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Résumeé

Résumé

L'avortement chez les ruminants représente une préoccupation économique importante
pour les éleveurs. Les agents pathogénes, tels que, CoxiellaburnetiiChlamydia spp,
Leptospiraspp, sont parmi les principales causes infectieuses de l'avortement et nécessitent un
diagnostic rapide et fiable. L'importance de I'infectiosité de ces bactéries est également due a

leur potentiel zoonotique, qui représente un risque constant pour la santé humaine.

La présente étude a été congue pour rechercher la présence et le génotypage deC.
burnetii, Chlamydia spp et Leptospirasppdans les tissus placentaires prélevés a partir des
vaches laitiéres en cours de vélage ou de I’avortement en Algérie, en utilisant la biologie

moléculaire.

Un total de 77 fragments de tissus placentaires ont été prélevés chez des vaches laitiéres.
73 échantillons ont été prélevés chez des vaches ayant avortées et quatre échantillons ont été
prélevés chez des vaches avec vélages naturels durant une période de deux ans, de janvier
2013 a mars 2015 dans quatre wilayas a savoir Blida, Médéa, Bouira et Bordj Bou Arreridjdu

nord d’Algérie.

La présence de Coxiella burnetii, Chlamydia spp, et Leptospiraspp dans ces échantillons
a été établi par PCR en temps réel (RT-PCR), ciblant les génes 1S1111 et 1IS30 A pour la
recherche de coxiella burnetii, le géne 23S rRNA pour la recherche des Chlamydia spp et le
gene rrs (16 S) pour Leptospiraspp. Les amplicons positifs ont ensuite été séquencés pour la
détermination des génotypes circulant au sein de notre population bovine, pour Coxiella
burnetii on a procédé a un séquencage des zones intergéniques (MST) en utilisant sept paires
de séquences a savoir (Cox2, Cox5, Cox18, Cox37, Cox56, Cox57, et Cox61). Alors que pour
les Chlamydia spp on a utilisé cinq paires d’amorces qui sont 16S1, 16S2 ; rRNAla, rRNAIDb ;
rRNAO1, rRNAO2 ; rRNAO3, rRNA04 ; rRNA4b, rRNA4a.

Quatorze échantillons placentaires (19,1%) ont été trouvés positifs pour C. burnetii par
RT-PCR; 9 (12,3%) a de Blida et 5 (6,84%) a de Médéa. Le génotypage des amplicons
correspondants a montré une identité de 100% avec le génotype MST20, ce qui confirme la
circulation de ce génotype dans les fermes laitiéres algériennes. Alors que pour les Chlamydia
douze échantillons (16.4 %) ont montré des réesultats positifs par RT-PCR tout essai de
séquencage a échoué a ’exception d’un seul prelevement et avec un seul géne qui a montré

une similarité de 94% (102/109 pb) avec la souche de Chlamydia psittaci. Pour ce qui est des



Résumeé

leptospiraSpp sa recherche par RT-PCR a donné un résultat négatif pour tous les échantillons

utilisés dans cette étude
Abstract

Abortion in ruminants is an important economic problem. Pathogens bacteria, such as
Coxiella burnetii, Chlamydia spp, and Leptospiraspp, are ranked among the most infectious
causes of abortion that require rapid and reliable diagnosis. The importance of infectivity of
these bacteria is also due to their zoonotic potential, which represents a constant risk to human
health.

The present study was designed to search for the presence and the genotyping of C.
Burnetii, Chlamydia spp, and Leptospiraspp in placental tissues collected from aborted and
normal calving dairy cows in Algeria, using molecular tools.

A total of 77 placental tissue fragments were collected from dairy cows. 73 samples were
collected from aborted cows and four samples were collected from natural calving cows over
a period of two years from January 2013 to March 2015 in four provinces, which are Blida,
Medea, BouiraetBordjBouArreridj.

The presence of C. burnetii, Chlamydia spp., and Leptospirasppin these samples was
screened by quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-PCR), targeting two
different genes, 1S1111 and 1S30 A for the research of C. burnetii, the gene 23S rRNA for
Chlamydiaspp and rrs (16 S) for Leptospira spp. The positive amplicons were subsequently
sequenced to determine the circulating genotypes in dairy cattle, for C. burnetii the
Multispacer Sequence Typing (MST) was chosen, using seven pairs of sequences (Cox2,
Cox5, Cox18, Cox37, Cox56, Cox57, and Cox61). Whereas for Chlamydia spp five primer
pairs were used which are 16S1, 16S2; rRNAla, rRNAIb; rRNAO0L, rRNAO2 ; rRNAO3,
rRNA04 ; rRNA4b, rRNA4a.

Fourteen placental tissues (19.1%) were found to be positive for C. burnetii by gPCR; 9
(12.3%) from the city of Blida and 5 (6.84%) from the city of Medea. Genotyping of the
corresponding amplicons displayed 100% identity with C. burnetii MST20 genotype,
confirming the circulation of this clone in dairy farms from Algeria. While for Chlamydia Spp
twelve samples (16.4%) showed positive results by RT-PCR all sequencing tests failed except
for one sample and with a single gene that showed 94% similarity (102/109 pb) with
Chlamydia psittacistarin
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Concerning leptospiraSpp, its search by RT-PCR gave a negative result for all the

samples used in this study.

oadla
(ol ¥ Cluwe Ble Jll age gabaBl 3B uae s 3 jiaall Clilgall b palgay)
Gl g mleaDl daw 1) Danadd) Gl Gn e A 5 5kl 5 daay IS ) sIALLE KIDG

Jiai Al 5 ¢ Laiall 40 gaaled) ) Wl Ll o3gr ba) dpaal aa iy, (i qom st
S Aaaa e Gl 15ha

faadl 8 5 inidly Auay i ) AL KU 55 asas slafinY Al all o3 Cuaea
A el La o) sl aladiay 0 jall & (aleal) sl oY ol oL LY e (e 33 sal) dapiall

&Y e due 73 30 & gl JEY) e dedal) Aan) Bkl 77 40 sene o pan
sl G 2013 b (e comale sl anhall Jsaall 3 &Y (e e Ay )l (aleaYlas
DAl Jlad g e 5 e Boasall ¢ el sl a5 Y 5 ) (42015

Ci gl 3 PCR A (e il o3a 8 5 jisiall 5 dyay i 5 L& s sm 5 2855 o5
ol ¢ S etlS € e dall [S30 A 5 1S1111 Gl Gilagiul s ¢ (RT-PCR)sasal)
4 pllie CalSI S 160l s LISl alIS rRNA23

DaY) adine & A ghaiall A8l 5kl aaail A gall () sSalae) Julid apaad Y aay

Oe )l dass pladinly (MST) (it s DS 58 (o g il 480 ) dadaial) Julisi o) ja) a5 <Ll

o> & . (Cox2, Cox5, Cox18, Cox37, Cox56, Cox57, et Cox61). <l sidll

16S1, 1652 ; rRNAIa, rRNAID ; rRNA0L, Jui¥) (e #5351 dued Laadinl 3 jixiall 53l
rRNAO02 ; rRNAO3, rRNAO04 ; rRNA4b, rRNA4a.

RT-iau s 5 AT &I dlal o530 (7 19.1) Aapdiall o A 14 o giall
7100 dpss Gidadl) () SalaaY inl Topaiill yelal (76.84) 5 4aall sall) 79 (12.3 3244 <PCR
Lol Laiy 4y 30 3all QLI & ) 3 e )l aadll 138 J 5l 2S5 Lee MST20 ) L) 2
Jid Juluall gl JS RT-PCR adau s dlay) il cajelal (716.4) 4 pdie W L
Dl e (Cume dan), /109 Z102( 794 dawis Galis jelal aaly cpags saaly de oLl

psittaci. LK)

A pall s3a (8 derdiiall il aread dudes 455 RT-PCR sy el ey pdul] daally



Introduction

Introduction

Coxiella burnetii est une bactérie de 0.4 a 1 um de longue sur 0.2 a 0.4 um large, a
développement intracellulaire obligatoire qui se multiplie dans les cellules eucaryotes (Eldin
et al. 2017), Bien que C. burnetii ait une paroi cellulaire similaire a celles des bactéries gram
négatif ce qui la classe parmi leur groupe, elle n’est pas colorable par cette technique. Pour
cela des colorations spécifiques ont été développées permettent de révéler ces bactéries,
notamment la coloration de Gimenez(Eldin et al. 2017). Chez les femelles non gestantes,
Iinfection a C. burnetii est le plus souvent asymptomatique (Van den Brom, et al 2015).
L’infection humaine se traduit souvent par l'inhalation d'aérosols infectés par C. burnetii
(Eldin et al. 2017). Ceci se produit généralement apres contact avec des animaux infectés ou
avec leurs produits, 1’infection se produit souvent durant le vélage ou 1’abatage des animaux
infectés (Johnson et Kadull 1966), C. burnetii peut persister pendant de longues périodes dans
le sol et le vent peut transporter les aérosols infectieux pour une distance de 30 Km au
minimum (Eldin et al. 2017).

MST (Multi SpacersTyping) ou séquencage des zones intergeniques ; cette technique de
génotypage a été introduite parGlazunova et al aprés avoir identifié 10 éspaceurs(spacers)
hautement variables situées entre ORFs (open reading frame) ce qui leur a permis d’identifier
30 différents génotypes et trois monophylétiques groupes parmi 173 isolats deC. Burnetii
(Glazunova et al. 2005). La collection la plus diversifiée de C. burnetii est maintenue par
Institut Hospitalo-Universitaire Méditerranée Infection Marseille, France (Hornstra et al.
2011).

Le génotypage est une technique trés discriminante et fréquemment utilisée pour retracer
la propagation de C. burnetii entre différentes régions et des réservoirs animaux a ’homme
(Eldin et al. 2017). Certains MST génotypes sont cosmopolites et se circulent dans les cing
continents tels que MST20 et MST16. Le MST8 a été décrit en Europe et I’ Amérique du nord
(Glazunova et al. 2005), alors que certains génotypes sont trés spécifiques a un seul pays
comme MST41 et MST49 qui ont été décrits en France uniquement (E. Angelakis et al.
2013), et le MST17 qui est le seul génotype circulant dans la Guyane francaise(D’ Amato et al.
2015). Cette technique de geénotypage permet I’investigation de 1’origine géographique de
chaque MST génotype et méme fournie une cartographie de la diversité génétique de C.
burnetii. Pour cela le génotypage par MST a été qualifié comme méthode de géotypage(Eldin
et al. 2017).
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Pour ce qui est de spécificité de 1’hote, quelques génotypes MST ont été identifiés
uniquement chez ’homme, tel que MSTI15 qui a été exclusivement identifié a partir des
valvules cardiaques humaines (Glazunova et al. 2005). D’autres génotypes MST ont été
identifiés chez différentes espéces animales, comme le MST16 qui a été découvert chez

I’homme, les ruminants et méme chez les arthropodes (Glazunova et al. 2005).

eNUEITIIYUE EL T1E SE Uduull pPas, uals 1d Mdjorie ues cds, par ues SIgries CHIYUES 1eS SOUTCES
d’infection sont principalement les déjections mais aussi les feetus, les annexes feetales, les
sécrétions utérines ou vaginales et le lait de femelles infectées. D un autre coté il a ét¢ montré
que Chlamydia trachomatis responsable de chlamydiose humaine a peut-étre pu franchir la
barriere de I’espece et devenu responsable d’avortement chez les bovins aussi selon 1’étude
mené par Ahmet ZBEK (Ozbek et al. 2008).

Concernant le genre Leptospira, qui est excrétées dans I’environnement via 1’urine
d’animaux réservoirs. L’homme se contamine par la peau ou les muqueuses (bouche, nez,
yeux) lors de contact avec de 1’eau ou des sols souillés, ou par contacts directs avec un animal
infecté. Les personnes les plus a risque appartiennent a certains groupes professionnels
(éleveurs, vétérinaires, éboueurs, agriculteurs..) ( Emmanuel LEGRAND. 2009).

En outre, bien que les avortements d’origines infectieuses soient considérés comme un
réel probléme au sein d'élevages bovins laitiers en raison de sa perte économique, mais
aucune ¢tude de génotypage n’a été menée dans ’implication de ces bactériesdans ces cas
d’avortements, par conséquent les génotypes circulants sont toujours inconnus en Afrique du
Nord, y compris en Algérie.

Notre objectif était d’estimer la présence de C. burnetii, Chlamydia Spp et leptospiraSpp
et la détermination de leurs génotypes dans les placentas des vaches ayant avorté ou des

vaches avec vélage naturel dans la région nord d’ Algérie.
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I. Les avortements

Du fait de leur impact économique et sanitaire, les avortements font depuis longtemps
I’objet de D’attention des pouvoirs publics. En France, le Décret du 24 décembre 1964 «
considére comme avortement dans I’espéce bovine 1’expulsion du foetus ou du veau né mort
ou succombant dans les quarante-huit heures qui suivent la naissance ». Tout événement
répondant a cette définition doit étre déclaré aux autorités. Un prélévement de sérum maternel
et des enveloppes foetales doit alors étre effectué par le vétérinaire sanitaire de I’exploitation
pour une recherche de brucellose (Noémieet al. 2010). Lesavortements des ruminants font
I'objet d'une surveillance obligatoire et doivent étre déclarés et prélevés (placenta et prise de
sang de I’avorteuse). En cas d’avortements successifs, les vétérinaires recommandent de faire
des analyses sérologiques et par PCR du placenta ou de I’avorton. Des frais pris, en partie, en
charge par les GDS. Certaines maladies étant transmissibles a 1’homme (zoonose), le lait
d’une vache ayant avorté ne doit pas étre consommé. Les avortons et les délivrances doivent
étre rapidement collectés avec des gants et a mettre a 1'équarrissage (et a 1’abri des chiens ou
d’autres animaux). Par ailleurs, les femmes enceintes doivent éviter de s’en approcher, et plus
généralement éviter d’étre présentes lors des vélages.

Les principales causes d’avortements

e Maladies bactériennes

Brucellose, Salmonellose, Fievre Q, Listériose, Leptospirose, Chlamydophilose
,Campylobactériose, Uréaplasmose, Arcanobacter, Bacillus licheniformis, Haemophilose

Mycoplasmose, Erhlichiose

e Maladies virales

Diarrhée virale bovine/maladie des muqueuses (BVD/MD)

La rhinotrachéite infectieuse bovine (IBR) et la vulvovaginite pustuleuse infectieuse
(IPV) IBR-IPV
La fievre catarrhale ovine FCO
e Protozootique
Toxoplasmos, Néosporose, Sarcosporidiose, Trichomonose génitale
e Avortement fongique

e Mycotoxines
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Revue bibliographique

La zéaralénone, Toxines de Stachybotrysatra, Toxines de Penicillium roqueforti, Phyto-

oestrogénes(Noémieet al. 2010).

I1. Coxiella burnetii
11.1. taxonomie

Coxiella burnetii  partage plusieurs caractéres avec rickettsia (bactérie de petite taille
intracellulaire isolée a partir tiques), pour cela elle a été classée parmi la famille des
Rickettsiaceae(Matr 2015). néanmoins, elle se distingue par de nombreuses caractéristiques
telles que le pourcentage G + C (43%) (Emmanouil Angelakis et Raoult 2010) forte résistance
dans le milieu extérieur, sa capacité de pousser dans le phagolysosome, sa réaction négative
avec le test sérologique Weil-Félix et I’absence des éruptions cutanées (Maurin et Raoult
1999).

Cependant, des études phylogénétiques récentes, basées principalement sur I’analyse des
séquences ARN 16S, ont montré que Coxiella Burnetii appartient au genre Coxiella,famille
des Coxiellaceae, ordres des Legionellales, classe des Gammaproteobacteria et phylum
Proteobacteria(Emmanouil Angelakis et Raoult 2010).

11.2. Bactériologie

Coxiella burnetii, bactérie intracellulaire stricte, pléomorphe, Gram-négatif. De 0.2-0.4
pum de largeur sur, 0.4-1.0 um longueur, avec une membrane similaire  a celles des bactéries
a Gram négatif, Coxiella burnetii n’est pas colorable par la technique de coloration de gram,
donc la méthode de Gimenez est souvent utilisée pour sa coloration dans les échantillons
cliniques et les cultures cellulaires (Eldin et al. 2017).

Coxiella burnetii présente une variation morphologique entre une forme dite SCV, pour «
Small-CellVariants », et une forme LCV pour « Large-CellVariants » ces dénomination ont
été proposées par McCaul et Williams (1981) (McCaul et Williams 1981).

La forme SCV est représentée par de petits bacilles de 0,2 a 0,5 um, denses et compacts
au microscope électronique. Cette forme peut étre extra ou intracellulaire. La forme SCV est
une forme de résistance issue de cellules meres de type LCV. Elle infecte les cellules
eucaryotes par phagocytose, se multiplie puis redonne la forme LCV. La forme LCV est
représentée par de grosses cellules de forme arrondie, mesurant 0,7 x 2 um, polymorphes, peu

denses et exclusivement intracellulaire. Il s’agit d’une forme métaboliquement active,
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présentant peu de lipopolysaccharides de surface (LPS) (Emmanouil Angelakis et Raoult
2010)(Emmanouil Angelakis et Raoult 2010).

