codants des protéines
majeures de surface permettant de reconnaitre et d’adhérer aux cellules cibles, et de bloquer

I’action des anticorps produits par I’hote (Rikihisa, 2010).

Parmi ces geénes il y a les génes msp2/p44 dont 1’expression évolue rapidement pour
limiter la reconnaissance de la bactérie par les anticorps de 1’hote. Les études in vitro ont
permis d’évaluer le taux d’évolution du site d’expression de msp2 entre 1 et 2% par semaine

chez la souris (Rikihisa, 2010).

Ainsi, A. phagocytophilum met en place de nombreux mécanismes pour survivre et
échapper systéme immunitaire des hotes et augmenter sa chance de transmission. Les fortes
interactions entre le systéme immunitaire de I’hote et la bactérie évoluent vers deux stratégies
opposeées : la specialisation des souches pour s’adapter a une espece d’hote ou la

diversification des souches pour infecter des hotes multiples.

6) DIAGNOSTIC

Le diagnostic des infections dues aux bactéries Anaplasmataceae chez le chien repose sur
le croisement de données concernant la probabilité d’exposition aux tiques, [’observation de
signes cliniques compatibles et les resultats d’analyses de laboratoire (hématologie,
biochimie, sérologie et/ou PCR). Un résultat de sérologie et/ou PCR positif doit toujours étre

interprété avec précaution car d’autres agents pathogenes peuvent également étre présents.
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Les tiques peuvent en effet étre porteuses et donc transmettre a leurs hotes plusieurs agents

pathogénes simultanément.

Les éléments du diagnostic (tant clinique que biologique) associés & une infection par un
agent unique peuvent étre sigmficativement différents de ceux retrouvés lors d’infections
multiples. En particulier, des maladies comme la borréliose de Lyme et 1’anaplasmose
granulocytaire font appel au méme vecteur et ont des signes cliniques similaires qui peuvent
conduire a une erreur diagnostique de 1'un au profit de I"autre et inversement lors de

coinfection (Stafford et al., 1999 ; Andelson et al.,2004).

a) Clinique

Il est difficile du fait des manifestations variables de I'anaplasmose granulocytaire
canine, les symptomes ne sont guére spécifiques. Néanmoins, cette pathologie devrait étre
envisagée dés qu'un chien est présenté en consultation pour un syndrome fébrile avec une
exposition antérieure a des tiques et/ou lors d’une saison a forte activité de tiques, ces
éléments bien qu'en apparence peu déterminant, seraient la clé d'un diagnostic épidémio-

clinique qui pousserait le clinicien a faire des examens plus poussés.

Ces données épidémiologiques seraient appuyées lors de l'examen clinique par une
hyperthermie (>40°), un abattement, de I’inappétence voire de I’anorexie et des signes de
myalgie qui s’exprimeraient par une apprehension aux déplacements en raison des boiteries et
une adénopathie modeérée. Plus rarement une toux seche non productive ainsi qu'une
polydipsie, des troubles digestifs (vomissements, hépatomégalie, splénomégalie) et un

dysfonctionnement nerveux peuvent étre des éléments indicateurs (Chabane 2009).

b) Examen cytologique et culture

Le diagnostic peut étre établi lors d’un examen direct d’un frottis sangun par
’observation des morulas dans les lymphocytes, monocytes, granulocytes ou plaquettes. La

sensibilité de ’examen direct peut étre ameliorée en effectuant un concentré leucocytaire ou
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un frottis sur sang capillaire. Les morulas peuvent également étre observées sur des ponctions
de nceuds lymphatiques ou de rate. La détection des morulas reste une méthode relativement

difficile et chronophage qui doit étre réalisée par un personnel expérimenté.

Lors d’une inoculation expérimentale chez un chien, on a observe au 4° jours P, des
inclusions intra cytoplasmique dans des granulocytes du sang périphérique avec une

persistance de 4-8 jours (Egenvall et al.,1998) (Figure 15).

La sensibilité de cette technique est minime en raison de la faible proportion de
cellules parasitées et du caractére fugace de la bactériémie bien qu'une présence de morula
dans le sang particulicrement dans une région endémique serait évocatrice d’une maladie
vectorielle. La présence de morula n’est décelable qu'au stade aigue de l'infection. En effet, le
pourcentage de granulocytes neutrophiles contenant des inclusions intracytoplasmiques lors
d’une infection aigué chez le chien varie de 7 a 32% (Poitout et al.,2005). Toutefois, Egenvall

et al., 2000 ont décrit une détection plus aisée de morula aprés une corticothérapie.

QO &
L ]

@

Figure 15 Morula d’Anaplasma phagocytophilum (Lester et al., 2005).

A. phagocytophilum est une bactérie intracellulaire stricte dont la culture et 1’isolement
sont difficiles, car ils ne se font pas sur milieux inertes tels que les milieux gélosés. Elle se
cultive sur des cellules leucocytaires humaines HL-60 : human promyelocytic leukemia cell

lines (HL-60) et sur des cellules de lignée de tique (Aguero-Rosenfeld et al.,2002) et sur des
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cellules CML (Bayard et al. ,2004). Selon Bayard et ses collaborateurs, il a été décrit que la
croissance d’A.phagocytophilum est meilleure sur les cellules CML en comparaison aux
cellules HL-60, ceci suggére qu’A. phagocytophilum infecte préférentiellement les

granulocytes matures.

Bien que la culture peut étre le diagnostic le plus sensible pour la détection de
I'infection aigué& chez I'homme, cette méthode n'est pas systématiquement utilisée chez les
chiens pour des fins de diagnostiques et cela en raison des contraintes ainsi que des difficultés

lies a la méthode (Bayard et al.,2004).

¢) Bilan biochimique

En biochimie, on relévera une tendance a 1’hypoalbuminemie et une hyperproteinemie
ainsi qu'une augmentation des enzymes hepatiques phosphatases alcalines. La moitié des
chiens présentent une augmentation de 1’activité de 1’amylase (Bakken, et al.,1994). En
hématologie, on observera une lymphopénie (Cockwill et al.,2009) et une forte thrombopénie,

le taux des plaquettes serait de 1’ ordre de 51.000 / ul (Mazepa et al., 2010).

d) Diagnostic sérologique

Diverses techniques sérologiques ont été développées a des fins de diagnostic. En
1993, Corstvet et ses collaborateurs ont décrit un test immuno-enzymatique, utilisant des
anticorps monoclonaux et capable de détecter des antigénes d’A. phagocytophilum dans le

plasma de chevaux expérimentalement infectés (Corstvet et al., 1993).

Les anticorps spécifiques peuvent étre également détectés par immunofluorescence
indirecte, en utilisant des antigénes d’A. phagocytophilum ou moins fréquermment d’A. platys.
La séroconversion est observée dans un délai de 1 a 4 semaines aprés I’inoculation. De plus,
en zone d’enzootie, la séropositivité peut étre le reflet d’une exposition ancienne et n’avoir

aucun rapport avec une infection aigug. Il est donc recommandé, dans ces cas, de répéter la
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sérologie a une ou plusieurs semaines d’intervalle. Des réactions croisées peuvent étre

observées selon la zone géographique et les agents pathogénes prédominants dans la région.

Le titre d’anticorps contre A. phagocytophilum diminue en 6 4 9 mois aprés un
traitement antibiotique approprié. Si le titre d’anticorps est suivi au cours du temps, les tests
sérologiques doivent étre réalisés par le méme laboratoire pour autoriser une étude
comparative. Les examens sérologiques font appel a une souche de 'un des trois biovars d’A.
phagocytophilum cultivée sur des cellules HL-60. La nature de la souche a utiliser pour
obtenir les meilleurs résultats reste & déterminer et elle pourrait varier en fonction de l'espéce

animale testée.

Le diagnostic nécessite 1'examen de 2 voire méme de 3 sérums, l'un prélevé au tout
début de la maladie, un deuxieme prélevé 3 a 4 semaines plus tard et un troisieme prélevé 6 a
8 semaines apres 'apparition des premiers symptomes. Les tests les plus utilisés sont des tests
d'immunofluorescence mais l'existence de communautés antigéniques entre A.
phagocytophilum, E. canis, E. chaffeensis et E. ruminantium complique l'interprétation des
résultats. (Breitshwardt et al., 1998 ; Poitout et al., 2005 ; Barutzki et al., 2006 ; Severo_et al.,
2012).

Chez le chien, les IgG sont décelables des les 8 premiers jours suivant une primo
infection et 2-5 jours aprés ’apparition des morulas. Ils peuvent persister pendant plusieurs
mois (Egenvall et al., 2000). Chez I’homme, il a été décrit une persistance des anticorps
pendant prés de 3ans (Bakken, et al., 2008). Lors de forme aigue, les anticorps pourraient ne
pas étre détectés, un chien peut présenter des signes cliniques tout en étant séronégatif, cela
s’explique par une sérologie réalisée précocement, c¢’est-a-dire avant que le chien n’a eu le
temps de développer une réponse immunitaire. La séropositivité est le reflet d'une exposition
initiale, il est donc utile de réaliser des dilutions en série des titres obtenus au 1/50 en IFI
(Egenvall et al.,1997). Le clinicien est donc tenu d’établir son diagnostic tout en tenant
compte de I’ensemble des données épidémiologiques tels quune exposition de 1’animal aux
tiques et des manifestations cliniques particuliéerement, s’il n’a pas accés aux méthodes de

biologie moléculaire.

49



Chapitre 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

D’autres méthodes sérologiques ont éte developpées telles que les techniques immuno-
enzymatiques (ELISA). En utilisant un antigéne recombinant p44, cette technique est adaptée
pour tester le sérum des chiens mais aussi des chevaux (Magnarelli et al., 2001). Des réactions
croisées entre les différentes espéces d’Anaplasma peuvent survenir. En effet 1'utilisation des
anticorps monoclonaux (Msp5) a montré d’importantes réactions croisées entre A.
phagocytophilum et A. marginale au test ELISA, mais aucune réaction croisée n’est détectée
lors de I'utilisation d’un test ELISA compétitif (Strik et al., 2007). Par ailleurs, les chiens
positifs & A. platys ont montré une positivité sérologique a A. phagocytophilum en utilisant le

test recombinant MSP2 (Bowman et al., 2009).

Des techniques immuno-enzymatiques, utilisant comme antigénes des protéines de
surface obtenues par recombinaison, sont en cours d'évaluation et semblent donner des
résultats prometteurs notamment pour différencier les infections & A. phagocytophilum a

celles d’E. canis (Severo et al., 2012).

Par ailleurs, des kits de détection développés par IDEXX sont mis & la disposition des
praticiens (Figure 16). Ils utilisent une protéine recombinante Msp2/p44 pour la détection
d'anticorps contre A. phagocytophilum. Néanmoins des résultats positifs en utilisant ce test ne
responsabiliserait pas catégoriquement A. phagocytophilum et comme pour le test TFI, des
résultats négatifs peuvent survenir chez des chiens présentant une maladie aigué. (Chabanne,

2009).

IContrile positif
K ! —_ A. phagocytophilum)
E. cania — ~————== ~__ |
B. burgdorfer —— T8 = Difilariose

Figure 16 Les cing spots permettant I’ interprétation du SNAP® test 4Dx® (IDEXX
Laboratoires, 2012).
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Une étude comparative a ét€¢ menée par Egenvall et ses collaborateurs (1996) a permis
de comparer 1’efficacité des différentes méthodes a savoir I’IFL, la PCR (ARN 16s) et I’étude
cytologique des frottis. Ainsi, 73% des chiens séropositifs avaient une PCR et une cytologie
positive alors que 94% des chiens positifs en cytologie avaient une PCR positive. L utilisation
de multiples méthodes de diagnostic d’AGC est nécessaire pour confirmer avec certitude le

diagnostic de 1’anaplasmose granulocytaire canine.

e) Diagnostic moléculaire (PCR)

Les techniques de biologie moléculaire rendent le diagnostic plus précis car ils nous
offrent l'avantage de différencier d’une maniére trés précise les maladies infectieuses qui

présentent les mémes manifestations cliniques et hématologiques (Beall., et al, 2008).

La détection d’ADN d’A. phagocytophilum par PCR est réalisée dans les laboratoires
spécialisés. Un résultat PCR positif permet de confirmer, avec quasi-certitude, une infection.
A T’inverse, un résultat PCR négatif n’exclut pas la possibilité d’une infection. En effet, un
résultat peut étre neégatif si I’échantillon testé n’est pas prélevé dans un organe infecté. La
localisation des bactéries peut étre réduite a certains compartiments de 1’organisme et un
résultat peut également apparaitre négatif si la PCR est réalisée a un moment ot la charge
bactérienne est en forte décroissance, par exemple apres le début d’un traitement. (Egenvall

et al.,1998 ; Beall, et al.,2008 ; Granick, et al.,2009).

La majorité des tests PCR réalisés afin d’identifier A. phagocytophilum ciblent le géne
ARNI16S ou le gene de la protéine de surface externe msp2 (p44). Ce dernier est plus
spécifique & A. phagocytophilum contrairement au géne ARN16s qui lui peut détecter d’autres
espéces d’Anaplasma voir d’autres bactéries comme Bartonella henselae ( Egenvall et

al.,2000).
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Drazenovich et ses collaborateurs (2006) ont décrit une nouvelle technique Tag-MAN
PCR qui cible le gene MSP2. Cette derniere présente une grande sensibilit€ et spécificité pour
différentes souches d’A. phagocytophilum (Drazenovich et al.,2006)

Suspicion d'une anaplasmose

Figure 17 Diagnostic de 1’anaplasmose granulocytaire canine

7) TRAITEMENT

Le traitement de I’anaplasmose granulocytaire repose sur l'utilisation d’agents anti-
rickettsiens et d’une thérapeutique de soutien (Horowitz et al., 2001 ;Maurin et al.,2003).
Ainsi, des études ont montré qu’'une injection unique d’une forme a libération prolongée de
doxycycline, protéege completement les souris contre les infections a A. phagocytophilum
véhiculée par des tiques (Zeidner et al., 2004, Massung et al.,2005).

De plus, différents auteurs ont décrit une sensibilité a la doxycycline, la rifampicine, la

levofloxacine, 1’ ofloxacine et la trovafloxacine ( Klein et al.,1997 ; Horowitz et al.,2001 Cohn
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et al.,2003 ; Poitoutet al.,2005) et une absence de sensibilité aux macrolides
(clarithromycine), & la pénicilline (amoxicilline), a la gentamicine, a la clindamycine et enfin

aux triméthoprime sulfamides (Horowitz et al.,2001; Maurin et al.,2003; Branger et al.,2004).

Les tétracyclines restent la classe d’antibiotique de choix pour le traitement de
I’anaplasmose granulocytaire canine et permettent un rétablissement spectaculaire pour les
formes aigués en 24 a 48 heures, dans la plupart des cas. Elles inhibent la synthése des
protéines au niveau ribosomial (Chopra et Roberts, 2001). Aprés traitement, le taux
plaquettaire se normalise en une a deux semaines (Caron et Hernandez, 2011). La molécule
employée par consensus est la doxycycline (5 a 10 mg/kg/j par voie orale) une a deux fois par
jour pendant 2 semaines. La doxycycline possede en outre 1’avantage d’étre active contre
Borrelia burgdorferi, I’agent de la maladie de Lyme, qui est fréequemment co-transmise avec
I’anaplasmose granulocytaire entrainant des manifestations plus longue (Duffy et al.,1997 ;
Stafford et al.,1999 ; Krause et al.,2002 ; Andelson et al.,2004) et demeure donc le traitement
de choix. Cependant, dans certains cas on préconise la rifampicine (Klein et al.,1997 ;
Horowitz et al., 2001) ou des quinolones (lévofloxacine) (Martin, 2004). Comme alternative

pour les sujets jeunes, les femelles gestantes ou présentant une intolérance a la doxycyline.

