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Résumeé:

La babesiose canine est une maladie vectorielle a intérét vétérinaire, transmise par des tiques
de la famille des Ixodidés. Les effets de I'infection chez les chiens peuvent aller de la forme
subclinique a la forme grave mortelle.

Dans ce travail I’objectif principal est d’apporter une contribution originale a la connaissance
des espéces circulantes de Babesia spp chez le chien dans la région d’Alger ainsi que des
mécanismes et des facteurs de risque de leur transmission. Pour cela, une étude
épidémiologique a été menée sur 189 prélévements sanguins de chiens du mois d’avril 2015
au mois de janvier 2016. Les échantillons prélevés ont subi des analyses parasitologiques et
sérologiques.

Les résultats parasitologiques des frottis sanguins colorés au Giemsa ont révélé la présence de
deux groupes de parasite du genre Babesia : Large Babesia (12%) et Small Babesia (88%).

L’analyse sérologique par le test IFAT a une dilution de 1/32 a montré une séroprévalence
globale vis-a-vis de Babesia canis de 17,98% (IC 95% 11,53-22,46).
La distribution des fréquences des titres en anticorps pour les échantillons positifs a montré

que sur les 34 sérums positifs a un titre > 1/32, 28 sérums sont restés positifs & une dilution de
1/64 (soit 14,81%), 22 a une dilution de 1/128 (soit 11,64%) et 15 sérums sont restés positifs
a une dilution de 1/256 (soit 7,93%).

Méme si la séroprévalence a varié en fonction de la population canine (20% et 19,49% chez
les chiens de compagnie et les chiens de fourriére canine respectivement et 6,66% a 0% chez
les chiens de ferme et chiens de chasse respectivement), I’analyse statistique n’a toutefois
montré aucune différence significative entre les populations.

Les titres en anticorps obtenus aprés plusieurs dilutions, ont montré que 22 sérums de chiens
de fourriére canine sont restés positifs a une dilution de 1/128 comparés aux chiens de
compagnie et chiens de ferme qui ont cessé d’étre positifs a la dilution de 1/64.

La comparaison entre les deux méthodes de diagnostic a montré une forte concordance entre
I’examen parasitologique par FS et la méthode sérologique par IFAT. Toutefois, cette
derniére s’est montrée beaucoup plus sensible.

L analyse des facteurs de risque, susceptibles d’influencer la séroprévalence de Babesia canis
a montré I’influence de I’age, de la présence des tiques ou encore de la saison.

Enfin, parmi les 242 tiques récoltées sur un total de 59 chiens, une seule espéce de tique a été
identifiée, Rhipicehalus sanguineus. Par ailleurs, I’identification d’une nouvelle espéce
Rhipicephalus senegalensis jamais répertoriée en Afrique du Nord est a confirmer par I’outil
moléculaire.

Mots clés : Babesia canis, Babesia spp, prévalence, facteurs de risque, chiens, tiques, Alger,
frottis sanguins, sérologie.



Abstract :

Canine Babesiosis is a vector disease of veterinary interest transmitted by ticks of the
Ixodidae family. The effects of infection in dogs can range from the subclinical to the lethal
severe form.

In this work the main objective is to make an original contribution to the knowledge of
circulating species of Babesia spp in dogs in the region of Algiers as well as mechanisms and
risk factors for their transmission. For this purpose, an epidemiological study was carried out
on 189 blood samples taken from dogs from April 2015 to January 2016. The samples taken
underwent parasitological and serological analyzes.

The parasitological results of the Giemsa stained blood smears revealed the presence of two
groups of parasites of the genus Babesia: Large Babesia (1.6%) and Small Babesia (11.64%).
Serological analysis by the IFAT test at a dilution of 1/32 showed an overall seroprevalence
with Babesia canis of 17.98% (95% Cl 11.53-22.46).