11.3. Génétique.

On suppose le chromosome de Coxiella burnetii circulaire, et d’une taille variante de be
2,103 kb (Lorenz, Jager, et Willems 1998), selon la souche. La forme du chromosome reste
incertaine s’il est linéaire ou circulaire. Cependant plusieurs recherches ont indiqué que le
génome est linéaire (Lorenz, Jager, et Willems 1998). Coxiella burnetii porte un petit
chromosome circulaire d'environ cing Mpb la majorité des souches contiennent
additionnellementune des quatre variétés de plasmide de 32-51 Kpb, ce qui portent environ 2
% de I’information génétique, les souches dépourvues de plasmide contiennent a la place une
séquence ressemblant a un plasmide de 16 Kpb intégrée dans le chromosome (Matr 2015).

En opposition a la C+ G % bactérienne qui est supérieure a 45 %, celui des C. burnetii a
été¢ déterminé d’étre compris entre 43 et 45 %. La séquence tétranucléotidique CTAG est
extrémement rare, la similarité trinucléotide CCG et CGG sont aussi rares dans le génome
(Hunt, Ruffolo, et Rajakumar 1998).

I11. Diagnostic de laboratoire
I11.1. Collecte et stockage des échantillons

C. burnetii est un agent hautement infectieux. Donc, un personnel expérimenté portant
des gants et des masques devrait manipuler des échantillons cliniques supposément infectés
avec C. burnetii avec soin, et manipuler exclusivement dans les laboratoires de niveau de
biosécurité 3 (Emmanouil Angelakis et Raoult 2010).

Amplification de ’ADN peut étre accomplie a partir du lait, placenta, prélévements de
feetus (en cas d’avortement), sang, liquide céphalorachidien, biopsie de la moelle osseuse,
biopsie de la valvule cardiaque, greffe, biopsie osseuse ou biopsie hépatique (Fournier,
Marrie, et Raoult 1998).

Le sang doit étre prélevé dans des tubes EDTA ou citrate de sodium. Les échantillons
solides doivent étre conservés congelés a -80 ° C avant les tests (Maurin et Raoult 1999).

C. burnetii peut étre cultivé sur un tapis cellulaire leucocytaire d'un sang hépariné.
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111.2. Culture en milieu axénique ; CCM (ComplexCoxiella Medium)

Des études récentes ont montré que C burnetii peut étre cultivée dans un milieu
axénique développé parHackstadt et Williams appelé ComplexCoxiella Medium (CCM) ce
milieu soutient I'activité métabolique axénique par C. burnetii durant au moins 24 h. le milieu
CCM contient 03 complexes sources nutriments (neopeptone, FBS (Fetal Bovine Serum), et
RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) milieu de culture cellulaire. Et une grande
concentration de chlorure (140 mM), et le tampon de citrate (PH approximativement 4.75)
(Omsland et al. 2009).

111.3. Identification par biologie moléculaire

111.3.1. Réaction en chaine par polymérase

Plusieurs amorces sont disponibles pour le diagnostic. Néanmoins, trois cibles
génomiques sont le plus souvent utilisées pour la détection de 'ADN de C. Burnetii en RT-
PCR qui sont les suivants :

¢ L’¢lément d’insertion IS1111 C’est cette derniére qui est la plus utilisée, la séquence
présente en grand nombre offre une forte sensibilité. Selon les souches, ce nombre de copies
varie de 7 a 110. Cette séquence code pour une seule fonction la transposase, une enzyme qui
catalyse sa propre transposition (Cerveau, et al 2011). ces séquences d'insertion 1S1111 sont
des séquences d’ADN parasites ayant la capacité de se répliquer d’une maniere autonome, de
se proliférer et sauter vers d'autres loci au sein de son génome, mais aussi entre, des génomes
bactériens (Siguier, Filée, et Chandler 2006).

¢ L’ isocitratedehydrogenase géne (icd), (Nguyen et Hirai 1999).

 La protéine de la membrane externe (outer membrane protein OMP) géne codant

(coml) (Zhang et al. 1998). Plus de détails sont rapportés dans le tableau suivant
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Tableau 1:Amorces et sondes utiliséespour chaque géne cible pour la détection de

Coxiella burnetii par PCR

gene Amoreces et sondes sequences (5'-> 3") Longueur References
des
appliquons
IS1111 forward sIS1pri_f CGGGTTAAGCGTGCTCAGTAT
importance reverse sIS1pri_r TCCACACGCTTCCATCACCAC (Duron
epidémiologi  probe (FAM) Tqpro_siIS1 ~ AGCCCACCTTAAGACTGGCTACG 74 2015)
que GTGGAT
Gene icd forward, icdpri_f GACCGACCCATTATTCCCT
reverse, icdpri_r CGGCGTAGATCTCCATCCA 139 (Rotterdam
probe: FAM  Tqpro_icd CGCCCGTCATGAAAAACGTGGT 2009)
C
Gene Forward CGCTGACCTACAGAAATATGTCC (Medianniko
IS30A Reverse GGGGTAAGTAAATAATACCTTCT v et al. 2010)
importance GG
epidémiologi  Probe CATGAAGCGATTTATCAATACGT
que GTATGC
forward compri_f AAGCAATTAAAGAAAATGCAAA
Gene coml GAAATTAT 133 (Rotterdam
Reverse compri_r ACAGAATTCATGGCTTTGCAAT 2009)
probe Tgprocom CACATTGATAATCGAAAAATTCA
ACCAATG
forward Btpri_f GCAACTATGAGTAGTGGGAGTA
Gene Cryl ATTTAC 132 (Rotterdam
reverse Btpri_r TTCATTGCCTGAATTGAAGACAT 2009)
GAG
probe (Cy5)  Tqpro_Bt ACGTAAATACACTTGATCCATTT

GAAAAG

111.3.2. Typage de Coxiella burnetii

Pour le typage moléculaire, les signatures d’ADN basées sur les sequences sont

largement utilisées car elles conduisent a des résultats non ambigus et éventuellement

transférés entre les laboratoires. Pour cela, plusieurs techniques ont été développées pour
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génotyper et caractériser les souches de C. burnetii. Le séquencage des zones intergéniques
(MST) (Astobiza et al. 2012) s’est avérés étre une technique fiable, reproductible, et avec un
pouvoir discriminant €élevé. En outre, en raison de son non nécessité d’une culture préalable
de la bactérie qui est tres difficile et requiert un laboratoire de sécurité microbiologique P3, et

peut-étre appliquée sur des échantillons cliniques et / ou environnementaux.

Le séquencage des zones intergéniques (MST) est basé sur le séquencage de ces zones
qui sont potentiellement variable, car elles sont soumises & une pression de sélection plus
faible que les génes adjacents. Les dix éspaceurs suivants ont été choisis pour le typage et
I’analyse par MST (Cox2, Cox5, Cox18, Cox20, Cox22, Cox37, Cox51, Cox56, Cox57, et
Cox61) (Glazunova et al. 2005).

Les amplifications sont généralement réalisées dans les conditions suivantes :

Dénaturation initiale de 10 minutes a 95 ° C, ensuite 37 cycles de dénaturation sont
réalisés pendant 30 secondes a 95 © C, I’hybridation s’effectue pendant 30 secondes a 57°C, et

1 élongation s’accomplit pendant une minute a 72°C (Glazunova et al. 2005).
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Figure 1: Distribution mondiale des différents génotypes MST identifies dans des

échantillons humaines animaux et environnementaux (Eldin et al. 2017).




Revue bibliographique

IV. Distribution géographique
IV.1. En Europe

IV.1.1. La Russie

Selon les statistiques officielles russes, 11,058 cas de fievre Q ont été rapportés pendant
la période de 1957 a 1995, dans 37 territoires administratifs. La prévalence la plus élevée a été
observée a Povolzhje (39%), Sibérie occidentale (31%), et dans le Chernozemje centrale
principalement dans les régions d'Astrakhan (14%). En fait I’insuffisance de 1'équipement de
laboratoire fait de la fievre Q sous-déclarée, ces infections parmi la population russe
pourraient étre acquises des caprins et des ovins, vu que les épidémies rapportées en Russie
(la région de Novosibirsk, VVoronezh, et Altai) ont été synchronisés avec une augmentation
des nombres des ovins et des caprins (Maurin et Raoult 1999).

En Russie quatre MST génotypes (MST 2, MST 7, MST 23 et MST 25) rapporté d’étre
les génotypes circulants de C. burnetii. Le tableau 1 montre plus de détails sur les génotypes

C. Burnetii MST en fonction de leurs types d'échantillons
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Tableau 2 : les groupes de génotypes MST de Coxiella burnetii identifiés en Russie a

partir de différents echantillons (Glazunova et al. 2005).

Génotype Origine Nombre des source Géographique Nombre des
MST souches dans génotypes
chaque type identifiés
d'échantillon
2 Sang humain 1 Russie 01
7 Sang humain 1 Leningrad, Russie, 1955 02

Leningrad, Russie, 1957

Tiques 1 Irkoutsk, Russie1969
Lait de vache 1 Leningrad, Russie, 1959
Visceres de 1 Pskov, Russie

sourisRusset

Sang humain 2 Oufa, Russie
Vologda, Russie, 1987 10
23 placenta Oufa, Russie

brebis(Abortion)

Ixodes ricinus Leningrad, Russie, 1962

Leningrad, Russie, 1959

Cimex lecturalius Leningrad, Russie, 1959

Visceres Leningrad, Russie, 1958

d’Apodemusflavicollis

25 Vaccine Russie 01

IV.1.2. L’ Allemagne

La fievre Q est une maladie a déclaration obligatoire en Allemagne, 27 a 100 cas sont
rapportés chaque année (Anonymous. 1997).

En 2005 et dans un quartier résidentiel surpeuplé de Jena (Allemagne). Une épidémie a
été déclarée avec 331 cas pendant sept semaines; 460 (75.7%) résidents parmi 608 ont

participé a cette étude, d’un autre coté 101 personnes entre eux ont montré des signes
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caractéristiques des cas aigues de la fievre Q, ces données ont révélé une zone critique de
résidence a moins de 500 m des troupeaux de brebis en gestation dans une zone urbaine
(Boden et al, 2014). La moyenne d'age de tous les participants était de 41 ans (intervalle de
14 a 89 ans)tandis que celui des cas de fiévre Q positifs était de 43 ans (intervalle de 15 a 77
ans). Le sex ratio homme / femme était de 1: 0,9 pour les cas de fiévre Q. les habitants testés
ont été catégorisés selon les distances de leurs résidences aux zones de paturage. Le nombre
des cas de fievre Q a été significativement plus éleve chez les personnes vivant a une distance
d'environ 60 metres aux zones de paturage, par rapport aux personnes vivant a plus de 500
meétres (Boden et al. 2014).

En Allemagne six génotypes MST ont été rapportés a savoir ; MST 16, MST 18, MST
20, MST 24, MST 33 qui ont été identifiés dans des prélevements d’origines animaux alors
que MST 25, MST 32 provenaient des prélévements d’origines humains), le MST 16 a été
trouvé dans le lait de vache et le placenta de vache alors que le MST 18 a été détecté dans le
placenta de chévre et de brebis. Le MST 25 a été détecté dans le sang humain et le MST 32

dans une valve cardiaque humaine (http://ifr48.timone.univ-

mrs.fr/mst/coxiella burnetii/strains.html).

IV.1.3. La France

La fiévre Q est estimée d’atteindre le niveau de 50 pour 100 000 habitants par an, ce qui
représente 5% des cas diagnostiqués d’endocardite a 1'échelle nationale (Tissot Dupont et al.
1992). Cette maladie était habituellement diagnostiquée dans le sud-est de la France vu que le
Centre national de référence (CNR) pour les rickettsioses se trouve dans cette zone.

Dans 1’étude de Diane Frankel et al (Frankel et al. 2011), 179, échantillons de sérums
ont été analysés durant une période de janvier 1985 jusqu’ a décembre 2009 ; 39,472 (30%)
¢taient séropositifs, au premier dépistage. Pour cela 1’incidence mensuelle a été rapportée
avec un pic pendant le mois d’Avril et Mai et des taux d'infection plus faibles sont observés

entre octobre et janvier.

10

—
| —


http://ifr48.timone.univ-mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/strains.html
http://ifr48.timone.univ-mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/strains.html

Revue bibliographique

Tableau 3 : les groupes de génotypes MST de Coxiella burnetii trouvés en France a
partir de différents échantillons

(http://ifr48.timone.univmrs.fr/mst/coxiella_burnetii/strains.html).(Glazunova et al. 2005),

Génotype L’origine Nombre des cas trouvés Nombre global
MST dans chaque type de des génotypes
prélevement MST trouvés
Valve cardiaque humaine 05
Sang humain 15
1 Abces du psoas 01 25
Sérum Humain 01
placenta humain 03
2 Valve cardiaque humaine 02 4
Sang humain 02
3 Valve cardiaque humaine 1 1
Séerum Humain 02
4 Valve cardiaque humaine 01 9
Sang humain 06
5 Valve cardiaque humaine 02 2
6 Valve cardiaque humaine 01 2
Sérum Humain 01
7 Valve cardiaque humaine 1
Valve cardiaque humaine 29
Prothése valvulaire 04
Sang humain 03
Thrombus 01
8 Sérum 01 54
placenta humain 01
Os humain 08
Biopsie aortique 01
Anévrisme 06
9 Valve cardiaque humaine 04 5
Disque vertébral 01

11
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Prothése valvulaire 01
11 Valve cardiaque humaine 02 4
Sang humain 01
Sang humain 03
Prothése valvulaire 02
12 Valve cardiaque humaine 06 14
abces splénique 01
Abcés rétro-sternal 01
Anévrisme 01
13 Végétation 01 02
Sang humain 01
15 Prothése valvulaire 01 01
16 Sang humain 03 03
18 Sang humain 01 2
Placenta humain 01
Prothése valvulaire 03
20 Valve cardiaque humaine 05 10
épanchement  liquidien 01
intra-abdominal
Anévrisme 01
21 Valve cardiaque humaine 01 2
Sang humain 01
22 Placenta humain 1
32 Biopsie aortique 1
Valve cardiaque humaine 05
33 01 8
Ganglion
Sang humain 01
Anévrisme 01
37 Valve cardiaque humaine 01 01
38 Abceés du psoas 01 02
Valve cardiaque humaine 01
39 Sang humain 01 01
(2]
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41 Sang humain 01 01
42 Valve cardiaque humaine 01 01
46 Valve cardiaque humaine 01 01
49 Valve cardiaque humaine 01 01
53 Caprins 01 01

La majorité de ces génotypes sont répartis dans tout le pays, mais il y a toujours la

prédominance de certains génotypes basés sur certaines régions.

amsT4
amsT33
amsT20

amsT12

@aMsT1
|MSsT8
OOthers

Figure 2: Répartition des différents génotypes de MST de Coxiella Burnetii en France
(Sophie Edouard et al).

IV.1.4. Le Royaume-Uni

Selon les cas rapportés chaque année de fievre Q par le Centre de surveillance des
maladies transmissibles en Angleterre et au Pays de Galles, la maladie représente une
incidence stable allant de 0,15 a 0,35 cas par 100 000 habitants par an (Halsby et al. 2017).
904 cas ont été signalés en Angleterre et au Pays de Galles entre 2000 et 2015. Le sex-ratio
était estimé a 2,5: 1, I'age médian était de 45 ans. deuxgroupes de génotypes MST ont été
rapportés au Royaume-Uni, comme génotypes circulant le premier est le MST 20 détecté sur
feetus avorté, de chevre, et le génotype MST 55 qui a été détecté sur la valve cardiaque

humaine (http://ifr48.timone.univ-mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/strains.html).
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IV.1.5. L’Italie

En Italie, 05 génotypes MST et un nouveau genotype MST (nouvelle combinaison) de C.
burnetii ont été rapportés jusqu'a présent chez I’homme et les animaux qui sont détaillé dans
le tableau suivant.

Tableau 4 : les groupes de génotypes MST de Coxiella burnetii trouvés en

Italie(http://ifr48.timone.univ-mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/strains.html) (Galiero et al. 2016).

Génotype L’origine Source géographique
MST
Prélévements MST 16 Sérum Humain
d’origines Sang humain
humains MST 29 Sang humain
Prélevements MST 12 et fromage produit a partir de Toscane
d’origines MST 32 lait de chevre, de brebis et de
animaux vache

Dans I'étude de Di Domenico et al, (2014)(Di Domenico et al. 2014), sur le profil MST
de C. burnetii détecté dans des échantillons de lait, cette étude a démontré la présence d'une
nouvelle combinaison allélique. Le profil MST est similaire a celui du type de séquence MST
20, a I'exception de la séquence Cox 57 dans laquelle une mutation T / A a la position 549 de
I'allele 6 est présent. Ces données suggerent la présence d'un nouvel alléle et suggeérent la
circulation de nouveaux génotypes de C. burnetii en Italie.

