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Résumé

L’ehrlichiose monocytaire canine est une maladie infectieuse ubiquiste due a de petites bactéries
intramonocytaires obligatoires (Ehrlichia canis), transmises principalement par la tique brune Rhipicephalus
sanguineus. L’infection se manifeste par des signes cliniques non spécifiques, accompagnés de troubles

hématologiques, qui ne peuvent orienter le vétérinaire que vers un diagnostic de présomption.

Cette étude consiste a établir un dépistage de la maladie au niveau de 1’Ecole National Supérieure
Vétérinaire d’Alger, au moyen d’un diagnostic rapide basé¢ sur la technique d’immunochromatographie ,

ainsi que la mise en évidence direct d’E.canis par un frottis sanguin.

Mots clés : Ehrlichia canis, ehrlichiose, chien, immunochromatographie

Abstract

Canine monocytic ehrlichiosis is an infectious worldwide disease caused by small obligatory
intramonocytic bacterium (Ehrlichia canis), principally transmitted by the brown tick Rhipicephalus
sanguineus. The infection is characterized non specific clinical signs with hematological disorders, which

can only orient the veterinary pratician towards a presumptive diagnosis.

This study is to develop a screening for the disease at the Higher National Veterinary School of
Algiers, by the quick diagnosis using immunochromatography technique, thus the direct highlighting of

E.canis in a blood smear.

Keywords: Ehrlichia canis, ehrlichiosis, dog, immunochromatography
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Introduction :

La découverte en Algérie en 1935 d’une bactérie ressemblant a une Rickettsia,
responsable d’un syndrome fébrile chez le chien a marqué le debut des recherches sur

les ehrlichioses.

L’ehrlichiose monocytaire canine est une maladie systémique, transmise par la tique
brune Rhipicephalus sanguineus, avec une distribution mondiale. Elle est rencontrée

en Afrique, en Europe, en Asie du sud, en Inde et aux Etats-Unis.

Ainsi, notre travail tentera de présenter, dans une premiére partie, la maladie dans sa
globalité, par la suite, nous présenterons les résultats de notre étude expérimentale,
qui a permis de faire un dépistage de 1’ehrlichiose monocytaire canine, au sein de
I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d’Alger a I’aide d’un kit de diagnostic

rapide Speed®ehrli et complété par un frottis sanguin.
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I. AGENT ETIOLOGIQUE

L’ehrlichiose est une maladie systémique, transmise par les tiques, et provoquée par divers

especes de rickettsies du genre Ehrlichia.

On connait plusieurs espéces d’ehrlichia qui infectent le chien, mais E.canis provoque la forme la

plus fréquente de la maladie chez le chien, I’ehrlichiose monocytaire canine.

I.1.Historique

L’histoire des ehrlichioses débute avec la découverte en 1935 en Algérie, par Donatien et

Lestoquard d’une bactérie avec des caractéres en commun avec les rickettsies (Donatien et

Lestoquard, 1935).

En 1937, ces mémes auteurs 1’ont distinguée de Rickettsia conori, et ont identifié la tique
Rhipicephalus sanguineus comme vecteur de 1’infection, et montrent que des chiens de Marseille et
Montpellier sont également infectés (Donatien et Lestoquard, 1937).Dix ans plus tard, le nom de

genre Ehrlichia lui est donné en 1’honneur de Paul Ehrlich (Dumler et al.2001).

Par la suite, I’infection a été identifié en Afrique, en Inde, au Moyen-Orient, aux Antilles
puis en 1962 aux Etats-Unis d’Amérique (Ewing, 1963) et dans cette méme année, en Tunisie un
syndrome hémorragique atteignant des chiens des chenils militaires est observé par des vétérinaires
(Bobin et al. 1962) et sera plus tard associé a 1’ehrlichiose canine (Chabassol et Michel, 1972).

Au début des années 1970, apparait une grande épizootie particulierement meurtrieres sur
les chiens militaires américains stationnés au Viét-Nam, les auteurs la nomment la pancytopénie
tropicale canine (Huxsoll et al.1970). En 1971, la technique de culture in vitro d’Ehrlichia canis est
mise au point (Nyindo et al.1971) et des 1972 un test sérologique par immunofluorescence indirecte

est disponible.

En 1986, un cas d’ehrlichiose humaine est décrit aux Etats-Unis. On a d’abord supposé que I’agent
en cause etait Ehrlichia canis (Maeda et al. 1987) avant que 1’agent de I’ehrlichiose monocytaire

humaine, Ehrlichia chaffeensis, ne soit identifié en 1991 (Anderson et al.1991).

Dans le méme temps, d’autres ehrlichioses vétérinaires ont pu étre mise en évidence,
causées par des espéces bactériennes proche d’Ehrlichia canis mais avec un tropisme cellulaire
variable (monocytes, granulocytes ou thrombocytes), associee au developpement de nouvelles
techniques de biologie moléeculaire, ont mené a de nombreuses découvertes sur ces organismes. En

2001, une nouvelle classification a été établie.
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1.2. Classification et Taxonomie

Avant 2001, on considérait que le genre Ehrlichia appartenait a la tribu des Ehrlichiae, qui

faisait elle-méme partie de la famille des Rickettsiaceae de I’ordre des Rickettsiales.

L’ordre des Rickettsiales comprenait initialement toutes les bactéries intra-cellulaires dont
les actuelles Chlamydia furent séparés secondairement, il comprend trois familles, les

Rickettsiaceae, Bartonellaceae et les Anaplasmaceae (Rikihisa, 1991) (Figurel).

L’application des outils de phylogénie moléculaire au monde des rickettsies a apporté une
nouvelle vision de la taxonomie des genres rickettsiens. Ce sont principalement les génes de I’ARN

ribosomal 16S et le géne de la protéine de choc thermique GroESL qui ont été étudies.

Ces ¢études ont permis plus récemment d’établir une nouvelle classification et une nouvelle
nomenclature proposée par 1’équipe de Dulmer (Figure 2). Les auteurs proposent que les tribus des
Ehrlichieae et Wolbachieae sont déplacées dans la famille des Anaplasmataceae, toujours parmis
I’ordre des Rickettsiales. Seuls les Rickettsiecae demeurent dans la famille des Rickettsiaceae
(Dumler et al.2001).Les Ehrlichieae font ainsi partie du sous-groupe alpha 1 des proteobactéries, de

I’ordre des Rickettsiales et de la famille des Anaplasmataceae (Raoult et Brouqui, 1998).

Order: Rickettsiales Chiamydiales
|
[ | 1 l
Family: Rickettsiaceae Bartonellaceae Anaplasmataceae Chiamydiaceae
|
| 1 1 |
Tribe: Rickettsieae Ehrfichisae Wolbachieae |
| 1
| | ] | | | |
Genus: Rickettsia  Rochalimaea Coxiella Ehrichia Cowdnia Neonickettsia Chlamydia
J | |
E. canis C. uminantium N, helminthoeca
E. phagocytophila  (WSUBG-1044) [N, elokominica)
E. equi (SF agent)
E. sennetsu
E. risticii
(E. platys/
(E. bovis)
(. ondiri
(E. ovina)

Figure 1. Ancienne classification des bactéries de 1’ordre des rickettsiales (Rikihisa, 1991).
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R conorii

R rickettsii

—— F/ Rickettsiaceae — G/ Rickettsia —————| R helverica
R slovaca

R. prowasekii

-—— G/ Orientia S
A marginale

A _bovis (ancienmement Ehrlichia
bovis)

— G/ Anaplasma — | 4 centrale

A margimale

A. phagocytophilum (anc. E. equi et E.
rhagocytophila)

—— G/ Aegyptianella A platys (anc E. platys)

A ovis

O/ Rickettsiales

—— F/ Anaplasmataceae

——— G/ Cowdria

E._ canis
E. chaffeensis
+—— G/ Ehrlichia E. ewingii
E._muris
E. ruminantium (anc. Cowdria

ruminantium)
G/ Wolbachia

N. helminthoeca
. . N. risticii (anc. E risticii)
G/ Neorickettsia .
F/ Holosporaceae ’ N. senmetsu (anc. E_sennestu)

Figure 2.Nouvelle classification des bactéries de 1’ordre des rickettsiales (Garrity et al.2003)

1.3. Morphologie

Les ehrlichieae sont des bactéries gram négatif intracellulaires obligatoires visibles en
microscopie optique, elles se présentent sous la forme de petites cocci —environ 0.5um- et

présentent dans le cytoplasme a I’intérieur d’une membrane parasitophore issue de la cellule hote.