The distribution of the antibody titres for the positive samples showed that of the 34 positive
sera with a titre > 1/32, 28 sera remained positive at a dilution of 1/64 (14.81%), 22 at a
dilution of 1/128 (11.64%) and 15 sera remained positive at a dilution of 1/256 (7.93%).
Although seroprevalence varied according to canine population (20% and 19.49% in
companion dogs and canine pound dogs respectively and 6.66% to 0% in Farm dogs and
Hunting dogs respectively), Statistical analysis showed no significant differences between
populations.

The antibody titers obtained after several dilutions showed that 22 canine pound dog sera
remained positive at a dilution of 1/128 compared to pet dogs and farm dogs which ceased to
be positive at the dilution of 1/ 64.

The comparison between the two diagnostic methods showed a strong agreement between the
parasitological examination by FS and the serological method by IFAT. However, IFAT was
much more sensitive.

The analysis of risk factors, which may influence Babesia canis seroprevalence, has shown
the influence of age, tick presence and season.

Finally, of the 242 ticks collected from a total of 59 dogs, only one tick species was
identified, Rhipicehalus sanguineus. Furthermore, the identification of a new species
Rhipicephalus senegalensis never recorded in North Africa is to be confirmed by the
molecular tool.

Key words: Babesia canis, Babesia spp, prevalence, risk factors, dogs, ticks, Algiers, blood
smears, serology
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Introduction génerale :

La Babesiose canine est une maladie vectorielle transmise par les tiques de la famille
des Ixodidés, représentant un important probléeme d’intérét vetérinaire. Elle est causée
par un protozoaire intra-érythrocytaire du genre Babesia et Theileria affectant le chien

a travers le monde (Irwin, 2009; Vannier et Krause, 2009).

L’infection chez le chien, peut varier d’une forme simple subclinque a une forme
sévere et parfois méme mortelle. Elle est caractérisee par un important
polymorphisme de symptomes qui peut varier d’une anorexie transitoire a un
syndrome complexe ou plusieurs organes sont affectés (Matijatko et al., 2012). Sa
forme classique est caractérisée par une combinaison de syndrome fébrile avec un état
hémolytique évoluant parfois vers une insuffisance rénale sévere ou méme vers un
choc fatal (Bourdoiseau, 2006). Cette diversité est principalement liée a I’espece de
Babesia impliquée, a I'age de I’animal, a son statut immunitaire et physiologique et a
I’abondance des tiques infectées (Beugnet et Moreau, 2015).

Habituellement, le diagnostic de I’infection par Babesia est basé sur les caractéres
morphologiques des formes intra-erythrocytaires observées sur un frottis sanguin
périphérique. Chez le chien, Babesia canis (grande Babesie) et Babesia gibsoni (petite
Babesie) ont été longtemps considérées comme les seules espéces décrites qui
provoquaient une babesiose canine partout dans le monde (Boozer et Macintire,
2003).

Cependant, basé sur des différences dans les propriétés antigéniques ainsi que dans la
distribution géographique et spécifique du vecteur, il a été proposé que B. canis peut
étre divisée en trois sous espéces : Babesia canis canis transmise par Dermacentor
reticulatus ; Babesia canis vogeli transmise par Rhipicephalus sanguineus et Babesia
canis rossi transmise par Heamaphysalis laechi (Uilenberg et al.,1989; Hauschild et
al.,1995).

Plus récemment, le genotypage a confirmé I’existence de trois espéces séparées de
Babesia de grande taille (Zahler et al.,1998 ; Birkenheuer, 2014) nommées Babesia
canis (fréquemment identifiée dans les régions tempérées en Europe), Babesia vogeli
(décrite dans toutes les régions tropicales, subtropicales et méditerranéennes) et
Babesia rossi (strictement limitée au continent africain) (Uilenberg, 2006; Irwin,
2009; Solano-Gallego et Baneth, 2011).