IV.1.6. L’Espagne

Le premier cas de fievre Q en Espagne a été republié en 1950. Deux régions sont
connues par leurs taux élevés; dans la région basque (environ 60% ont acquis des
pneumonies communautaires), et Navarre, le symptdme prédominant diagnostiqué dans le
nord est la pneumonie alors que I'hépatite est habituellement observée dans le sud

(https://www.gideononline.com/2013/05/03/qg-fever-in-spain/).

Concernant les génotypes MST de Coxiella burnetii ; circulant en Espagne, 05 ont été
identifiés a partir de différents échantillons d’origines humaines et animaux, plus de détails

sont montrés dans le tableau suivant.
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Tableau 5 : les groupes de génotype MST de Coxiella burnetii identifiés en Espagne.

Génotype  type des Nombre des souches  Nombre Global Réferences
MST échantillons trouveées de chaque des génotypes
type d'échantillons MST identifiés
4 placenta Humain 05 01 http://ifr48.timone.univ-
mrs.fr/mst/coxiella_bur
netii/strains.html).
Valve cardiague humaine 02
Placenta de chevre 01 05
8 Placenta de brebis 01
Faces d’ovin 01
Vaches laitiéres 01 (lanireAstobiza et
Lait de réservoir en vrac 01
13 Placenta de chévre 02 06 al 2012)
écouvillon vaginal d’ovin 02
18 Placenta de chevre 01 01
Placenta de chevre 03
20 Lait de réservoir en vrac 01 07
Lait individuel 03

IV.1.7. Les Pays-Bas

Pendant une période de 03 ans (de 2007 a 2010), La Hollandea fait face a la plus grande
épidémie de fievre Q jamais rapportée, vu que plus de 4 000 cas ont été signalés alors que
40 000 personnes auraient pu étre infectées (Eldin et al. 2017). Malgré que I'épidémie est
apparue parmi une population avec une faible séroprévalence (2.4%), les taux d'infection les
plus élevés ont été observés dans la province du Noord-Brabant dans le sud du pays et les
provinces de Gueldre et Limbourg (Roest et al. 2011).

En fait, le nombre élevé d'avortements dans les fermes environnantes des caprins pourrait
étre la principale source d'infection humaine dans ces provinces. La transmission aérienne des
aérosols contaminés serait facilitée par le temps inhabituellement chaud et sec du printemps
2007 (Roest et al. 2011).

Le genotypage par MST aux Pays-Bas a montré que le MST 33 et le MST 01 sont les

génotypes circulant chez les caprins, les ovins et ’homme. Cette découverte confirme le role

( )
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de réservoir joué par les caprins et les ovins, et méme son implication dans la transmission de
la bactérie a I'nomme (Tilburg et al. 2012).

Tableau 6 :Coxiella burnetii génotypes MST identifiés chez I’homme et les ruminants
échantillonnés lors de I'épidémie de fievre Q, Pays-Bas, 2008-2010(Tilburg et al. 2012).

Hote Source génotypes MST Nombre de Anné
cas identifies e

ovin Ecouvillon vaginal 33 3 2008
agneau Ecouvillon de gorge 33 3 2008
liquide broncho alvéolaire 33 1 2009
Expectorations 33 5 2009
Homme valve aortique 33 1 2009
valve aortique 33 1 2008
valve aortique 33 1 2010
Caprins Placenta 33 2 2009
Placenta 20 1 2009
Bovins Ecouvillonnage 20 1 2009
Lait 20 5 2010
Homme liquide broncho alvéolaire Nouveau 1 2010
Dl 20
Dl 18
NA Dl 16 NA NA
Dl 21
Dl 8

NA : n'est pas applicable, DI : données indisponibles

1VV.1.9. Portugal

Au Portugal, la fievre Q est considérée comme maladie a déclaration obligatoire depuis
1999. Ce qui est rapporté principalement dans les régions du centre et du sud. Elle est
caractérisee par une faible incidence de 0.08 cas (2004-2008), et le nombre moyen de
déclarations est de 0,10 cas pour 105 habitants. Cependant, cette faible incidence pourrait étre

due a une sous-estimation.
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Entre 2004 et 2005, 32 cas ont été diagnostiqués dans le Centre pour les vecteurs et les
maladies infectieuses a I'Institut national de la Santé, mais seulement 12 cas uniquement ont

été communiqués (Santos et al. 2012)(Anastéacio, et al., 2013).

Tableau 7 : Apercu des génotypes MST de Coxiella burnetii obtenus a partir

d'échantillons humains et animaux au Portugal (Santos et al, 2012).

Hote Année origine Signes cliniques Prélévement Génotype
Géographique Clinique MST
Faro Pneumopathie Sang
Almancil Maladie fébrile Sang
2006  Reguengos de information Sang
Monsaraz non disponible 4
Alcoutim Maladie fébrile Sang
Aguas de Fébrile Sang
Moura
2010
Odivelas Maladie fébrile/ Sang
Homme insuffisance réna
2007 Fundao Endocardite Sang
2010 Amadora Endocardite Valvule bicuspide 8
2007  Lisbonne Endocardite Valvule bicuspide
caprins 2010  Ttuero d’Azaba Avortement Foie feetal 13

IV.1.11. Slovaquie

En Slovaquie, la fievre Q a été décrite pour la premiére fois en 1954 lors de I'apparition
d'une épidemie parmi des agriculteurs, la source de l'infection était les moutons importés de la
Roumanie et parmi les travailleurs d'une usine de textiles exposés a du coton importé
contaminé (Serbezov et al. 1999). En Slovaquie, cing génotypes MST ont été détectés jusqu'a

maintenant (tableau 7).

17

—
| —



Revue bibliographique

Tableau 8 : les groupes de génotype MST de Coxiella burnetii identifiés en

Slovaquie(Glazunova et al. 2005).

Hote annee Type de prélevement  génotypesMST

Ixodes ricinus 1989 16

Homme 1945 sang 18
1956

Haemaphysalispunctata 1970 22

oiseaux sauvages 1945 Foie et rate 23

Dermacentormarginatus 1972

Homme 1945 sang 29

IV.2. Afrique

En Afrique, la fievre Q est fréquemment rapportée chez I'hnomme et de nombreuses
especes animales, selon les especes et I'endroit la séroprévalence varie considérablement,
malheureusement, les facteurs de risque et les estimations d'incidence sont mal comprises.
Ainsi, la fiévre q est considérée comme une menace sous-estimée pour la santé humaine et

animale en Afrique (Vanderburg et al. 2014).

La séroprévalence chez I'homme variait de 1% au Tchad a 32% dans un village du delta
du Nil en Egypte. A Niamey, au Niger, 10% des enfants étaient séropositifs, et dans la région
rurale d'Ashanti au Ghana, 17% des enfants de deux ans étaient séropositifs.

D'autres enquétes épidémiologiques ont rapporté une séroprévalence humaine de 5%
dans les zones rurales de I'ouest de la Céte d'lvoire, de 8% parmi les nomades échantillonnés
dans le nord du Burkina Faso et de 5% des femmes enceintes dans une clinique prénatale de
Dar Es Salaam en Tanzanie (Vanderburg et al. 2014).

Les enquétes épidémiologiques sur les bovins ont montré une séroprévalence allant de
4% a Dakar, au Sénégal, a 55% autour de la ville de Zaria, Nigeria. D'autres etudes rapportent
une séroprévalence des bovins dans cet éventail les régions cétiéres du Ghana (18%), le
Cameroun (Adamawa) (32%), le sud du Tchad (7%) et Transvaal (république Afrique du sud)
(8%). La séropositivité des chevres variait de 13% au Tchad a 23% en Egypte et 24% dans 8

Etats soudanais. Les enquétes sur les moutons ont révélé des séroprévalences qui oscillaient
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de 11% au Tchad a 33% en Egypte. En Haute-Egypte, 23% des échantillons de sérums de
chiens indiquaient une infection antérieure a C. burnetii (Vanderburg et al. 2014).

Le tableau 8 montre plus de détails sur les prévalences de la fievre Q dans de nombreux
pays africains en fonction de I'origine des échantillons.

—
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Tableau 9 : Prévalence de l'infection a Coxiella burnetii chez I'homme et I'animal en
Afrique(Vanderburg et al. 2014).

région Type Pays Espéces Année (s) Echantillon Nombre des
d’étude d*études positifs (%0)
Chiens (150) 1998-1999  sérum 34 (23%)
Buffle (45) 2012 sérum 0 (0%)
bovins (54) 7 (13%)
Prévalence caprins (30) 7 (23%)
Egypte ovins (55) 18 (33%)
homme (92) 15 (16%)
bovins (100) 2009 lait 22 (22%)
homme (883) 1991 sérum 285(32%
Soudan caprins (460) 2010-2011  sérum 109 (24%)
ovins avant 1986-1987  sérum 38(33%) et23
Maroc I'avortement(115) et (15%)
DuNord controles (156)
caprins et ovins avant 1997 sérum 22 (12%) et 35
I’avortement (118) et (7%)
ovin contréle (517)
Chévres et moutons; 2009 produits de 14 (19%)
avortement (72) mise bas /
Maladie Tunisie liquides
vaginaux
Homme maladie fébrile 1993-1994  sérum 5 (2%)
(300)
Homme maladie fébrile 2004 sérum 4 (9%)
(47)
Homme endocardites 1991-2000 sang 1 (1%)
(98)
Homme endocardite 2008 sérum 1 (3%)
(33)
Algérie homme endocardite(61) 2000-2003  sérum 2 (3%)

—
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bovins (306) bovins 1983-1984  sérum lait 169 (55%) 44
(84) (52%)
Nigeria bovins (88) bovins 1983-1984  serum lait 48 (55%) 41
De I’Ouest (169) (24%)
Sénégal bovins (196) 2007-2008  sérum 7 (4%)
Ghana bovins (166) 2012 sérum 30 (18%)
Cote Homme (949) 1965 sérum 44 (5%)
Prévalence d'lvoire
Burkina Homme (1309) 1975 sérum 100 (8%)
Faso
Niger enfants (177) 1994 sérum 17 (10%)
Ghana enfants (219) 2008 sérum 37 (17%)
Chevres avant 1971-1972  sérum 24 (32%) et 12
Maladie Niger I'avortement (75) (29%)
et controles (47)
Burkina Maladie fébrile 1995 sérum 9 (5%)
Faso humaine (183)
bovins (193) 1985 sérum 13 (7%)
Camelins (142) 1999-2000  sérum 114 (80%)
bovins (195) sérum 8 (4%)
Prévalence Chad caprins (134) sérum 18 (13%)
ovins (142) sérum 16 (11%)
Homme (368) sérum 4 (1%)
moyen Cameroun  bovins (1377) 2000 sérum 431 (32%)
Bovins avant 1968 sérum 0 (0%)
I'avortement (116)
Maladie Cameroun Bovins avant 1985 sérum 14 (3%) et 13
l'avortement (490) et (7%)
controle (193)
Pneumonie humaine 1991-1992  sérum 6 (6%)
(110)
Pneumonie humaine 1991-1993  sérum 6 (9%)

(65)
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Prévalence Afrique du bovins (8900) 1985-1986  sérum 692 (8%)
Sud
Maladie Afrique du bovins (6 fermes) et 1972-1976  tissu feetal 12 (100%)
Du sud Sud ovins (6 fermes) fermes
avortements
Pneumonie humaine 1987-1988  sérum 0 (0%)
(92)
Prévalence Tanzanie  femmes enceintes (150) 1993 sérum 7 (5%)
Maladie Tanzanie  Homme maladie fébrile 2007-2008  sérum 24 (5%)
de l'est (483)
IVV.2.1. Ethiopie

Dans les pays africains, y compris en Ethiopie, l'implication de C. burnetii dans la
maladie fébrile humaine est mal comprise en raison du manque de laboratoires développés
(Kumsa, et al., 2015). Dans I'étude menée par Kumsaet al, deux différents génotypes de
C. burnetii ont été identifiés chez les tiques, le premier génotype est le MST 18 alors que le
deuxieme génotype est le MST 20 (Kumsa, et al., 2015).

Cependant, les résultats trouvés par Kinga et al. Ont montré 1’existence d’un nouveau
génotype MST qui a été identifiés et proposés MST52 (Cing souches découvertes) puisqu'une
nouvelle combinaison a été trouvée, leurs alléles nouvellement identifiés sont 3-9-6-1-5-4-4-
10-6-5 pour les éspaceurs Cox2-Cox5-Cox18-Cox20-Cox22-Cox37-Cox51-Cox56-Cox57-
Cox61. En fait, ce n'était pas seulement une nouvelle combinaison, mais un nouvel allele a
également été decouvert, pour I'éspaceurintergéniques Cox5, le Cox5.9 a été proposé. De
plus, ce MST52 proposé n'était pas le seul génotype MST trouvé, mais le MST16 a également
été identifié dans cette étude (Sulyok, Hornok, et al. 2014a).

1V.2.2. Sénégal

Au Sénégal, la fievreQ devrait étre considérée comme une menace pour la santé publique
puisque l'excrétion de C. Burnetii par le lait maternel humain et les féces a été prouvée
(Mediannikov et al. 2010).

En effet, une séroprévalence de 24,5% a été estimée parmi une population testée dans un
village rural, la bactérie a également été détectée par PCR chez 6 malades fébriles parmi 511,

en plus une séroprévalence de 4% a été estimée chez les bovins (Eldin et al. 2017).
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Le génotypage par MST effectué sur les souches de C. burnetii a montré la présence de
MST®6 dans les tiques dures de Niakhar, une provenant du Sine-Saloum et une du sud-est du
Sénégal, en plus de trois isolats de tiques molles de la région de Kaffrine et de trois
échantillons de selles de Dielmo et de Ndiop ont montré 1’occurrence de MST36 (une
nouvelle combinaison) (Mediannikov et al. 2010). Un autre nouveau génotype a été trouvé
dans le sud-est du Sénégal (génotype MST 35) chez un patient infecté par C. burnetii
(Emmanouil Angelakis et al. 2014).

Finement MST19 a été précédemment isolé chez un patient souffrant d'endocardite au
Sénégal et est assez éloigné des nouveaux genotypes (Mediannikov et al. 2010).

IV.2.3. En Tunisie

En Tunisie, la prévalence de la fievre Q chez les donneurs de sang est élevée (26%), ce
qui est significativement plus élevé chez les hommes (28,3%) que chez les femmes (18,8%)
(P=0.03). Cette étude a confirmé I'endémicité de la fievre Q en Tunisie (Letaief et al. 1995).
En Tunisie, le MST5 était considéré comme le génotype circulant puisque deux souches ont
été identifiées dans la valve cardiaque humaine, en réalité ce génotype n'a été identifie qu'en
Tunisie et en France (valve cardiaque humaine aussi) (Multi Spacers Typing Coxiella

Database. [http://ifr48.timone.univ mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/groups.html] s. d.).
1V.3. Amérique

IV.3.1. Etats-Unis d'Amérique

La fievre Q était considérée comme une maladie & déclaration obligatoire aux Etats-Unis
en 1999 (Mcquiston et Childs 2002). Le nombre de cas de fiévre Q signalés aux CDC (centres
pour le contréle et la prévention des maladies) a augmenté, passant de 19 cas signalés en 2000
a 173 cas signalés en 2007, En 2008, des cas de fievre Q ont été rapportés selon leurs formes
(aigué ou chronique). Aux Etats-Unis, le génotypage des souches identifiées a partir de
différents types d'échantillons a conduit a l'identification de 14 génotypes MST rapportés

comme étant les génotypes MST circulants. (Tableau 9)
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Tableau 10 : les groupes de génotype MST de Coxiella burnetii trouvés aux Etats-Unis.

Source  génotype Nombre Région/Année Reference
MST de cas
trouvés
1.7 (Eldin et al. 2017)

Os humain 1 [http://ifr48.timone.univ
Valve cardiaque 2 mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/groups.html]
humaine n.d.)(Hornstra et al. 2011)
Placenta de 1  Terre-Neuve (Glazunova et al. 2005)
chévre 8 19999
Chévre avortée 1 Montana 1980
Echantillon Californie (Hornstra et al. 2011)
environnemental
prélevement 6  Washington et (Kersh et al. 2013)
environnemental Montana
Sang humain 2 1938 (Glazunova et al. 2005)
Tique 1 Montana 1935 (Sulyok, Hornok, et al. 2014b)
(D.Andersoni) 16
Lait de vache 5 Californie 1947 (Glazunova et al. 2005)

I'Ohio, 1956

(Astobiza et al. 2012)
Disque 2
intervertébral
Valve cardiaque 20 . [http://ifr48.timone.univmrs.fr/mst/coxiella_
humaine burnetii/groups.html] n.d.)
Rongeur . L'Utah 1958 (Glazunova et al. 2005)(Tilburg et al.
2012)

Lait de vache 4 41 états (Pearson et al. 2014a)

Les montagnes (Glazunova et al. 2005)
Biopsie 21 1 Rocheuses
Hépatique
coyote 25 (Eldin et al. 2017)
Homme 26 (Hornstra et al. 2011)
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anévrisme [http://ifr48.timone.univ
42 1 mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/groups.html]
n.d.)
IV.3.2. Canada

C. burnetii a été signalé au Canada pour la premiere fois en 1952 par Pavilanis et son
groupe lors qu'ils effectuaient une étude sérologique, 4,8% des sérums ont montreé significatifs
des titres d'anticorps contre C. burnetii. Alors que Marc-Auréle et ses co-équipiers ont décrit
le premier cas clinique en 1956 chez un agriculteur (Lang 1989).