Tableau 1 Traitement requis lors d’ Anaplasmose granulocytaire canine.

Molecule Dose administration Interval Durée
(mg/kg) administration traitement/jour
Tetracycline 22 PO 8 14-21
Doxycycline 5-10 PO(IV) 12-24 10-21
Minocycline 10 POIV) 12 10
Chloramphenicol 25-50 PO(IV.SC) 8 14-21
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Légendes : IV : voie intraveineuse ; PO : voie orale ; SC : voie sous-cutanée ; Tableau :
Traitement antibiotique de [’anaplasmose granulocytaire canine (d’aprés Diniz &

Breitschwerdt., 2012).

8) PROPHYILAXIE

Aucun vaccin n’est disponible dans le commerce, du fait de la présence de régions
hypervariables dans le génome d’A. phagocytophilum. Cette caractéristique confére a 1’agent
pathogéne la possibilité d’avoir des protéines de surface changeantes et donc d’échapper au
systéme immunitaire. Ainsi, il est trés difficile d’envisager 1’élaboration d’une vaccination.
Cependant, la découverte de protéines de surface stables permet d’espérer 1’élaboration d un
vaccin dans les années & venir comme cela a pu €tre possible pour A. marginale chez les

bovins (De Andrade et al.,2004)

Actuellement, aucun moyen medical de prévention n’est disponible contre les
infections dues & A. phagocytophilum chez le chien. La méthode principale de prévention de
ces infections est basée sur une protection active contre les tiques. Grice notamment a
I'utilisation de molécules antiparasitaires. Les molécules les plus utilisées sur le terrain sont la
deltaméthrine en collier (Scalibor®) suivie par le fipronil (Frontline®)(Drouffe, 2007). On
peut également utiliser de l'imidaclopride associée a de la perméthrine (Advantix®)
(Blagburn et al., 2004). De plus, il convient de faire attention au facteur de risque principal, a
savoir la morsure de tique, surtout dans les périodes a forte activité de tiques (printemps et

automne)

Une autre orientation serait 1’¢laboration dun vaccin qui controlerait 1’infestation des
tiques ou qui empécherait les tiques d’en étre vecteur (De la fuente et al ,2006) a titre
d’exemple A.phagocytophilum ne peut pas infecter les glandes salivaires des nymphes d’L

Scapularis en absence du gene de la 1.3-fucosyltransferase (Pedra et al .,2008).

En conclusion, 1’éradication totale de la maladie semble difficilement envisageable,

étant donné son réservoir qui est principalement constitué de bovins et d’animaux sauvages.
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Etude de I’espéce Borrelia burgdorferi sensu lato

1) TAXONOMIE

Les spirochetes représentent phylogénétiquement un des 11 phylums des eubactéries
(Woese, 1987). Les Borrelia appartiennent a la famille des Spirochaetaceae. Jusqu’a
la découverte du spirochéte responsable de la borréliose de Lyme, la nomenclature du genre

Borrelia comprenait uniquement les agents des fievres récurrentes.

Actuellement les Borrelia associées a la borréliose de Lyme appartiennent au complexe
Borrelia burgdorferi sensu lato. En effet, au sein de ce complexe il n'y a pas d’association
stricte vecteur-Borrelia. Des études portant sur I’homologie d’ADN entre les souches ont
montré ’existence de différentes especes au sein de B. burgdorferi devenu
B. burgdorferi sensu lato : Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garini et Borrelia
afzelii (Postic, 1990 ; Baranton, 1992); ces espeéces sont reconnues comme pathogéne pour
I’homme (Van Dam et al., 1993 ; Wang et al.., 1999). Depuis, le nombre d’espéces identifiées
en utilisant différentes approches moléculaires ne cesse de croitre ce qui révele
la grande diversité génétique des Borrelia associées a la maladie de Lyme (Wang
et al., 1999). Actuellement, on distingue 12 géno-especes faisant parties du complexe Borrelia

burgdorferi sensu lato (Aguero-Rosenfeld et al., 2005)

2) MORPHOLOGIE

Borrelia burgdorferi se présente sous forme d’une cellule hélicoidale dont la longueur est
comprise entre 10 et 20 pm et la largeur entre 0.18 et 0.25 pm. Modérément colorable
par le Giemsa, cette bactérie est lentement mobile mais capable de rotation et de flexion
entre lame et lamelle. Les Borrelia, sont caractérisées par une ultra structure trés particulieére,
unique au sein des Eubactéries. Le corps bactérien est limité par une couche amorphe,

et une membrane externe multi-lamellaire constituée de peptidoglycane. Les flagelles
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(filaments ou fibnlles axiaux) sont aux nombre de 7 a 11 et localises entre I’enveloppe externe

et le corps bactérien.

L’isolement de cette bactérie est possible dans le milieu de Kelly modifié et a une
température optimale de 33 a 35°C mais actuellement, le milieu couramment utilisé est le
milieu BSK II qui permet d’atteindre une concentration de 1 4 4 x 10® bactéries /ml a partir de
1 & 2 spirochetes. La croissance y est de type micro-agrophile (4% d’0;) avec un temps

de génération variant de 6 4 12 heures (Barbour 1984 ; Barbour et Hayes, 1986).

Borrelia burgdorferi est le premier spirocheéte dont le génome a été entierement
séquence. D’une taille d’environ 1,5 Mb, il est constitié d’un chromosome lineaire
de 910.725 Pb avec un G+C de 28.6% et de 21 plasmides (9 circulaires et 12 linéaires)
d’un poids global de 610.694 Pb. Ces plasmides se comportent comme de véritables mini-
chromosomes et leur grand nombre permet un nombre important de recombinaisons (Fraser et
al., 1997 ; Casjens et al., 2000). L étude des plasmides a montré qu'ils portaient 1’essentiel des
génes codant pour des protéines de surface. Le codage des geénes
de B. burgdorferi n'est pas stable, il permet des recombinaisons et des réarrangements inter et
intra plasmidiques. Certaines de ces recombinaisons entrainent des modifications au niveau
des protéines de surface qui permettent a la bactérie d'échapper au systéme immunitaire

de son hoéte et de coloniser les tissus (Fikrig et al., 1998 ; Schwan et Piesman, 2000).
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3) EPIDEMIOLOGIE

a) Répartition géographique

Figure 18 Distribution géographique de la borréliose de Lyme et de son vecteur

(Les étoiles indiquent des pays pour lesquels seuls de rares cas de borréliose de Lyme ont été

rapportés)

La borréliose de Lyme est la maladie & transmission vectorielle la plus décrite dans
I’hémisphére nord. Elle survient en Europe, en Amérique du Nord, en Asie ainsi que dans
quelques pays du Maghreb (Figure 23), notamment 1’ Algerie ou toutefois Ixodes ricinus qui
est le principal vecteur de B. burgdorferi est rarement rencontré (Azzag et al., 2015). En
générale, sa répartition suit donc la distribution géographique de son vecteur, les régions
humides et boisées (Figure 18). En effet, la séroprévalence de B. burgdorferi chez le chien
dépend directement de I’aire de répartition des tiques du genre Ixodes mais aussi de leur
densité. En effet, la répartition mondiale de la maladie de Lyme canine se superpose a celle du
vecteur arthropode et concerne particulierement les pays i climat tempéré. Aux Etats-Unis, la
séroprévalence des chiens est estimée & 2% dans les régions non endémiques et atteint parfois
les 100% dans les ragions endémiques (Rand et al., 1996 ; Littman, 2003). En Europe, de
nombreux travaux visant a établir la séroprévalence de la maladie Lyme chez le chien ont été
menes et cela dans différents pays tels que la Suede, 1’Allemagne, Pays bas, Espagne et
Belgique (Goossens et al., 2001 ; Skotarczak, 2002).
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Par ailleurs, ces différentes études n’ont pas reévélé de prédisposition ou de réceptivité
lies a la race ou encore au sexe de 1’animal, mais 1l est évident que 1a fréquence d’exposition
aux morsures de tiques des chiens de chasse augmente leur risque de contracter la maladie de
Lyme. Les chiens dgés de moins de cinq ans développent des formes plus graves au contraire
des adultes qui s’immunisent par des contacts répétés au cours de leur vie (Levy, 2002). Une
étude basée sur des techniques moléculaires et sérologiques a montré une faible incidence de
la maladie de Lyme, chez des chiens de diverses origines (propriétaires et chiens errants). En
effet, Azzag et ses collaborateurs ont décrit une prévalence de 5.2% ; 11/213 de chien
séropositifs pour B. burgdorferi s.1., des résultats comparables a d’autres €tudes dans la région
(Espagne) Amusategui et al., 2008).

D’autres parts, plusieurs études basées sur des critéres sérologiques (IFI/ELISA) ont
permis d’obtenir des prévalences. En IFI, 1.7 % parmm 579 chien ont été positifs en Alabama,
USA (Wright et al., 1997), deux études en Espagne portant respectivement sur 649 et 466
chiens ont permis d’obtenir des séroprévalences dans 1’ordre de 15% et 0.6% (Amusatequi et
al., 2008 ; Solano-Gallego et al., 2006). En outre, dans une étude au moyen orient portant sur
un effectif de 40 chiens, Baneth et ses collaborateurs (1998) ont obtenu une prévalence de
10%. Au Minnesota, Beal et ses collaborateurs (2008) ont révélé un taux de séroprévalence
de 11% chez une population de 731 chiens, alors que dans une étude menée en Californie, en
Oregon et & Washington le taux de prévalence était de 1.2% (Carrade et al., 2011). D autre
part, au Pays bas, Goossens et ses collaborateurs (2001) ont obtenu un taux de prévalence de
18% dans une étude qui a regroupée 445 chiens. D’autres études reposant sur des tests de
détections rapides (IDEXX) menés dans différentes régions du monde ont obtenus des
résultats similaires. En effet, Rand et ses collaborateurs ont obtenu 12.7% de prévalence sur
une population de 1087 chiens, dans le Maine, USA. En revanche, une autre étude menée
dans différente ville en Chine, dont Beijing, Shenzhen et Shangani est revenue avec un taux
de prévalence de 0.17% parmi 600 chiens (Xia et al, 2012). En Europe, Barth et ses
collaborateurs (2012) ont obtenu 4.9% chez une population de 448 chiens, Mircean et ses

collaborateurs (2012) ont obtenu pour leurs parts, 0.5% parmi 1146 chiens.

D’autres études ont été¢ menees sur des critéres moléculaires, parmi celles-ci, Wagner

et ses collaborateurs (2012) ont obtenu 23% de séropositivité pour 451 chiens analysés.
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b) Transmission de Borrelia burgdorferi

La borréliose de Lyme est une zoonose transmise par un arthropode hématophage du
genre Ixodes appartenant au complexe Ixodes ricinus. Selon les zones géographiques, il existe
différentes especes de tiques notamment /. scapualris au Nord-Est et Sud Est des Etats-Unis
et au Canada, I. pacificus dans 1’Ouest des Etats-Unis, I ricinus en Europe tempérée, L
persulcatus en Europe de I’Est et en Asie et I. ovarus au Japon. Il existe également des
vecteurs secondaires permettant I’entretien du cycle qui constituent alors un réservoir sauvage
(I. dentatus, 1. neotomae, 1. spinipalpis, Pholeoixodes hexagonus, Ixodes uriae) (Pantchev et

al., 2009).

Ixodes ricinus peut se nourrir sur tous les vertébrés présents dans son environnement.
On retrouve le plus souvent des larves sur les petits mammiféeres, les nymphes sur des
mammiferes de taille moyenne et les adultes plutdt sur des grands animaux de type ongulés.

La répartition n’est ni homogéne ni aléatoire.

La majorité des tiques sont agrégées sur une petite portion de 1’hote. L agrégations
simultanée de nymphe et de larve de tique sur un méme hdéte favorise la transmission
systémique si un temps suffisant s’écoule pour permettre le développement de I'infection dans
I’hote et ainsi I'infection de la larve (Figure 19) (Mannelli et al., 2012). Ixodes ricinus sera
plus longuement détaillé ici car il constitue le vecteur principal de la maladie en Europe

occidentale.

La transmission de Borrelia peut survenir quelle que soit le stade de développement de
la tique larve, nymphe ou adulte. Toutefois, la transmission par les larves s avére
exceptionnelle et d’autant moins probable que le passage vertical, transovarien des Borrelia
est exceptionnel (Magnarelli et al., 1987 ; Bellet-Edimo et al., 2005). La transmission par un
adulte mile est elle aussi trés peu probable, car celui-ci ne prend que trés exceptionnellement
un repas, sa présence sur le mammifére est animée par le besoin de se reproduire (Perez-Eid,

2007).
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Figure 19 Cycle de transmission de Borrelia burgdorferi (adaptée et modifiée de Little et al.,
2010)

Le taux d’infestation des tiques par Borrelia et de ce fait le risque de transmission de
la bactérie augmente au fur et & mesure des stades de développement des tiques. Néanmoins,
ce sont les nymphes qui sont le plus souvent responsables de la transmission de la borréliose
de Lyme a I’homme (Nahimana et al., 2004). En effet, leur densité en zone endémique est
eélevée, jusqu’a 10 voire 30 fois celle observée pour les adultes, et leur taux d’infestation (8 a
20 % selon la région) est presque aussi élevé que celui des adultes (Matuschka et al., 1992).
En outre, leur petite taille rend leur détection sur la peau beaucoup plus difficile et tardive que

pour les adultes femelles.

La transmission sanguine est la meilleure transmission des spirochétes des réservoirs
aux tiques. En outre, la transmission est meilleure si l'infection des nymphes est active au
printemps et que les larves sensibles sont actives I’été de la méme année, ¢’est-a-dire que les
réservoirs sont tout d’abord infectés par les nymphes puis transmettent I’infection aux larves

(Krupka et al., 2007 ; Mannelli et al., 2012).
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Par ailleurs, Borrelia peut &tre transmmise lorsqu’une tique engorgée est a proxamité de
la peau de I’héte sans infection systémique ce qu’on appelle la transmission par co-feeding.
Ce mode de transmission entre une nymphe infectée et une larve saine peut survenir lors
d’une infestation simultanée d’un vertébré et est favorisée par un regroupement de tiques sur
la peau de I’hote. Ce mode de transmission, bien que minoritaire en comparaison a la
transmission systémique, devrait étre réévalué notamment I’implication de certains ongulés
dans le cycle. En outre, il a été récemment montré que pour B. afzelii, ce mode de
transmission contribue au maintien de la diversité génotypique dans une population de tique

locale et peut étre plus significatif que ce que 1’on pensait (Mannelli et al., 2012).

La transmission transovarienne des spirochétes est rare. Néanmoins, elle peut contribuer
significativerent a I’entretien de 1’infection chez les petits rongeurs. En effet, les sounis et les
campagnols servent d’hotes a de nombreuses larves et ce mode de transmission peut
augmenter le niveau d’infection larvaire. En outre, dans certaines régions, ce mode de
transmission est méme nécessaire pour le maintien de 1’infection car la fréquence de morsure

des nymphes sur les rongeurs est insuffisante (Mannelli et al., 2012).

¢) Réservoir et especes sensibles

Un réservoir est, par définition, un systéme écologique, un biotope dans lequel un
agent infectieux survit indéfiniment. Il inclut donc 1’ensemble des populations hdtes ainsi que

les hétes intermédiaires ou vecteurs, le plus souvent invertébrés (Savey and Dufour, 2004).