Le spectre des especes de Babesia de petites formes pathogénes qui infectent les
chiens a augmenté ces derniéres annees et leur diversité s’est avérée plus grande que
prévu. En effet, en plus de B. gibsoni, deux espéces différentes sur le plan génétique
et clinique sont actuellement décrites, qui sont a I’origine de maladies chez le chien :
Babesia conradae, identifiée chez le chien dans I’ouest des USA (Conrad et al., 1991,
Kjemtrup et al., 2006 ; Birkenheuer, 2014 ) et Theileria annae, décrite comme un
piroplasme proche de I’espéce Babesia microti (Zahler et al., 2000).

La détection avec précision et la reconnaissance des especes et sous especes des
Babesies sont tres importantes pour la sélection d’une thérapie correcte et prévenir

I’évolution de la maladie.

En Algérie, I’infection par Babesia spp est le plus frequemment diagnostiquée chez le
chien par identification morphologique du piroplasme intra-érythrocytaire a partir de
frottis sanguin périphérique. A ce jour, trés peu de connaissances sont disponibles sur
sa distribution et sa prévalence réelle, ainsi que sur la nature des facteurs de risque

déterminant sa transmission.

C’est dans ce contexte qu’il nous a paru intéressant de mener une étude sur le
diagnostic et I’épidémiologie de cette pathologie. L’objectif genéral étant d’apporter
une contribution originale a la connaissance des especes circulantes de Babesia spp
chez le chien dans la région d’Alger ainsi que des mécanismes et des facteurs de

risque de leur transmission.

Dans la premiere partie de ce travail, nous allons présenter une synthese de la

littérature sur la babésiose canine et sur les tiques Ixodidés vecteurs de cette maladie.

Dans la deuxieme partie, nous présenterons une étude parasitologique et
séroépidémiologique menée sur les chiens de la région d’Alger, suivie d’une
identification morphologique et enquéte épidémiologique réalisee sur les tiques
récoltées. Nous décrirons en premier lieu le protocole de I’étude en détail et dans une
seconde partie, nous présenterons les résultats obtenus. Enfin, nous concluons ce

travail par des recommandations et perspectives.
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Partie bibliographique La Babesiose canine

Chapitre | : La Babesiose canine
1. Définition et historique

Définition :

La Babesiose est une hemoprotozoose transmise par les tiques de la famille des
Ixodidaes, elle est due a la multiplication intra érythrocytaire d’un Apicomplexa du
genre Babesia (Chauvin et al., 2009).

C’est une des infections les plus communes de nombreux vertébrés : amphibiens,
reptiles, oiseaux, mammiferes dont I’hnomme (Euzéby, 2008). Chez les chiens, au
départ la babesiose était considérée comme une maladie tropicale et subtropicale mais
récemment, elle a connu une fréquence croissante dans les régions tempérées du
monde (Irwin, 2005).

La présentation clinique de la Babesiose canine est diverse et varie d’une anorexie
transitoire a un syndrome complexe ou plusieurs organes seront affectés (Matijatko et
al., 2012). Elle se caractérise d’une combinaison d’un syndrome fébrile avec un
syndrome hémolytique et parfois évolue a une insuffisance rénale sévere ou méme a
un choc fatal (Bourdoiseau, 2006). Parmi les facteurs qui jouent un réle dans cette
diversité ; I’abondance des tiques, le pourcentage des tiques infectées et les especes de
Babesia impliquées (Matijatko et al., 2012).

Les protozoaires de genre Babesia responsable de la babesiose canine appartiennent a
I’embranchement des Apicomplexa et de I’ordre Piroplasmida, ils sont classees selon
leurs tailles en deux sous-genres : piroplasma et Microbabesia (Ayoub et al., 2010;
Birkenheuer, 2014 ; Euzéby, 2008 ; Matijatko et al., 2012).