La majorité des souches isolées jusqu'a maintenant au Canada appartiennent au génotype
MST 21 puisqu'elles ont été identifiées dans l'utérus du chien et la valve cardiaque chez les
trois membres de la famille. (Pére, mere et fils) qui ont contracté la fievre Q au cours de

I'éclosion survenue en Nouvelle-Ecosse en 1994 (D’amato et al. 2014).
IV.4. Asie

IV.4.1. Chine

La fievre Q a été rapportée pour la premiere fois en Chine dans les années 1950 aprés
avoir été. Diagnostiqué par serologie (test de fixation du complément) chez un patient atteint
d’une pneumonie atypique,

En Chine, deux génotypes MST ont été détectés : MST18 et MST25, les deux ont été
trouvés dans des échantillons d'humains et de tiques (Eldin et al. 2017).

1V.4.3. Japon

La fievre Q a été signalée au Japon pour la premiére fois en 1989 chez un médecin
revenait d'études au Canada et qui a développé la fievre Q, mais il n'était pas possible de
savoir si le médecin avait été infecté au Japon ou au Canada (Watanabe et Takahashi 2008).

Au Japon, gquatre souches de Coxiella burnetii ont été identifiées dans le lait de vache.

Toutes appartenaient au MST16 (Glazunova et al. 2005).
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V. Chlamydia revu historique et classification taxonomique

Bien que le premier rapport scientifique sur la chlamydiose aviaire remonte au 19eme
siecle (Sachse et al. 2009). Et les Chlamydia ont été décrits pour la premiére fois comme les
agents responsables de la conjonctivite il y a 100 ans (Sachse et al. 2009). 1l a fallu plusieurs
décennies avant qu'une nomenclature généralement acceptée ait évolué. Le terme
«Chlamydia» (Grec = cloak), apparu dans la littérature en 1945. Avec l'avénement de la
microscopie électronique et des techniques de culture cellulaire dans les années 1960, il
devient évident que Chlamydia n'étaient pas un virus.

Les Chlamydiae sont des bactéries Gram négatif a localisations intracellulaires
obligatoires La famille des Chlamydiaceae comprend 11 espéces pathogenes pour les humains
ou les animaux, certaines espéces pathogenes pour les animaux, comme Chlamydia psittaci

qui est un pathogéne aviaire, et peut étre transmises a I’homme (Bachmann, et al., 2014).
V.1. Taxonomie

Le genre Chlamydia est classé dans la famille des Chlamydiaceae et l'ordre des
Chlamydiales. Seules deux especes étaient connues jusqu'aux années 1980 Chlamydia
trachomatis et Chlamydia psittaci. Ces bactéries se distinguaient par des caractéristiques
biochimiques, par leur morphologie et par leur cycle de multiplication.

Les souches de Chlamydia trachomatis ont été identifiées par leur capacité d’accumuler
le glycogene dans l'inclusion cytoplasmique et leur sensibilité a la sulfadiazine. En revanche,
les souches de Chlamydia psittaci n'accumulaient pas de glycogene et sont généralement
résistante a la sulfadiazine. Jusqu'en 1999, ce groupe de bactéries intracellulaires obligatoires
comprenait quatre especes Chlamydia trachomatis, Chlamydia psittaci, Chlamydia
pneumoniae, et Chlamydia pecorum(Herring 1993). Avec le développement de la biologie
moléculaire et la caractérisation de 1’acide nucléique en 1990, il est devenu évident que
particulierement Chlamydia trachomatis Chlamydia psittaci représentaient des especes plut6t
hétérogenes, ceci avait trouvé son expression dans l'introduction de trois biovars et de 12
sérovars pour Chlamydia trachomatis et de 12 sérovars pour Chlamydia psittaci. De plus,
I'nybridation ADN-ADN a montré une homologie de séquence remarquablement faible, La
parenté entre les isolats de Chlamydia psittaci provenant de différents especes animales hétes
variait de 93% a 30% (Sachse et al. 2009).

Une analyse approfondie des séquences d’/ADN a conduit (K. D. E. Everett, et al., 1999)

a réévaluer la parenté génétique dans l'ordre Chlamydiale et a proposer la reclassification
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taxonomique, Selon cette proposition, la famille Chlamydiaceae comprend deux genres,
Chlamydia et Chlamydophila avec un total de neuf especes probablement associées a I'héte, a
savoir Chlamydia trachomatis, C suis, C muridarum, C. psittaci, C. abortus, C. felis, C.
caviae, C. pecorum, et C. pneumoniae. Cette classification avait initialement été basée sur les
données de séquencage des genes ARNr 16S et 23S, ainsi que le géne ompA, qui code pour
La protéine majeure de la membrane externe de (MOMP). Plus tard, des données de séquence
supplémentaires, basées sur les génes de GroELchaperonin, KDO-transferase, smallcysteine-
richlipoprotein et 60 kDa cysteine-richprotein (ompB), ont confirmé cette nouvelle taxonomie
(Huang et al. 1997).

V.2. Importance médicale

La plupart des membres de la famille des Chlamydiaceae représentent des agents
pathogeénes pour I’homme et les animaux (Sachse et al. 2009). Les souches aviaires de C.
psittaci provoquent la psittacose, ornithose, une maladie systémique caractérisée par des
manifestations aigués, prolongées, chroniques ou subcliniques chez les oiseaux psittacidés, les
volailles domestiques et les oiseaux sauvages (Vanrompay, Haesebrouck 1995). L'infection
est transmissible a I'nomme, les symptdmes étant en grande partie non spécifiques et
ressemblant a une pseudo grippe, mais on sait également que la pneumonie, I'endocardite et
I'encéphalite sont graves (Lsi 1990). L'avortement enzootique chez les ovins et les caprins,
également appelé avortement enzootique ovin (OEA) ou avortement enzootique des brebis
(EAE), est causé par C. abortus. La maladie a un impact économique majeur car elle
représente la cause la plus importante de la perte d'agneaux chez les brebis dans certaines
régions d'Europe, d’Amérique du Nord et d'Afrique (Longbottom et Coulter 2003). Cette
zoonose grave peut également toucher les femmes enceintes aprés un contact avec des brebis
lors de 1’agnelage, entrainant une maladie fébrile grave pendant la grossesse et la perte du
feetus (Pospischil et al. 2002). Chez les bovins, C. pecorum, C. abortus et C. psittacise
trouvent en relation avec des infections des voies respiratoires et génitales, et peuvent causer
des entérites, de l'arthrite, de I'encéphalomyélite ainsi que I'endométrite et I'infertilité (Sachse
et al. 2009). En dehors des maladies chez les animaux mentionnés ci-dessus, les chlamydiae
sont responsables d'un certain nombre de maladies chez I'homme, par ex. trachome, infection
sexuellement transmissible de I’appareil génital (Chlamydia trachomatis), ainsi que l'infection

respiratoire chez les adultes et les maladies cardiovasculaires (C. pneumoniae).
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V.3. Infection chez les bovins

L'avortement bovin di a C. abortusest similaire a I’avortement enzootique ovin, mais
plus sporadique et moins commun (Borel et al. 2006). Les infections par C. pecorum
comprennent une série de manifestations cliniques graves telles que I'encéphalomyélite
bovine et I'endométrite purulente, entre autres. Des cas d'infection par C. psittaci ont
également été signalés (Sachse et al. 2009). Des données récentes ont démontré que les
infections subcliniques a Chlamydia par les deux especes, C. abortus et C. pecorum, sont
omniprésentes chez les bovines et souvent non détectées en raison des faibles sensibilites des
techniques de diagnostic (Jee et al. 2004). De telles infections subcliniques se transforment
parfois en une maladie clinique. Les anticorps spécifiques de C. abortus peuvent ensuite étre
directement détectés par des dosages spécifiques basés sur MOMP ou POMP (Niemczuk
2005). Comme aucun test spécifique de C. pecorum n'est disponible, la présence de ces

anticorps ne peut étre démontrée qu'indirectement
V.4. Détection deschlamydias

Il convient de souligner qu'un diagnostic présomptif d'infection a Chlamydia, en
particulier chez les animaux d'élevage et les volailles, peut souvent étre établi sur la base des
antécédents des élevages concernés, des symptdmes cliniques et de la pathologie présentée.
Subséquemment, ces facteurs ainsi que d'autres facteurs potentiels, tels que la possibilité
d'autres agents infectieux ou de causes non infectieuses, doivent étre pris en considération
avant que les échantillons ne soient transmis pour analyse. Finalement, un diagnostic précis
doit étre confirmé par des examens de laboratoire. Etant des bactéries intracellulaires
obligatoires, les chlamydiae nécessitent l'isolement et la propagation sur une culture
cellulaire. Telle que la culture dans des lignées cellulaires ou des ceufs embryonnés sont
nécessaire pour démontrer la viabilité d'une souche et facilitent également la caractérisation
détaillée par des méthodes moléculaires et biochimiques, largement considéré comme la
technique de choix pour le diagnostic de Chlamydia(Thejls et al. 1994). Cependant, il existe
des difficultés associées a cette technique qui ont encouragé le développement d'une grande
variété de tests de détection directe et d'identification ciblant le LPS ou l'antigene protéique,
les anticorps ou I'ADN.

Il existe essentiellement deux approches principales pour le diagnostic des infections a

Chlamydia chez les mammiferes et les volailles. La premiere implique la détection directe de
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I'agent dans des échantillons tissulaires ou d'écouvillons alors que la seconde implique la

recherche sérologique dans les échantillons de sang (Sachse et al. 2009).

V.4.1. Détection d'antigene

La présence d'antigenes dans les échantillons tissulaires ou a base des écouvillons peut
étre démontrée par la préparation et la coloration cytochimique des frottis.

Dans les laboratoires des maladies infectieuses, la détection d'antigene dans des
échantillons des tissus cliniques (placentas provenant d'avortement) est généralement
effectuée sur des échantillons de tissus fixés au formol ou fixés au formol et inclus en
paraffine en utilisant diverses techniques de coloration histochimique et
immunohistochimique. D'autres approches comprennent l'utilisation de diverses techniques
immunologiques qui ont été développés, y compris ELISA et les tests d'anticorps fluorescents
(FAT). Cependant, bien que ces tests démontrent avec succes la présence de Chlamydia, ils ne
permettent géenéralement pas l'identification de l'espece, du sérotype ou de la sous-espece

concernée (Sachse et al. 2009).
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Figure 3: Exemples d’une technique de coloration utilisée pour diagnostiquer C.

abortusresponsable de I'avortement chez les ovins(Sachse et al. 2009).
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V.4.2. méthode d'amplification par PCR

e PCR Conventionnelle

Les possibilitées de détection rapide et spécifique des chlamydias se sont
considérablement améliorées depuis l'introduction des méthodes moléculaires, en particulier
la PCR, de nombreux protocoles de PCR ont été suggérés dans la littérature, resumant certains
essais qui peuvent étre pertinents pour les laboratoires de diagnostic vétérinaire. La majorité
des méthodes de PCR conventionnelles publiées sont basées sur des cibles dans I'opéron de
I'ARN ribosomal(K. D. E. Everett, Bush, et Andersen 1999), ou bien le geneompA(Yoshida et
al. 1998). Ce dernier code MOMP (La protéine majeure de la membrane externe) et héberge
quatre VD (domaines variables),chacun d'entre eux est flanqué d'une région conservée. Alors
que les déterminants antigéniques spéecifiques au genre et a I'espece sont codés par les régions
conservées, les segments spécifiques au sérovar sont situés sur les domaines variables,
principalement VD2 et VD4. Cette structure primaire hétérogéne fait du géne ompA une cible

idéale pour le diagnostic par PCR, ainsi que pour les tests de différenciation intra-spécifique.
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Tableau 11 : Méthodes conventionnelles de PCR pour les chlamydiae (Sachse et al.

2009).
Spécificité Amorces (5'-3") Taillesdes  Geéne cible
Amplicons
(bp)
16S-FCh : ACGGAATAATGACTTCGG
Chlamydiaceae 436 16S rRNA
16S-RCh : TACCTGGTACGCTCAATT
16SF2 : CCGCCCGTCACATCATGG 16-23S
Chlamydiaceae 585-600  région
23R : TACTAAGATGTTTCAGTTC ,
d'espacement
clGS-1f : CAAGGTGAGGCTGATGAC 16-23S
Chlamydiales 352 région
clGS-2r : TCGCCTKTCAATGCCAAG ,
d'espacement
191CHOMP : GCI YTl TGG GAR TGY
GGI TGYGCI AC
Chlamydiaceae 576-597 ompA
CHOMP371: TTA GAA ICK GAA TTG
IGC RTTIAY GTG IGC IGC
16-23S
clGS-1f : CAAGGTGAGGCTGATGAC 750 région

Chlamydiaceae

d'espacement

clGS-1r : AGTGGTCTCCCCAGATTC

Chl: ATGTCCAAACTCATCAGACGAG

Chlamydiaceae 603 omp2
Ch2 : CCTTCTTTAAGAGGTTTTACC
16SF2 : CCGCCCGTCACATCATG 16+23S

Chlamydiaceae 585-600
23R : TACTAAGATGTTTCAGTTC rRNA
23SAPF2: GAACCTGAAACCA(AG)

Chlamydiales TAGC 92 23S
23APR : CTGGCTCATCATGCAAAAGG

_ 23APFelF :

Cp. felis 369 23S

CGGCGAGCGAAAGGGGATT

—
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Spécificité Amorces (5'-3') Taillesdes  Gene cible
Amplicons
(bp)

23APFelR : GGCACGCCGTCAACCATTG

CPS 100 :
CCCAAGGTGAGGCTGATGAC 16-235
Chlamydia psittaci 111 région
CPS 101 : ,
d'espacement
CAAACCGTCCTAAGACAGTTA
CTR70:
Chlamydia GGCGTATTTGGGCATCCGAGTAACG
) 315 16S rRNA
trachomatis CTR71:
CAAATCCAGCGGGTATTAACCGCCT
CPN 90:
GGTCTCAACCCCATCCGTGTCGG
Chlamydophilapneum
CPN 91:197 16S rRNA

oniae
TGCGGAAAGCTGTATTTCTACAGTT

CpsiB

¢ Real-time PCR

Un résumé des tests PCR en temps réel publiés pour les chlamydiae d'intérét vétérinaire
est donné dans le tableau 11. Contrairement aux tests de PCR standard discutés ci-dessus, la
plupart des tests de PCR en temps réel spécifiques a la famille ciblent le géne de I'ARNr 23S.
Les méthodologies développées par (Karin D.E. Everett, Hornung, et Andersen
1999)(Degraves, et al., 2003) et Ehricht et al. (2006) ont été validés et utilisés dans les
recherches systématiques. Les limites de detection étaient de l'ordre d'une copie cible unique.
cependant (Ehricht, et al., 2006)a souligné que la limite de détection réelle peut dépendre de
I'intégrité de I'ADN cible. Alors gu'une seule copie cible clonée dans un plasmide a été
détectée de maniére reproductible, la limite de détection de I'ADN chromosomique de
Chlamydia trachomatis était de 56 copies. Cet écart a été attribué aux ruptures de brins et a la
dégradation partielle au cours de l'extraction de I'ADN de prélévement clinique, ainsi que

I'effet de I'encombrement stérique au cours de la réaction d'amplification enzymatique.
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Tableau 12: Méthodes de PCR en temps réel pour les chlamydiae (Sachse et al. 2009).