Les especes réservoirs doivent étre capables d’acquérir le spirochéte a partir d’une tique
infectée, permetire a 1’agent de se multiplier et se développer et de persister dans leur corps et
de transmetire I’agent a une autre tique lors de son repas sanguin sur celui-ci (Mannelli et al.,

2012).

Parmi les nombreux réservoirs animaux, les rongeurs jouent le rdle de véritables
réservoirs car leur infection reste inapparente. D’autre part, les cervidés, quant a eux, ont
davantage un r6le d’entretien et de dissémination des tiques mais cela reste controverse. En

effet, les cervidés seraient des réservoirs incompétents mais des marqueurs biologiques de la
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presence de tiques. Ils servent d’hotes pour un grand nombre de tiques et contribuent
significativement au maintien de la population vectorielle (Mannelli et al., 2012). Les liévres
(Lepus spp) et hérissons (Erinaceus europaeus) sont des réservoirs compétents pour de
nombreux génotypes (Mannelli et al., 2012). Les blaireaux (Meles meles) et le renard roux
(Vulpes vulpes) peuvent en théorie constituer également des réservoirs mais bien que des
spirochetes aient été retrouvés dans la peau et dans le sang des renards (capacité de
transmettre 'infection aux tiques), il n’a pas été prouve qu’ils étaient des réservoirs

compétents (Gerber et al., 2007).

4) EXPRESSIONS CLINIQUES

En dépit d’une séroprévalence élevée a B. burgdorferi chez les chiens dans les régions
endémiques, les manifestations cliniques sont rares. Des études ont montré que des animaux
exposés & des morsures de tiques développent dans 5% des cas des signes cliniques.
Cependant, dans les infections expérimentales, 75% des chiens inoculés expriment la maladie

(Appel et al., 1993).

Par ailleurs, la possibilité d’une transmission simultanée de plusieurs agents infectieux
par des tiques co-infectées n’est pas a écarter et peut brouiller un tableau clinique

par des formes cliniques atypiques et rendre difficile I’établissement d'un diagnostic précis.

Les manifestations cliniques les plus fréquentes de la maladie de Lyme chez le chien
est une arthrite d’apparntion rapide et récurente, évoluant le plus souvent sur une seule
articulation. Les articulations les plus fréquemment atteintes sont en premier lieu les carpes,
puis le coude. A la palpation, les articulations atteintes sont légérement gonflées, chaudes

et douloureuses (Figure 20) (Littman, 2003).
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L

Figure 20 Arthrite chez un chien atteint de borréliose de lyme (Hammon, 2015)

Le tableau clinique de la phase aigué associe habitucllement aux signes articulaires
des symptomes genéraux tels que de ’hyperthermie de 38.8°C a 40.5°C, de 1’anorexie,
de la 1éthargie et des adénites (Krupka et Straubinger, 2010).

L’érythéme migrant, observé chez [’homme, est frés rarement retrouvé chez le chien.
Ceci pourrait étre dii au pelage qui masque les signes cutanés. D autres signes cliniques non
speécifiques tels qu’un rash cutané ou de 1’urticaire peuvent étre observés. D’autres auteurs
ont décrit I’existence de lésions érythémateuses au point de fixation des tiques (Summers

et al., 2003).

Les formes chroniques se caractérisent par la présence d’arthrite et de boiteries, plus
ou moins permanente, des signes de glomérulonéphrite se traduisant par de la protéinurie
et une élévation du taux plasmatique de 1'urée-créatinine (Grauer et al., 1988). Par ailleurs,

I’atteinte cardiaque se manifeste par de 1’endocardite et des arythmies ventriculaires.
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5) PATHOGENIE

L antigénicité de Borrelia burgdorferi change au cours de son cycle de vie,
particulierement pendant le gorgement de la tique. Cette modification permet une adaptation
de la bactérie a son vecteur et un échappement a la réponse immunitaire de 1’arthropode.
L’intérét va étre porté aux protéines majoritairement impliqueées dans la pathogénie de la
maladie de Lyme. Les protéines de surface, les protéines de membranes ainsi que les
protéines régulatrices du complément. Les protéines les plus impliquées dans la pathogénie de
la borréliose sont les protéines de surface Osp (Manneli et al., 2012). Nous verrons plus en
détails ci-dessous le pouvoir pathogene de B. burgdorferi durant la triade acquisition chez la

tique, transmission a I’héte et son comportement chez 1’hote.

L’infection de la tique a lieu soit lors d’un repas sanguin sur un vertébré contaming soit
par transmission transovarienne mais uniquement en cas d’infection généralisée aux ovaires.
Le repas sanguin de la tique Ixodes ricinus dure environ 96 heures. Au cours des 24 premiéres
heures, la bactérie pénétre au sein de 'organisme de la tique et se multiplie dans
I’hémolymphe. La bactériémie reste tout de méme faible et peu de germes sont retrouvés dans
les tissus apres cette phase. Par la suite, elle migre de fagon continue au sein de I’intestin de la

tique et reste au niveau des caecums latéraux jusqu’au prochain repas sanguin.
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~oylinder Anchor of fiagella
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Figure 21 Morphologie des spirochétes Borrelia burgdorferi (Singh et Hermann, 2004)
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Plus précisément, les spirochétes forment des petits amas dans les espaces
intercellulaires du mésentéron et dans les microvillosités de sa bordure en brosse. Pour
survivre au sein de la tique, le spirochéte doit &tre capable de s’adapter au métabolisme de la
tique et de persister au moment des repas sanguins et des mues. Pour ce faire, il existe des
mécanismes d’adaptation a 1’aide notamment par certaines protéines appelées protéines de

surface (Mannelli et al., 2012).

Pour éviter sa destruction par le systeme immunitaire de 1"hote 1a premiére stratégie de
B. burgdorferi sl consiste & modifier la syntheése de ces protéines de surface. Parmi celles-ci,
on retrouve OspA qui est une protéine qu’on retrouve chez toutes les espéces de Borrelia
burgdorferi avec un poids moléculaire compris entre 31 et 33 kDa (Baranton et al., 1992).
Elle est produite par la bactérie lorsqu’on la retrouve dans 1’intestin de la tique mais toutefois
elle est faible en quantité au moment de I’engorgement (Figure 22). En effet, une souche de
Borrelia déficiente en OspA et OspB est capable d’infecter une souris et de générer une
arthrite sans pouvoir coloniser I'intestin de la tique. Ceci souligne le role important des

protéines de surface O dans le maintien du spirochéte au sein du vecteur.
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Figure 22 Régulation de l'expression des génes de Borrelia burgdorferi chez ses différents
hétes (Singh et Hermann, 2004)
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Plus précisément, OspA joue un role dans 1’adhérence du spirochéte a 1’intestin de la
tique en se liant & des protéines TROSPA. De plus, elle a déja éié retrouvée liée a elle-méme,
facilitant ainsi 1’adhérence spirochéte-spirochéte et ainsi toute interaction (Mannelli et al.,

2012).

Afin d’effectuer son repas sanguin, la tique enfonce son hypostome au sein de
I’épiderine de I'hote et libére simmiltanément par sa salive des substances vasoactives,
anticoagulantes et cytolytiques. L ancrage de son rostre dans la peau est assuré par un cément
composé de glycoprotéines polymeérisant au contact de 1’air. Au cours des 24 a 72 premieres
heures appelées phase lente du repas sanguin, une multiplication des bactéries se produit au
sein de I'intestin de la tique. Suite a cette prolifération bactérienne, une dissémination des
spirochétes depuis l'intestin jusqu’aux glandes salivaires de la tique est observée. La

transmission a 1’hote est alors possible a travers la salive enrichie en bactéries.

Les protéines de surface sont les principaux moyens impliqués dans la transmission.
En effet, au cours de 1’engorgement de la tique, il a été¢ montré une sous-expression du géne
Ospa et une surexpression du géne OspC. Cette régulation des génes, est probablement liée &
des variations thermiques, permettant au spirochete d’atteindre les glandes salivaires et ainsi
de pouvoir étre transmis a ’hote. La protéine OspC se lie a une protéine salivaire de la tique
et assure ainsi une transmission mécanique. A ces protéines s’ajoute la protéine salivaire
Salpl5 impliquée également dans la transmission du spirochéte. En effet, son pouvoir
immunosuppresseur a été démontré, ainsi la production de peptides antimicrobiens générés
par Borrelia burgdorferi est bloquée, protégeant ainsi contre la réponse immunitaire innée

cutanée de I’hote (Mannelli et al., 2012).

6) REPONSE IMMUNITAIRE

Les réponses immunitaires innées dans la borreliose de Lyme constitue la principale
barriére de défense et d’élimination contre les pathogénes, en outre il s’avére aussi une rampe

de lancement pour I’immunité adaptative.
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La transmission du spirochéte dans la peau par la tique active le complément et
conduit & une lyse a des spirochetes médiés par le complément (Breitner-Ruddock et al.,
1997). Malheureusement, beaucoup de souches de Borrelia ont évolué de maniéres a résister
au systeme du complément, en effet B.burgdorferi s.s et B.afzelii peuvent lier le facteur H,
produit par le systteme du complément évitent ainsi l'opsonisation des OspE médiée par le
complément, les complexes d'attaque membranaire et la phagocytose. Ainsi, elles s’échappent

de cette premiere ligne de défense (Alitalo et al., 2002).

Les cellules du systtme immunitaire inné, par ex. monocytes, macrophages, cellules
dendritiques (DC) et granulocytes, rencontrent B.burgdorferi au site d’inoculation ou le
spirochéte y reste habituellement localisé pendant un certain temps. A travers, la
reconnaissance de ses PAMPs, les cellules du systéme immunitaires identifient la présence du
pathogéne, en partie a travers des récepteurs de reconnaissance de pathogénes (PRR) comme
les récepteurs Toll-like (TLR) (Medzhitov and Janeway, 2000) (Figure 23). Les TLR
reconnaissent différents ligands microbiens tels que les lipoprotéines, les lipopolysaccharides
(LPS), I'acide lipotechoique (LTA) et le peptidoglycane de la paroi cellulaire (O'Neill, 2004 ;
Zarember and Godowski, 2002). B.burgdorferi contient une proportion élevée de
lipoprotéines qui sont reconnues par les TLR2 (Hirschfeld et al., 1999), les TLR1
(Alexopoulou et al., 2002) ou les TLR6 (Bulut et al., 2001) dans un complexe hétérodimere,
qui sont particulierement importante pour la reconnaissance du spirochéte par les

macrophages, les neutrophiles et les naturals killers (NK).

Par ailleurs, d’autres composants preésents sur la surface du spirochete sont une cible
pour la reconnaissance par le systtme immunitaire innée. En effet, les flagellines sont
I’élément principal du flagelle du spirochéte, (Shapiro and Gerber, 2000) contiennent une
séquence stimulante pour le TLR-5 (Jacchieri et al., 2003).

Par le biais de cette reconnaissance, les macrophages, les neutrophiles et les cellules
dendritiques peuvent éliminer les spirochetes par phagocytose, (Montgomery and Malawista,
1996 ; Montgomery et al., 1994). Par ailleurs, la reconnaissance de B.burgdorferi conduit

également a la libération de médiateurs comme les cytokines et les chimiokines, par ex. le
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facteur de nécrose tumorale TNFa, IL-1p, IL-6, IL-8 et de 1'lL-12, par des monocytes, des
macrophages, des neutrophiles et les cellules dendritiques (Dennis et al., 2009; al., 1995;

Suhonen et al., 2003, Steere et al., 2004).

La sécrétion de cytokines et de chimiokines est une étape importante dans le
recrutement d'autres composants de la réponse immunitaire innée de l'héte au site
d’inoculation. Les cytokines et les chimiokines affectent le flux sanguin et l'expression de
molécules adhésives sur les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, et permettent aux
leucocytes de migrer dans le tissu infecté. Les cellules dendritiques activées par les TLR
serviront de cellules présentatrices d'antigéne (APC) et appréteront des antigénes lipidiques
aux cellules T, cette derniere population de cellules, une fois activées aura pour mission de

servir de pont entre I’immunité innee et I'immuniteé adaptative (Banchereau et al., 2000).
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Figure 23 Reconnaissance innée de Borrelia burgdorferi

Des études ont montré que B.burgdorferi est un inducteur puissant de la libération de
cytokine et de chimiokine a partir de monocytes. Les monocytes en contact avec
B.burgdorgferi libérent des cytokines pro-inflammatoires tels que IL-IB, TL-6 et TNF-a
(Radolf et al., 1995) et des taux élevés de chimiokines et de protéine chimiotactique 1 (MCP-
1/CCL2) et IL-8 / CXCLS8 (Sprenger et al., 1997).
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La réponse immunitaire adaptative contre B.burgdorgferi implique & la fois une
réponse humorale et cellulaire. Les réponses des cellules T indépendantes et dépendantes sont
importantes lors de la réponse immunitaire adaptative pour l'abattage des spirochétes. Les
lipoprotéines exprimées par B.burgdorferi induisent des réponses immunitaires humorales
indépendantes des lymphocytes T adaptatives (McKisic and Barthold, 2000), alors que les
réponses immunitaires aux protéines spirochéales non lipidées sont plus susceptibles d'étre

dépendante des lymphocytes T (Fikrig et al., 1997, Hanson et al., 1998).

La combinaison des réponses immunitaires indépendantes dépendantes des
lymphocytes T conduit & la production d’anticorps anti-Borrelia spécifiques. Les anticorps
jouent un role important dans ['élimination de B.burgdorgferi par opsonisation des
spirochetes, conduisant a 'activation de la voie classique du complément et I”’augmentation de
la phagocytose des spirochétes (Kochi et al., 1991, Modolell et al., 1994). Les IgM
speécifiques d’OspC ou la protéine flagellaire de 41 kDa de B.burgdorferi (Vaz et al., 2001)
sont les premiers anticorps a apparaitre dans les quelques jours suivants 1’'infection (Shapiro
et Gerber, 2000). 6a8 semaines apres, les IgG spécifiques de divers peptides spirochetaux
provenant de, par ex. Les OSPs et les protéines flagellaires (Steere, 1989) apparaissent.
Malgré une réponse immunitaire active contre B.burgdorferi, I’infection peut persister. Ceci
peut étre possible en évitant le systeme du complément (Alitalo et al., 2002), en modifiant ou
en minimisant l'expression de ses protéines de surface (Hefty et al., 2002). En effet, on a
observé dans un modele murin que le développement d'anticorps specifiques d’OspC se
produit assez tot et a pour conséquence une régulation a la baisse de cette protéine a la surface

des spirochetes (Liang et al., 2002).

La réponse immumnitaire différe d’un sujet adulte a un sujet plus jeune En effet, chez
I'adulte, la réponse immunitaire se caractérise avec un nombre élevé de cellules sécrétant IFN-
B spécifiques de Borrelia et de faibles taux d'IL-4 (Ekerfelt et al., 1997, Gross et al., 1998,
Grusell et al., 2002, Oksi et al., 1996, Widhe et al., 2004) lors que chez les sujet plus jeune

semblent avoir une réponse immunitaire plus équilibrée avec une sécrétion élevée de

A la fois IFN-L et IL-4 (Widhe et al., 2005).
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Dans la triade : hote, tique et Borrelia, la salive secréter par la tique est un élément
essentiel pour la transmission et d’induction de I’'infection. En effet elle contribue a
augmenter la virulence des spirochétes transmis. Les effets de la salive de tique sur
’'immunité de 1’hote s’ajoutent aux propres meécanismes d’échappement développés par
Borrelia pour survivre au sein de 1’héte. A ce titre, la protéine Salpl5 dont I"interaction forte
et spécifique avec OspC permet de protéger directement la bactérie contre 1’effet bactéricide
des anticorps neutralisants de 1’hote (Ramamoorthi et al., 2005 ; Hovius et al., 2008). Les
effets immunosuppresseurs pléiotropes de Salp15 induisent au niveau du site de 1’inoculation
I’'inhibition de la réponse immumnitaire innee et de la synthese des peptides antimicrobiens
(Marchal et al., 2011), des cellules dendritiques (Hovius et al., 2008) ainsi que lymphocytes
CD4+ (Anguita et al.,2002) .