Historique :

Vector Babes (1888), un scientifique roumain, a été le premier a découvrir des
microorganismes a I’intérieur des érythrocytes des bovins qui présentaient un
syndrome hémolytique sévere, qu’il a appelé Haematococcus bovis. Quatre ans plus
tard, il a observé un micro-organisme similaire dans le sang des moutons (Babes,
1892 ; Schnittger et al., 2012).

Un an plus tard aux Etats-Unis, Smith et Kilbourne ont constaté que la fiévre des
bovins du Texas n’est pas causée par une bactérie mais par la présence d'un parasite
intra érythrocytaire transmis par les tiques, cette maladie a longtemps frappé les
éleveurs de bétail dans le Sud des Etats-Unis américains (Smith et Kilborne, 1893).

En 1895, Pina et galli-valeno décrivent Piroplasma canis responsable de fievre
ictérique chez les chiens de chasse de Lombardie (Schnittger et al., 2012),
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11 ans plus tard (1906), la multiplication sexuée des Babesia chez la tique a été
suspectée par Koch qui a observé des « strahlenkoper » ou corps rayonnés dans
I’intestin d’une tique infectée et il les a assimilé a des gametes de Babesia ; Cette
suspicion a été démontrée jusqu’aux années quatre vingt par Mehlhorn et ces
collaborateurs (1980)

2. Biologie :
- Position taxonomique :

Les protozoaires du genre Babesia appartiennent a I’embranchement des
Apicomplexa, a la classe des Aconoidasida, ordre des Piroplasmida, sous-ordre des
Piroplasmidora et a la famille des Babesiidae, (Hunfeld et al., 2008 ; CHAO, 2012)

Domaine : Eukaryota
Reégne : Chromoalveolata
Division : Alveolata
Embranchement : Apicomplexa
Classe : Aconoidasida
Ordre : Piroplasmida
Sous-ordre : Piroplasmidora
Famille : Babesiidae
Genre: Babesia

Ils constituent un genre important chez les mammiferes, decliné en une centaine
d’espece dont seules certaines sont pathogeénes, responsables de la babesiose
(Euzéby, 2008). C’est une maladie a distribution mondiale, elle est caractérisée par la
destruction des érythrocytes qui cause des manifestations cliniques systémiques
modérées a séveres (Solano-Gallego et Baneth, 2011).

Historiqguement, I’identification de I’infection & Babesia chez le chien a été basée sur
I’apparence morphologique du parasite dans les érythrocytes

Toutes les formes large de Babesia (2.5-5.0um) ont été désignées par Babesia canis,
tandis que toutes les formes petites (1.0-2.5um) ont été considérées comme Babesia
gibsoni (Matijatko et al., 2012 ; Birkenheuer, 2014 ; Ayoub et al., 2010 ). Leur
taxonomie a été basée sur leurs caractéristiques morphologiques, la distribution
géographique et leurs cycles évolutifs (Irwin, 2005 ; Cardoso et al., 2008 ; Matijatko
et al.,, 2012),. Cependant, ces méthodes traditionnelles ont été progressivement
remplacées par le développement des méthodes moléculaires qui sont basées sur les
caractéristiques génomiques de la petite sous unité ribosomal RNA gene (18S rDNA)
qui ont démontré la présence de plusieurs especes de Piroplasmide qui infectent le
chien (Solano-Gallego et Baneth, 2011),

En plus de ce qui a été décrit initialement, Babesia canis, Babesia rossi, et Babesia
vogeli considérées comme des sous especes de Babesia canis, elles sont identiques
morphologiquement mais elles montrent une grande diversité de distribution
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géographique, de spécificité de vecteur et des signes cliniques qu’elles engendrent
chez le chien, et elles sont donc actuellement considérées comme des especes
distinctes (Nalubamba et al., 2011).

Le tableau 1 ci-dessous résume les principales espéces infectant les animaux
domestiques, leurs tiques vectrices ainsi que leur répartition géographique :

Tableaul: Distribution géographique des especes de Babesia et leurs vecteurs
(Ayoob et al., 2010 ;Birkenheuer, 2014 ;Matijatko et al., 2012 ; Taboada et al., 2006).