Spécificité Amorces, sonde et sequences Taill Geéne
aille
(5-3) _ cible
desAmplicons(bp)
23S
TQF : GAAAAGAACCCTTGTTAAGGGAG
Chlamydiacea rRNA
129-132
e TOR : CTTAACTCCCTGGCTCATCATG
FAM-CAAAAGGCACGCCGTCAAC-TAMRA
23S
Ch23S-F: CTGAAACCAGTAGCTTATAAGCGGT ANA
r
Chlamydiacea
Ch23S-R: ACCTCGCCGTTTAACTTAACTCC 111
e
Ch23S-p: FAM-CTCATCATGCAAAAGGCACGCCG-
TAMRA
23S
CHL23SUP : GGGGTTGTAGGGTYGAGRAIAWRRGATC RNA
r
Chlamydiacea
CHL23DN : GAGAGTGGTCTCCCCAGATTCARACTA 168
e
CHL23LCR : LCRed640-
CCTGAGTAGRRCTAGACACGTGAAAC-phosphate
CpPsSSfor: TTATTAAGAGCTATTGGTGGATGCC ompA
C. psittaci 151
CpPsSSrev:AACGTATAATGGTAGATGATTAATCTACCG
CppsOMP1-F: CACTATGTGGGAAGGTGCTTCA OmpA
C. psittaci CppsOMP1-R: CTGCGCGGATGCTAATGG 76
CppsOMP1-S: FAM-CGCTACTTGGTGTGAC TAMRA
F1-incA-Cpsi : GCCATCATGCTTGTTTCGTTT incA
o R1-incA-Cpsi : CGGCGTGCCACTTGAGA
C. psittaci 74
Cpsi-incA-NM : FAM
TCATTGTCATTATGGTGATTCAGGA-NFQ
CpaOMP1-F: GCAACTGACACTAAGTCGGCTACA OmpA

C. abortus 82
CpaOMP1-R: ACAAGCATGTTCAATCGATAAGAGA

—
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Spécificité Amorces, sonde et sequences Taille Geéne
(5-3) _ cible
desAmplicons(bp)
CpaOMP1-S:
FAMTAAATACCACGAATGGCAAGTTGGTTTAGCG-
TAMRA

V. Leptospira vu historique et classification taxonomique

La Leptospirose est l'une des infections zoonotiques les plus courantes et les plus
répandues dans le mondeet est reconnue comme une maladie négligée par I'Organisation
mondiale de la santé (OMS) (Allan et al. 2015). La leptospirose est due a des bactéries Gram-
appartenant a I’ordre des spirochétes. Leur morphologie distinctive, qui est a 1’origine de leur
appellation, est responsable de leur grande mobilité. Cette maladie dont I’agent a été isole a la
fin du XIXeme siecle a été identifiée chez les bovins pour la premiere fois par Mikhin et
Azinow( LEGRAND. 2009) .

On sait qu'il existe dans le monde plus de 250 sérovars de Leptospira pathogenes, qui

sont classésen 25 sérogroupes sur la base de leur phénotype sérologique (Allan et al. 2015)

Les sources d’infection chez I’homme et d’autres hotes accidentels, tels que les bovins,
les porcs, les chevaux et les animaux de compagnie sont des animaux sauvages et
domestiques infectés de maniere subclinique, quels sont les réservoirs de la maladie (Assenga
et al. 2015)

Infection & Leptospiraspp peut se produire de maniére directe ou indirecte
tels que D’exposition a des réservoirs animaux ou d'environnements contaminés
aux patients infectés. Par exemple, il peut étre transmisdirectement par exposition de plaies
avec des tissus ou de l'urine deanimaux infectés, ingestion d'aliments et d'eau contaminée
avec des rats infectés et I'inhalation d'aérosols de produits contaminésles fluides. Dans le
méme temps, il peut également étre transmis indirectement viamugueuses (bouche, nez et
yeux) avec sol ou eau contaminées pardes bactéries (Chin 2019).

Chez les bovins, I’expression de la maladie est le plus souvent chronique. Il n’est pas rare

D’ailleurs d’observer essentiellement des formes succiniques. Cependant, la leptospirose

est responsable de troubles de I’infertilité avec notamment des avortements mais aussi des
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chutes de production laitiére souvent accompagnées d’épisodes de mammites. Le bilan de la

leptospirose peut donc étre trés lourd sur un plan économique ( LEGRAND. 2009) .

La difficulté de diagnostic de la maladie couplée a son impact sur la santé animale aussi
bien que sur la santé humaine nous a pousser & nous intéresser au statut actuel de cette
maladie en France. Nous avons commencé, tout d’abord, par étudier 1’agent pathogene
responsable de la leptospirose. Puis, apres avoir traite de 1’épidémiologie de la maladie, ¢’est
I’aspect clinique qui nous a intéresse avec notamment 1’étude des symptdmes, des lésions et
les différentes étapes de 1’examen en vue d’établir le diagnostic. Ensuite, nous présenterons
les traitements et les méthodes de prévention. Dans un dernier temps, 1’accent sera mis sur les

risques encourus par ’homme ( LEGRAND. 2009) .

V. 1.Bactériologie

e Taxonomie

Les leptospires ont pendant longtemps eteconsiderees comme des protozoaires avant
d’etre

assimiles a la moitie du XXemesiecle a des spirochetes, un groupe de bacteries qui a
diverge trestot au cours de I’histoire de I’evolution de ces organismes. Les Spirochetalessont
un ordre de bacteries se divisant lui-meme en deux familles : les Spirochaetaceaeet les
Leptospiraceae. Au sein de la famille des Spirochaetaceae, se trouvent les genres Treponema,
Serpulinaet Borrelia. L’agent de la leptospirose, du genre Leptospira, appartient a la famille
des Leptospiraceae( LEGRAND. 2009) .

Méthodologies de diagnostic pour les études de leptospiroses humaines

le test d’agglutination microscopique (MAT) est le plus couramment utilise comme

méthode de diagnostic des cas de leptospirose aigué humains (Allan et al. 2015).

Des études chez I'humain ont montré que I’infection par la leptospirose est aussi
diagnostiqué par hémoculture, associée a un diagnostic sérologique.la détection PCR ainsi que
la culture et la sérologieLes cibles geénétiques pour les analyses PCR de diagnostic
comprenaient Ibf1,
lipL et ligA(Allan et al. 2015).
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V.2. Prévalence de la leptospirose humaine

Dans les études de cohorte prospectives menées en milieu hospitalier en Afrique, qui ont
inclus des patients atteints d’une maladie fébrile non spécifique et ayant utilisé la sérologie
(MAT) pour le diagnostic de la leptospirose aigué avec ou sans diagnostic complémentaire, la
prévalence variait de 2 a 3% a 19 8% (Murray et al. 2011).

Une étude de cohorte prospective en milieu hospitalier portant surpatients febriles a
Mayotte ayant diagnostiqué la leptospirose aigué par PCR et culture sans sérologiea signalé
une prévalence de 13 7% (nombre de patients = 2523) (Huerre et al. 2010)

Northern Africa
Both animal carrier and human illness data
Egypt (10)
o’ Animal carrier data only
Tunisia (4)
Western Africa Sure £ Human illnessA 1ata.on}y
Both animal carrier and human Mo::;z ES;
illness data Eastern Africa
ot} Both animal carrier and
Aniyml carrier data only human illness data
Berllm @ Comoros (2)
Ggmga ) Kenya (9)
Nigeein () Madagascar (6)
Huq:an illness data only Mayotte (3)
Mati () Réowiio (5)
Senegal (3) Tanzania (9)
Animal carrier data only
Zimbabwe (8)
Human illness data only
Mozambique (1)
Middle Africa % o Seychelles (2)
Animal carrier data only ) @
Cameroon (1) !
Human illness data only
Democratic Republic of Congo (3)
Gabon (3)

. Both animal carrier and human illness data
l:l Animal carrier data only
Human illness data only

D No data

Southern Africa
Both animal carrier and human illness data
South Africa (14)

Animal carrier data only
Botswana (2)

Figure 2. Repartition géographique de la leptospirose humaine aigué et animale en
Afrique (Allan et al. 2015).

Etudes de la leptospirose animale

Une infection a Leptospiraspp chez des hotes animaux a été rapportée par 51 citations
décrivant des études réalisées dans 17 pays africains. Plus de détails sont rapportés dans le

tableau suivant
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Tableau 13 :Espece de Leptospira rapporté dans des cas de leptospirose aigué humaine

et animale pays africain (Allan et al. 2015).

Etudes Etudes animales
humaines
Espéce Pays Espéces de I’hote Pays
Kenya rat roussard (Arvicanthusniloticus) Nigeria
rat noir (Rattusrattus) Benin Egypte Mayotte
bovins (Bos spp.) Nigeria Afrique du Sud. Zimbabwe
(Rousettusoblivious) Comores
cricétome des savanes Tanzanie
(Cricetomysgambianus)
chauve-souris (Eliurus minor) Madagascar
chauve-souris (Miniopterusspp) Madagascar
chauve-souris (Otomops Madagascar
madagascariensis)
L.
borgpetersenii
rat du Natal (Mastomyssp.) Benin
porcs (Sus scrofadomesticus) Tunisie
(Microgalespp.) Madagascar
Mayotte Rat fouisseur & queue courte Kenya
(Saccostomyscampestris)
L. Mayotte rat noir (Rattusrattus) Mayotte
borgpeterseniili
ke
petit mammiféreinsectivore Madagascar

(Microgalecowani, Microgaledobsoni)
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Egypt (Crociduraoliveri) Benin
Ghana rat roussard (Arvicanthusniloticus) Nigeria
Kenya Musaraigne des maisons (Suncusmurinus) Madagascar
Mangouste rayée (Mungo mungo) Botswana
rat noir (Rattusrattus) Egypte Mayotte Madagascar
L. interrogans rat marron (Rattusnorvegicus) Madagascar Benin
Bovins (Bos spp.) Botswana, Nigeria, South Africa,
Mayotte Zimbabwe
chauve-souris (Rousettusoblivious) Comoros
Souris grise (Mus musculus) Kenya, Madagascar
porcs (Sus scrofadomesticus) South Africa
rat (Lophuromyssikapusi) Cameroon
Egypt rat roussard (Arvicanthusniloticus) Kenya
Kenya rat noir (Rattusrattus Mayotte
Bovins (Bos spp.) Kenya Tanzania, Zimbabwe
rat noir (Mus musculus) Kenya
L. kirschneri Shrew (Crociduraspp.) Benin
Mayotte Petit porc-épic (Hemicentetesnigriceps, H.  Madagascar

semispinosus)
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Partie expérimentale

I. Problématique

Du fait de leur impact économique et sanitaire, les avortements font depuis longtemps
I’objet de I’attention des pouvoirs publics.

Le diagnostic de la cause de 1’avortement passe par I’anamneése, I’examen clinique et
I’observation des 1ésions. Mais ceci ne conduit souvent qu’a des suspicions de maladie étant a
I’origine de 1’avortement : pour pouvoir déterminer avec certitude cette cause, il faut le plus
souvent réaliser des examens complémentaires. Malgré toutes ces démarches mises en place
pour diagnostiquer 1’origine d’un avortement, 50 % des avortements n’ont pas d’origine
identifiée.

Dans leur ensemble, les avortements peuvent avoir des causes variées : traumatique,
toxique, agent infectieux parasitaire, bactérien ou viral. Dans notre étude, on va s’occuper par
les infections bactériennes majeures a savoir Fievre Q (Coxiellaburnetti), Leptospirose
(Leptospirahardjo, Leptospirapomona), etChlamydophilose(Chlamydia psittaci, C. abortus et
C. pecorum) chez les bovins

I1. Objectifs de I’étude

Cette étude a pour objectif :

1. détecter par technique de biologie moléculaire certaines bactéries responsables
d’avortement chez les bovins a savoir :

o Coxiella burnetii

e Chlamydiasp ((Chlamydia psittaci, C. abortus et C. pecorum)

o Leptospirasp(Leptospirahardjo, Leptospirapomona)

2. Déterminer leurs prévalences parmi les cas d’avortement observés au sein de nos
¢levages bovins afin d’apprécier les pertes économiques dues a ces bactéries y compris les
risques épidémiologiques et sanitaires représentés par nos cheptels bovins vu qu’ils sont
considérés comme un réservoir potentiel pour coxiella burnetii et leptospiraspp et probable
pour Chlamydia trachomes.

3. déterminer des génotypes circulants au sein de nos élevages bovins par techniques
séquencage ou par MST (séquencage des zones intergéniques) des souches détectées, qui
peuvent étre a I’origine des cas d’avortement observés chez d’autres espéces (petits ruminants
notamment) serait par conséquent responsable des cas humains de la fievre Q et de

leptospirose.
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I1.2. Cadre de I’étude et de collecte des échantillons :

Cette ¢tude a été menée dans quatre wilayas du nord d’Algérie (tableau 12).

Pendant une période allant de mars 2013 jusqu’ en Mai 2015, durant laquelle 77
prélevements de placenta et 77 prélevements de cotylédons ont été collecté et qui ont fait
I’objet de prélevements pour la recherche des bactéries ciblées par notre étude et mener une

enquéte descriptive exhaustive.

Tableau 14 : les wilayas concernés par la collecte des échantillons avec leurs

coordonnés géographiques.

Wilaya coordonnées géographiques Superficie
(km?)

Blida (36°28°0.12” N, 2°49° 0.01” E), 1575

Medea (36°16° 0.12” N, 2°45° 0” E), 8 866

Bouira (36°21°59.98” N, 3° 52’ 59.99” E) 4439

Bordj-Bou-Arreridj  (36°4° 0” N, 4° 46’ 0” E). 4115

Ces wilayas se trouvent au nord centre d’Algérie et qui sont réputées par le nombre élevé

des élevages bovins (figure 1).

Blida
-
VL Eaas T

Medea

. ey 1 12/77

o v \ §
CTEE

Figure 4 : distribution géographique des wilayas concernées par la collecte des

prélevements.
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Pour ce qui est de la biologie moléculaire (extraction d’ADN, PCR en temps réel, et le
génotypage) ces tests ont été réalisés au niveau delaboratoireAix-Marseille Univ, IRD, SSA,
AP-HM, VITROME, IHU Mediterrané Infection, Marseille, France. Durant trois périodes
distinctes ; la premiére du 16 mars jusqu’a 10 avril 2015, la deuxiéme ; du 20 juin jusqu’ a 20

juillet 2016 et la troisieme du 18 juin jusqu’a 1 aout 2017.
I. Matériel et méthodes

111.1. Préléevement

Dans cette étude, nous avons formulé I'nypothése que nos vaches échantillonnées étaient

indemnes de brucellose vu que le cheptel algérien est déja vacciné contre la maladie.

111.1.1. Coxiella burnetii

Criteres évocateurs de la fievre Q :

Criteres épidemiologiques

+ Avortements enzootiques a tout stade de gestation (plus souvent au cours du dernier
tiers).

+ Touche surtout les jeunes meres (Noémie. 2010)

Criteres cliniques

+ Maladie asymptomatique

+ L expression passe souvent par des vélages prématurés, métrites épizootiques et
parfois Non-délivrance (fréquente aprés avortement), commémoratifs d’infertilité au sein de
I’¢levage.

+ Avortements, naissance de nouveau-nés affaiblis ou mort-nés

+ Peut aussi prendre une forme grippale

+ Mammites, troubles respiratoires (Boarbi, Fretin, et Mori 2016).

Criteres lésionnels

Les Iésions ne sont pas spécifiques a la fievre Q.

111.1.2. Chlamydiasp (Chlamydiapsittaci, C. abortus et C. pecorum)

Critéres épidémiologiques
+ Avortements sporadiques (5% du troupeau avorte) au dernier tiers de la gestation

(souvent 2 a 3 semaines avant le terme).
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+ Plus fréqguemment sur les jeunes meres

+ Surtout les femelles nouvellement introduites dans un cheptel ( Noémie. 2010)

Criteres cliniques

+ Avortement suivi de métrite

+ Commémoratifs de mortalité embryonnaire et métrite
+ Cycles irréguliers ( Khalil YOUSEF 2009).

Criteres lésionnels

Lésions placentaires avec nécrose cotylédonnaire, épaississement du tissu
intercotylédonnaire, présence inconstante d’un exsudat fibrino-purulent adhérent au chorion (
Noémie. 2010).

111.1.3. Leptospirose (Leptospirahardjo, Leptospirapomona)

Criteres épidéemiologiques

+ Avortements sporadiques ou épizootiques selon le sérovar3 a 10 % des femelles

Du 4eme mois a la fin de la gestation

#+ les primipares comme les multipares sont atteintes ( Noémie. 2010).

Critéres cliniques

+ Avortements précédés ou non d’hépatonéphrite (ictére jaune-franc), hyperthermie,
entérite, suivis de non-délivrance et métrite, stérilité possible

+ Possibilité de naissance d’un veau vivant et faible avec parfois des pétéchies a la
surface des visceres thoraciques

+ Photosensibilisation avec perte de lambeaux entiers d’épiderme chez les races a peau
non pigmentée comme les Charolaises

+ Teinte rosée du lait et chute de la production laitiere
I11.2. Technique de préléevement

Les échantillons prélevés sont du type tissulaire, a partir de placenta pour la recherche
des coxiella burnetii et ChlamydiaSpp(Hansen et al. 2011)(Borel et al. 2006), alors que les
leptospiraSpp sont recherchées dans cotyledons( Noémie. 2010) issus d’avortement vu qu’ ils
représentent le prélevement de choix pour la détection de ces bactéries par RT-PCR (c’est un
> un test recommandé par 1’ OIE.