D’autre part, la bactérie Borrelia transmise par la piqure de tique dispose dune
panoplie de moyen pour subvertir le systtme du complément. Le duo Borrelia-Salp15 permet
d’inhiber le dépot du complexe d’attaque membranaire a la surface de la bactérie et in fine la
lyse de la bactérie par un mécanisme médié par le complément (Schuijt et al., 2008).Les
protéines de la salive de tique Salp20 ou les protéines Isac/Irac contribuent aussi a la
protection indirecte de Borrelia contre 1’action du complément (Hovius et al., 2008). Borrelia
arrive a contrecarrer un des composant les plus important de la réponse immunitaire innée
contre les microorganismes en générale en exprimant & sa surface plusicurs protéines (
comme les protéines CRASPs, Erps, ou OspE ) qui peuvent lier le facteur H de I’hote qui est
un inhibiteur spécifique de la convertase de la voie alternative du complément (Coburn et al.,
2013). Un dernier mécanisme entreprit par Borrelia pour modérer 1’action du complément

consiste en la capacité d’adhérer aux protéines du soi inhibiteur du complément.

Un autre mécanisme important d’échappement a la réponse humorale a été décrit. En
effet, 1a lipoproteine de surface OspC qui est nécessaire a la transmission, I’initiation ainsi que
la désamination de 1’infection est fortement immunogene (Ramamoorthi et al., 2005) Durant
les premiéres étapes de 1’infection OspC est initialement masquée par la protéine de la salive
de tique Salpl5, permettant d’échapper temporairement aux effets bactéricides des anticorps.

Par 1a suite, la bactérie répond par une inhibition de la synthése de I’antigéne OspC (Liang et
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al., 2002) avec une surexpression dune autre lipoproteine de surface (VISE) dont ses

variations antigéniques permettent d’€chapper aux anticorps anti-VIsE (Palmer et al., 2009).

Par ailleurs, plusieurs études ont suggéré la présence de B. burgdorferi sur le site de
I'inflammation lors des nombreuses manifestations cliniques de la maladie de Lyme. B.
burgdorferi ne produit pas de toxines, mais une capacité immunomodulatrice. Les effets de B.
burgdorferi sur cellules locales peuvent conduire a la suppression de la réponse immunitaire.
En effet, des études ont relevés une diminution de l'expression de marqueurs du complexe
majeur d'histocompatibilité (CMH) sur les cellules de Langerhans dans la peau des patients

souffrant d’accrodermatite chronique atrophiante (Silberer et al_, 2000).

B. burgdorferi augmente l'expression de l'adhésion moléculaire des cellules neurales
sur les cellules endothéliales (Sellati et al., 1995). Apres l'inoculation de B. burgdorferi dans
la peau, la bactérie peut se déplacer & travers la matrice extracellulaire. B. burgdorferi peut se
lier aux composants de matrice extracellulaire, dont les cellules épithéliales dérivés de
protéoglycanes, en interagissant avec la décorine (Guo and Norris, 1995), les

glycosaminoglycanes (Leong et al., 1995) et la fibronectine (Guner, 1995, Kopp et al., 1996).

De nombreuses études ont montré que B. burgdorferi peut s'attacher aux cellules
endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVEC) in vitro. Cette pénétration peut étre
soit entre ou a travers les HUVEC (Comstock and Thomas, 1991). Les HUVEC exposées a
B. burgdorferi in vitro en culture montrent une augmentation l'expression de I'E-sélectine,

I'adhésion des cellules vasculaires et des molécules d’adhésions intercellulaire.

Les fibroblastes synoviaux semblent régulariser a la baisse les molécules d’adhésions
cellulaires aprés contact avec B. burgdorferi ou alors ne semble pas affectées. En effet,
I’expression des molécules d'adhésions cellulaire vasculaire n'a pas été modifiée dans ces
cellules apres Infection par B. burgdorferi. En outre, l'expression de l'oxyde nitrique synthase
n'a pas été altérée par I’infection (Girschick et al., 1999). 1l est particuliérement intéressant de
relever que les synoviocytes régulent fortement & la hausse ces molécules pendant une

réponse inflammatoire. Ainsi, ces immunomodulateurs locaux pourraient éire une
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conséquence de la présence de B. burgdorferi qui persiste dans le cytosol des cellules
articulaires (Girschick et al., 1996). Cependant, la persistance intracellulaire du spirochete n'a
pas été encore démontrée de facon constante in vivo. Malgré une immunité humorale et
cellulaire robuste contre B. burgdorferi chez la plupart des individus, 1’évolution chronique,
méme aprés plusieurs traitements antibiotiques. La pathogenése de la maladie de Lyme
demeure un sujet de discussion, elle se concentre actuellement sur les concepts d’infection et /

ou auto-immunité.

Récemment, l'inflammation des articulations a été attribuée a l'auto-immunité (Gross
et al.,1998 ; Steere et al., 2001). 11 existe de fortes preuves que les lymphocytes T jouent un
role majeur dans la pathogenése de 1’arthrite lors de la maladie Lyme. I a été démontré que la
prolifération de la réponse des lymphocytes T spécifiques de B. burgdorferi isolé du liquide
synovial ou du sang périphérique des individus adultes (Krause et al., 1991 ; Zoschke et al.,
1991) et des jeunes individus atteints d'arthrite lors de maladie de Lyme, était élevé (Huppertz
et al., 1996 ; Rutkowski et al., 1997). En outre, les lymphocytes T d'individus atteints de
maladie d’arthrite associés a la borréliose réagissaient plus vigowreusement a la stimulation
avec des antigénes de B. burgdorferi en comparaison avec des lymphocytes T provenant
d’individus adultes touches par des formes beénignes d’arthrite de Lyme (Yoshinani and
Reinhardt, 1991 ; Lengl-Janssen et al., 1994).

Une étude menée par Gajdusek en 1985 a suggéré que la résistance a 1’antibiothérapie
lors de borréliose de Lyme soit médiee par la génération de I’autoimmunite, directement ou
indirectement par la bactérie et soit basé sur le mimétisme moléculaire. En effet, que
l'axonopathie rencontré lors de maladies neurologiques de la borréliose pourrait résulter d'une
production d'anticorps anti-axonale. Les anticorps IgM mis en évidence dans des sérums
d’individus atteints d'une maladie neurologique de Lyme le suggére (Shapiro and Gerber,
2000).

D’autres études portant sur les liaisons geénetiques chez des adultes atteint d’arthrite de
Lyme ont démontré un lien avec les molécules DR2 et DR4 du CMH de classe II (Steere and

Dwyer, 1990). En outre, la durée de détection des anticorps anti-OspA est corrélée avec la
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durée de leurs arthrite (Kalish et al.,, 1995). Les cellules T auto réactives maintiennent

I’'inflammation locale (Kawadt et al., 1995).

7) DIAGNOSTIC
a) Clinique

Un grand nombre de chiens infestés ne présentent aucun symptéme. La phase
d’incubation est longue (2 a 5 mois). Dans la forme aigué, le signe principal est généralement
une boiterie d’apparition brutale, doulowreuse (voire trés douloureuse), intermittente et due a
une arthrite se développant sur une seule articulation (plus souvent le carpe ou le tarse). Il
peut arriver que plusieurs articulations soient touchées successivement (on parle alors
de polyarthrite). La boiterie est souvent associée a de la fievre, un abattement, une atteinte
ganglionnaire locale et parfois des vomissements. Dans la forme chronique, la boiterie est
moins sévere et d’autres symptoémes peuvent étre présents : myopathie, douleurs diffuses,

troubles cardiaques, rénaux et nerveux (Green et al., 1988).

b) Isolement et culture

L’observation d'une bactérie ayant la forme d’un spirochéte a partir de différents
produits pathologiques (liquide synovial, liquide céphalo-rachidien, urine, sang périphérique)
peut étre réalisée sous microscopie & fond noir. Cependant, cet examen direct n’est possible
que si la quantité de bactéries est importante. Cette limite de sensibilité explique que ’examen

est positif dans moins de 40% des cas (Greene, 1991 ; Levy and Dreesen, 1992).

La culture n’est pas de pratique courante. Le temps d’incubation est long, et 1’examen
a fond noir des cultures doit étre hebdomadaire. De plus, cette méthode a montré

peu de spécificité et de sensibilité dans le diagnostic de la maladie de Lyme chez le chien.

72



Chapitre 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

¢) Diagnostic sérologique

Compte tenu du manque de sensibilité de la microscopie ou de la culture, la détection
indirecte de B. burgdorferi sensu lato par la recherche d'anticorps spécifiques dans le sérum
sanguin

est devenue un outil important dans le diagnostic de la maladie de Lyme chez le chien.

Chez des chiens expérimentalement infectés, les anticorps sont détectés a partir
de la 2™ i la 4°™ semaine qui suit I’inoculation. Chez des sujets naturellement infectés,
les immunoglobulines M persistent au moins 9 mois et les immunoglobulines G plusieurs

années (Appel et al., 1993 ; Littman, 2003).

Actuellement, il existe deux méthodes de diagnostic indirect: des méthodes
quantitatives et des méthodes qualitatives. Les premiéres ont pour but de mettre en évidence
la présence d’anticorps a des taux significatifs, les techniques les plus utilisées sont:

I’'immunofluorescence indirecte (IFI) et les techniques immuno-enzymatiques (ELISA).

Les méthodes qualitatives sont principalement représentées par le Western-blot. 11
s’agit d’'une méthode de confirmation qui a pour but d’étudier la nature des antigénes

reconnus par le sérum apres analyse initiale par les méthodes quantitatives.

L’ Immunofluorescence Indirecte (IFI) et ’'ELISA

Ce sont les deux tests les plus couramment utilisés en pratique vétérinaire.
Ces méthodes font appel soit a une cellule entieére de Borrelia burgdorferi sensu lato (IFI) soit
a un antigene tel que 1I’OspA, 1’OspC, 1’OspF ou le peptide C6 (ELISA). Dans une récente
étude, Wagner et collaborateurs ont évalué la réponse immunitaire chez des chiens
expérimentalement infectés, en utilisant différents antigenes de surface. Ces derniers,
ont conclu que les antigénes C6 et OspF étaient les marqueurs les plus robustes et les plus

specifiques de I'infection (Wagner et al., 2012).
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Cependant bien que ces deux techniques soit peu couteuses et bien adaptées
au diagnostic de routine, elles présentent certains inconvénients tels que la présence
de réactions croisées entre les borrélies avec Leptospira interrogans, Treponema pallidum
ou encore certaines Rickettsies (Parola et Raoult, 2001). Des résultats faussement positifs
peuvent étre obtenus chez des chiens vaccinés contre la leptospirose car les techniques IFI
et ELISA ne permettent pas de faire la distinction entre les anticorps spécifiques
et les anticorps vaccinaux (Wittenbrink et al., 1996). Par ailleurs, des résultats faussement
négatifs peuvent aussi exister lorsque les tests sérologiques sont réalisés sur un animal
présentant une séroconversion ou encore traité préalablement par antibiothérapie

(Levy et Dreesen, 1992).

La présence de porteurs asymptomatiques peut également rendre le diagnostic
de la maladie de Lyme chez le chien difficile a interpréter. En effet, une étude a montré que
50 a 90% des chiens vivant dans une région endémique étaient séropositifs mais ne
présentaient aucuns signes cliniques évocateurs de la  maladie de Lyme

(Levy et Dreesen, 1992).

Par ailleurs, des kits de diagnostic rapide sont commercialisés. Ils sont basés
sur I’utilisation d’un antigéne "peptide de synthese C6", obtenu a partir d’une zone conservée

(IR-6) de la lipoproteine VISE (Liang et Philipp, 1999).

Le western-blot

Le western-blot ou immuno-empreinte permet de mettre en évidence les anticorps
spécifiques contre certains antigénes de Borrelia burgdorferi. Cette technique est surtout
utilisée pour confirmer les tests sérologiques classiques IFI et ELISA. De plus, elle permet
de faire la distinction entre les chiens vaccinés et ceux naturellement immunisés. En effet,
un chien vacciné présente une reconnaissance marquée aux protéines de poids moléculaire
variant de 31 a 34 kDa; elles correspondent a OspA et OspB. A linverse, un chien
naturellement immunisé présente une reconnaissance faible face a ces deux antigénes,
mais la réponse est étendue a un spectre beaucoup plus large de protéines (de 15 a 100 kDa)

(Hauser et al., 1997 ; Hauser et al., 1999).
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Toutefois, cette méthode est cotiteuse et difficile a mettre en ceuvre powr un diagnostic
de routine. 1l existe aussi des problemes de reproductibilité lors de 1’électro-transfert mais
surtout, il est tres difficile de fixer des critéres de positivité quantitatifs. La valeur prédictive
de chaque bande étant souvent différente. En I’absence de consensus quant a 1’interprétation
des résultats (a I’instar de ce qui se passe en médecine humaine), cette approche est trés peu

appliquée pour le diagnostic de la maladie de Lyme en médecine vétérinaire.

En conclusion, malgré une utilisation simple et un cout peu élevé, les tests
sérologiques présentent certaines limites et inconvénients qui diminuent la fiabilité du
diagnostic, aussi il convient donc face a une sérologie positive d’associer les données
épidémiologiques, les signes cliniques et biologiques avant de confirmer avec certitude un cas

de maladie de Lyme chez un chien.

d) Diagnostic moléculaire

Le séquencage du génome de Borrelia burgdorferi sensu laro a été mis a profit pour
développer
la technique PCR et ceci en ciblant des fragments de génes chromosomiques ou plasmidiques.
Cette méthode moléculaire permet une identification spécifique de la bactérie, sa sensibilité
est de I’ordre de 80% pour 1’analyse du liquide synovial mais demeure faible pour les autres
types de prélevements tel que le sang, le LCR et les urines (Sraubinger, 2000; Skotarczak
et al., 2003). Cependant la technique PCR peut conduire & des interprétations erronées si elle
est utilisée comme seul outil de diagnostic et sans tenir compte des données sérologiques
et des signes cliniques. De méme, le risque de faux positifs par contamination ou de faux
negatifs par présence d’inhibiter ou d’enzymes dégradant 1’ADN, représentent
des inconvénients supplémentaires pouvant rendre 1’analyse des résultats difficiles (Kiupka

and Straubinger, 2010).