Groupe Espéce Forme intra- Distribution Vecteur Virulencel  Symptémes
erythrocytaire | géographique
Piriforme seule ou Parasitémie
Babesia par paire Europe, Asie Dermacentor reticulatus transitoire,
canis Modérée Organes
congestionnés
Large Piriforme seule ou Syndrome
Babesia Babesia par paire Afrique Haemaphysalis leachii Sévere hemolytique
25 %5 um rossi
Piriforme seule ou Afrique, Maladie légere
Babesia par paire Europe, Asie, cliniquement
vogeli Australie, Rhipicephalus sanguineus | Légere inapparente;
Amérique du Plus sévére chez les
Nord et de Sud jeunes animaux
Babesia sp. Inconnue Les Etats Unis Anémie hémolytique
(Coco) Inconnu Haemaphysalis sp. Thrombocytopénie,
Inconnue Leucopénie
Anémie hémolytique
Babesia Pleomorphe: Partout dans le ou infection
gibsoni ovales ; annulaire monde Rhipicephalus sp. Modérée subclinique ou
seule et paire chronique
avec perte de poids
et débilité
Habituellement Rhipicephalus Anémie hémolytique
seule ou sanguineus?
Smal! Babesia occasionnellement California Le combat : un mode de | Modérée
Babesia conradae | groupés en « croix transmission probable a Sévére
de malte » le parasite détecté dans la
15 x2 pm rate des coyotes
Probablement Ixodes Anémie hémolytique
hexagonus? sévére ; certains
Habituellement Europe du Sud | Appelée Babesia microti- Animaux développent
seule Découverte en like ou Babesiaannae. Sévere une insuffisance
Babesia Espagne renommé Theileria annae rénale
microti-like basé
Sur I'analyse
Theileria phylogénétique
annae) moléculaire

?: Un vecteur de tiques suspectée mais n'a pas été prouvee .
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Morphologie :

Les Babesiidae appartiennent a I’embranchement des protozoaires Apicomplexa, elles
sont caractérisées par |’absence de cytoplasme, a localisation exclusivement
érythrocytaire, sans vacuole parasitiphores, les Babesiidae ne comportent qu’un seul
genre retenu : Babesia (Euzéby, 2008).

Le groupe de Babesia et Theleria a eté nommé « Piroplasmide » a cause de leur
forme morphologique qui ressemble a des poires au cours du stade de multiplication
dans le sang des hotes vertébrés ; Comme les Piroplasmides sont des hemoparasites
qui ne forment pas de pigment, ils étaient facilement distingués des autres genres
infectant les érythrocytes comme plasmodium et haemoproteus qui forment des
pigments « hemozoin » dans les cellules parasités (Uilenberg, 2006).

Les Babesia constituent un genre important chez les mammiferes décliné en une
centaine d’espéece dont seules certaines sont pathogenes, selon la taille de ces espéces,
le genre Babesia est divisé en deux groupes: en petites formes de 1,0 a 2,5 pm
correspondant au sous genre Microbabesia ou leurs longueurs est inférieur au rayon
des hématies ou en grande formes de 2,5 a 5um correspondant au sous genre
Piroplasma (Hunfeld et al., 2008).

Les espéces de Babesia peuvent prendre plusieurs aspects selon les stades de cycle
biologique, ils ont soit un aspect en poire généralement groupés par deux eélements
formant un angle obtus pour les Microbabesia ou aigu pour les Piroplasma ou un
aspect annulaire capable de mouvement amiboide (Euzeby, 2008).