Pour cela 77 prélevements ont été collectés 73 apres avortement (dans les 24 heures qui
suivent 1’avortement) et 04 prélevements aprés vélage naturel afin de les utiliser comme

témoins négatifs (figure).
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Un fragment placentaire et prélevé aseptiquement et manuellement a partir de la lumiére
utérine afin d’éviter toutes contamination de I’extérieur chaque prélévement (= 25 cm®) et
mise dans des tubes de 10 ml contenant de I’ Alcool a (70°).

Ces prélevements ont été gardés dans une température ambiante jusqu’ au

commencement de I’extraction de I’ADN.
111.3. Biologie moléculaire

I11.3.1. Extraction d’ADN

Avant I’extraction d’ADN, toutes manipulations des échantillons biologiques ont été
effectuées dans la Hotte a flux laminaire, chaque prélevement de placenta ou de cotylédon a
été rincé deux fois successivement dans 1’eau distillée stérile pendant une durée de 15 minutes
a peu pres, ensuite desséché avec un papier filtre stérile (Kumsa, et al. 2015), chaque
prélevement a été coupé en un petit morceau ensuite écrasé manuellement en utilisant un

pilon.

Figure 4: découpage des échantillons de placentas et de cotylédons sous une Hotte a flux

laminaire (photo personnelle).

Aprées avoir récupéré une quantité d’a peu pres 40mg d” homogénat ceci a été digéré dans
200 pL de tampon G2 plus 20 pL de protéinase K, le mixe a été incubé a une température de
56 °C pendant 16 heures dans un Bains a sec chauffants, subséquemment une quantité de 200

uL d’ homogénat a été transférée dans des tubes prélévement (a fond plat)  Ces homogénats
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ont fait I’objet pour I’extraction d’ADN. Cette tche a été réalisée avec un kit commercial
(EZ1® DNA Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)) sous forme des cartouches de réactifs
scellés préremplies pour une configuration facile, Chaque puits de la cartouche (RCV)
contient un réactif particulier, comme des particules magnétiques, un tampon de lyse, un
tampon de lavage ou un tampon d’¢élution (AVE) exempt de ribonucléases.

Suivant les instructions données par 1’appareil ’ADN purs de haute qualité a partir de
chaque prélevement a été recolté et élués dans 100 ul of Tris EDTA (TE) buffer et conserve a
une température de —20°C dans des conditions de stérilité absolue afin d’éviter toute type de
contamination croisée entre les échantillons jusqu’ a la réalisation de la PCR en temps réel

A

Figure 5. A ; Cartouche de réactifs (RCV) scellée et préremplie, B ; Chargement des

cartouches de réactifs (RCV) dans le portoir de cartouches (photo personnelle).

Figure 6: Table de travail d’un appareil EZ1 (photo personnelle).
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111.3.2. Détections par RT-PCR

111.3.2.A. Coxiella burnetii

Détection moléculaire de Coxiella burnetii par PCR en temps réel

Les échantillons d’ADN ont été testés individuellement par PCR en temps réel (RT-PCR)
avec des amorces et des sondes désignées pour I’amplification du géne [S1111.
Subséquemment, les échantillons positifs ont été confirmés par un éspaceur spécifique pour
I’espeéce Coxiella burnetii (IS30A) (tableau 13).

Tableau 15 : Les amorces et les sondes utilisées pour PCR en temps réel dans cette étude
(Mediannikov et al. 2010).

séquence cible Orientation  séquence nucléotidique (5'-3")
C.burnetiiéspa  Amorces Forward CAAGAAACGTATCGCTGTGGC
ceur IS1111
Reverse CACAGAGCCACCGTATGAATC
sonde / 6FAM-CCGAGTTCGAAACAATGAGGGCTG-TAMRA
IS30A Amorces Forward CGCTGACCTACAGAAATATGTCC
Reverse GGGGTAAGTAAATAATACCTTCTGG
sonde / 6FAM-CATGAAGCGATTTATCAATACGTGTATGC-TAMRA

Reconstitution et dilution des amorces pour gPCR :

Ces amorces et les sondes ont été reconstituées et diluées comme suivant :

Sonds 6 nmol :

¢ Le tube contenant la sonde lyophilisée a été centrifugé pendant 30 secondes

e 60 ul d’eau RnaseDnase free a été ajoutée

e La solution a été laissée 10 minutes a une température ambiante puis vortexé (comme
¢a on a eu une concentration de de la solution : 100 uM

e Une solution fille 8 5 pM a été obtenu aprés une dilution au 1/20 é™.

Amorces

e [a quantité en nmol (x nmol) a été repérée sur le tube afin d’ajouter une quantité x pl

d’eau RnaseDnase free
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e laissee 10 minutes a une température ambiante puis vortexé (concentration de de la
solution : 1 nmol/ pl soit 1000 uM
e Une solution fille 4 20 uM a été obtenu aprés une dilution au 1/50 €™,

Préparation de mix de gPCR (Mix ROCHE)

Le mix de qPCR a été préparé sous une hotte Biocap afin d’éviter tous types de
contamination, selon les instructions du fabricant ; brievement 3 ul d’eau distillée stérile a été
ajoutée a une quantité de 10 pl de Mix roche (2x), par la suite un volume de 0.5 pul  de sonde
(5 uM), d UDG, d’amorce F et d’amorce R (20 uM) ont été ajouté au mix précédant.

Une solution finale de 15 pl a été récoltée et distribuée dans des barrettes spécifiques de
8 cupules, finalement 0.5 ul d’ADN a été ajouté pour avoir un volume finale de 20 pl a été
préparé. Pour ce qui est de témoins positif de 0.5 pul d’ADN extrait a partir d’une culture
positive de Coxiella burnetii a été utilisé, alors que 0.5 d’eau distillée stérile a été utilisé
comme témoin négatif.  Pour contrler une éventuelle contamination durant les
manipulations.

Pour la reaction de PCR en temps réel les barrettes ont été deposées dans un « FX96™
Real-Time PCR Detection System » le programme gPCR roche est détaillé ci-apres

e Action UDG : 50 °C pendant 02 minutes

e Deénaturation initiale : 95 °C pendant 05 minutes 39

e Dénaturation : 95 °C pendant 05 secondes

e Hybridation — elongation : 60 °C pendant 30 secondes cycles

Les résultats ont été considérés positifs dans le cas ou la valeur CT était inférieure a 35

Programmation et Lancement de la gPCR

La plaque de PCR préalablement recouverte par un parafilm adhésif a été mise dans un
appareil PCR en temps réel (QPCR CFX96™, Bio-rad, California, USA). Qui est piloté par un
ordinateur permetant | aquisition et lle suivi des données y compris leurs traitement.

L'ADN de C. burnetii extrait de la culture bactérienne de la souche Nine Mile (Tick,

USA) MST16 a été utilisé comme temoin positif.
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Figure 7:gPCR (type CFX96TM, Bio-rad, California, USA) utilisé pour la détection de
Coxiella burnetii dans les tissus placentaires (photo personnelle).

e Séquencage des zones intergéniques (MST) :

Pour ce qui est du génotypage des résultats positifs, parmi 77, 14 échantillons dont la
valeur de CT inférieur a 35 ont été sélectionnés pour 1’amplification par PCR standard. Les
éspaceurs dans le génome de Coxiella burnetii qui exhibent les variations les plus élevées
pour une différenciation des génotypes a savoir (Cox2, Cox5, Cox18, Cox37, Cox56, Cox57,

et Cox61 fabriqué par Eurogentec, Seraing, Belgium) ont été choisi pour cet objectif (tableau
14).
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Tableau 16 : les amorces utilisées pour amplification par PCR standard et le séquencgage

des espaceurs de Coxiella burnetii (Glazunova et al. 2005).

Nom de ORF séquence Nucléotidique (5'-3") Taille des
I’éspaceur amplicons
(pb)

Cox2 Hypotheticalprotein Cox20766 CAACCCTGAATACCCAAGGA 397
Hypotheticalprotein Cox21004 GAAGCTTCTGATAGGCGGGA

Cox5 Sulfatasedomainprotein Cox77554 CAGGAGCAAGCTTGAATGCG 395
Entericidin, putative Cox77808 TGGTATGACAACCCGTCATG

Cox18 Ribonuclease H Cox283060 CGCAGACGAATTAGCCAATC 557
DNA polymerase I1ll, epsilon Cox283490 TTCGATGATCCGATGGCCTT
subunit

Cox37 Hypotheticalprotein Cox657471 GGCTTGTCTGGTGTAACTGT 463
Hypotheticalprotein Cox657794 ATTCCGGGACCTTCGTTAAC

Cox56 OmpA-liketransmembrane Cox886418 CCAAGCTCTCTGTGCCCAAT 479
domainprotein
Conservedhypotheticalprotein Cox886784 ATGCGCCAGAAACGCATAGG

Cox57 Rhodanese-likedomainprotein Cox892828 TGGAAATGGAAGGCGGATTC 617
Hypotheticalprotein Cox893316 GGTTGGAAGGCGTAAGCCTTT

Cox 61 Dioxygenase, putative Cox956825 GAAGATAGAGCGGCAAGGAT 611
Hypotheticalprotein Cox957249 GGGATTTCAACTTCCGATAGA

—
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Reconstitution et dilution des amorces pour PCR standard :

Pour ce qui est de la reconstitution et dilution des amorces on a suivi le protocole suivant

e La méme quantité en nmol (x nmol) d’eau RnaseDnase free a été ajouté a celle existait
dans les tubes.

e Aprés I’avoir laissé 10 minutes a une température ambiante, la solution a été vortexé
(concentration de la solution : 1 nmol/ pl soit 1000 uM).

e Une solution fille & 20 uM a été obtenu aprés une dilution au 1/50 ™,

Préparation de mix de gPCR (Mix ROCHE)

Le mix a été préparé de la méme maniére que le mix de la PCR en temps réel (RT-PCR)

(sous une hotte Biocap). Et selon les instructions du fabricant, brievement: 17 ul d’eau
distillée stérile ont été ajouté a 25 ul d’Ampli Taq Gold master Mix (ATG Master Mix), par la
suite 1.5 pl d’amorce F et d’amorce R ont été ajouté un mélange final de 45 ul a été vortexé et
distribu¢ dans des barrettes spécifiques de 8 cupules. Une quantité de 05 pul d’ADN a été
distribuée dans chaque cupule sous une hotte Biocap réservée pour cet objectif et finalement.
Dans une cupule, on a ajouté 05 pul d’ADN extrait a partir d’une culture positive pour servir
de témoin positif alors que 05 pld’eau distillée stérile ont servi comme témoin négatif dans
une autre cupule.

L’amplification de I’ADN a été réalisée selon le programme PCR standard (ATQG)
détaillé ci-apres.

e Dénaturation a une température de 95 °C pendant 15 minutes

e Dénaturation a une température de 95 °C pendant 30 secondes

e Hybridation a une température de 57 °C (Mediannikov et al. 2010)pendant 30
secondes.

e Elongation a une température de 72 °C pendant 1 minute.

e Elongation finale & une température de 72 °C pendant 5 minutes.
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Figure 8: le thermocycleur utilisé pour la détection de Coxiella burnetii par PCR

standard (photo personnelle).

Préparation de gel d’agarose 1.5%

Dans une bouteille en verre, on a pesé¢ 3 grammes d’agarose, ensuite, on a ajouté 200 ml
de tampon TBE 0.5X, la préparation a été fondu a la micro-onde et mélangé délicatement et
versé dans un flacon de 50 ml. Un moyen gel a été préparé par ’ajout de 01 pl de SybrSafe, le
tout a été mélangé délicatement aussi et coulé dans le support aprés avoir positionné le

peigne. La polymérisation a été faite en 10 a 15 minutes a une température ambiante.

Electrophorése et révélation

Aprés avoir 6té le peigne le gel et son support a été déposés dans la cuve de migration
contenant du tampon TBE 0.5 X. 06 pl de produit de PCR ont été ajoutés a 02 pl de bleu de
charge (Blue juiceloading buffer). Subséquemment, 06 pl de mélange ont été déposés dans un
puit (dans le gel d agarose) (chaque prélevement dans un puit. le premier puis a été réservés
pour le dépdt de marqueur de poids moléculaire (2.5 pl sans ajouter de bleu de charge) alors
que les deux derniers ont été réserveés pour le témoin positif et le témoin négatif
successivement.

La migration a été procédée a 135 volts pendant 20 minutes, et la lecture a été faite sous
un transilluminateur UV.
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Figure 9: Electrophorése d'ADN sur gel d’agarose la migration du colorant de charge de
la cathode vers I'anode (photo personnelle).

Purification du produit de PCR :

Apres avoir ajouté 50 pl d’eau distillée stérile au produit de PCR a purifier, la totalité du
mélange a été déposé sur une plague blanche Machery Nagel. Ensuite, la plaque a été mise en
aspiration pendant 10 minutes, manomeétre a 25 environ. Une fois aspirée la plaque a été
séchée sur papier filtre avant d’ajouter 50 pl d’eau distillée stérile. Apres cette étape la plaque
a été mise en agitation pendant 10 minutes a une vitesse de 600. Finalement, on a récupéré les

50 pl de produit de PCR purifié dans un tube préalablement identifié.

Préparation de Mix de séguence

Cette préparation a été réalisée selon les instructions du fabricant, brievement ; 1.5 pl du
tampon BDV1 et 0.5 pl d’amorce 10 uM ont été ajouté a 01 pl de Bigdye, finalement 03 pl
d’eau distillée stérile ont été additionnés au mix précédent, sachant que dans ce type de
réaction on a due préparer deux mix différents pour chaque échantillon, dans la premiére on a
ajouté 0.5 ul d’amorce F et dans la deuxiéme 0.5 ul d’amorce R.

Un volume total de 06 pl a été récupéré dans lequel on a additionné 04 pul d’ADN purifié.

Le programme de la réaction de Mix a été établi comme suivant :

e 96 °C pendant 01 minute

96 °C pendant 10 secondes
50 °C pendant 05 seconds

60 °C pendant 03 minutes
15°C + o
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Préparation de la Plaque de Séphadex

Dans une plaque noire, on a mis de la résine afin de remplir les puits (le surplus a été
éliminé), ensuite, on y posé une plaque Millipore MAHV5. Par la suite, on la calé en butée
puis on la retourné le tout pour faire tomber la résine dans les puis. Finalement 300 pl d’eau
distillée stérile ont été ajoutés pour laisser gonfler la résine pendant 02 heures 30 minutes dans

une température ambiante.

Purification de la réaction de ségquence

La plaque de Séphadex préalablement préparée a été centrifugée apres 1’avoir posée sur
une plaque « poubelle » afin d’¢éliminer I’excédent d’eau pendant 02 minutes a 1238 g ensuite
cette plaque de Séphadex a été posée sur une plague MicroAmpN801-560 précédemment
identifiée. Aprés cela 10 pl d’eau distillée stérile ont été additionnés aux produits de
séquence, la totalité (20 pl) a été déposée bien au centre des mini colonnes de la plaque de
Séphadex et sans touché la paroi et centrifugé le tout avec couvercle pendant 05 minutes a
1238 g. finalement cette plaque MicroAmp peut étre placée dans le séquenceur ABI Prism
3130 XL,AppliedBiosystems, USA).

Cette plaque a été fermée hermitiquement avec un couvercle spéciale (MicroAmp 96-
Well Full plate adapter for the ABI Prism 3130 Genetic Analyser).

Figure 10: le séquenceur de type ABI Prism 3130 XL,AppliedBiosystems, USA) utilisé
pour le génotypage de Coxiella burnetii (photo personnelle).
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Lancement de réaction de séquencage

L’ensemble plaque avec son adaptateur a ¢été¢ placé sue le support de plaque de
séquenceur capillaire ABI Prism 3130 Genetic Analyser XL,AppliedBiosystems, USA). Pour
ce qui est du lancement, programmation, identification des plaques la création d’une plaque,
la programmation et 1 I’identification des runs tous ces étapes ont été réalisées selon le guide

d’utilisation affiché sur le séquenceur.

Génération, assemblage et correction des séquences :

Finalement toutes les séquences générées ont été assemblées et corrigées avec un logiciel
ChromasPro 137 1.7 software (TechnelysiumPty Ltd., Tewantin, Australia). Alors que les
Génotype MST ont été déterminés par comparaison avec les différents Génotype MST inclus
dans la base des données contenant les génotypes MST de Coxiella burnetii détectés en

Europe et dans d’autres payes autour du monde (http:/ifr48.timone.univ-

mrs.fr/mst/coxiella burnetii/strains.html).

111.3.2.B. Chlamydia Spp

Pour ce qui est du chlamydia Spp, on a suivi le méme protocole expérimental que celui
de Coxiella burnetii cependant ce qui fait la différence, c’est le types des amorces et des
sondes utilisées pour I’identification des souches par PCR en temps réel et les amorces
utilisées pour le séquencgage par conséquent, on va détailler uniqguement les types des amorces
et les programmes d’amplification d’ADN par PCR standard vu que le reste du protocole est

le méme que celui détaillé antérieurement.