Elles prennent une coloration basophile bleu foncée a mauve avec une coloration de type
Romanowsky et rouge pale avec une coloration de Macchiavello. Ces bactéries sont généralement

rondes a ellipsoides, mais sont souvent pléomorphes en culture (Rikihisa, 1991).

Ces bactéries sont visibles au microscope optique aprés coloration de May-Grunwald
Giemsa (figure3) ou coloration rapide (Diff-Quick®) (figure4), sous forme d’inclusion
cytoplasmique rouge, lilas ou bleu foncée selon le stade de développement de la bactérie (Nyindo,
1971).

En microscopie électronique, I’agent infectieux se présente sous forme d’un ou plusieurs
corps élémentaires, plus ou moins étroitement agglomérés, entourés par la membrane simple d’une
vacuole. Chaque corps élémentaire est délimité par deux membranes trilamellaires et contient un

nucléide, ainsi que des granules semblables & des ribosomes (Simpson, 1972).
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Figure 3. Morula d’Ehrlichia canis dans un monocyte (Drouffe, 2007)

Figure 4. Corps d’inclusion (fléche) dans le cytoplasme d’un lymphocyte

(Diff-Quick, x100) (Beaufils et al.2002)
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1.4.Cycle de developpement

Ehrlichia canis est aujourd’hui considérée comme le modele des Ehrlichia. Son cycle,
représentatif des ehrlichioses, comporte trois stades de développement: le corps élémentaire, le
corps initial ou réticulé et la morula (figure 5) . Le cycle commence par la pénétration d’un corps
élémentaire dans la cellule par phagocytose. Celui-ci se multiplie par division binaire pendant deux
jours pour atteindre une taille de 0.2 a 0.6um, les corps élémentaires se regroupent pour former un
corps initial dont la taille varie de 0.4 a 2um. Les corps initiaux s’agglomeérent ensuite pour former
en trois a cing jours une morula.Celle ci est délimitée par une vacuole et peut contenir de 2 a 40

corps élémentaires (Davoust, 1993).

Les bactéries se multiplient dans la vésicule de phagocytose par inhibition de la fusion
phagolysosomiale. Ce mécanisme est li¢ a ’activité métabolique de la bactérie (Davoust et Prazy,

1995). Le contenu de la vacuole de la phagocytose est libérée par éclatement du phagosome.

a. Pénétration d'un corps élémentaire (CE).

b. Multiplication des CE par divisions binaires, aboutissant a la constitution d"

cytoplasmique immature constituée de CE étroitement accolés.

¢. Développement du Cl en une inclusion cytoplasmique mare (mo e ‘
d. Eclatement de la cellule hote, et libération des CE qui pénétreront par phagocytose dans une autre cellule.

Figure 5. Cycle d’Ehrlichia canis dans un monocyte (Beaufils, 1997)
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Il .EPIDEMIOLOGIE

11.1.Agent vecteur : la tique Rhipicephalus sanguineus

I1.1.1.Morphologie

La tique brune du chien Rhipicephalus sanguineus appartient a la famille des Ixodidae.Le
corps a 1’état adulte de cette famille présente en face dorsale un écusson chitinisé appelé scutum qui
comporte parfois plusieurs sillon a sa surface.Chez le male, le scutum recouvre entierement la face
dorsale et limite ainsi la quantité de sang ingérée,alors que la femelle présente un scutum plus petit

et son corps peut alors se distendre de facon plus importante lors de la réplétion (Bourdeau, 1993).

11.1.2.Cycle

Le cycle de Rhipicephalus sanguineus est hétéroxene car il nécéssite trois hotes différents

(trixenes) avec une nette préférance pour le chien.

Il comporte quatre stades évolutifs : 1’ceuf, la larve, la nymphe et I’adulte.Le cycle de vie est
long d’une durée totale de quelques mois a plusieurs années (Bourdeau, 1993).La rapidité du cycle

dépend de facteurs climatiques (température, hygrométrie) et de 1’acces a I’hote.

11.1.3.Contamination de la tique par E.canis

La contamination de la tique par E.canis se produit lors d’un repas sanguin sur un animal

contaminé.

Les bactéries se retrouvent dans 1’intestin moyen de la tique, celui-Ci étant conservé au cours
des mues successives, il va permettre ainsi la persistance des bactéries aux différents stades de

developpement.Ce mécanisme est appelé « Transmission trans-stadiale » (Davoust, 1993).

Il faut noter que la transmission de 1’agent pathogeéne a la progéniture n’a pas été mise en
évidance, cependant il a été montré que la tique peut abriter I’organisme jusqu'a 155 jours et donc la

survie de la bactérie dans la tique pendant I’hiver jusqu’au printemps suivant (Lewis et al.1997).
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11.1.4. Transmission d’E.canis

La tique inocule les bactéries de E.canis via sa salive a la fin du gorgement rapide, lorsque
les sécrétions salivaires sont les plus importantes (Bourdeau, 1993).En général I’agent infectieux

n’est transmis a 1’hote qu’apres une durée minimum d’attachement, environ 30heurs (Sauger,2005).

Bien que la transmission vectorielle représente 1’immense majorité des cas, il faut noter que

la transfusion sanguine et également un mode de contamination possible (Beaufils, 1997).

11.2. Espéces sensibles a Ehrlichia canis

L’ehrlichiose a E.canis infecte le chien, ainsi que d’autres canidés sauvages ( loups,chacals,
renards, coyotes..).Un organisme morphologiquement et sérologiquement proche a éte decrit

occasionellement chez le chat (Beaufils, 1997).

Chez le chien, il n’éxiste aucune prédisposition de sexe ou d’age, selon les différentes études
rétrospectives effectuées. Toutefois, la forme et la sévérité de la maladie sont différentes selon la
race des individus.Le Berger Allemand semble plus sensible a I’infection, cela est due a un déficit

de 'immunité a médiation cellulaire dans cette race (Nyindo et al. 1980).

11.3. Répartition géographique

La distribution géographique de 1’ehrlichiose canine correspond a celle de son vecteur
Rhipicephalus sanguineus.Ainsi, on retrouve E.canis dans les zones comprises entre 50° de latitude
nord et 35° de latitude sud (Davoust, 1993). On la retrouve sur les continents américain, africain,
asie du sud-est, et spécialement sur le pourtour méditerranéen. L’Australic semble etre indemne

(Neer et Harrus, 2006).

11.4. Distribution saisonniére

Dans les pays tempérés, les cas d’ehrlichiose s’observent toute I’année, avec un pic des cas
cliniques durant la saison chaude, de la fin du printemps au début d’automne, période pendant

laquelle I’activité du vecteur est maximale (Davoust, 1993).
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111. POUVOIR PATHOGENE ET IMMUNOGENE :

111.1. Pathogénie :

111.1.1. Pathogénie des troubles hématologigues:

111.1.1.1. Troubles de ’hémostase primaire :

111.1.1.1.1. Vascularite :

Cette vascularite, est liée a I’interaction des cellules infectées avec les cellules endothéliales.
Ces lésions sont responsables des principales observations cliniques, variable selon les organes
atteints (Martin, 2004).

111.1.1.1.2. Thrombopénie :

Les mécanismes de la thrombopénie lors de la forme aigue ne sont pas encore totalement
élucideés, elle semble étre plurifactorielle. Les principales hypothéses sont une consommation accrue
due a une vascularite généralement observée, une séquestration splénique, une destruction a
médiation immune, et toutes sortes de dommages entrainent une moindre durée de vie des
plaquettes (Harrus et al. 2011).