Malgré son cofit élevé, la technique PCR demeure un outil indispensable
pour la détection et la différenciation des espéces ou souches de Borrelia lors d’enquétes

épidémiologiques.
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Suspicion d'une borréliose

Figure 24 Conduite & tenir lors de suspicion de borréliose

8) TRAITEMENT

En cas de borréliose de Lyme avérée, 1’objectif principal du traitement est la résolution
compléte des symptomes en relation avec l'infection a Borrelia, et la prévention d’une
progression vers une forme tardive de la maladie. Le traitement repose sur une antibiothérapie
qui vise a éliminer les spirochétes présents dans les sites lésionnels. En outre, les molécules
actives utilisées en pratique clinique appartiennent a 3 familles d’antibiotiques : les B-
lactamines, les cyclines et les macrolides, qui ont toutes une bonne activité in vitro sur les
différentes especes de Borrelia (Hansmann, 2009). En outre, La diffusion tissulaire cutanée et
articulaire de ces 3 familles d’antibiotiques est équivalente. Toutefois, la diffusion dans le
LCR des céphalosporines de 3e génération injectables est meilleure que pour les autres
molécules. Ainsi, le choix de la molécule, son mode d’administration et la durée du
traitement sont a établir en fonction du stade évolutif de I’infection. En effet, des
recommandations thérapeutiques ont été établies par type de manifestation clinique (SPILF,
2006).

76



Chapitre 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Par ailleurs, la surveillance post-thérapeutique est avant tout clinique ; la sérologie n’est
d’aucune utilité pour le swivi des patients traités. Des essais thérapeutiques controles ont
permis d’établir que des durées de traitement supérieures a celles qui sont actuellement
recommandées ne penmnettent pas d’ameliorer la 1éponse clinique au traitement administré

(Klempner et al., 2001).

L’échec de I’antibiothérapie administré doit avant tout conduire a vérifier que le patient
répond bien a I’ensemble des critéres diagnostics reconmus, que le traitement administré etait

bien conforme aux recommandations actuelles, et que I’observance de celui-ci a été bonne.

La persistance d'une symptomatologie fonctionnelle (asthénie, algies diffiises, plaintes
cognitives) sans manifestation objective a 1’examen clinique chez un individu correctement
diagnostiqué et traité pour une borréliose de Lyme (encore appelée syndrome post-Lyme) ne
devrait pas faire I’objet d’un traitement antibiotique prolongé ou d’une nouvelle cure
d’antibiotiques, car la responsabilité d’une infection active a Borrelia dans ce syndrome n’est
pas établie (Halperin et al, 2013).En effet, dans le cas d’un syndrome post-Lyme, une
exploration meédicale a la recherche d’une autre étiologie devrait étie envisageée, et
lorsqu’aucun traitement spécifique ne peut étre proposé, une prise en charge symptomatique

de ces individus est requise.

9) PROPHYLAXIE

En zone d’endémie, la prévention contre la borréliose de Lyme repose essentiellement sur
une protection mecanique et peut étre complétée par I'utilisation de répulsifs a usage cutane
naturels (comme le citriodiol : la citronnelle) ou de synthése (comme le DEET ou la
picaridine). Toutefois, I’efficacité de ces répulsifs est limitée par et leur toxicité potentielle

(SPILF, 2006).

Lors d’exposition a une piqire de tique, la prévention secondaire repose sir le retrait des
tiques présentes sur la peau. En effet, ¢’est la méthode de prévention la plus efficace.

Toutefois, pour une efficacité maximale ce retrait doit étre effectué le plus précocement
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possible, car si le nisque global de transmission en zone d’endémie aprés piqlre de tique est
faible (de 1 & 4 %), celui-ci augmente en fonction de la durée d’attachement de la tique (Gray,
1999). La détection des tiques doit se faire par un examen minutieux de l’ensemble du
revétement cutané, avec une attention particuliére pour les sites de prédilection chez le chien
sont la téte, le cou et le dos. En effet, la tique s’y attachera solidement pour le temps de son
repas qui dure de 3 a 14 jours pour ensuite se détacher et se laisser tomber. Il est recommandé
de retirer les tiques fixées a la peau a 1’aide d’une pincette en prenant soin d’attraper la tique
au plus prés des piéces buccales et d’effectuer une traction en sens inverse de la piqlire ou
d’un « tire-tique » (par un mouvement de rotation aprés avoir logé la tique dans la fente du
crochet) (SPILF, 2006). En outre, les autres méthodes de retrait incluant I’ application d’éther,
d’alcool et d’huiles sont déconseillées, car elles sont susceptibles de faire régurgiter la tique et
d’augmenter le risque de transmission de Borrelia. A cet effet, il est recommandé de
désinfecter le site de piqiire de tique aprés le retrait et non pas avant. De plus, le site de
piqure doit ensuite étre surveillé pendant 4 semaines pour dépister 1’apparition d’un éventuel
érythéme migrant. L’antibioprophylaxie systématique aprés piqire de tique n’est pas

recommandée en Europe (SPILF, 2006).
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CHAPITRE 2 : MATERIELS ET METHODES

1)  OBJECTIFS

Tous les travaux de recherche présentés dans ce document ont été réalisés au sein
de trois structures : le Laboratoire de Microbiologie-Immunologie de I’Ecole Vétérinaire
d’Alger (ENSV), le Service de Parasitologie de 1'Institut Pasteur d’Alger (IPA) et 1’Institut
National de Médecine Vétérinaire (INMV).

L’objectif principale de ce travail a été d’estimer la prévalence des anticorps
anti-Anaplasma phagocytophilum, anti-Borrelia burgdorferi et anti-Ehrlichia canis
sur la base d’un échantillon représentatif d'une population de chiens de fourriere par la
technique de référence IFI ou « Immunofluorescence Indirecte » et différentes especes de
canidés sauvages. De plus, grice aux données récoltées lors de 1’échantillonnage des
individus, il était également intéressant de réaliser une étude descriptive épidémiologique &

partir des cas séropositifs pour les agents bactériens cités ci-dessus.

Dans une seconde étape, nous avons comparé les résultats de sérums positifs obtenus

par IFI en utilisant le test rapide, KIT VIA.

Un autre objectif a été celui de rechercher les anticorps antinucléaires chez tous les chiens

de fourriere préalablement testé par IFL.

2) DEROULEMENT GENERAL

a) Population de canidés inclus dans 1’étude

Concemant les canidés domestiques, 1’étude a été menée de juillet 2015 a Février

2016. L étude est réalisée en aveugle sur 96 chiens provenant de la fourriére canine d’ Alger.
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L’age des chiens a été estime en fonction de la morphologie et de 1a denture. La prise de sang
a été réalisée a partir de la veine céphalique, ainsi qu’en intracardiaque pour les chiens
euthanasies de fagon stérile aprés une désinfection minutieuse de la zone de ponction a 1’aide
d’alcool a 70°. 4 millilitres (inL) de sang ont éte recueillis sur tube sec puis centrifugés au
laboratoire a 1500 g pendant 10 minutes. Des aliquots ont été réalisés, identifiés et conservés

a —20°C. Ces aliquots ont été décongelés a température ambiante en fonction des besoins de
Iétude.

Figure 25 Prise de sang intracardiaque d’un chien a la fourriére canine El Harrach

D’autre part, les sérums d’une population de camidés sauvages ont également éte testés vis
a vis des mémes agents pathogénes avec la méme technique d’analyse sérologique. Ces
canidés sauvages ont été prélevés sur le site du Centre Cynégétique de Zeralda (CCZ) ainsi
qu’au Jardin d’essai du Hamma, qui s'étend sur une superficie de 58 hectares (38 hectares de

jardin et 20 hectares d'arboretum).

b) Recueil des données épidémiologiques

Pour chaque chien prélevé & la fourriére canine, nous avons relevé lorsque les
informations étaient disponibles la race, 1’4ge, le sexe et 1’état général. De méme pour les
canidés sauvages, les données épidémiologiques ont été fournies par le vétérinaire

responsable.
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J) ANALYSE PAR LA TECHNIQUE D'IMMUNOFLUORESCENCE
INDIRECTE

Les 96 sérums ont été testés par immunofluorescence indirecte, selon la méthode

utilisée au Service d’immunologie de I’Ecole Nationale Vétérinaire d”Alfort.

Apres décongélation, les sérums ont été analysés afin de rechercher les anticorps contre
Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi et Ehrlichia canis en utilisant des lames
commerciales MegaScreen Fluoanaplasma ph., MegaScreen Fluoborrelia et MegaScreen

Ehrlichia canis (MegaCorDiagnostik, Autriche).

a) Principe

Le test s’appuie sur la methode classique de I'immunofluorescence indirecte. Les
lames de substrat sont couvertes de I’antigéne. Dans une premiére étape, le sérum de [’animal
est appliqué sur les puits de la lame et incubé. Si le sérum contient des anticorps dirigés contre
I’antigéne, ces anticorps se lient au substrat. Les anticorps non spécifiques ainsi que les autres
protéines et composants présents dans le sérum sont éliminés lors d’une étape de lavage. Pour
éviter que les antigénes ne soient altérés ou ne se détachent de la lame, il est absolument
déconseille de remuer le tampon lors du lavage. Au cours d’une deuxieme étape d’incubation,
les anticorps liés au substrat font 1‘objet d’un marquage optique par des immunoglobulines
anti-chiens marquées FITC (le conjugué). Pour éliminer 1’excés du conjugué, la lame sera de
nouveau lavée. Le complexe antigene/anticorps humains/conjugué peut alors étre examiné au

microscope a fluorescence au grossissement 400-500.

b) Protocole

Les sérums dilués au 1/50 sont mis en contact de cellules préalablement infectées par
Ehrlichia Canis, Anaplasma phagocytophilum et Borrelia burgdorferi sensu lato inactivée par

le formol (laboratoire MegaCorDiagnostik), immobilisées sur des lames 18 puits ( Borrelia
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burgdorfert) et 20 puits (Ehrlichia Canis, Anaplasma phagocytophilum). Pour ce faire, la
suspension cellulaire est diluée au demi en PBS et 10pL de cette préparation sont déposés sur
chaque puits. Les lames sont ensuite séchées une nuit & température ambiante puis fixées 15
minutes par immersion en acétone a4 -20°C. Ces lames peuvent étre ensuite conservées
pendant 6 mois & -20°C. Le titrage des anticorps s’effectue alors par I'immunofluorescence
indirecte, a I’aide d"un conjugué d’Ac de moutons dirigés contre les chaines lourdes et légeére
d’IgG de chien, marqués a la fluorescéine : sheep anti-dog IgG (H+L) FITC (anti-IgG de

chien -Jackson immunoresearch, USA)

c) Matériels et équipements

- Tubes pour la préparation des dilutions des échantillons

- Pipettes de précision (intervalle 1-1000 pl)

- Agitateur type Vortex

- Récipient gradué (500 ou 1000 ml) pour la préparation du tampon PBS
- Eau distillée ou déminéralisée

- Chambre humide d’incubation

- Etuve (37° C)

- Cuvettes de lavage pour les lames (aussi grandes que possible)

- Bouteille de polyéthylene a pissette pour le tampon PBS

- Chronometre

- Microscope a fluorescence fond noir au filtres permettant une excitation de 450-490

nm et une émission de 560-590 nm.

d) Manipulations

Apres décongélation, tous les sérums ont été analysés afin de rechercher des anticorps
contre Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi et Ehrlichia canis en utilisant des
lames commerciales MegaScreen Fluoanaplasma ph., MegaScreen Fluoborrelia et

MegaScreen Ehrlichia canis (MegaCorDiagnostik, Autriche) (Figure26).

82



Chapitre 2 Matériels et méthodes

Figure 26 Lame téflon.
Les sérums testés sont d’abord dilués au 1/50éme en PBS préalablement préparer dans
des tubes & hémolyse : 10 pl de sérum + 490 pl de PBS. Un témoin positif est
systématiquement ajouté aux sérums a tester, sur chaque lame (sérum hyper-immun du

laboratoire) (Figure 27).

Figure 27 Dépots des sérums sur les puits

En fonction des lames 15 a 25 pL de chaque dilution sont déposés sur chacun des
puits ; les lames sont ensuite mises a incuber 30 minutes a 37°C (Figure 25) en chambre

humide puis lavées 10 minutes en bain de PBS (Figure 28).
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Figure 28 Lavage au PBS des lames IFI

Le conjugué est préparé en quantité suffisante dans un tube a hémolyse dans les
Proportions suivantes :

* 10 pL d’anti-dog IgG FITC

*» 950 pL de PBS

* 10 pL de Bleu Evans (BioMerieux, Marcy 1’Etoile, France) a 1%

Ainsi, 15 a 25 pL de cette préparation sont déposés dans chaque puits et les lames sont &
nouveau placées pour 30 minutes en chambre humide (Figure 29) un lavage de 10 minutes en
PBS sont ensuite effectués (Figure 28) avant de sécher les lames et de les monter au fluoprep

(BioMerieux, Marcy 1’ Etoile, France) (Figure 30).

Figure 29 Incubation 4 37° pendant 30 minutes
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Figure 30 Montage des lames IFI

e) Lecture des résultats
La lecture se fait ensuite au microscope a fluorescence (grossissement 10x100)
(Merck, Darmastadi, Allemagne) (Figure 29) et a été faite par deux opérateurs, de maniere
indépendante (lecture en double aveugle) et selon un baréme prédéfini comme indiqué dans le

tableau ci-dessous.

Figure 31 Microscope & immunofluorescence, Institut Pasteur, Alger.

Tableau 1 Baréme de lectures des lames d’immunofluorescence.

Résultat Signification
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0 Controle négatif

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

++++ Fluorescence trés intense

4) ANALYSE  DES ECHANTILLONS PAR LA TECHNIQUE
D’ IMMUNOCHROMATOGRAPHIE (KITVIA)

a) Principe

Il s’agit d'un test immunoenzymatique ELISA permettant la détection indirecte
simultanée de 4 agents pathogénes sur le sérum, le plasma ou le sang total du chien :
Dirofilaria immitis ou HW (heartworm), agent d’une filariose cardiaque chez le chien,
Anaplasma phagocytophilum ou AP, agent responsable de 1’anaplasmose granulocytaire
canine, Borrelia burgdorferi sensu lato ou LY, agent responsable de la maladie de Lyme et
Ehrlichia canis ou EC, agent responsable de 1’ehrlichiose monocytaire canine. Pour notre

étude, nous avons utilisé comme échantillons le sang prélevé sur tube sec.
Préparation des échantillons

Prélever du sang total et I’introduire dans un flacon sans anticoagulant (ni EDTA, ni héparine,
ni citrate de sodium). Si I’échantillon n’est pas utilisé tout de suite, conserver au réfrigérateur
(2-8°) et I"utiliser dans les 24H ou les congeler et les ramener a température ambiante lors du

test.

Les échantillons de sérum contenant un précipité sont susceptibles de donner des
résultats incorrects. A cet effet, nous avons procéder 4 une nouvelle centrifugation pour

éliminer ces précipités.
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b) Manipulations

Tous les composants du kit doivent étre ramenés a température ambiante avant de

commencer le test.

Apres retrait du test de son emballage et 1’avoir placé sur une surface plane et séche,
nous avons déposé du sérum dans chaque puits 4 1’aide une pipette de 10 pl. Nous avons par
la suite, ajouté trois goutes de diluant pour faciliter la migration, une couleur pourpre sera

visible sur la fenétre de résultat (Figure 30).

- T

<}1 ST Ab ]

- - — -

- % R p—

Figure 32 KITVIA 4 pathogenes

¢) Interprétation du test

Une ligne colorée apparait en face du repére « C », confirmant que le test a fonctionné
correctement. La zone située en face du repére « T » indique le résultat du test. Si une seconde

ligne colorée apparait a ce niveaw, il s’agit du résultat du test (figure 30).

» Résultat positif : Les deux lignes « C » et « T » colorées signifient un résultat positif
pour le vecteur recherché.

» Résultat négatif : seules les lignes de controles apparaissent.
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» Résultat invalide : Si aucune ligne colorée n’apparait dans la zone « C » au bout de 10

minutes, le résultat doit étre considéré comme invalide.