- Cycle évolutif :

Les babesies sont des parasites dixene dont le cycle évolue chez deux hétes, un héte
définitif qui est la tique et un héte intermédiaire : les mammiféeres. La transmission
des Babesia se fait principalement par les morsures des tiques mais pour quelques
especes comme Babesia gibsoni la transmission directe était observée en absence de
tique compétente aux Etats unis et en Europe et cela a travers les combats entre chien
ou par la transmission congénitale transpalacentaire (Birkenheuer, 2014 ; Schnittger et
al., 2012).

Durant I’engorgement de la tique, les sporozoites sont injectés dans I’hote via la salive
et infectent directement les érythrocytes (Ayoob et al., 2010; Taboada et al., 2006), ce
phénomene sépare les Babesia spp, des Theileria spp ou les sporozoites infectent
initialement les lymphocytes ou macrophages dans lesquels le développement vers les
schizontes prend place (Hunfeld et al., 2008). Tous les stades de développement des
sporozoites se deroulent dans les érythrocytes, chaque sporozoite se transforme en
trophozoite « forme arrondi » et produit deux merozoites par fission binaire «
Mérogonie » (Chauvin et al., 2009 ; Schnittger et al., 2012), possédant chacune un
noyau, un cytoplasme et un complexe apical. Il peut y avoir des divisions multiples au
sein de I’hématie qui peut alors contenir 4, 8 ou 16 mérozoites (Taboada et al., 2006).
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Aprés la lyse des hématies, chaque mérozoite libéré infecte une nouvelle hématie,
cette multiplication est asynchronisée dont différents stades de division de parasites
peuvent étre observés en méme temps sur un frottis sanguin (Chauvin et al., 2009).

La multiplication asexuée peut se produire indefiniment jusqu’a ce que les réactions
immunitaires de I’h6te viennent contrbler le parasite, Il apparait ensuite d’autres
formes comme des formes annulaires, amiboides et également des formes plus au
moins ovalaires qui vont cesser toutes divisions et qui sont I’équivalent de pro-
gamétocytes (Chauvin et al., 2009 ; Taboada et al., 2006).

La tique ingére les hématies infestées au cours de prise d’un repas sanguin sur le
chien, toutes les formes de Babesia sont détruites dans I’intestin moyen a I’exception
des pro-gamétocytes, qui vont pénétrer dans les cellules de I’épithélium intestinal ou
se transforme en gamétocytes « corps étoilés » (Chauvin et al., 2009 ; Euzéby, 2008 ;
Schnittger et al., 2012)

Les gametes fusionnent « Gametogonie »et forment des zygotes d’abord sphérique
puis allongé et mobile « ookinéte », elles reprennent leurs multiplications
«Sporogonie »et envahissent differentes organes de la tique en particulier les glandes
salivaires dans lesquelles se forme des milliers de petits sporozoites qui sont infestants
pour le chien (Taboada et al., 2006),

A I’exception de Babesia microti-like, le développements des espéces de Babesia
dans les ovaires de la tique permet « la transmission transovarienne» (Hunfeld et al.,
2008; Schnittger et al., 2012), ils sont transmis de la larve a la nymphe puis de la
nymphe a I’adulte c’est« la transmission transtadiale» (Chauvin et al., 2009; Euzéby,
2008 ; Schnittger et al., 2012).

Tick ovary Transform into _
gametes which Merozoites
Zygote fuse to form released
QOokinste " Tygotes
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Figure 1 : Le cycle évolutif de Babesia canis (Birkenheuer, 2014)
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3. Pathologie :
3.1. Pathogenie et signes cliniques :

La periode d’incubation du parasite varie en fonction de I’espéce de Babesia : 7 a 21
jours pour B. gibsoni, 10 a 21 jours pour B. canis (Boozer et Macintire, 2003).

La babesiose canine est caractérisee par une présentation clinique variable, cette
diversité est principalement liée a I’agent pathogéne responsable, a I'dge et au statut
immunitaire et physiologique de I’animal et des infections intercurrentes avec
d'autres agents pathogenes (Beugnet et Moreau, 2015 ; Schnittger et al., 2012 ;
Solano-Gallego et Baneth, 2011).