Lors de la forme chronique, c’est une hypoplasie médullaire qu’est responsable de la
thrombopénie. Compte tenu du renouvellement quotidien important du pool plaquettaire et la faible
durée de vie des plaguettes, la thrombopénie survient rapidement et elle est durable (Davoust et
al.1996). On ne connait pas encore le mécanisme de cette hypoplasie, mais des mécanismes a

médiation immune sont encore une fois évoques.

111.1.1.1.3. Thrombopathie :

Une thrombopathie est également constatée et expliquerait, conjointement avec la
thrombopénie, la tendance aux saignements observée. Des auteurs ont montré, dés 1980 qu’il
existait une diminution de I’adhésion plaquettaire lors de 1’ehrlichiose aigué (Lovering et al. 1980).
Des observations ont révélé qu’un facteur soluble appelé PMIF (Platelet Migration Inhibiting
Factor) empéchait la formation de pseudopodes. Les plaquettes ainsi affectés s’arrondissent et ne

peuvent alors s’agglutiner (Kakoma et al.1980).
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111.1.1.2. Anémie :

Lors de la forme aigue de I’ehrlichiose, 1’anémie est inconstante. Elle est due a une
hémolyse intra vasculaire. On suppose que le mécanisme responsable de cette destruction soit
encore une fois a médiation immune, les anticorps dirigés contre E.canis se fixeraient a la
membrane des globules rouges, entrainant leur lyse par les cellules effectrices du systeme
immunitaire (Davoust et al.1996).

Lors de la forme chronique, ’anémie rencontrée est arégénérative, d’origine centrale, liée a
I’hypoplasiec médullaire. On a également trés tot évoqué la possibilité de mécanismes a médiation

immune comme cause de cette anémie (Buhles et al. 1975).

111.1.1.3. Modification de la formule leucocytaire :

On observe une leucopénie suivie d’une leucocytose. L’origine supposée de cette leucopénie
est une réaction a médiation immune puisqu’elle est concomitante de la thrombopénie. Une autre
origine serait une margination des leucocytes dans le systeme vasculaire (Kakoma et al. 1980). La
leucocytose lui succédant est un signe de I’inflammation. Lors d’une atteinte médullaire, cela

entraine une leucopénie modérée a sévere.

111.1.2. Pathogénie des troubles biochimigues :

111.1.2.1. Protéines sérigues :

L’hypoalbuminémie constatée peut étre due a une fuite rénale d’albumine (albuminurie
sans lésions rénales notables associées) observée au début de la maladie. Mais I’atteinte hépatique
(infiltration plasmocytaire périvasculaire) ainsi que les saignements, I’exsudation et 1’anorexie
transitoire constituent également des causes possibles.

Certains auteurs pensent ¢galement qu’elle est purement physiologique : Le taux d’albumine
est en partie régulé par la pression oncotique. Une augmentation de cette derniére, suite a la
synthese massive de globuline (alpha-2, beta et gammaglobulines) observée durant le début de la
maladie entrainerait, par compensation, une diminution de la synthése hépatique d’albumine. Cela

permettrait d’éviter I’apparition d’une hyperviscosité sanguine (Harrus et al. 1996).
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L’augmentation des alpha2-globulines est la conséquence de la synthése hépatique de
protéines de I’inflammation. La production précoce d’IgM et d’IgA explique la montée rapide du
bloc des beta2-globulines. Cette importance du bloc béta-2 s’atténue chez les animaux
pancytopéniques. L’augmentation des gammaglobulines correspond notamment a la production
d’immunoglobulines G. On peut penser qu’une stimulation antigénique prolongée entraine une
plasmocytose, qu’est responsable d’une production exagérée et inappropriée d’1gG, comme cela est
observé dans d’autres maladies chroniques avec une stimulation antigénique importante et
prolongée (Harrus et al. 1996).

Une baisse des globulines, et notamment des gammaglobulines, est observée en phase finale
de la forme chronique grave, suggérant une baisse de 1’état d’immunité de ’animal (Harrus et

al.1997).

111.1.2.2. Atteinte hépato-rénale :

L’atteinte hépatique comme I’atteinte rénale sont liées a une infiltration lympho-
plasmocytaire interstitielle que 1’on retrouve dans le tableau lésionnel. Lors de chronique
compliquee, il est possible également d’observer une glomérulonéphrite, vraisemblablement liée au

dép6t de complexes immuns circulant (Cohn, 2003).

11.2. Immunité :

La cinétique des anticorps a été étudiée suite a I’infection éxpérimentale (Weisiger, 1975).
Les IgA et IgM apparaissent des le septieme jour apres 1’infection. Les 1gG sont présentes dés le
14°™ jour et atteignent leurs concentration maximale vers le 80°™ jour. Meme dans les cas ou I’on
parvient a éliminer totalement les bactéries (PCR négatif), les anticorps persistent plusieurs
mois.Ces anticorps ne sont pas protecteurs et témoignent seulement de I’infection. En effet, les
chiens séropositifs peuvent etre réinféctés et présenter a nouveau des signes cliniques. Cependant,
in vitro, le séerum de chiens infectés inhibe la croissance d’Ehrlichia canis dans les monocytes
canins ( Davoust, 1993 ).L’immunité que développe un animal suite a 1’infection a donc une part
humorale, mais aussi cellulaire. C’est la combinaison des deux qu’est a 1’origine de 1’équilibre
défenses hote-bactéries en phase subclinique.L’immunité cellulaire semble avoir un role majeur. En
effet, les Bergers Allemands ont une immunité cellulaire plus faible que d’autres races alors que
leurs réponse humorale semble équivalente. Et cette race semble non seulement plus sensible a
I’infection par Ehrlichia canis, mais aussi elle est plus marquée avec en particulier une tendance a

la pancytopénie tropicale canine (Neer et Harrus, 2006).
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V. CLINIQUE :

IV.1. Signes cliniques :

I\VV.1.1. Forme aigue :

Apres une période d’incubation de 8 a 20 jours, la forme aigue de 1’ehrlichiose canine se
manifeste par des signes cliniques peu spécifiques qui peuvent durés de quelques jours a quelques

semaines (Davoust, 1993 ).

Les principaux symptomes rencontrés sont souvent bénigns, et se caractérisents par des
signes généraux tels qu’une hyperthermie brutale (39.5°C a 41.5°C) (Davoust et al. 1996), anoréxie,
apathie, et amaigrissement (Davoust, 1993). D’autres signes apparaissent moins fréquement tel que
un jetage oculo-nasal, une dyspnée, des vomissements ou encore des signes hémorragiques liés au
déficit plaquettaire qui peuvent se manifester sous formes de pétéchies ou des écchymoses au
niveau cutané ou muqueux, une épistaxis est parfois observée (Khallaayoune et al. 2002).
L’hyperthermie est rencontrée dans 95% des cas (Davoust et al. 1996) et c’est le signe clinique le

plus constant dans la forme aigue.

Certains animaux ont des signes tres discrets qui passent inapercus et d’autres peuvent avoir
une forme aigue sévere qui se manifeste par une atteinte hépato-splénique grave (Davoust et
al.1991).

1\VV.1.2. Forme chronique :

Apres la forme aigue et meme en absence de traitement, les symptomes peuvent s’atténuer et
I’animal reprend du poids, mais la bactérie persiste, en particulier dans les monocytes spléniques
(Cohn, 2003).Si la réaction immunitaire de 1’hote est suffisante, 1’animal devient porteur
asymptomatique et cela pourra durer plusieurs années, voire toute la vie de I’animal.Au contraire, si
les défenses sont insuffisantes ou lors d’immunodépréssion, 1’animal développe la forme chronique
avec des signes cliniques semblables a ceux de la forme aigue mais plus accentués.Parfois cette
forme chronique prend une forme sévére tres grave, dont les symptomes sont un amaigrissement
accompagné d’une splénomégalie et parfois d’une hépatomégalie. La fievre est inconstante a la

forme chronique (Lappin, 1997).