Limite de test : Bien que le test KITVIA Bilan Parasites soit trés précis en matiere de
détection quantitative des antigénes de Dirofilaria immitis et des anticorps anti-Anaplasma
phagocytophilum/  Anaplasma platys, anti-Borrelia et anti-Ehrlichia cani, une faible

probabilité de faux-résultats est possible. D’autres tests cliniques seront alors nécessaires.

Comme dans tout test, un diagnostic clinique définitif ne devrait pas étre basé sur les
résultats d’un seul et unique test, mais devrait étre fait aprés évaluation de tous les indices

cliniques.

1 4 .
L] ' -
1 goutte (10uL) d’échantillon 3 gouttes de diluant Interpréter au bout de 10 min

Figure 33 Etapes de I’analyse avec le KITVIA PARASITES

5) RECHERCHE DES ANTICORPS ANTI NUCLEAIRES

a) Principe

Il s’agit d’un test "extrapolé" de la médecine humaine, ou il est utile dans le diagnostic
de certaines maladies auto-immunes (LES) chez le chien. En médecine vétérinaire, anticorps

anti-nucléaires (AcAN) sont dirigés contre des éléments variés du noyau : protéines
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ribonucléiques et histones surtout ainsi que I’ ADN. Ces AcAN sont responsables de l'essentiel
de la pathogénie du LES en particulier par la formation de complexes immuns circulants puis

dépdts dans différents tissus.

b) Protocole

Test dimmunofluorescence indirecte : On réalise une dilution au 1/50 du sérum du
chien. Chaque sérum a analyser est mis en contact avec une cellule (lame maison Bartonella
Berkhofii) qui contient le substrat reconnu par les AcAn. Un anticorps secondaire fluorescent
(spécifique d'espece) est ajouté ; il se fixe aux AcAn, eux méme déja fixés sur la lame
(incubation). Aprés lavage, les différentes dilutions sont observées pour rechercher le dernier

titre avec immunofluorescence.

6) OUTILS STATISTIQUES

Tout d’abord, nous avons établi les valeurs de friéquence et de prévalence. La différence
entre les variables a éeté testée a 1’aide des tests swvants : test chi2, Fisher exact, test student
ou le test ANOVA. Nous avons choisi comme variable : 1’age, le sexe, la présence ou absence
d’ectoparasites et 1a saison. La différence a été considérée comme significative si p <0.05. Le
calcul du coefficient kappa permet d’évaluer la concordance entre les deux tests sérologiques

(IFT et KIT VIA) ainsi que la spécificité et la sensibilité.

7 IDENTIFICATIONS DES ECTOPARASITES
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Les tiques prélevées sur le chien ont été fixées dans des flacons a fermeture hermétique
contenant de 1’éthanol a 70°. Sur chaque flacon une étiquette porte les mentions : Numéro

d’ordre de 1’échantillon et la date de récolte (Figure 34 et 35).

Une premiere identification des stades larves, nymphes, femelles et méles des 6 genres :
Ixodes, Boophilus, Dermacentor, Hyalomma, Haemaphysalis et Rhipicephalus a été faite sur
la base d’une Cl¢ de détermination des genres. Ainsi, l'identification des Ixodina s'établit i
partir de 1'étude de structures morphologiques. Elle est largement orientée par la connaissance
de I'hote d'accueil et la provenance géographique de la tique. De maniére grossiére, la
premiere clé d’identification repose sur l’observation, en face ventrale, du sillon périanal.
Chez les Prostriata, dont Ixodes sp. est le seul genre, le sillon périanal contourne 1’anus
cranialement, tandis que chez les Metastriata, le sillon périanal contourne 1’anus caudalement.
La longueur du rostre et la forme du capitulum sont ensuite les caractéres principaux qui

permettent d’identifier un genre (Meddour, 2002 ; George, 2005)
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CHAPITRE 3 : RESULTATS

1) DESCRIPTION DE LA POPULATION D’ETUDE

a) Canidés domestiques

Résultats

Le tableau situé ci-dessous détaille [’age et la race des chiens représentés dans cette

étude, ainsi que le sexe de ’amimal pris en compte en rapport avec les variables

précédemment citées.

Tableau 4 Description de la population des canidés domestiques

Variable Male Femelle
Age (mois)
<10 15 (17.85%) 17 (20.24%)
15 (17.85%) 16 (19.05%)
12 -36
24 (28.57%) 13 (15.48%)
> 36
Race
Berger allemand 12 (14.28%) 6(7.14%)
Croisé 31 (36.9%) 30 (35.71%)
Autres 3(3.57%) 2 (2.38%)
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Figure 34 Infestation auriculaire massive par des tiques

Figure 35 Tique conservée dans de 1’éthanol 70%

b) Canidés sauvages

Les prélevements ont été

réalisés au niveau du Jardin d’essai ainsi qu’au centre cynégétique de ZERLADA. Le
nombre de canidés sauvages prélevés étaient de 12. Les animaux prélevés correspondent aux
especes suivantes : le fennec-Vulpes zerda (7, 58.33%), le renard roux - Vulpes vulpes (3,
25%) ainsi que chacal- Canis aureus (2, 16.67%) (Figure 36)
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2)

a)

Figure 36 Fennec-Vulpes zerda

RESULTATS EN IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE (IFT)

Les canidés domestiques

Séroprévalence de Anaplasma phagocytophilum

L°IFT a été le premier outil sérologique utilis€ pour mesurer les titres en
anticorps dirigés contre Anaplasma phagocytophilum. Les sérums ont été analysés en
IFI a la dilution de 1/50. Ce fitre a été défimi comme indicatif de I'infection par
Anaplasma phagocytophilum en se basant sur des études chez des chiens
naturellement et expérimentalement infectés (Hollingdale et al., 1978). Sur un total de
84 sérums de chien analysés, 36 (42.85%) se sont révélés positifs en IFI (Figure 37).
Aprés analyse de tous les sérums par cette technique, 16 sérums ont subi un second

test de dépistage sérologique utilisant le kit Via.
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Les facteurs de risque

La question suivante que nous nous sommes posée était de savoir quels étaient les
facteurs qui influencaient positivement ou négativement la séroprévalence. Pour ce faire, un
questionnaire épidémiologique a été rempli pour chaque chien et les facteurs suivants ont été

considéré : le sexe, 1’age, la race, la saison et la présence ou I’absence de tiques.

Figure 37 Immunofluorescence positive & Anaplasma phagocytophilum (Photo personnelle)

L’age

Sur un total de 200 chiens prélevés, 84 chiens ont servi pour étudier I’effet de 1’age en
fonction de la séroprévalence & Anaplasma phagocytophilum. Les chiens ont été répartis en

trois classes : <10 (32/84, 38.09%) ; 12 -36 (31/84, 36.9%) et > 36 (37/84, 44.04%).

Les chiens de moins d’'une année (19.04%, 16/84) semblent plus infectés compares
aux chiens de 12-36 mois ou la fréquence de I’infection était de 11.9% (10/84). Toutefois,
chez les chiens de plus de trois années, la fréquence d’infection (17.85%, 15/84) était presque

similaire a celle des chiens de la premiére classe d’age (Figure 38).

Ainsi, 1l semble y avoir une association sigmficative entre 1’age et la séroprévalence a

Anaplasma phagocytophilum (p < 0.05).
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70
60
50 -
40
30 A
20 A

10 +

ST\

M Anaplasma

phagocytophilum+

H Anaplasma

phagocytophilum-

0-10 mois 10 a 36 mois > 36 mois

(n=32)

(n=31) (n=21)

Figure 38 Relation de la séroprévalence d’Anaplasma phagocytophilum avec 1'age

Le sexe

Le sexe des animaux prélevés a éé reporté pour tous les individus. Ainsi, les sérums
de 38 (45.33%) femelles et 46 (54.76%) ont été analysés (figure 39). Les anticorps anti-
Anaplamsa phagocytophilum étaient détectés chez 17 (20.23%) males et 19 (22.61%)

femelles. Aucune différence significative n’a été observée entre les deux sexes (P> 0.05). Il

n’y a donc aucune relation significative entre le sexe et la séroprévalence vis-a-vis

d’Anaplasma phagocytophilum. Les résultats de ’analyse statistique sont consignés dans le

tableau 5.

70

60

50

40

30

20

10

SN

M Anaplasma
phagocytophilum+

B Anaplasma
phagocytophilum-

males (n=46)

femelles (n=46)

Figure 39 Relation de la séroprévalence d’Anaplasma phagocytophilum avec le sexe
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La race

Les chiens peuvent étre classés en fonction de leur race. On distingue les chiens de
race pure, les chiens issus de croisement de parents de race pure et de chien dont on ne
connait pas le pedigree et dont il est difficile phénotypiquement de le déduire de fagon

évidente. On parlera de chiens de race et de chiens croisés.

La race de 84 chiens a été noté et repartie en trois catégories : race croisée, berger
allemand et autre (berger belge, caniche, pitbull, rottweiler). Dans la troisieme catégorie, nous
avons décidé d’y regrouper 4 races en raison du faible effectif. Un total de 18 (21.42%) chiens
étaient des Berger allemand, 61 (72.61%) étaient de race croisée et 5 (5.95%) étaient de

différentes races (figure 40).

De facon intéressante, le nombre de chiens séropositifs est plus important chez les
croisés (27.23%) que dans les autres types de chiens: berger allemand (11.9%) et autre
catégorie (5.95%).

Si on analyse les races de chiens par statut sérologique, on ne constate pas de

différences significatives dans aucune race (P> 0.05).

70+
60+
s0 1
40 4 B Anaplasma
hagocytophilum+
30 - phagocytop
W Anaplasma
20 - phagocytophilum-
10 -
D T T T 1
C1(n=61) Berger Autres
(n=19) domestigues
(n=4)

Figure 40 Relation de la séroprévalence d’Anaplasma phagocytophilum avec la race
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Exposition aux tigues

Une récolte de tiques sur les chiens prélevés été é galement entrepris afin de connaitre
les tiques parasite du chien dans 1’etude et de définir s’il v a relation entre ce parasitisme et le

statut sérologique vis-a-vis d’Anaplasma phagocytophylum.

Parmi les 44 (52.3%) chiens présentant des ectoparasites, les males semblent un peu

plus fréquemment infestés que les femelles (26.04% male et 19.8% femelle) (Figure 41).

Nous avons compté le nombre de tiques infestant le méme individu, il apparait que

79.54% (35/44) des chiens inclus dans 1’étude présentent au minimum une triple infestation.

Le préléevement de tiques sur les chiens examinés a permis la récolte de 115 tiques
reparties en 60 femelles, 31 males, 18 nymphes et 06 larves. Rhipicephalus sanguineus a été
la seule espéce de tiques identifiée. Aucune tique du genre Ixodes n’a été collectée durant
cette étude sur ces chiens. Or, nous avons déja vu que le vecteur présumé d dnaplasma
phagocytophilum est une tique du genre Ixodes et plus précisément, la littérature et diverses
études placent Ixodes ricinus comme vecteur principal de 1’anaplasmose.

De facon intéressante, le nombre de séropositifs vis-a-vis d’Anaplasma
phagocytophilum est plus important chez les chiens présentant des tiques 19 (21.43%). De
plus si on analyse le parasitisme de chiens par statut sérologique, on constate une différence

significative (P <0.05).
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60 -/

50 —/

40 - ¥ Anaplasma
phagocytophilum+

40 1 ® Anaplasma
hagocytophilum-

o B phagocytop

10 -

0 r 1

Présence (n=44) Présence (n=40)

Figure 41 Relation de la séroprévalence d’Anaplasma phagocytophilum avec la présence et
l'absence de tique

Variation saisonniére

Les prélévements ont éte réalisés principalement durant les saisons de 1’été (juin-aout)
38 échantillons (45.23%) parmi lesquels 19 males (22.61%) et 19 femelles (22.61%) ; et de
I’hiver (novembre-janvier) 44 échantillons parmi lesquels 25 males (29.76%) et 19 femelles
(22.61%) (Figure 42).
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70

60 -

50 -

<
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M Anaplasma
phagocytophilum+

M Anaplasma
phagocytophilum-

Hiver (n=38) Eté (n=46)

Résultats

Figure 42 Relation de la séroprévalence d’Anaplasma phagocytophilum avec la saison

La séroprévalence vis-a-vis d’Anaplasma phagocytophilum était la méme aussi bien en

été qu’en hiver (21.43%). Ainsi, si on considere les variations de séroprévalences en fonction

de la saison du prélevement, on constate aucune différence significative (P <0.05).

Tableau 4 Analyse statistique de la realtion satut sérologique d’Anaplasma phagocytophilum

et des facteurs de risques.

P

Age (30.17 £ 24.06) 0.0415
Sexe (%)
M

0.3118
F
Race (%)
Croisé
BA 0.4835
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Canidés domestiques

Ectoparasite (%)

0

0.049
1
Saison
Eté

0.616
Hiver

ii.  Séroprévalence d’Ehrlichia canis

Sur un total de 84 sérums de chien analysés, 39 (46.42%) se sont révélés positifs en
IFI (Figure 43). Apres analyse de tous les sérums par cette technique, 16 sérums ont subi un

second test de dépistage sérologique utilisant le kit Via.

Figure 43 Immunofluorescence positive & Ehrlichia canis (Photo personnelle)

Les facteurs de risque

L’idge

Parmu les chiens séropositifs treize (15.47%) appartenaient a la classe d’age des <10
mois, 16 (19.94%) a celle des 12-36 mois et enfin 10 (11.9%) a celle des > 36 (Figure 44).
De fagon intéressante, il semble y avoir une association significative entre 1’dge et la

séroprévalence a Anaplasma phagocytophilum (p < 0.05).

100



Chapitre 3 Résultats

60 -

T\

40 A

30 M Ehrlichia canis+

¥ Ehrlichia canis-
20 A

D T T 1
0-10 mois 10 a 36 mois > 36 mois
(n=32) (n=31) (n=21)

Figure 44 Relation de 1a séroprévalence d’Ehrlichia canis avec 'dge

Le sexe

Les anticorps anti-Ehrlichia canis étaient détectés chez 19 (22.62%) males et 20
(23.81%) femelles. Aucune différence significative n’a été observée entre les deux sexes (P>
0.05) (Figure 45). Il n’y a donc aucune relation significative entre le sexe et la séroprévalence

vis-a-vis d’ Ehrlichia canis.
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50 A

RN

40 -
M Ehrlichia canis+

¥ Ehrlichia canis-

20 A

10 -

males (n=46) femelles (n=46)

Figure 45 Relation de la séroprévalence d’ Ehrlichia canis avec le sexe

La race

Parmi les séropositifs & Ehrlichia canis, 26 chiens étaient de race croisée (30.95%), 11
étaient des bergers allemands (13.09%) et enfin 02 étaient de différentes races (2.38%)
(Figure 46).

Si on analyse les races de chiens par statut sérologique, on ne constate pas de

différences significatives dans aucune race (P> 0.05).

80 -/’

L
60 1
e

50 -

40 B Ehrlichia canis+

30 1 B Ehrlichia canis-
20 A
10 -
D T T 1
Croisé (n=61)  Berger (n=19) Autres

domestiques
(n=4)

Figure 46 Relation de 1a séroprévalence d’Ehrlichia canis avec la race
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Exposition aux tiques

Le nombre de séropositifs vis-a-vis d’Ehrlichia canis est plus élevé chez les chiens
présentant des tiques 20 (23.43%) (Figure 47). De plus si on analyse le parasitisme de chiens

par statut sérologique, on constate une différence significative (P <0.05).