La forme classique « aigiie » est caractérisée par un syndrome féebrile (fugace, une
hyperthermie au minimum 40°c ; anorexie, dépression), et un syndrome hémolytique
(anémie, bilirubinurie) (Bourdoiseau, 2006 ; Dantas-Torres et Figueredo, 2006). Ces
symptdmes sont consécutives a une hémolyse intravasculaire et extravasculaire qui est
induite par la rupture des hématies suite a la multiplication parasitaire intra
érythrocytaire et au complexes immuns qui se déposent sur les hématies parasitées ou
non pour I’hémolyse intravasculaire et la phagocytose d’hématies dans la rate, le foie
et par les monocytes pour I’hémolyse extravasculaire (Ayoub et al., 2010 ; Solano-
Gallego et Baneth, 2011 ;Taboada et al., 2006).En absence de traitement spécifique,
ce syndrome ne peut se résoudre spontanément que rarement, suivie d'une période de
convalescence tres longue, ou peut conduire a un état de choc, I’ictéere et a une
insuffisance rénale voire mortelle (Bourdoiseau, 2006 ;Taboada et al., 2006).

De nombreuses formes atypiques de la maladie posant probléme au cours du
diagnostic étiologique sont consécutives a I’activation du systéme de coagulation par
I’hémolyse. Il s’agit notamment des symptémes locomoteurs, cérébraux, oculaires,
gastro-intestinaux et vasculaires (nécrose des extrémités) (Ayoub et al., 2010 ).

La " forme chronique " souvent décrite dans la littérature n'a pas été formellement
démontrée, comme le parasite n’est jamais observé dans le sang périphérique. Cette
forme pourrait correspondre a une convalescence prolongée caractérisée par une
anémie modérée et de la dépression (Ayoub et al., 2010 ;Bourdoiseau, 2006 ).

La forme subclinique : est observée lors d’infection par plusieurs espéces babesienne,
les chiens infectés subcliniqguement ne manifestent jamais des signes cliniques, par
contre la maladie peut étre précipitée par le stress ou par le traitement aux
glucocorticoides (Ayoub et al., 2010 ;Taboada et al., 2006 ).
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Figure 2 : Pathogenése proposée de la Babésiose canine (Taboada et al., 2006)

4. Immunologie :

L’injection des formes sporozoites de Babesia par la tique et la multiplication intra
érythrocytaires des merozoites induisent une réaction du systeme immunitaire de
I’hote.

L’expression clinique de la babésiose est fortement liée au statut individuel de
I’animal (race, age). Quelques races de chiens (Beagle, Fox terrier, Porcelaine,
Teckel, Mongrels) sont plus résistants a B. canis que d'autres (Spaniel, Cocker
spaniel, Griffon, Yorkshire terrier, Doberman, Pekinese) (Chauvin et al., 2009).

4.1. Réponse immunitaire :

La plupart des connaissances sur la réponse immunitaire contre I’infection a Babesia
provient des études in vitro sur des souris ou in vivo sur des animaux de bétail
(Hunfeld et al., 2008). Cependant, seule la réponse immunitaire humorale qui est
étudiée pour Babesia canis et Babesia gibsoni (Chauvin et al., 2009).
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La réponse immunitaire dirigée contre Babesia spp a eté décrite comme suit :

La phase aigue de I’infection est caractérisée par le développement des mécanismes
de la réponse immunitaire innée, les cellules présentatrices d’antigénes s’activent en
reconnaissant des babesies et des hématies infestées, et produisent 1L12 et IL18 qui
vont stimuler les naturels killers NK a produire un taux élevé d'interféeron gamma
INF-y qui induit la production de NO (Nitric Oxyde) par les macrophages, cette phase
permet une clearance partielle du parasite (Chauvin et al., 2009).