La tendance aux saignements est un signe clinique frégquement retrouvé, il concerne 25 a
60% des cas (Cohn, 2003), on observe : une épistaxis, des ecchymoses, un méléna, une

hématémese, des pétechies, des hémorragies rétiniennes et cérebrales..

21



Sur le plan locomoteur il peut y’avoir des boiteries et des douleurs articulaires dues a une

hémarthrose ou a une polyarthrite d’origine immunitaire (Neer et Harrus, 2006).

Les yeux peuvent etre le siége de nombreuses Iésions. Il peut y’avoir une uveite, une
kératoconjonctivite, des hémorragies rétiniennes, un decollement de la rétine..(Komnenou et al.
2007).

Des anomalies pulmonaires sont parfois rapportés, ces anomalies peuvent etre une polypnée, des

bruits réspiratoires augmentés, voire une dyspnée.

Certains animaux présentent des signes cutanés, tels qu'une pyodermite, probablement secondaire a

I’immunodépréssion (Carlotti et Bensignor, 1996).

Des signes neurologiques sont aussi possibles, et peuvent etre attribués a des hémorragies ou a
I’infiltration des cellules mononuclées dans les tissus du SNC. Ils sont donc trés variés : ataxie,

convulsion, stupeur, nystagmus.. (Davoust, 2001)

Enfin, le tableau clinique est tres souvent enrichi et aggravé par des surinfections bactériennes et

parfois des co-infections avec d’autres affections vectorielles.

v

Pétéchies cutannés

Hémorragie sclérale Epistaxis

Figure 6. Quelques manifestations cliniques de 1’ehrlichiose monocytaire canine a E.canis (Harrus

et al. 2011).
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I\VV.2. Signes biologigues :

I\VV.2.1. Signes hématologiques :

1V.2.1.1. Forme aigque :

On observe une thrombopénie modérée (30.10° plaquettes/ml en moyenne) (Dvoust et
al.1996), certains chiens peuvent présenter une numération plaquettaire normale, avec toutefois des
signes cliniques d’hémorragies liés a un défaut de fonctionnement plaquettaires. Les temps de

coagulation sont normaux, et le temps de saignement est augmenté (Davoust, 1993).

On rencontre également une anémie dans certains cas (Davoust et al. 1996), souvent légere
secondaire aux hémorragies, et sans répercussion clinique. Dans de rares cas, il s’agit d’une anémie

hémolytique, avec comme conséquence un ictere et une hémoglobinurie (Davoust et al. 1996).

Par ailleurs, la numération leucocytaire est souvent modifiée, on observe soit une
leucocytose (10.5%), soit une leucopénie (42.1%) (Davoust et al. 1996).La moelle osseuse est

souvent hyperplasique (Cohn, 2003).

1VV.2.1.2. Forme asymptomatique :

On note généralement une thrombopénie, une neutropénie peut etre aussi observée ( Harrus

et al. 1997). Le myélogramme se revele généralement normal (Buhles et al.1975).

1V.2.1.3. Forme chronigue :

IIs sont principalement dus a une hypoplasie voire une aplasie médullaire. On observe donc

une pancytopénie a savoir :
-Une thrombopénie d’origine centrale, due a une atteinte de mégacaryocytes.
-Une anémie arégénérative due a la raréfaction des cellules souches hématopoitiques.
-Une leucopénie.

La baisse des mégacaryocytes et des précurseurs granulocytaires est visible sur le
myélogramme des 6 a 8 semaines apres une infection expérimentale chez des Bergers Allemands

développant la forme chronique sévére (Buhles et al. 1975).

Le test de coombs est positif dans un certain nombre de cas d’ehrlichioses chroniques. La
déstruction a médiation immune et les saignements chroniques participent donc également a la

pathogénie de I’anémie (Brouqui et al. 1992).
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1\VV.2.2. Signes biochimiques :

1V.2.2.1. Forme aigue :

Il est fréqguement rapporté une augmentation des enzymes hépatiques circulantes : les
phosphatases alcalines (PAL) et les transaminases (ALAT) (Davoust, 1993), ce qu’est la

conséquence de lésions infiltratives du foie.

On note des modifications des proteines sériques et du profil électrophorétique. Dans le
premiers temps de l’infection, on peut voir une diminution des proteines totales, due a une
hypoalbuminémie et une hyperglobulinémie relative (Kakoma et al. 1980). Lors d’infection
expérimentale, un pic en beta-gamma est visible des 19 jours aprés inoculation et la

gammaglobulinémie augmente trés rapidement (Davoust et al. 1991).

1V.2.2.2. Forme asymptomatique :

Si on fait des analyses, on s’apercoit que 1’animal n’est pas guéri. En effet, les anomalies
proteiques sont toujours présentes: hypoalbuminémie et hyperglobulinémie. Le profil

d’¢électrophoreése montre une hypergammaglobulinémie (Ghorbel et al. 1993).

1VV.2.2.3.Forme chronique :

On constate fréquement une augmentation des enzymes hépatiques : phosphatase alcaline
(PAL), lactate déshydrogénase (LDH) et les transaminases (ALAT), parfois accompagnées d’une
hyperbilirubinémie moderée.

Une proteinurie est parfois constatée, avec ou sans élevation de 1'urémie et de la
créatininémie. L’¢lectrophrése des proteines sériques permet de mettre en évidance une hyper-
proteinémie (>80g/l), marquée par une augmentation des fractions alpha-2, beta et gamma (Burhgen
etal. 1971).
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V. LESIONS :

Elles varient selon la forme de la maladie et selon sa gravité. On observe globalement des
lésions de type pétéchies et echymoses, une hyperplasie réticulo-endothéliale généralisée

accompagnée d’un cedéme des organes concernés.

Du point de vue histologique, on observe le plus souvent une infiltration plasmocytaire
perivasculaire concernant divers organes dont les méninges, les reins, les poumons, le foie, la rate,

la moelle osseuse et les nceuds lymphatiques (Hildebrandt et al. 1973).

Des lésions précoces de phlébite et de vasculite sont souvent observées dans les reins,
suivies d’une infiltration lympho-plasmocytaire. Les poumons sont d’abord le si¢ge de lésions de
pneumonie interstitielle, puis de lésions hémorragiques et infiltratives interstitielles et peéri-
bronchiques. La rate présente géneralement une hyperplasie réticulo-endothéliale et une infiltration
lympho-plasmocytaire. Enfin, dans le foie, une infiltration d’intensité variable par des macrophages,
des lymphocytes ou encore des plasmocytes peut etre observée au niveau de la triade porte. On note

¢galement parfois des dépots d’hémosidérine dans le foie et la rate (Davoust et al. 1991).

C’est dans les poumons, la rate et les nceuds (ganglions) lymphatique des chiens atteints
expérimentalement que 1’on retrouve le plus grand nombre de morulae. Au niveau des poumons, les

germes peuvent etre mis en évidence dans les macrophages alvéolaires (Rikihisa, 1991).

VI. DIAGNOSTIC :

VI.1. Diagnostic clinique :

Il n’existe pas de signes cliniques pathognomoniques de 1’ehrlichiose monocytaire chez le
chien. Cependant des symptomes non spécifiques ( amaigrissement, fievre, épistaxis..) ainsi qu’un
commémoratif qui indique la présence de tiques et d’autres facteurs épidémiologiques de
I’ehrlichiose, comme nous ’avons vu précédement, peuvent évoqués un signe d’appel qui éxige

plus d’investigation de recherche afin de confirmé le diagnostic.
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VI1.2. Diagnostic expérimental :

VI1.2.1. Diagnostic hématologigues :

VI1.2.1.1. Bilan sanguin :

Il s’agit d’un diagnostic indirect et non spécifique. Un bilan sanguin qui conclut a une
pancytopénie, avec leucopénie, anémie ( de nature variable selon le stade de la maladie) et surtout
une thrombopénie est un support de suspicion qui doit cependant etre complété d’un diagnostic

direct.