60 /
o1

40

M Ehrlichia canis+

M Ehrlichia canis-

20 -

Présence (n=44) Présence (n=40)

Figure 47 Relation de la séroprévalence d’Ehrlichia canis avec la présence ou l'absence de
tiques

Variation saisonniére

La séroprévalence vis-a-vis d’Ehrlichia canis était de 25% (21/84) en hiver et de
21.43% (Figure 48) en été Ainsi, si on considere les variations de séroprévalences en fonction
de la saison du prélevement, on ne constate aucune différence significative (P > 0.05). Les

résultats de 1’analyse statistique sont consignés dans le tableau 6.

103



Chapitre 3

70
60
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30
20
10

N\

Hiver (n=38) Eté (n=46)

M Ehrlichia canis+

M Ehrlichia canis-

Figure 48 Relation de la séroprévalence d’Ehrlichia canis avec la saison

Tableau 5 Analyse statistique de la realtion

facteurs de risques.

Age (30.17 £ 24.00)

0.04424

Sexe (%)
M
F

0.296

Race (%)
Croisé
BA

Autres canidés domestiques

0.2731

Ectoparasite (%)

0.045

Saison (%)
Eté

Hiver

0.059
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iil. Séroprévalence Borrelia burgdorferi sensu lato

Sur un total de 84 sérums de chien, seuls 60 ont été analysés. Ainsi, 32 (53.33%) se
sont révélés positifs en IFI (Figure 49). Aprés analyse de tous les sérums par cette technique,

16 sérums ont subi un second test de dépistage sérologique utilisant le kit Via.

Figure 49 Immunofluorescence positive & Borrelia burgdorferi sensu laro (Photo
personnelle)

Les facteurs de risque

L’ige
Parmi les chiens séropositifs dix-sept (28.33%) appartenaient a 1a classe d’age des <10
mois, 14 (23.33%) a celle des 12-36 mois et enfin 01 (1.66%) a celle des >_36 (Figure 50).

Globalement, on ne constate différence significative selon 1’age (P > 0.05)

100 -
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60 -
£ : m Borrelia burgdorferi+

NN N

40 - m Borrelia burgdorferi-
30 -
20 A
10

D T T 1
0-10 mois 10 a 36 mois > 36 mois
(n=32) (n=17) (n=1)

Figure 50 Relation de la séroprévalence de Borrelia burgdorferi sensu lato avec 1’age
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Le sexe

Les anticorps anti- Borrelia burgdorferi sensu lato étaient détectés chez 17 (28. 33%)
males et 15 (25%) femelles (Figure51). Aucune différence significative n’a été observee entre
les deux sexes (P> 0.05). Il n’y a donc aucune relation significative entre le sexe et la

séroprévalence vis-a-vis de Borrelia burgdorferi sensu lato.

o

40 -
M Borrelia burgdorferi+

2H 1 m Borrelia burgdorferi-

20 A

10 -

males (n=31) femelles (n=31)

Figure 51 Relation de la séroprévalence de Borrelia burgdorferi sensu lato avec le sexe

La race

Parmi les séropositifs & Borrelia burgdorferi sensu lato, 22 chiens étaient de race
croisée (36.67%), 09 étaient des bergers allemands (15%) et enfin 01 était de différentes races
(1.67%) (Figure 52).
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Figure 52 Relation de la séroprévalence de Borrelia burgdorferi sensu lato avec la race

Si on analyse les races de chiens par statut sérologique, on ne constate pas de

différences significatives dans aucune race (P> 0.05).

Exposition aux tiques

Le nombre de séropositifs vis-a-vis de Borrelia burgdorferi sensu lato est plus élevé
chez les chiens présentant des tiques 18 (30%) (Figure 53). De plus si on analyse le
parasitisme de chiens par statut sérologique, on ne constate aucune différence significative

(P>0.05).

o

50 -

40 -
m Borrelia burgdorferi+

30 7 m Borrelia burgdorferi-

Présence (n=32) Présence (n=28)

Figure 53 Relation de la séroprévalence de Borrelia burgdorferi sensu lato avec la présence
ou I’absence de tiques
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Variation saisonniére

La séroprévalence vis-a-vis de Borrelia burgdorferi sensu lato était la méme (26.67%)
dans les deux saisons (Figure 54). Ainsi, si on considere les variations de séroprévalences en
fonction de la saison du prélevement, on ne constate aucune différence significative (P >

0.05). Les résultats de 1’analyse statistique sont consignes dans le tableau 7.

70 ~

N\

50 -
40 - m Borrelia burgdorferi+
30 - M Borrelia burgdorferi-

20 -

Hiver (n=26) Eté (n=34)

Figure 54 Relation de la séroprévalence de Borrelia burgdorferi sensu lato avec la saison
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Tableau 6 Analyse statistique de la realtion satut sérologique de Borrelia burdorferi et des
facteurs de risques.

Valeur P
Age (15.95 +24.068) 0.07752
Sexe (%)
M
F
Race (%)
Croisé

BA

0.91

0.2057
Autres canidés

Ectoparasite (%)
0 0.0533
1

Saison (%)
Eté

0.3433
Hiver

v. Cas de coinfections :

Le nombre de chiens séropositifs pour deux agents infectieux ou pour les trois agents
est présenté dans le tableau 8 ci-dessous. Ce nombre varie de 11.67% a 30% pour les

associations deux & deux. Sept chiens sont séropositifs pour les 3 agents.

La probabilité d’étre séropositif a deux agents infectieux ou 3 a la fois ne semble
pas étre significative en fonction de la race et du sexe de I’animal (p>0.05). Toutefois, il
existe une association significative entre le statut sérologique du chien et son dge ainsi que la
présence de tiques (p<0.05). Les résultats de 1’analyse statistique sont consignés dans le

tableau 9.
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Tableau 7 Séroprévalence des coinfections par deux et trois agents en fonction
A et B¥ B et E* A et E* A,B et E*
Nb de positif 18 (30%) 13 (21.67%) 18 (21.43%) 07 (11.67%)
Sexe
Male 6(33.33%) 4 (30.76%) 7 (38.88%) 0 (0%)
Femelle 12 (66.66%) 9(69.23%) 11 (61.11%) 7 (100%)
Race
Cl 12 (66.66%) 9(69.23%) 9 (50%) 4 (57.14%)
C2 6(33.33%) 4 (30.76%) 8 (44.44%) 3 (42.85%)
C3 0 (0%) 0 (0%) 1(5.55%) 0 (0%)
Age
<10 11(61.11%) 6 (46.15%) 5(27.77%) 3 (42.85%)
12-36 6(33.33%) 7 (53.84%) 6 (33.33%) 4 (57.14%)
>36 1 (5.55%) 0 (0%) 7 (38.88%) 0 (0%)
Tique
Présence 11(61.11%) 9(69.32%) 9 (50%) 5(71.42%)
Absence 7 (38.88%) 4 (30.76%) 9 (50%) 2 (28.57%)

A et B* Anplasma phagocytophilum/ Borrelia burgdorferi

B et E* Borrelia burgdorferi / Ehrlichia canis

A et E* Anplasma phagocytophilum/ Ehrlichia canis

A, B et E* Anplasma phagocytophilum/ Borrelia burgdorferi/ Ehrlichia canis

C1 Berger allemand
C2 Croisé
C3 Autres
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Tableau 8 Analyse statistique de la realtion satut sérologique de la coinfection Anplasma
phagocytophilum/ Ehrlichia canis et des facteurs de risques.

Valeur

de P

Age (15.95 £ 24.068) 0.03475

Sexe

M

F

Race (%)

Croisé

BA 0.2269
Autre

0.2454

Ectoparasite
0 0.047
1

Saison
, 0.087
Eté

Hiver
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Tableau 9 Analyse statistique de la realtion satut sérologique de la coinfection Anplasma
phagocytophilum/ Borrelia burgdorferi et des facteurs de risques.

Valeur de P
Age (15.95 £ 24.068) 0.03444
Sexe (%)
M 0.078
F
Race (%)
Croisé
- 0.3226
Autres
Ectoparasite (%)
0 0.04096
1
Saison (%)
Eté 0.2916

Hiver

Tableau 10 Analyse statistique de la realtion satut sérologique de la coinfection Borrelia
burgdorfert Ehrlichia canis et des facteurs de risques.

Valeur de P
Age (15.95 £ 24.068) 0.04229
Sexe (%)
M 0.1161
F
Race (%)
Croisé
- 0.0921
Autres canidés domestiques
Ectoparasite (%)
0 0.03464
|
Saison (été/hiver) (%) 0.309
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Tableau 11 Analyse statistique de la realtion satut sérologique de la coinfection Anplasma
phagocytophilum/ Ehrlichia canis /Borrelia burdorferi et des facteurs de risques.

Valeur de P
Age (15.95 +24.068) 0.0486
Sexe (%)
M 0.0051
F
Race (%)
Croisé
BA 0.2375
Autres canidés domestiques
Ectoparasite (%)
0 0.0442
1
Saison (%)
Eté 0.052

Hiver

b) Les canidés sauvages :
Sur un total de 12 sérums de canidés sauvages analysés, 5 (41.67%) se sont révélés
positifs & Anaplasma phagocytophilum et 3 (25%) a Ehrlichia canis. Les animaux testés se

sont avérés séronégatifs vis-a-vis de Borrelia burgdorferi sensu lato.
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Tableau 12 Descriptions de la population des canidés sauvages

Espece AP* EC* BB*
Fennec (n=7) 2 (16.67%) 2(16.67%) 0
Renard (n=3) 3(25%) 1(8.33%) 0
Chacal (n=2) 0 0

AP* Anaplasma phagocytophilum
EC#* Ehrlichia canis

BB* Borrelia burgdorferi sensu lato

3) RESULTATS DE L’ANALYSE SEROLOGIQUE A L’AIDE DU TEST KIT
VIA

Seize chiens (19 %) de 1’échantillon total (n=84) ont éte testés avec les agents pathogeénes
du test kit via : 15 individus (93.7%, n=16) séropositifs pour Anaplasma phagocytophilum, 8
individus (50%, n=16) pour Ehrlichia canis, () individu (0%, n=16) pour Borrelia burgdorferi
et 7 individus (43.75, n=16) pour Dirofilaria immitis. D’autre part, I’analyse des animaux

sauvages par ce test n’a révélé aucune positivité vis-a-vis des quatre agents pathogénes.

4) COMPARAISON DES DEUX TECHNIQUES SEROLOGIQUES IFI ET
KIT VIA

Sur les 16 sérums KIT VIA réalisés, nous avons noté une bonne concordance avec 1’IFI
vis-a-vis d’Anaplasma phagocytophilum et A’ Ehrlichia canis. Cependant une faible spécificité
du KITVIA par rapport a I’'IFI vis-a-vis de Borrelia burgdorferi sensu lato a été relevée.
Compte-tenu toutefois du nombre trés limité de sérums testés simultanément par ces deux
méthodes, il serait hasardeux de conclure & un manque de spécificité de KIT VIA par rapport

al’IFL

114



Chapitre 3

Tableau 13 Comparaison entre I'IFI et l'immunochromatographie

Résultats

IFI (n=16) KITVIA (n=16)
Anaplasma phagocytophilum |8 (52,63%) 15 (93,75%)
Ehrlichia canis 8 (50%) 8 (50%)
Borrelia burgdorferi sensu
lato 9 (56,25%) 0 (0%)

Anaplasma phagocytophilum

a) Coefficient de Kappa: - 0.56 : il y a un désaccord total pour les deux techniques.

Coefficient de concordance

b) IFI = gold standard
Se=11.11%
Sp="70%

Fiabilité = 42.1%

RVP = 0.37 : rapport de vraisemblance positif

RVN =127

Fiabilité : 42.1% des cas donnent des résultats semblables dans les vrais positifs ou les

vrais négatifs.

RVP =0.37 : <1 : le kit via a plus de chance de donner des résultats séropositifs dans

des résultats IFI séronégatifs (alors que si ¢’était >1 nous aurions dit KITvia donne des

positifs comme les positifs 1FI

RVN =1.27

Borrelia burgdorferi sensu lato

a) Coefficient de Kappa : incalculable

b) IFI = gold standard
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Se = incalculable
Sp = incalculable
Fiabilité = 43.75%
RVP = incalculable

Ehrlichia canis

a) Coefficient de Kappa : -0.22

b) IFI = gold standard
Se=81.81%
Sp=37.5%
Fiabilité = 63.15%
RVP=1.31
RVN =0.49

5) RECHERCHE DES ANTICORPS ANTINUCLEAIRES

Méme s’il est difficile de tirer des conclusions a partir d’un échantillon aussi réduit, il
semble néanmoins que 'infection d’un chien par Anaplasma phagocytophilum et/ou par
Borrelia burgdorferi sensu lato et/ou Ehrlichia canis est un facteur favorisant I’apparition

d’une maladie autoimmune (Figure 55).

Tableau 14 Association de la séroprévalence Anaplasma phagocytophilum, Borrelia
burgdorferi et Ehrlichia canis avec la présence d’anticorps antinucléaires

A* (n=34) E*(n=37) B* (n=32) AB (n=19) AE (n=16) BE (n=13)  AEB
(n=7)

AAN+ 6(17.64%) 9(2432) 7(21.87) 3(15.78%) 3(18.75%) 3(23.07%) 1(14.28%)

AAN- 28(82.23%) 28(75.67%) 25(78.12%) 16(84.21%) 13(81.25%) 10(76.92%) 6(85.71%)
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AlAnaplasma phagocytophilum, Bl Borrelia burgororferi sensu lato, E/ Ehrlichia canis

Figure 55. Présence d’ Anticorps antinucléaires par immunofluorescence (Photo personnelle)
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DISCUSSION

L’objectif défini initialement pour I’étude a bien ét€ atteint puisque 84 chiens de fourriére
et douze canidés sauvage ont pu &tre analysés en tout. Différentes raisons peuvent é&tre
avancées pour expliquer cet effectif réduit : tout d’abord, I'inconvénient de la méthode de
préléevement des canidés sauvages et la difficulté d’accés aux établissements zoologiques.
D’autre part, les kits nécessaires a notre travail de recherche étaient peu disponibles voir

inaccessibles en terme de cout d’achat.

1) QUELLES SONT LES METHODES SEROLOGIQUES LES PLUS ADAPTEES
A LA DETECTION D’ANAPLASMA PHAGOCYTOHILUM, BORRELIA
BURGDOREFRI SENSU LATO ET EHRLICHIA CANIS CHEZ LE CHIEN ?

Pour mettre en évidence un contact éventuel entre le chien et ces pathogénes, on peut
utiliser différentes approches. La plupart du temps I'infection de 1’animal passe inaper¢ue, par
conséquent, le recours aux différents outils diagnostiques est systémique pour une approche
cohérente lors d’une infection par ces bactéries. Outre les examens de diagnostic direct basés
sur la bactériologie ou la recherche d’ADN par des techniques de biologie moléculaire. Des
méthodes sérologiques directs (mise en évidence d’antigéne) ou indirects (observation d’une
réponse immunitaire de 1’hote) sont commercialisées pour le diagnostic de certaines maladies
a transmission vectorielle. La sérologie est une des pierres angulaires du diagnostic et elle
peut s’appliquer chez 1’animal retrouvé malade ou mort. Ainsi, elle reste la seule méthode fiable
pour des études épidémiologiques notamment celles destinées a estimer la séroprévalence
d’une infection par Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi sensu lato et Ehrlichia

canis.