Détection moléculaire de Chlamydia Spp par PCR en temps réel

Le géne ciblé est le 23 S spécifique pour toute la famille des Chlamydiaceae codant pour
rRNA. Cette technique a été développée par Everett et al. (1999b), et Ehricht et al. Ensuite
validées et utilisées dans la recherche systématique des Chlamydias, les amorces et les sondes

utilisées dans cette recherche sont détaillé dans le tableau suivant :
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Tableau 17 : méthode d’exploration de Chlamydiae par PCR en temps réel (Sachse et al.
2009).

Spécificité Amorces et sonde (5°-3°) Taille des Gene ciblé
Amplicons
(Pb)
Ch23S-F : CTGAAACCAGTAGCTTATAAGCGGT
Chlamydiaceae  Ch23S-R : ACCTCGCCGTTTAACTTAACTCC 111 23S rRNA
Ch23S-p: FAM-

CTCATCATGCAAAAGGCACGCCG-TAMRA

e  Leséquencage des résultats positifs par RT-PCR :
L’amplification par PCR standard du géne 16 S codant pour fragment d’ARN ribosomal

a été réalisée en utilisant une paire d’amorces (tableau6).

Tableau 18 : les amorces utilisées pour I’amplification d’ADN par PCR standard pour le
séquencage (Fukushi et Ochiai 2016).

Primer “ Positions Séquences

16S1 -2t0 18 5’-CGGATCCTGAGAATTTGATC-3¢

16S2 1554 & 1537 5’-TGTCGACAAAGGAGGTGATCCA-3¢
rRNAla -1a21 5’-GGATCCTGAGAATTTGATCITG-3”
rRNAIb 547 a 523 5“TCCGTATTACCGCAGCTGCTGGCAC-3’
rRNAO1 523 a 547 5’-GTGCCAGCAGCTGCGGTAATACGGA-3’
rRNA02 742a718 5 -GCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCAC-3’
rRNAO3 886 a 912 5“TATGCCGCCTGAGGAGTACACTCGC-3’
rRNAO4 1076 a 1052 5“TGACGACAGCCATGCAGCACCTGTG-3’
rRNA4b 1077 a 1099 5’-GCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGGTTA-3’
rRNA4a 1554 a 1534 5’-TGTCGACMGGAGGTGATCCAGCC-3¢
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Finalement I’amplification de I’ADN a été réalisée selon le programme PCR standard
(ATG) detaillé par (Fukushi et Ochiai 2016) :

e Dénaturation a une température de 94 °C pendant 03 minutes

e Dénaturation a une température de 94 °C pendant 01 minute

e Hybridation a une température de 40 °C pendant 01 minute (Mediannikov et al.
2010).

e Elongation a une température de 72 °C pendant 02 minutes.

¢ Elongation finale a une température de 72 °C pendant 10 minutes.

111.3.2.C. Leptospirasp (Leptospirahardjo, Leptospirapomona)

Les amorces utilisées pour la recherche des leptospiraspp par PCR en temps réel sont les
suivant: Lepto F (5171 CCCGCGTCCGATTAG 3), et Lepto R (5258
TCCATTGTGGCCGRA/GACAC3"), ces sequences se localisent entre la position 171 et 258
du géne rrs (16 S) dont le produit d’amplification donnent des séquences de 87 pb. Pour ce
qui est de la révélation, on a utilisé la sonde suivante :

[5'205(FAM) CTCACCAAGGCGACGATCGGTAGC228 3' (TAMRA)] (Smythe et al.
2002).
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Organigramme du protocole expérimental

Réalisation des prélevements

Conservation dans 1’ Alcool a (70°).

|

a. Lyse externe des échantillons dans 20 pl PK

(EZ1® DNA Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)

v

|. détection des souches par qPCR (qQPCR CFX96™, Bio-rad, California, USA)

Géne cible :

IS1111 et IS30A

\ 4

a. Reconstitution et dilution des amorces pour gPCR

l

b. Préparation de mix de qPCR (Mix ROCHE)

\

Détermination des
génotypes par MST
des résultats
ppositifs

Gene cible : Geéne cible :

23S rRNA 16 S

I

Détermination de la
souche par
séquencage

55

—
| S—



Matériel et Méthodes

I1. Génotypage des résultats positifs de Coxiella burnetii par MST

I1.1. PCR standard

l

a. Reconstitution et dilution des amorces pour PCR standard

l

b. Préparation de mix de gPCR (Mix ROCHE)

l

Genes ciblés : (Cox2, Cox5, Cox18, Cox37, Cox56, Cox57, et Cox61)

d. Révélation par Electrophorese

\ 4

d. 1. Préparation de gel d agarose 1.5%

A 4

d.2. Migration et lecture sous un transilluminateur UV

l

I1.2. Réaction de séquence

|

a. Purification du produit de

A 4
b. Préparation de Mix de séquence

c. Préparation de la Plaque de Séphadex

v

d. Purification de la réaction de séquence
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Matériel et Méthodes

l

Génération, assemblage et correction des
séquences on ChromasPro
137 1.7 software (Technelysium Pty Ltd.,

Tewantin, Australia).

Détermination de Génotype MST en
utilisant la base des données MST

I11. séquencage des résultats positifs de chlamydia sp

l

Méme protocole de séquencage que celui de Coxiella burnetii

l

Genes ciblés :

(16S1, 16S2/ rRNAIa, rRNAIb/ rRNAO1, rRNA02/ rRNAO3, rRNA04/
rRNA4b, rRNA4a).
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V. Résultats :

IV.1.1. Détection de Coxiella burnetii par PCR en temps réel (RT-PCR) :

Parmi les 73 échantillons qui ont été collectés dans les quatre wilayas Blida (N = 48),
Médéa (N = 12), Bouira (N 146 = 7) et Bordj-Bou-Arreridj (N = 6). Quatorze échantillons ont
montré un résultat positif par RT-PCR ce qui fait 19.1 % de tous les échantillons, parmi ces
positifs, neuf ont été détectés a Blida et cing a Médéa, de plus deux échantillons ont été
fortement chargés par Coxiella Burnetii avec un cycle seuil (CT value cycle threshold)
inférieur a 22 (16.2 et 21.2 ce qui correspondant a 9.0 et 7.5 log 10 copies d’ADN/mL
d’échantillons respectivement). Cependant tout le reste des échantillons positifs ont été
modérément chargés par Coxiella burnetii correspondant & 5.3 et 4.1 logl0 copies d’DNA
/mLde prélevement respectivement. Alors que les échantillons prélevés a Bouira et a Bordj-
Bou-Arreridj (N= 13) ont tous montré un résultat négatif, du méme pour les échantillons

prélevés apres vélage naturel qui ont aussi été négatifs.

Arngrionar

Témein pégatif (vert) Témeins posiil (rouge)

Rru

Figure 11: représentation des courbes d'amplification de gene 1S1111 de Coxiella
burnetii par RT-PCR (photo personnelle).

58

—
| —



Résultats

| 1A N A B AR " i |
.3'”" ‘:)l’; A:\ 'l,’ i ‘|.l| 1) A‘:n‘f»’ ’;(" \ ll'h 1y r\“(' : \ J \?’- , ',; g _'l‘\ ’
o+ AN h“’ | eﬁ /A‘ A ” ‘A"‘ ' ‘ \‘# " \',\,\}9 1y l" ‘ "‘
i A é} o\ A\ _?fy‘ "i%? ’ ’\ ‘.f.‘,}k‘;‘. "i;'?__»"""'“ "e 2 'f‘j “ e & ? %%

Figure 12: représentation des courbes d'amplification de géne IS30A de Coxiella

burnetii par RT-PCR (photo personnelle)

59

—
| —



Résultats

Tableau 19 : resultats obtenus lors de détection de C. Burnetii par ER-PCR avec leurs

valeurs cycle seuil

Nu Code et localisations cycle seuil Pourcentage des
Mero des vaches infectées résultats positifs
Geéne GeénelS 30A
1S1111

1 Blida 35.04 29.06

2 Blida - 27.22

3 Blida 16.21 18.10

4 Blida 21.21 22.67 09/ 48 (18, 75 %)

5 Blida 34.05 33.63 ont montrés - des
résultats positifs

6 Blida 28.55

7 Blida 35.88 30.76

8 Blida 33.79 32.63

9 Blida 34.67 34.07

10 Medea 30.76 34.72 05/12 (41,66 %)
ont montrés des

11 Medea 35.04 34.05 ) .
résultats positifs

12 Medea 35.75 34.24

13 Medea 33.89 34.04

14 Medea 27.43 -

Bouira 0/ 07
Bordj bouarreridj 0/06
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IV.1.2. Détection de Coxiella burnetii par PCR standard :

Pour ce qui est la recherche de C. Burnetii par PCR standard. Les résultats ont varié selon
la valeur de cycle seuil d’un coté et selon le systéme utilisé pour I’amplification d’un autre
coté, pour cela les échantillons dont la valeur de cycle seuil inférieur ou égal a 30 ont été
souvent positifs, alors que le systeme COX37 a donné des resultats positifs pour tous les

échantillons positifs par RT-PCR aprés révélation sur gel d’agarose (figure).

Témoin  Témoin
Négatve positive

Figure 13: Reésultats obtenus lors de 1’amplification d’ADN par PCR standard, révélés

par migration sur gel d’agarose (photo personelle).

IV.1.3. Résultats de génotypage par séquencage des zones intergéniques :

Les quatorze échantillons positifs par RT-PCR ont tous fait I’objet pour le séquencage,
pour les résultats dont la valeur de cycle seuil inférieur a 29 ont correspondu a 5.1 log10
d’ADN copies/mL. Parmi les sept espaceurs (Cox2, Cox5, Cox18, Cox37, Cox56, Cox57, et
Cox61) ciblés pour le séquengage, au moins une seule séquence exploitable a été obtenue
pour chaque préléevement (tableau). Cependant, le MST a été déterminée avec succes pour
cing échantillons uniquement, chacun parmi ces cing a montré que le génotype trouvé est le
MST 20 prélevés a partir des tissus placentaires au niveau des deux wilayas concernées ;
Blida (N= 04) et Médéa (N=01), alors que les neuf échantillons restants ont échouée a la

détermination de génotype par MST (tableau 18).

L’analyse comparative individuelle des séquences obtenues a partir de Cox37 a montré
une similarité des échantillons entre eux de 100 %, et une similarité de 100 % (417/417 pb)
avec la souche de C. burnetii RSA331 (GenBank accession No. CP000890), pour ce qui est

du systeme COX 56 les séquences obtenues sur les échantillons 39 et 73 ont aussi montré une
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similarité de 100 % (384/384 pb) avec la souche de C. burnetii CB88 (GenBank accession
No. AY502783).

En outre les séquences obtenues par le systeme COX 61 (échantillons 11 et 39) nous ont
montré une similarité de 100 % pareillement (608/608 pb) avec la souche de C. burnetii
RSA439 (GenBank accession No. CP018005). Et finalement une similarité de 100 % aussi a
été constatée de séquences obtenues par le séquencgage du systeme COX 57 (598/598 pb) avec
la souche C. burnetii RSA439 (GenBank accession No. CP018005).

Tableau 20 : les génotypes trouves par séquencage des zones intergéniques (MST) dans

les échantillons positifs.

ID Espaceurs Génotype

d’échantillons
COX2 COX5 COX18 COX37 COX56 COX57 COX61

(N=14)

10 - - - + - - - -

11 - - - + - - + -

12 - - - + - - - -

17 - - - + - - - -

31 - - - + - - - -

40 - - - + + - + -

72 - - - - + + - -

74 - - - + - - - -

75 - - - + - - - -

20, 25, COX2 COX5 COX18 COX37 COX56 COX57 COXe61 20
30,39et73 3 2 .6 A4 10 .6 5

+: séquencé ; - : échoué ; 20, 25, 30, 39 et 73 : échantillons dans lesquels le génotypage
par MST a été déterminé avec succes ; 3, 2, 6, 4, 10, 6 et 5: numéros correspondant a

chaque éspaceur amplifié.
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1VV.2.1. Détection de Chlamydia Spp par PCR en temps réel (RT-PCR) :
Pour ce qui est de la détection de Chlamydia Spppar RT-PCR dansles 73 échantillons qui
ont été collectés dans les quatre wilayas, douze échantillons ont montré un résultat positif soit

un, pourcentage de 16.4 % de tous les échantillons.

Amplification
T ¥ g g ¥ T g y y v T g o T g T
Témoin negatif en vert Témoins positifs en rouge
10°
=
i
o
- 1 h i
'IU) ] ‘l . } I I
0 10 20 30
Cycles

Figure 14: représentation des courbes d'amplification de géne 23S rRNA spécifique pour
la famille des Chlamydiaceae par RT-PCR (Photo personnelle).

En effet, ces positifs ont aussi été détectés dans les mémes wilayas concernées par
Coxiella burnetii et qui sont Blida (N=07) et Médéa (N=05). Tous ces échantillons ont été
modérément chargés par la bactérie avec une valeur cycle seuil oscillant entre 33.3 et 36.5..
Alors gue tous les échantillons collectés a Bouira et Bordj bouarreridj ont montré des résultats

négatifs.
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Tableau 21 : Résultats obtenus lors de détection de Chlamydia Spp par RT-PCR avec

leurs valeurs cycle seuil.

Classement Localisations cycle seuil
1 Médéa 33.30
2 Blida 3331
3 Médéa 34.97
4 Blida 36.25
5 Blida 35.33
6 Médéa 35.15
7 Blida 36.38
8 Blida 35.48
9 Blida 34.78
10 Blida 34.95
11 Médéa 36.52
témoin positif 1 36.38
témoin positif 36.89
témoin positif 3 39.87

—
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IV.2.2. Résultats obtenus par séquencage des Chlamydias Spp

Les douze échantillons positifs par RT-PCR ont été séquencés chacun par 05 génes
différents, cependant toutes tentatives de séquencage pour I’identification de 1’espéce
responsable des avortements ont échoué a 1’exception d’un seul préléevement et avec un seul
géne cible uniquement, prélevement concerné avait un cycle seuil de 34.95 et avec le géne
rRNAO3, rRNAO4, le résultat de ce séquengage nous a donné une identification jusqu’a
I’échelle de I’espéce. L’analyse comparative individuelle des séquences obtenues a partir de
géne rRNAO3, rRNA04 a montré une similarite de 94 % (102/109 pb) avec la souche de
Chlamydia psittacistrain GIMC 2005 (GenBank accession No. CP024451).

IVV.3. Recherche des leptospires par PCR en temps réel (RT-PCR) :
Pour ce qui est de la détection de Leptospirasppar RT-PCR tous les échantillons nous

ont montré des résultats négatifs sans aucune exception figure

Ay

Témoin négatif (en rouge)  Témoin positif

v A y
VG W VNIV

Figure 15: représentation des courbes d'amplification de géne 16 S rRNA ciblé pour la

recherche des Leptospires par RT-PCR (Photo personnelle).
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Discussion

V. Discussion :
Dans cette étude, nous avons trouvé que RT-PCR ciblant la séquence de C. burnetii

IS1111 des tissus placentaires était positif dans 19,1 % des vaches avortées.

Les cas positifs ont été détectés dans deux régions ; Blida et Médéa. Tous les échantillons
de Bouira et Bordj-Bou-Arreridj ont montré des résultats négatifs. Cependant, le faible
nombre (N = 15) d'échantillons collectés dans ces deux régions peut représenter un biais et

expliquer ce résultat négatif ce qui n’infirme pas son occurrence dans ces deux wilayas.

De plus, I'échantillonnage était basé uniquement sur des cas d'avortement occasionnels
dans la zone d'étude, de sorte que la taille de I'échantillon dépend strictement sur les nouveaux
cas d'avortement pendant la période d'étude. De plus, les éleveurs étaient moins susceptibles
d'aviser les vétérinaires lorsque leurs vaches viennent de mettre bas sans complications. Cela

peut expliquer le nombre limité d'échantillons issus de vaches avec vélages naturels.

En Algérie, les services vétérinaires se concentrent sur la brucellose comme cause
d'avortement, grace a un programme national pluriannuel de dépistage basé sur le test de
Rose-Bengale et de fixation des compléments comme test de confirmation (Kardjadj 2016).
Par conséquence, nous avons formulé I'hypothese que nos vaches échantillonnées étaient
indemnes de brucellose. Cependant, d'autres agents infectieux peuvent avoir été négligés. De
plus, cela signifie que les autres infections impliquées dans leurs avortements telles que la
fievre Q est totalement négligée, en fait la relation entre I’infection a C. burnetii et
I’avortement des vaches laitieres a été¢ rapporté dans différents pays dans le monde tel que
Canada, les Etats-Unis, I’Egypte, la France, la Suisse, 1’ Allemagne et I’Italie (Meadows et al.
2016)(Abdel-moein et Hamza 2016)(Reisberg, Selim, et Gaede 2013)(Cabassi et al. 2006).
Alors que, les produits d’avortement représentent la principale source de contamination, tant

pour I’homme et I’animale.