VI1.2.1.2. Eléctrophorése des proteines :

L’¢électrophorése des proteines est un examen qui permet une bonne orientation dans le
diagnostic. On observe fréquement une hyperimmunoglobulinémie, associée a une élevation des
fractions béta et alpha-2. Une hypoalbuminémie est souvent présente. Mais ces modifications
apparaissent parfois apres les premiers signes cliniques de la forme aigue, donc une électrophorése

normale n’est pas un critere d’exclusion.

V1.2.2. Diagnostic cytologique :

VI1.2.2.1. Frottis sanguin :

L’observation des Ehrlichia sous forme d’inclusions intracytoplasmiques dans les cellules
mononuclées du frottis sanguin permet un diagnostic de certitude ( Beaufils et al. 1995 ). Les
résultats sont meilleurs sur frottis sanguins périphériques que sur frottis sanguin veineux classique
(Neer et Harrus, 2006). Ces inclusions peuvent aussi mises en évidence sur étalement de ponction
de moelle osseuse ou calque d’organe (Elias, 1991). On utilise préférentiellement la coloration de
May Griwald et Giemsa qui fait appraitre les morulas sous forme d’inclusions intracytoplasmiques
de couleur rose a pourpre dans les monocytes ( de couleur toujours différente de celle du noyau ).

La coloration rapide de type Diff quick est aussi utilisable ( Davoust, 1993 ).

Un frottis sanguin avec absence de morulas ne permet pas du tout d’éxclure I’ehrlichiose. En effet,
les morulas sont visibles seulement durant un intervalle de temps tres réduit, pendnt la forme aigue
uniquement. De plus, tous les monocytes ne sont pas infectes, ainsi que la proportion des cellules

mononuclées présentes dans le sang est faible.
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VI1.2.2.2. Culture :

La mise en culture est le moyen de diagnostic le plus sensible. On met en culture la phase
leucocytaire du serum sur des milieux cellulaires spécifiques. Cette technique permet de détecter la

présence d’Ehrlichia canis des le deuxiéme jour suivant I’infection (Igbal, 1994).

Cependant, étant donné sont codt tres elevé et le délais longs ( au minimum deux semaines),
cette technique n’est pas utilisée en pratique aujourd’hui, et demeure uniquement un outil de

recherche.

VI1.2.3. Diagnostic sérologigue :

VI1.2.3.1. Immunofluoescence indirecte :

Elle reste aujourd’hui la technique sérologique de référence. Elle a été mise en place depuis
1972. Aprés dilution, le sérum de ’animal est mis en contact avec 1’antigéne E.canis ( préparation
de cellules inféctées ). Apreés lavage, la fixation des anticorps sériques est révélée par un conjugué

marqué par un fluorochrome qui émet une fluorescence sous un micropscope adapté.

Les anticorps peuvent etre détectés dés le 7°™ jour aprés infection, cependant certains chiens
ne séroconvertissent qu’aprés 28 jours. La majorité des laboratoires mesurent les IgG qui
n’apparaissent que 20 jours apres I’infection. L’idéal est donc de réaliser une cinétique d’anticorps
(2 prélevement a 10 jours d’intervalle ). L’animal est considéré comme en ¢hrlichiose évolutive lors

de séroconversion ou d’une augmentation de titre d’au moins quatre dilutions ( Davoust, 2001 ).

VI1.2.3.2. Elisa :

Cette méthode permet d’obtenir des résultats quantitatifs. Il éxiste des techniques en phase
liquide, utilisées par les laboratoires, et des techniques en phase solide qui sont accessibles aux

praticiens.

La technique d’Elisa en phase solide est basée sur 1’utilisation d’un support en plastique qui
est sensibilisé avec des antigénes purifiés d’E.canis sur lesquels se fixent des anticorps spécifiques.
La révélation est obtenue a 1’aide de conjugué anti-immunoglobulines de chien couplé a une
enzyme agissant sur un substrat chromogene. L’intensit¢ de la coloration est proportionnelle a la

concentration en anticorps, évaluée par comparaison a un abaque ( Alleman et al. 2001 ).
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V1.2.3.3. Western-Blot :

Cette méthode consiste & dénaturer I’antigéne, puis a faire migrer les péptides obtenus sur
un gel. Apres 1’électrophorese, les peptides sont transférés sur une membrane de nitrocellulose.
Celle-ci est mise a incuber avec le sérum dilué de I’animal. Le marquage se fait ensuite par réaction
colorée sur le conjugué ( Davoust, 2001 ). Elle permet de distinguer les différents anticorps en

fonction de leur spécificité vis-a-vis des différents anigénes d’Ehrlichia canis.

Cette méthode ne demande pas d’éxperience pour la lecture, mais nécessite un equipement

important et est donc reservée aux laboratoires. Elle est au moins aussi sensible que I’IFI

(Rikihisa,1999).

V1.2.3.4. Tests immuno-chromatographiques :

I1 s’agit de tests rapides disponibles pour le praticien. Ils sont rapides et faciles d’emploi, Ils
ne donnent toutefois que des résultats qualitatifs. Leurs principe est ’immunomigration sur
membrane sensibilisée par un anitgéne spécifique d’E.canis. La réaction positive se traduit par une

bande colorée, et une seconde bande colorée permet la validation du test.

V1.2.4. Diagnostic moléculaire (PCR) :

Cette technique de biologie moléculaire est en plein développement. Les séquences d’ADN
de la bactérie présente dans le prélevement sont amplifiés a partir d’amorces nucléoitidiques trés
spécifiques de 1’espéce. Ainsi, on a détecte la bactérie meme présente en quantité infime, et ce de
maniere trés spécifique, et précocement. Experimentalment, on met en évidance la bactérie dés le
geme jour (Igbal et al. 1994) et la PCR est souvent positive avant que la séroconversion

n’intervienne. Cependant, lors d’infection naturelle, la sensibilité semble etre moins élevée.

Dans plusieurs études, des animaux positifs a I’immunofluorescence indirecte avaient des
PCR négatives. Cela vient du fait que les PCR sont souvent éfféctuées sur des prélevements
sanguins et que la bactérie est présente trés peu de temps dans les cellules sanguines. La PCR sur

prélevement splénique serait plus sensible.

Ainsi, les auteurs recommandent 1’ utilisation conjointe de la PCR et de la sérologie. La PCR
permet de détectr des animaux infectés en phase aigue alors que la séroconversion n’a pas encore en
lieu. La sensibilité de ce test est meilleure sur biopsie splénique, ponction LCR, ponction articulaire,
ou prélevement d’humeur aqueuse, lors d’atteinte des organes correspondants en phase chronique
(Harrus et al. 2011).Enfin, la PCR serait intéresante pour vérifier 1’élimination définitive de
I’organisme apres traitement.
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V1.3. Diagnostic nécroscopique :

Les lésions déja citées ne sont pas pathognomoniques. Pourtant certaines, lorsqu’elle sont
rencontrées lors d’autopsie, sont en faveur de I’ehrlichiose comme I’infiltration des méninges, du
rein et de I’ceil par des cellules plasmatiques considérées comme caractéristiques de la pancytopénie

tropicale canine ( Hildebrandt et al. 1973).

V1.4. Diagnostic différentiel :

Le diagnostic différentiel s’avere tres complexe et il est illusoire du fait du manque de

specificité clinique. Cependant, on peut noter en particulier qu’il faut faire la distinction avec :

- Les autres maladies transmises par Rhipicephalus sanguineus : en particulier la babésiose,
I’hépatozoonose..

- Les autres ehrlichiose au sens large.

- La leishmaniose dans les zones endémiques

- La maladie de carré, en effet, elles ont commundes signes généraux, 1’ehrlichiose peut
entrainer un jetage occulo-nasal, des signes digestifs et neurologiques, et les inclusions
virales peuvent etre confondus avec les morulas.

- Les maladies cachectisantes d’évolution chronique.

- Les maladies responsables d’épistaxis ou de troubles de I’hémostase en général.