Parmi les principales techniques sérologiques utilisées dans ce travail, on trouve 1’IFI qui
est la méthode la plus utilisée et qui fait toujours référence, compte-tenu de sa grande
sensibilité et de sa bonne spécificité (Chapman et al., 2006 ; Reller et Dumler, 2015). Le seuil
de positivité retenu est le 1/50°. Selon les auteurs ayant réalisé des sérologies par
immunofluorescence sur des chats, des chiens ou des hommes, les seuils retenus pour définir
un sérum comme positif sont soit le 1/50° soit le 1/64°. Ces seuils sont donc communément

admis ce qui n’empéche pas les réactions croisées (Hollingdale et al., 1978). Ainsi, en
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réalisant le criblage au 1/50%, nous avons augmenté la sensibilité de notre détection pour éviter

d’avoir trop de faux négatifs.

Notre étude expérimentale avait également powr but d’évaluer la concordance des résultats
d’analyse sérologique obtenu par IFI avec ceux du kit VIA ® canin. Il s’agit d'un test de
diagnostic in vitro permettant la détection d’antigénes de Dirofilaria immitis et d’anticorps
dirigés contre Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi (anticorps anti-C6) et
Ehrilichia canis dans le sérum, le plasma ou le sang entier canin. La sensibilité annoncée par
le fournisseur est de 98,8% et la spécificité de 100%. Ces deux valeurs sont bonnes et laissent
a penser que ce test est de bonne qualité. En effet, avec un tel test nous devions nous attendre
a ce que tous les cas positifs observés en IFI soient confirmés par ce KIT. En effet, au terme
de cette analyse, nous avons noté une concordance avec I'IFI vis-a-vis d’Ehrlichia canis mais
une faible concordance vis-a-vis de Anaplasma phagocytophilum, et aucune concordance pour
Borrelia burgdorferi sensu lato. De plus en comparant ce test immunochromatographie rapide
avec I’IFI par une analyse statistique, nous avons noté une absence de corrélation significative
(Coefficient de Kappa: - 0.56) avec les mémes résultats chez 19% des échantillons testés.
Cette absence de corrélation a également été observée dans une étude réalisée en Suisses en
Europe (Gerber et al., 2009). Le résultat de cette comparaison, ne nous permet pas de conclure
sur la bonne ou non fiabilité du test kit via par rapport a la méthode sérologique de référence
I’'IF1. Cependant nous pouvons considérer que la facilité d’emploi de ce type de kit en fait un
outil trés utile pour le vétérinaire au sein de sa clinique et lui permettra de prendre une

décision thérapeutique immédiate lors de maladies vectorielles.

2) QUELLE EST LA SEROPREVALENCE D’ANAPLASMA
PHAGOCYTOHILUM, BORRELIA BURGDOREFRI SENSU ILATO ET
EHRLICHIA CANIS CHEZ LES CHIENS DE FOURIERE A ALGER ?

La proportion de chiens positifs retenue suite a notre étude s’éléve a 42.85%, 46.42% et
53.33% pour Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia canis et Borrelia burgdorferi sensu lato
respectivement. L.’échantillon réalisé au sein de la population de canidés domestiques avait
pour but d’étre le plus large possible pour permettre un traitement statistique. En raison des
contraintes de terrains et des moyens, il a été réduit. Cependant, la sélection des animaux a

permis que cet échantillon soit représentatif au moins pour les canidés domestiques. Nous
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allons tenter de les comparer aux données présentées dans la bibliographie tout en restant

conscients des limites de notre étude.

En 2015, une étude a été réalisée en Algérie et a permis 1’analyse de 213 sérums de chiens
de fourtiére vis a vis d’Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum et Borrelia burgdorferi.
Le niveau de prévalence obtenue pour chaque agent bactérien était respectivement de 30 %,
47.7%, 37.6% et 37.5%. Ainsi ces pourcentages sont comparables aux notre et a ceux décris
dans la littérature (Banet et al., 1998 ; Mircean et al., 2012 ; Cardoso et al., 2012). Cependant,
nos pourcentages étaient nettement plus élevés que ceux décris dans une étude espagnole

(16.8%, 1.07%, 11.5% et 0.6%) (Solano-Gallego et al., 20006).

Dans ce travail, nous avons pu noter des cas de coinfection avec un plus fort pourcentage
pour une coinfection vis-a-vis d’Anaplasma phagocytophilum et Borrelia burgdorferi sensu
lato. Cependant, il est important de faire attention a I’interprétation lorsqu’on effectue un
simple screening. Les réactions croisées entre ces bactéries peuvent poser des problémes
d’interprétation, notamment powr I’IFI, les tests de type ELISA ou les tests immuno-
chromatographiques. Ces tests isolés ne permettent pas forcément de faire la différence entre
des infections par des especes différentes et pour des infections dues a plusieurs espéces du
méme genre. Egalement, certains antigénes, comme les protéines de surface, sont conservés a
travers tous les groupes, et croisent également potentiellement avec la famille Rickertsiaceae

(Waner et al., 2001)

3) QUELS SONT LES FACTEURS DE RISQUE LIES A UNE SEROPOSITIVITE
VIS-A-VIS D’ANAPLASMA PHAGOCYTOHILUM, BORRELIA
BURGDOREFRI SENSU LATO ET EHRLICHIA CANIS CHEZ LE CHIEN ?

Il existe une association significative entre une sérologie positive a
A. phagocytophilum ou Ehrlichia canis et I’dge des chiens. Cette association a également
été décrites dans plusieurs études similaires (Movilla et al., 2016 ; Yuasa et al., 2012).

Le pourcentage de séropositifs observés était également étroitement associé a

I’exposition aux tiques. En effet, le taux de seropositivité était plus €levé chez les chiens
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présentant des tiques. Cette association n’est pas étomnante et cela a été decrit dans
plusieurs enquétes épidémiologiques similaire (Hamel et al., 2012). Le vecteur principal
dans les pays nord méditerranéen, commun & ces bactéries est la tique dure Ixodes ricinus.
Bien que ce vecteur ait été identifié an Algérie par Dib et ces collaborateurs (Bouattou et
al., 2004 ; Dib et al., 2009), nous n’avons pas pu l’isoler parmi les tiques récoltées.
Cependant, I’hypothése d'une vectorisation de ces pathogénes par des tiques autres

qu’Ixodes ricinus n’est pas a exclure.

4) QUELLE EST LA SEROPREVALENCE D’ANAPLASMA
PHAGOCYTOHILUM, BORREILIA BURGDOREFRI SENSU LATO ET
EHRLICHIA CANIS CHEZ LES CANIDES SAUVAGES A ALGER ?

Cette étude ne nous fournit que des résultats qualitatifs, de présence de ces
bactéries chez les canidés sauvages. Si nous avions eu plus de moyens financiers, il
aurait été intéressant d’augmenter la taille de nos échantillons par espéce animale. Ce
qui nous aurait permis d’établir un taux de prévalence, et de déterminer si la
prévalence était significativement différente ou non entre les différentes especes.
Meéme si les pourcentages ne sont pas interprétables, au vu du nombre d’échantillon
(n=12), on peut supposer que la séroprévalence globale est au moins de 1’ordre de

41.67% vis-a-vis de Anaplasma phagocytophilum et de 25% pour Ehrlichia canis.

5) LES INFECTIONS PERSISTANTES A ANAPLASMA PHAGOCYTOHILUM,
BORRELIA BURGDOREFRI SENSU LATO ET EHRLICHIA CANIS CHEZ LE
CHIEN SONT-ELLES DES CAUSES DE REACTION IMMUNITAIRES
PATHOLOGIQUES ?

Au terme de cette recherche, nous avons pu noter que prés de 20% des chiens séropositifs
aux Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia canis et Borrelia burgdorferi sensu lato en IFI
présentaient des anti corps anti-nucléaires. Les résultats obtenus concordent avec ceux révélés
dans de nombreuses études dans lesquels environ 10% des maladies auto-immunes telles que
la polyarthrite ou le lupus érythémateux disséminé du chien ont pour origine étiologique une
bactérie hémotrope a transmission vectorielle, mise en évidence aprés un examen

complémentaire (Breitschwerdt et al., 2002 ; Legendre, 2002 ; Summers et al., 2005)
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CONCLUSION GENERALE ET RECOMMANDATIONS

Au terme de ce travail, nous avons pu apporter la preuve de la circulation de Anaplasma
phagocytophilum, et de Ehrlichia canis chez les canidés sauvages et les chiens de fourrieres
ainsi que Borrelia burgdorferi sensu lato chez ces derniers. Dans ce cadre, I'IFAT, reste

I’outil sérologique de prédilection dans le cas d’infection par ces pathogénes.

La séroprévalence des chiens testés aux antigénes de Anaplasma phagocytophilum,
Ehrlichia cani et Borrlia burgdorferis suggere la forte exposition de la population canine a
ces trois agents bactériens vectorisés avec une fréquence plus élevée pour le dernier
pathogéne.  L’évaluation  statistique met en évidence une rtelation entre

le statut sérologiques des chiens et leur dge et/ou la présence de tiques.

Lors de notre étude, nous avons mis en évidence 'existence sur les chiens d’un seul
genre de tiques : Rhipicephalus. Aucune tique du genre Ixodes n’a éteé récoltée bien qu’il

s’agisse du vecteur théorique de I’anaplasmose canine.

Le nombre relativement important de séropositifs & plusieurs valences antigéniques
permet de supposer que les vecteurs de transmission de ces trois genres bactériens peuvent

étre partagés.

De facon intéressante et pour la premiére la fois, nous avons également pu montrer
quune séropositivité a Anaplamsa phagocytophilum, Borrelia burgdorferi sensu lato et
Ehrlichia canis était souvent associée a la présence d’anticorps anfi nucléaires. Cette donnée,
nous permet d’émettre I’hypothése que ces pathogénes pouvaient étre les agents étiologiques

de certaines affections auto-immunes du chien

Notre étude a permis de comparer les résultats du test sérologiques rapide, KITVIA ®
surl6 sérums testés et d’évaluer cette technique par rapport a la méthodes sérologique de
référence (IFI). Certains sérums, notamment ceux qui étaient positif en IFl vis-a-vis

d’Anaplamsa phagocytophilum et borrelia burgodorferi sensu lato ont montré une
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discordance. L’évaluation des parametres de sensibilité, spécificité et le coefficient de kappa a

révélé une faible concordance entre les deux tests.

Drautre part, 1’analysé sérologiques de quelques canidés sauvages a permis de mettre en
évidence pour la premiere fois une séropositivité vis a vis de Anaplasma phagocytophilum et

Ehrlichia canis.

Par conséquent, a I’issu de ces résultats, nous pouvons conclure que Ehrlichia canis,
Anaplasma phagocytophilum et Borrelia burgdorferi sont transmis aux carnivores
domestiques de fourriere. Compte tenu de leur pouvoir pathogéne potentiel pour
les especes domestiques et de leur potentiel zoonotique, ces agents bactériens devraient
systématiquement figurer dans le diagnostic différentiel des maladies infecticuses vectorisées

chez les carnivores.

Quelles sont les mesures prophylactiques &4 pendre en vue des résultats obtenus ?

- En médecine vétérinaire, le traitement acaricide des animaux pour limiter
I’attachement des tiques est largement pratiqué dans les zones infestées. Mais il
conduit a I’apparition de résistance et constitue une contrainte économique. Ainsi, la
mise au point de nouveaux outils (produits insecticides et technologies de
pulvérisation) pour combattre les vecteurs et maitriser la maladie sont en cours
d’étude.

- Le contrdle des populations de tiques est extrémement difficile a mettre en ceuvre a
grande échelle. Les techniques de lutte indirecte qui consistent a intervenir sur
Ienvironnent naturel des tiques sont, soit difficiles a mettre en ceuvre soit

écologiquement inacceptables.

- D’autres mesures prophylactiques consistent a fournir les meilleures données
factuelles possibles en vue de combattre les vecteurs et de protéger les animaux de
I’infection ; en proposant des formations aux vétérinaires sur la prise en charge

clinique, le diagnostic et la lutte anti vectorielle.
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Existe-t-il un vaccin contre ces agents bactériens ?

Actuellement, il n’existe aucun vaccin contre ces maladies bactériennes. Cependant, une
stratégie de lutte prometteuse, mais actuellement confinée aux vecteurs et plus spécifiquement
a une seule espeéce d’Ixodidé, consiste a utiliser un vaccin « antitique » dirigé contre des
antigenes de 1'intestin des tiques. L application pratique de ce vaccin est actuellement limmtée
a la lutte contre Boophilus microplus, une tique du bétail, en Australie et dans certains pays
d’Amérique centrale. Des recherches sont menées actuellement dans de nombreux
laboratoires pour développer des vaccins contre R. sanguineus, ou Ixodes sp.. Parmi les
molécules candidates, des antigénes sécrétés (antigénes salivaire ou du cément) et internes

(cellules digestives) sont a 1’étude.

Peut-on éliminer ces agents bactériens par voie médicamenteuse ?

- Le traitement de I’ehrlichiose monocytaire canine repose sur 1’utilisation d’agents anti
rickettsiens et d’une therapeutique de soutien. Les tétracyclines sont les meédicaments
les plus couramment utilisés, la doxycycline une fois par jour a la dose de 2 x 5 mg/kg
par jour pendant 3 semaines étant le protocole thérapeutique de référence. Chez les
chiens infectés par E. canis, la disparition de la thrombopenie constitue un bon
indicateur d’une réponse favorable au traitement. Les cas d’ehrlichiose monocytaire

canine chroniques sévéres chez le chien sont de mauvais pronostic.

- Le traitement de la thrombopeénie cyclique et de I’anaplasmose granulocytaire repose
sur 'utilisation d’agents anti-rickettsiens et d’ume theérapeutique de soutien. Les
tétracyclines sont les médicaments les plus couramment utilisés. Le protocole
thérapeutique de référence utilise la doxycycline une fois par jour & raison de 2 x 5

mg/kg pc pendant 4 semaines.

- Les études concernant le traitement de la maladie de Lyme chez le chien ont donné des
résultats variables mais une réponse a la thérapeutique antibiotique peut étre attendue

en 1 ou 2 jours en cas de polyarthrite, alors que la réponse prendra plus de temps chez
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les chiens souffrant de néphropathie. Les études chez les chiens expérimentalement
infectés ont montreé que le traitement antibiotique n’élimine pas 1’infection chez tous
les chiens. Le médicament de choix est la doxycycline, 4 2 x 5 mg/ kg per os une fois

par jour pendant 1 mois au minimum.
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PERSPECTIVES

Notre travail pose un certain nombre de questions et nécessite des confirmations
qui pourront faire 1’objet de travaux ultérieurs :

- D’une part, la confirmation des études sérologiques chez les chiens nécessite de
rechercher par biologie moléculaire la présence de A. phagocytophilum, Borrelia
burgdorferi sensu lato et Ehrlichia canis. dans le sang. Si cette recherche s’avérait
positive, le typage des souches serait intéressant dans 1’optique
de statuer sur leur caractere zoonotique.

- La recherche et I’identification d’autres bactéries hémotropes vectorisées chez les
carnivores domestiques est une prolongation évidente de ce travail.

- De plus, il serait maintenant intéressant de rechercher la bactérie dans les tiques
récoltées par la technique PCR et d’identifier de fagon plus précise les vecteurs qui
semblent différents en Algérie et d’évaluer les facteurs de risque de transmission de
ces agents.

- Par ailleurs, comme nous 1’avons deja évoqueé, 1l serait intéressant de renouveler les
récoltes d’échantillons a d’autres periodes de 1’année et sur un plus grand nombre afin
d’avoir une vision plus repreésentative de la répartition de ces maladies bactériennes
ainsi que des tiques et de leur activité.
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