En Algérie, C. burnetii a déja été rapportée chez les petits ruminants et 'ADN deC.
burnetii a été détecteé dans 57 échantillons (21,3 %) prélevés par écouvillonnage vaginal sur
un total de 267 troupeaux d’ovins et de caprins (Khaled et al. 2016). Cette valeur est proche
de notre prévalence estimée (19,1 %). Tres souvent, les éleveurs élévent des ovins, des
caprins et des bovins dans la méme ferme et partagent les mémes zones de paturage. Cela peut

étre la principale raison de la contamination entre ces ruminants.
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En ce qui concerne les pays voisins de 1’Algérie, une séroprévalence similaire de 17 %
chez les petits ruminants ayant avorté a été publiée en Tunisie et une séroprévalence de 33 %
a été déclarée chez les petits ruminants aussi au Maroc (Vanderburg et al. 2014). Cette
similarité serait liée au commerce incontr6lé des animaux a travers les frontieres entre les

deux pays et le systéeme d’élevage semblable (transhumance).

Des cas humains d'endocardite infectieuse causée par C. burnetii ont déja été détectés en
Algérie et Lacheheb et Raoult (Lacheheb et Raoult 2009)qui ont trouvé une séroprévalence de
15,5% (113/729) chez I'hnomme en Algérie. La séroprévalence est estimée a 18,5 %, avec une

large variation de 7,7 % dans les zones urbaines a 35 % dans les zones rurales.

La présence de C. burnetii chez les bovins avortés peut étre considérée comme une
source d'infection humaine. Dans 1’étude de Tebbal dans les Aures le taux de C. Burnetii a été
estimé a (14.19%) (Données non publiées). Une des raisons de cette haute séroprévalence de
C. burnetii chez I'hnomme dans différentes zones en Algérie serait le nombre élevé des
animaux de bétail (spécialement les bovins et les petits ruminants) (Lacheheb et Raoult 2009).
En effet les taux de séroprévalence les plus élevés ont été observes chez les propriétaires des
ruminants, les habitants des zones rurales et les travailleurs des abattoirs vu qu’ils sont en

contact permanent avec les animaux tels que les bovins (Lacheheb et Raoult 2009).

Dans cette étude, nous avons montré la présence de genotype MST 20 pour C. burnetii
dans des placentas de vaches laitieres ayant avortées, ce qui n'a jamais été rapporté en Algeérie
jusqu’a ce jour. Nous avons utilisé le génotypage par séquencage des zones intergéniques
(MST) pour déterminer les genotypes de C. burnetii (Glazunova et al. 2005). Cette méthode
est trés discriminante et a été utilisée dans 19 études différentes pour détecter C. burnetii chez
I’homme, les animaux, ou dans les prélévements de 1’environnement a travers le monde
(Eldin et al. 2017). Cette méthode peut étre directement applicable a différents types
d'échantillons sans avoir besoin d’une culture préalable, par rapport aux techniques de
séquencage du génome entier. En outre, une base de données mondiale de MST est
disponible, permettant une comparaison inter-laboratoire et géographique de la propagation
des génotypes. Pour cette raison, cette technique a été considérée comme une "méthode de
géotypage". En comparaison avec d'autres méthodes de génotypage, cette technique est moins
discriminante que la technique de 1’analyse de plusieurs locus VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats en francais : répétition en tandem polymorphe) qui est une autre méthode

principalement utilisée en Europe chez les ruminants (Eldin et al. 2017). Cependant, nous
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n'avons pas choisi d'utiliser cette méthode car elle manque de reproductibilité inter-laboratoire
et I’analyse des ¢léments répétitifs est relativement instables ce qui peut aboutir a des résultats
trop discriminatoires. D’autres méthodes ont été utilisées dans des contextes trop étroits ou
localisés, expliquant pourquoi nous ne les avons pas utilisées (RADP, adaA, SNP) (Eldin et
al. 2017).

En Europe, des études de génotypage ont montré que les ovins et les caprins étaient les
principales sources des épidémies humains (Frangoulidis et al. 2014) et d’autres études ont
mis I’hypothése qu'une différence dans la réponse de cytokine des PBMC (cellules
mononuclées du sang périphérique) humaines au génotype associé aux bovins pourrait
expliquer ce fait (Ammerdorffer et al. 2017). Cependant, en Pologne, les épidémies humaines
semblent étre plus fréquemment liées aux bovins et non pas aux autres ruminants
(Chmielewski et Tylewska-Wierzbanowska 2013). En outre, le génotype MST 20 a été
détecté chez des bovins dans plusieurs pays a travers le monde ; Espagne (Astobiza et al.
2012), Hongrie (Sulyok, Kreizinger, et al. 2014), Pays-Bas (Tilburg et al. 2012) et Etats-Unis
(Pearson et al. 2014b)) mais aussi chez I'homme dans des cas d’endocardite (valve cardiaque),
des protheses valvulaires et anévrismes (Glazunova et al. 2005). MST20 a également été isolé
a partir de placentas de femmes avortées en France (E. Angelakis et al. 2013). Ces éléments
suggerent que I'excrétion de C. burnetii chez les bovins constitue également une source

importante de contamination humaine.

Dans notre étude, la viabilité de la bactérie C. burnetii n'est pas prouvée, mais la
présence d'ADN dans les tissus placentaires des vaches laitieres avortées devrait encourager
d'autres études sur son implication dans I'avortement des vaches laitiéres en Algérie. Qui est
un enjeu majeur, car I'élevage représente une source de revenus pour une partie importante de
la population, avec environ deux millions de tétes bovins, 27,8 millions de tétes d’ovins, 5,1
millions de tétes de caprins et 0,35 millions de tétes de camelins (Food and Agriculture

Organization.pdf s. d.).

Nous concluons donc que la collaboration entre le ministere de la santé et de la
population et de la réforme hospitaliere et la Direction des Services Vétérinaires en Algérie
est cruciale pour mieux connaitre la prévalence de l'infection a C. burnetii chez les bovins et

ses conséquences en termes de troubles de la reproduction et de santé humaine.

Pour ce qui est des Chlamydias Spp, cette étude avait comme objectifs 1’évaluation de

I’importance des infections a ChlamydiaSpp comme cause de problemes de fertilité chez les
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bovins. Bien qu'il soit largement accepté que Chlamydiaceae puisse causer une variété de
syndromes cliniques chez les bovins. Donc elle nous a montré que sa recherche dans les
placentas des vaches ayant avorté aussi par RT-PCR dont le gene cible est le 23 S spécifique
pour toute la famille des Chlamydiaceae codant pour rRNA a été positive dans 16.4 % de tous
les échantillons. Cette prévalence relativement élevée s’explique par 1'hypothése que les
infections a Chlamydiaspp sont ubiquitaires chez les bovins (Kaltenbock, Schmeer, et
Schneider 1997), et une lutte efficace contre cette infection n’est pas adoptée par lesservices

vétérinaires duministére de 1’agriculture, du développement rural et de la péche en Algérie.

Les wilayas dans lesquelles on a trouvé ces cas positifs sont toujours Blida et Médéa.
Cela est pourrait étre justifié par le nombre élevé des échantillons collectés dans ces deux
wilayas ce qui a augmenté la possibilité de trouver les positifs, ce qui n’infirme pas la
circulation des souches de Chlamydia au sein des élevages bovins dans ces deux wilayas

(Bouira et bordj bouarreridj).

Pour cela, on conclut toujours que le dépistage des vaches atteintes par la Chlamydiose
par RT-PCR dans le tissu placentaire est une méthode de choix en raison de sa spécificité et
sensibilité étant donné la difficulté¢ d’interprétation des résultats obtenus par sérologie méme
avec titrage vu que I’augmentation exponentielle de titre d’anticorps circulants dans le sang

apres une maladie clinique est tres rare (Stephens 2003).

Cette séroprevalence trouvée par cette étude est trés proches avec celles publiés par
plusieurs auteurs et dans différents pays dans le monde telle que celles estimées en Allemagne
et qui oscillent entre 13.5 % et 49 % (Reinhold, Sachse, et Kaltenboeck 2011), une
prévalence de 8.9 % estimée en Autriche (Petit et al. 2008). Alors que nos résultats sont plus
élevés par rapport a ceux publiés au Suede 4.7 % (Godin et al. 2008), et en suisse ou une
prévalence de 5.1 % a été estimée et publiée par(Borel et al. 2004) chez les ovins. Ces
prévalences plus faibles que ce qu’on a trouvé dans cette étude pourrait étre lié a plusieurs
facteurs, tels que I’utilisation des échantillons issus d’avortement uniquement dans notre
étude, donc avec problemes d’infertilités, ce qui a augmenté la possibilité de trouver des cas
positifs. Alors que dans leurs études, les animaux ont été choisi d’une maniére exhaustive
avec ou sans problémes de fertilité. De plus, nos échantillons utilises sont a base des placentas
dans lesquels les vaches infectees excretent massivement les Chlamydias Spp(Kemmerling et
al. 2009) ce qui est considérée comme prélévement de choix pour leurs détections par PCR

mieux que les écouvillonnages vaginaux (utilisés dans leurs études), qui nécessitent un

69

—
| —



Discussion

¢chantillonnage répété chez beaucoup d’animaux vu que 1’élimination des ChlamydiasSpp est

discontinue ce qui aboutit aux résultats faussement négatifs (Degraves et al. 2003).

Alors que nos résultats sont en divergence avec ceux publiés dans d’autres pays au
monde tels ceux publiés aux au Taiwan ou une prévalence de 34.9 % a été rapporté chez des
vaches ayant avortée (Wang, Shieh, et Liao 2001). Et aux Etats unis ou la prévalence oscillent
entre 53 % (Kaltenboeck, et al., 1997) et 61 % (Degraves et al. 2003). Cette différence serait
liée & la prolongation de la durée de réalisation des prélevements qui a duré quatre semaines,
ce qui a augment¢ la probabilité de trouver des cas positifs et I’augmentation de la prévalence

par conséquent.

Le séquencage des positifs de Chlamydia Sppa échoué a I’exception d’un seul
prélévement et avec un seul géne cible uniquement qui a donné une identification jusqu’a
I’échelle de I’espéce, avec une similarité de 94 % (102/109 pb) avec la souche de Chlamydia
psittaci. Cette espéce a déja été décrite dans d’étre responsable des problémes d’infertilité
chez les ruminants est spécialement le sérotype 1 (Berri et al. 2009). Ce qui soutienne nos
résultats, par conséquent, les ruminants y compris les bovins sont considérés comme source
d’infection pour I’homme vu que cette espece, a été rapporté dans des cas des pneumonies et
des avortements chez les femmes enceintes, du coup M. MAURIN et D. RAOULT
recommandent [’utilisation d’un vaccin contenant les deux phases de C. burnetii et
Chlamydia Psittaci protége les bovins et les caprins contre les problémes d’infertilités
(Maurin et Raoult 1999). Finalement Chlamydia Psittacia été rapportée dans des cas
d’avortement des bovins en Algérie, selon 1’étude menée par Dechicha dans une ferme a Blida
ou cette espece a été détectée par sérologie, (par test de fixation des compléments) ce qui est
identique a notre recherche. Pour cela on peut considérer cette espece est responsable des

avortements des bovins en Algérie

Pour ce qui est des leptospiraSpp. Sa recherche par RT-PCR ciblant géne rrs (16 S) n’a
pas donné des résultats positifs pour tous les échantillons dépistés dans notre étude. Cette
négativité n’infirme pas son occurrence et donc I'implication de cette bactérie dans les
avortements constatés chez les bovins, vu que le nombre des échantillons n’est pas assez ¢élevé
pour confirmer 1’indemnité. De plus, les deux courbes des témoins positifs sur la
représentation des courbes d'amplification de ce géne ont été observées, donc on ne peut pas

incriminer une éventuelle mauvaise manipulation d’étre a I’origine de cette négativité, de ce
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Discussion

fait on peut déclarer que les cas d’avortement échantillonnés durant notre étude ne sont pas

dues a la leptospirose alors on incrimine d’autres agents abortifs.

D’un autre coté Derdour S Y et al ont rapporté une seroprevalence de 3.89 % en Algérie,
a Alger (zone géographiquement proche, de celle concernée par notre étude) ce qui infirme
I’indemnité de notre cheptel bovin de la leptospirose (Derdour et al. 2017). Cependant, selon
cette étude, le risque majeur des avortements des bovins est lié aux infections par bovine viral
diarrhoea virus BVDV et Salmonella Dublin, et en deuxieme position par Leptospira. Hardjo,
paradoxalement dans notre étude cette bactérie n’a été détectée dans les placentas des vaches

ayant avortées par RT-PCR, ce qui est en divergence avec leurs étude.
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V1. Conclusion

La fievre Q et la Chlamydiosesont de plus en plus incriminées dans les avortements des
ruminants. Cette étude nous a permis non seulement d'apprécier I’importance de la
Chlamydiose et de la fievre Q, mais aussi de savoir les génotypes circulant en Algérie.
La fievre Q était un domaine de recherche peu développé vu que peu de recherches ont été
meneées sur cette maladie. Ces événements ont attiré I'attention sur cette maladie, que nous
espérons sera mieux compris dans les années a venir, car elle reste une maladie étrange qui a
justifié son nom Q Fever en anglais.

Cette étude a porté sur I'évaluation des méthodes de diagnostic utilisées pour la détection
de l'infection a C. burnetii, Chlamydia Spp et Leptospraspp chez les bovins, Le diagnostic de
Iinfection doit impliquer [l'utilisation de techniques multiples, I'évaluation de la
séroprévalence s'averant trés utile pour reconnaitre la présence de ces infections dans nos

elevages

En outre la détection des excréteurs persistants dans les troupeaux laitiers pourrait étre un
outil important pour réduire les risques de transmission chez les animaux. Dans cette étude,
nous avons trouvé que RT-PCR ciblant la séquence de C. burnetii 1S1111 des tissus
placentaires était positif dans 19,1% des vaches avortées en fait le rapport entre I’infection a
C. burnetii et les avortements des vaches laitiéres ont été rapportés dans différents pays du

monde.

Pour la premicre fois en Algérie, cette étude nous a permis d’identifier le MST génotypes
circulant au sein de nos élevages bovins laitiers, le MST 20. De plus, I’identification des
génotypes MST chez les reservoirs animaux permettra aussi 1’investigation des principales
sources de I’infection humaine par C. Burnetii, vu que le MST 20 a été déja identifié dans des
cas humains tels que I’endocardite (valve cardiaque), des prothéses valvulaires et anévrismes
(Glazunova et al. 2005). Et a partir de placentas de femmes avortées en France (E. Angelakis
et al. 2013) ces données théorique suggérent que les bovins laitiers seraient considérés comme
un réservoir naturel de C. Burnetii ce qui menace la santé humaine par la suite. Pour cela une
identification des génotypes MST chez ’homme et chez d’autres des ruminantS Serait
nécessaire pour mieux comprendre l’origine des infections entre les ruminants et pour

I’homme
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Conclusion

Dans notre étude, la détection de Chlamydia Spppar RT-PCR a montré que 16.4 % de
tous les échantillons ont donné un résultat positif, une séroprévalence relativement élevée fait

de la Chlamydiose bovine une maladie sous-estimée en Algérie.

Les avortements bovins sont a 1’origine de nombreuses pertes économiqueS pour les
¢leveurs, mais présentent aussi des risques zoonotiques, c’est pourquoi il semble important
d’en trouver 1’étiologie exacte. Afin d’établir un traitement efficace de 1’avortement, et de
diminuer leurs incidences et son potentiel zoonotique par la suite. De plus, il semble
intéressant de se pencher sur les avortements bovins, dont 1’étiologie n’est que trop rarement

recherchée.
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VII. Recommandations

1. Isolement et protection des personnes a risque contreles maladies abortives des bovins
vu qu’elles sont tres contagieuses et parfois transmissibles a I'homme. Des mesures de
protection sont trés fortement recommandées :

2. Isoler les femelles avortées : dans un box isolé, qui peut étre nettoyé et désinfecté.

3. Rechercher les causes d’avortement spécialement dans le placenta et 1’avorton, car
sont considérés comme prélevements pour le diagnostic direct des maladies abortives.

4. Se protéger soi- méme et son élevage : porter des gants, se laver soigneusement les
mains, mettre en place un pédiluve, etc.

5. Etablir un diagnostic et spécialement pour les maladies potentiellement zoonotiques
(Fievre Q, Chlamydiose, brucellose........ ext).

6. Prendre en charge ces maladies par un conseil général.

7. Les analyses de seconde intention sont a déterminer en fonction du contexte
épidémiologique par la détermination de différentes souches (sérotypes, génotypes,
phagotypes........... ext) impliquées dans les avortements vu qu’une lutte efficace dépend

fortement par 1’identification des souches circulantes au sein de la population.
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