VII. PRONOSTIC :

Le pronostic est trés variable selon la forme de la maladie, il est généralement bon pour un
chien en forme aigue, si il est correctement traité et a temps. La maladie est essentiellement
rencontrée lors de la forme chronique grave, pour laquelle le pronostic devra toujour etre tres
reservé. Les animaux qui présentent la forme asymptomatique devraient etre traités, car ils risquent

de déclencher la forme chronique ( Beaufils, 1997 ).
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VIl TRAITEMENT :

VIII.1. Traitement étiologique :

Le traitement étiologique de 1’ehrlichiose a pour objectif la guerison clinique des chiens
malades et la stérilisation des porteurs asymptomatiques. La guérison est souvent spectaculaire, des
les premiers jours du traitement. Cependant, si la durée du traitement est insuffisante, certains
chiens peuvent rester porteurs d’E.canis et developpés ultérieurement des complications nerveuses,

oculaires, et hémorragiques.

VIII1.1.1. Doxycycline :

Les tétracyclines sont depuis longtemps, le traitement de choix de I’ehrlichiose (Davoust,
2001), en particulier la doxycycline. Elle est la molécule la plus active in vitro sur E.canis en
exercant une activité bactériostatique par inhibition de I’ARN de transfert et blocage de la
réplication proteique. La posologie est de 10 mg/kg/j per os pendant au moins 21 jours lors de
forme chronique et 5 mg/kg/j en une seule prise durant 7 a 10 jours lors de la forme aigue (Ghorbel
et al. 1993).

Bien que la guérison soit spéctaculaire, il semble que les chiens restent séropositifs, meme
dix mois apres le traitement (Davoust et al. 1994). 1l est admis qu’un taux d’anticorps élevé est lié¢ a

la persistance de 1’agent pathogene.

VI111.1.2. Oxytétracycline :

L’oxytétracycline peut etre utilisée pour le traitement de 1’ehrlichiose canine a la dose de
25mg/kg, trois fois par jours pendant 14 jours per os et en dehors des repas, ce qui corréspond a une

dose de 66mg/kg/j répartie en deux ou trois prises (Davoust, 1993).

L’éfficacité de I’oxytétracycline sur le plan épidémiologique a été tres discutée par différents
auteurs. Si les signes cliniques et hématologiques disparaissent aprés un traitement de 14 jours,
I’animal peut rester porteur du germe, ce qui se traduit par une réaction sérologique positive.
Cependant, il a ét¢ montré qu’un traitement de 18 jours a base d’oxytétracycline provoque la
géme

disparition des anticorps a partir du mois, donc la stérilisation de 1’animal vis-a-vis d’Ehrlichia

canis (Ghorbel et al. 1993).

30



V111.1.3. Chloramphénicol :

Il a été utilisé en particulier chez les jeunes ou les femelles gestantes chez qui les
tétracyclines sont contre-indiquées (coloration anormale des dents..). Un traitement a la posologie
de 25 a 50 mg/kg deux fois par jour pendant 2 a 3 semaines semble entrainer la guérison clinique.
Cependant cette molécule doit etre utilisée avec précaution, et son usage et proscrit chez les

animaux présentant une aplasie médullaire (Harrus et al. 2011).

VI111.1.4. Enrofloxacine :

Une étude a montré que I'utilisation d’enrofoloxacine a la posologie de 5 mg/kg/j durant 15
jorus entraine une guérison clinique (Kontos et Athanasiou, 1998). D’aprés certains auteurs, cette
molécule ne semble pas active contre E.canis (Neer et al. 1999). Aux vues de ces résultats

discordants, il semble plus prudent d’utiliser une autre thérapeutique.

VII1.1.5. Imidocarbe :

L’imidocarbe dispropionate est un anaplasmicide et un babésicide. Néanmoins, Cette
molécule peut etre utilisée pour le traitement de 1’chrlichiose canine. Il consiste en une ou deux
injections sous cutanées a la dose de 5-7 mg/kg a 15 jours d’intervalle. Certains auteurs
déconseillent son utilisation en premiere intention aux vues de ses éffets secondaires ( douleur au

point d’injection, une diarrhée, hyperthermie..) (Beaufils, 1997).

VII1.2. Traitement adjuvant :

Il s’agit d’une thérapeutique de soutien, avec administration intraveineuse de solutés
cristalloides ou de colloides, une transfusion de sang frais total (20ml/kg) peut etre nécessaire en cas
de pertes sanguines majeures. Par contre, pour pallier a la thrombopénie, seule 1’injection d’un

plasma enrichi en thrombocytes (10 ml/kg) semble intéressante (Harrus et al.2011).

Une corticothérapie (methylprednisolone 2mg/kg/j pendant 2 a 7 jours) peut etre entamée
(Beaufils, 1997).

Les stéroides sont parfois indiqués pour stimuler la moelle osseuse hypoplasique

(nandrolone, oxymetholone..).
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IX. PROPHYLAXIE :

Aucun vaccin n’est actuellement disponible. La prophylaxie repose essentiellement sur la
lutte contre les tiques. Celle-ci doit etre systématique sur les chiens, quelle que soit leur région de
résidence. Elle doit etre particulierement rigoureuse dans les régions ou Rhipicephalus sanguineus

est tres répandu, et en particulier lors de séjour prévu dans ces régions.

En zone endémique, ou de forte concentration de chiens propice a I’infestation par les tiques
et a la transmission de maladies vectorielles, il est préférable de pratiquer un dépistage sérologique
sur tous les animaux et d’éffectuer un traitement a la doxycycline sur les animaux a fort titre
d’anticorps. Des mesures sanitaires doivent etre mises en place, avec sérologie systématique des
nouveaux chiens avant introduction, assortie d’une lutte rigoureuse contre le vecteur. Ainsi, le cycle
d’E.canis sera interrompu puisqu’il n’y a pas de transmission transovarienne. Enfin, en zone

enzootique, tout donneur de sang doit etre préalablement soumis a une sérologie (Davoust, 2001).
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DEUXIEME PARTIE

ETUDE EXPERIMENTALE

33



I. MATERIEL ET METHODES :

I.1. Objectif de 1’étude :

L’objectif de notre étude consiste a faire un dépistage de I’ehrlichiose monocytaire canine et
d’établir un diagnostic immédiat au cours d’un examen clinique de routine, tout on ce basant sur des
tests sérologiques rapides Speed®ehrli du laboratoire BVT, ainsi que la mise en évidence direct de

’agent pathogéne au moyen d’un frottis sanguin.

1.2. Durée et lieu de 1’étude :

Dans la période qui s’est déroulée du 02 mars au 08 mai 2014.Toutes les analyses
sérologiques des échantillons et frottis sanguins prélevés, se sont déroulés au niveau de la clinique
canine, et les manipulations au niveau des laboratoires de microbiologie et de parasitologie de

I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d’ Alger.

1.3. Déroulement général :

Dans un premier temps un ensemble de questions étaient posées pour chaque propriétaire

sous forme d’un questionnaire (annexe I).

Dans un second temps un prélévement sanguin était réalisé pour chaque chien sur un tube EDTA,

afin de faire un test sérologique rapide (Speed®ehrli).

Un frottis sanguin a parfois été réalisé a I’aide d’une goutte de sang périphérique lorsque le test

Speed®ehrli se révele positif.
1.4. Animaux :

L’¢étude est basée sur un effectif de 30 chiens au total, vivant dans des régions soumises a un
climat tempéré, utilitaires ou de compagnie, de tout age et sexe confondus. Par ailleurs, le choix de
la race était basé sur les principales races fréquemment rencontrées dans les communes d’Alger et

ses alentours.

Pour la plupart de ces chiens on a constaté la présence du vecteur qu’est la tique

Rhipicephalus sanguineus avec un degré d’infestation différent pour chaque individu.
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I.5. Matériel utilisé :

1.5.1. Equipements :

e Microscope optique

e Tubes EDTA

e Lames et lamelles

e Eprouvette graduée

e Boite de Laveran en verre
e Pipettes a usage unique

e Seringues 2ml

e Bistouris

e Gants chirurgical

1.5.2. Consommables :

e Cellules test Speed®ehrli

e Flacons réactifs Speed®ehrli

e Ethanol

e Eau distillee

e Colorant May Griinwald composé d’eosine (acide) et bleu de methylene (basique)

e Colorant Giemsa compos¢ d’eosine (acide) et azur de methyléne (basique)

1.6. Méthodes utilisées pour le diagnostic :

1.6.1. Analyse sérologique :

L’analyse sérologique a été réalisée sur les 30 chiens, et une seul fois pour chaque chien
pendant la consultation au sein du département clinique de 1’école. Le test utilisé est un test
sérologique rapide (Speed®ehrli). Nous avons suivi les directives du fabricant pour son utilisation

(annexe I1).
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1.6.1.1. Principe du test :

C’est un test qualitatif basé sur le principe de I’immuno-chromatographie (ou immuno-
migration sur membrane). L’échantillon de sérum ou sang total est déposé sur une extrémité, puis
migre vers une zone ou les anticorps se lient a un antigéne conjugué a un révélateur de type colloide
de sélénium. Ce mélange continue de migrer jusqu’aux antigenes immobilisés sur la membrane au
niveau de la fenétre de lecture. Les anticorps conjugués au complexe antigéne-révélateur se lient
spécifiguement aux antigenes E.canis et s’immobilisent en formant un trait de couleur. En 1’absence
d’anticorps spécifiques, le conjugué antigéne-colloide traverse la zone de lecture sans produire de

signal.

1.6.1.2. Protocole :

La cellule-test a été placée sur une surface plane et horizontale.
Ensuite une goutte de I’échantillon prélevé avec une pipette était dépose dans le puits circulaire de
la cellule-test, aprés 5 gouttes de réactif étaient ajoutées. La lecture du test est faite au bout de 10 a

20 minutes.

1.6.2. Mise en évidence direct de I’agent pathogéne :

Le frottis sanguin n’a pas ¢été réalisé¢ de facon systématique, nous I’avons effectué¢ pour les
chiens qui présentaient un résultat positif lors du test Speed®ehrli afin de rechercher d’éventuelles

Morulas d’Ehrlichia canis au niveau des monocytes.

1.6.2.1 Technique pour la réalisation d’un frottis:

Une premiére lame propre était posée sur une surface plane sur laquelle une goutte de sang a
été déposée a environ 1cm de son bord, ensuite une deuxieme lame était posée sur la goutte de sang,
en formant un angle de 45° avec la premicre. Et la laisser s’étaler sur la seconde lame par capillarité,
puis on pousse cette derniere sur la premiére dans un mouvement continu, léger et fluide, sans

appuyer, selon un angle de 45°. Le frottis obtenu était ensuite séché a 1’air.
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Sang Mise en contact lame/sang -

Etape 1 Etape 2

| | —

Etape 3 Realisation du frottis
Etape 4

Figure 7. Les différentes étapes pour la réalisation d’un frottis sanguin.

1.6.2.2. Coloration du frottis sanquin :

La technique de coloration utilisée est une coloration par bain de May-Griinwald et Giemsa.
Pour cela, on a commencé par mettre une lame dans un bain d’éthanol pendant 5 minutes afin de
permettre une bonne pénétration du colorant a I’intérieur des cellules, ensuite la lame était mise
dans un bain de colorant pur May-Grunwald pendant 3 minutes, et aprés la lame était recouverte

d’une solution tampon (eau distillée) pendant 5 minutes et rincée par la suite.

Apres la lame était mise dans un bain qui contient du Giemsa dilué¢ (2gouttes/Iml d’eau
tamponnée) pendant 20 minutes (Giemsa lent), ensuite elle a été lavée a I’eau courante. Enfin, la

lame était séchée a ’air en position inclinée, aprés avoir été essuyée a sa face inferieure avec un

papier filtre.
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Il. RESULTATS :

11.1. Analyses sérologiques :

Le test speed®ehrli est d’ordre qualitatif, et les résultats obtenus ont été pris comme étant
positifs lors d’apparition d’une bande de coloration a peine visible avec une bande témoin, notons
par ailleurs que lorsque il n’y a apparition d’aucune bande colorée, le test n’a pas été pris en
considération. Ainsi sur ce baréme on a constaté 12 cas sur 30 comme étant positif au test soit 40%

du nombre total de I’échantillon étudié (Figure 8).

séropositifs
40%

Figure 8. Nombres de chiens séropositifs au test speed®ehrli

11.1.1 Evaluation des résultats selon la race :

Les chiens ont été sélectionnés sans distinction raciale, dans le but d’avoir un réel résultat

scientifique.

En effet, on dénombre 4 races, en comptant les croisements, les races représentées pour
notre étude sont parmi les races de population les plus admises en clinique canine. Ainsi, on a 12
Bergers allemands, Bergers croisés, 5 Pitt Bull et 4 Rottweilers. Les résultats obtenus sont présentés
dans le tableau I.
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Tableau 1. Nombres de cas séropositifs et séronégatifs selon la race.

Races Bergers
Reésultats Allemands Bergers croisés Pitt Bull Rottweilers
Test
Positif 7 (23.33%) 3 (10%) 1 (3.33%) 1(3.33%)
Test
Négatif 5 (16.67%) 6 (20%0) 3 (10%) 4 (13.33%)

M Bergers Allemands

M Bergers croisés

i Pitt Bull

L Rottweilers

Figure 9. Répartition des cas positifs selon la race.

11.1.2. Evaluation des résultats selon I’age :

Les chiens qui étaient inclus dans I’étude sont 4gés entre 5 mois et 6 ans. Les résultats

obtenus sont représentés dans la figure 10.

39




M Séropositif

3 id Séronégatif

5 mois-12 mois 12 mois-24 mois 24 mois-36 mois 36 mois- 72 mois

Figure 10. Nombres de chiens séropositifs et séronégatifs selon 1’age.

I1.1.3. Evaluation des résultats selon le degré d’infestation aux tiques :

Parmi les 30 chiens qui ont subis le test sérologique, on a constaté pour la plupart une
présence du vecteur. Cependant le degré d’infestation différée pour chaque individu. Ainsi on a

réparti les différents cas selon trois degré, qui ce caractérisent comme suit :

Une atteinte massive c'est-a-dire au dela de 10 tiques, une atteinte légére qui se situe entre 1-
10 tiques, et enfin une absence totale de tique lors de I’examen clinique. Le tableau II révele les

résultats obtenus.

Tableau I1. Nombres de chiens séro+ et séro- selon le degré d’infestation aux tiques

Massives Légere Absence
Séropositifs 7 (23.33%) 4 (13.33%) 1 (3.33%)
Séronégatifs 3 (10%) 10 (33.33%) 5 (16.67%)
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M Massive

M Légere

L Absence

Figure 11. Répartition des chiens séropositifs selon le degré d’infestation aux tiques.

11.2. Analyses cliniques :

11.2.1. Symptbmes :

Sur les 12 cas séropositifs au test speed®ehrli, on constat que 5 cas sur 12 présentaient de la
fievre (>39°C) soit 41.66%, et parmi ces chiens on a trouvé 3 cas sur 12 qui présentaient un
abattement soit 25%. Enfin, on a trouvé un cas sur 12 qui présentait une Iégere anémie soit 8.33%

11.2.2. Frottis sanguin :

Le frottis sanguin a été réalisé pour 12 chiens de 1’échantillon total, ceux révélés positifs au
test Speed®ehrli, sur ces 12 cas on a constaté aucune présence d’inclusions cytoplasmiques au

niveau des globules blanc et le frottis sanguin présenté un aspect plutét normal.
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I11. Discussion :

111.1. A propos de la méthode utilisée :

I11.1.1. Test rapide sérologique :

L’utilisation du Speed®ehrli présente plusieurs intéréts. C’est d’abord un test rapide, il
nécessite 20 minutes d’attente pour la lecture du résultat, nous avons méme constatés 1’apparition

de la bande colorée avant ce délai pour les résultats positifs.

Dans la pratique, 1’utilisation des tests Speed®ehrli est simple avec plusieurs types de
prélevement (sang total, sérum ou plasma), pour notre étude nous avons utilisé du sang total afin

d’obtenir les résultats dans de bref délai.

Ce test est fiable avec une sensibilité assez élevée (Martin, 2004), I’inconvénient majeur de
ce test est I’absence de résultats quantitatifs, qui ne permet pas de suivi sérologique. Ainsi,
I’interprétation des résultats nécessite une confrontation avec le contexte clinique et

¢épidémiologique de I’animal, au méme titre que tout examen biologique.

111.1.2. Frottis sanquin :

Le frottis sanguin est un moyen simple, facile pour le réaliser, et il permet d’optimiser le
diagnostic et de préciser le moment de 1’infection, car la présence de morula est plus importante a la
forme aigue de la maladie (Beaufils, 1997). Cependant, il est insuffisant et demande de I’expérience

pour sa bonne lecture. Ainsi un résultat négatif n’est pas interprétable vu sa faible sensibilité.

I11.2. A propos des résultats obtenus lors de 1’analyse sérologique :

111.2.1. Résultats obtenus selon la race :

On a constaté dans notre étude que la race Berger Allemand était préférentiellement touche,
avec un taux de 58.33% des cas séropositifs, par ailleurs il apparait trés nettement que les animaux
métisses, qui sont issus d’un croisement entre races, sont beaucoup moins atteint que les animaux
de race pure, seulement 25% de la totalité des chiens séropositifs, on peut alors imaginer qu’il
existerait une résistance liée a la génétique, plus importante en cas de croisements. Ces résultats

obtenus concordent avec une étude menée par certains auteurs (Harrus et al. 1997).

Pour les races Pitbull et Rottweiler, on a constaté qu’ils sont moins sensibles. Cependant étant

donné le faible effectif de ces races, nos observations restent a confirmer.
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111.2.2. Résultats obtenus selon ’adge :

La maladie s’observe surtout chez les jeunes animaux, en particulier ceux agés de moins
d’un an, avec 9 cas sur 12 chiens séropositifs soit 75%, et on note un nombre légerement plus élevé
chez les chiens agés de 5 mois a 12 mois, avec un nombre de 5 cas sur 12 chiens séropositifs, soit
41.68%. En revanche, chez les moins jeunes, ceux qui sont &gés au dela de 12 mois, on a constateé

seulement 3 cas, ce qui représente 25% des chiens séropositifs.

111.2.3. Résultats obtenus selon degré d’infestation aux tiques :

On a constaté que la majorité des chiens qui présentaient une forte infestation aux tiques, ils
étaient positifs au test, avec un taux de 58.33% de la totalité des chiens séropositifs. En revanche,
ceux qui présentaient une faible infestation, voir absence total de tiques, on note seulement 41.66%

des chiens séropositifs.

Donc d’apres les résultats obtenus dans cette étude, on constate qu’il y’a une relation étroite entre la

présence du vecteur et la maladie.

I11.3. A propos des résultats de ’analyse clinique :

Les chiens inclus dans cette étude, ne présentés aucun signes €vocateurs d’une anomalie
hématologique, on a constaté seulement un cas séropositifs qui présenté une légére anémie, qui peut

étre due a I’ehrlichiose, comme elle peut étre la conséquence de la forte infestation aux tiques.

La majorité des cas séropositifs, soit 58.33% ne présentaient aucuns symptémes, on a seulement
constaté 5 cas séropositifs avec une fievre. Cependant le frottis sanguin de tous les cas séropositifs,
¢tait plutdt normal sans aucune présence d’inclusions intracytoplasmiques, ce qui nous laisse

supposer que les animaux présenter la forme asymptomatique de la maladie.
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CONCLUSION :

L’ehrlichiose monocytaire a Ehrlichia canis est aujourd’hui
I’ehrlichiose canine la mieux connue. Son diagnostic précoce est essentiel
compte-tenue de la gravité potentielle des formes chroniques, on doit alors
I’inclure dans le diagnostic différentiel de nombreuses maladies
hématologiques et/ou inflammatoires.

Les résultats de notre étude expéerimentale permettent de conclure que cette
maladie est belle et bien présente dans la région d’Alger, mais souvent
sous sa forme asymptomatique. Ainsi il est important d’envisager une
prophylaxie avec un dépistage précoce, pour <¢&viter d’éventuelles
complications de la maladie.
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Annexe | : Questionnaire pour le dépistage de 1’ehrlichiose monocytaire canine

Nom du propriétaire : N° de cas :

Adresse :

Information concernant le chien :

Race :

Age : Sexe :

Lieu de vie habituel :

Antécédents pathologiques :

Date et nom du dernier traitement parasitaire :

Examen clinique :

Température rectale :

Peau : [ ]Aspect normal [ ] Lésions —»
Muqueuses : [ ] Aspect normal [] Anormal ——)
Comportement : I:I Normal I:I Anormal —>
@il ; [ ] Aspectnormal [ ] Lésions —
Appareil digestif : [ ]Normal [ ] Anormal —
Appareil locomoteur : [ | Normal [ 1 Anormal —
Systéme nerveux :  [_] Normal [ ] Anormal —)
Degré d’infestation aux tiques : [ |léger [ ]massif [ ] Absence

Date :
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Annexe Il - FICHE PRODUIT : Speed®EHRLI - Laboratoire BVT

Principe :

Le Speed®EHRLI est un test qualitatif basé sur le principe de I’immuno-chromatographie (ou
immuno-migration sur membrane). L’échantillon (sang total, sérum ou plasma) est déposé dans
un puits sur du papier absorbant contenant un conjugué, sous forme d’anticorps anti-lg de

chien fixés a des particules colorées. Apres 1’ajout d’un réactif, les complexes conjuguésanticorps
Migrent sur la membrane, et, en présence d’Ac spécifiques, produisent une bande

rose au niveau de I’antigene d’Ehrlichia canis.

Le mélange continue a migrer sur le support et atteint alors une zone de contrdle a I’extrémité

de la fenétre, ou les particules colorées forment une bande de contrdle rose, témoin positif qui
confirme la validite et la bonne réalisation du test.

Mode d’emploi

Placer la cellule-test sur une surface plane et horizontale.

Déposer une goutte de 1’échantillon prélevé avec la pipette dans le puits circulaire (ou deux
gouttes de sang frais).

Ajouter ensuite 5 gouttes de réactif dans le puits, et la migration débute. Si celle-ci ne démarre
pas, rajouter 2 gouttes de réactif supplémentaires.

Le temps de réaction est de 20 minutes.

Vérifier I’apparition de la bande de contrdle positif a I’extrémité droite de la plage de migration ;
I’absence de cette bande rend le test invalide.

La bande sur la gauche est la bande de positivité (antigéne spécifique d’Ehrlichia canis). Un
test peut étre considéré comme positif dés I’instant ou la bande rose apparait. Si I’intensité de la
bande est tres faible, le résultat doit &tre considéré comme douteux et la probabilité
d’ehrlichiose ne peut étre écartée. Le laboratoire préconise de tester a nouveau apres 10 a 15
jours.

Comme tout résultat biologique, il doit, bien entendu, étre corrélé au tableau clinique, au
contexte épidémiologique et aux autres résultats d’analyse.

L’apparition d’un fond rosé sur la fenétre de migration ne modifie en rien la validité du test. Par
contre, I’utilisation de sérums hémolysés ou d’échantillon de sang total mal conservés peut
conduire a une lecture plus délicate du test. Il est préférable dans ce cas de renouveler le
prélévement.

Présentation
Les cellules-test sont conditionnées sous emballage unitaire, en kits de six unités, et sont
munies de pipettes a usage unique permettant 1’adjonction de I’échantillon (40 pL), d’un flacon

compte-goutte de réactif et d’une notice.

Recommandations

Les tests sont valables 18 mois a température ambiante a partir de la date de fabrication. Une
date de péremption est indiquée sur chaque Kit.

Les échantillons doivent étre utilises frais dans la journée ou doivent étre conservés 7 jours au
maximum au réfrigérateur pour sérum et plasma et 3 jours pour le sang total frais sur
anticoagulant.

Le sérum et le plasma peuvent étre également conservés a —20°C.

Déposer les kits sur une surface plane et utiliser une pipette neuve a chaque prélévement.
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