Aguilar-Delfin et ses collaborateurs ont remarqué que I’immunité innée peut jouer un
r6le important dans la résistance des souches de souris a I’infection a Babesia microti
et que les facteurs génétiques et les facteurs liés au sexe peuvent influencer
I’efficacité de la réponse protectrice (Aguilar-Delfin et al., 2001).

Durant I’infection chronique, la lyse des globules rouges infestés est principalement
induite par le NO qui est produit par les macrophages de la rate activée par I’INF-yet
TNF-a. Ce mécanisme est régulé par les cytokines produites par les cellules TH 1 et
inhibé par IL4 et IL10 (Chauvin et al., 2009). De plus, Igarashi et ses collaborateurs
ont pu démontrer le role de I’'immunité a médiation cellulaire T dans la protection
immunitaire contre la réinfection sur des souches de souris réinfectées a Babesia
microti, par I’intervention des lymphocytesTCD4 et d’INF-y dans le développement
de I’immunite protective (Igarashi et al., 1999).

La réponse immunitaire humorale ne permet I’élimination totale du parasite
(clearance), les isotypes IgM et 1gG1,2 spécifiques de Babesia sont produits
simultanément, par contre 1I’lgG persiste plus longuement ou ils sont dirigés contre
les protéines de surface des érythrocytes infestés (Masake et Musoke, 1998 ).
Plusieurs mécanismes intervient a contréler la parasitémie : une action cellulaire
cytotoxique anticorps-dépendante induite par 1’lgG1, I’opsonisation par 1’1gG2, une
neutralisation de I’adhésion des merozoites libres aux cellules érythrocytaires et
I’activation du complément induite par I’IgG1 et I’lgG2 et donc le parasite peut
persister pendant plusieurs mois, voire plusieurs années, a un niveau tres bas de
parasitémie (Chauvin et al., 2009 ; Masake et Musoke, 1998). La production
d’anticorps chez le chien commence 7 jours post infection et persiste durant plusieurs
mois (Vercammen et al., 1997 ; Branddo et al., 2003). La durée de I'immunité
protectrice contre I’infection & B. canis est située entre 5 et 8 mois (Vercammen et al.,
1997).

Le controle de la parasitemie est connu sous le nom de I'immunité de «
prémunition », elle permet de protéger I’animal contre les réinfections par le maintien
des cellules mémoire suite au contact continu de parasite avec les mécanismes de
I’immunité (Branddo et al.,, 2003; Chauvin et al., 2009; Lewis et al.,
1995).Cependant, I'immunité stérilisante a été demontréee chez les chiens infectés par
B. canis, mais ne se produit que chez certaines porteurs asymptomatiques (Chauvin et
al., 2009).
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Figure 3: Mécanismes effecteurs et régulateurs développés au cours de I’infection par
B.bovis (Chauvin et al., 2009).

4.2. Mécanismes d’échappement immunitaire :

Les espéces de Babesia ont développé des stratégies pour éviter ou limiter les effets
de la réponse immunitaire qui leur permettent de persister a l'intérieur de I’hote.

- La variation et le Polymorphisme antigénique:

La diversité des souches B. canis pourrait expliquer le tableau clinique variable
observé chez les chiens. Certains souches de Babesia ont pu exprimer leurs
molécules antigéniques a la surface des érythrocytes infectés et peuvent donc adhérer
aux cellules endothéliales vasculaires, conduisant a leur séquestration dans les
capillaires. Cela permet aux Babésies a persister dans I'néte en empéchant leur
passage dans la rate et donc leur phagocytose, ce phénomene pourrait également
améliorer la transmission du Babesia lorsque la séquestration est proche des sites de
pigdres de tiques (Chauvin et al., 2009 ; Matijatko et al., 2012)

Les Babesia intra érythrocytaires sont partiellement protégés de la réponse
immunitaire de I'h6te, alors que les mérozoites libres sont exposés aux mécanismes de
I’immunité que pour une courte période. La surface des mérozoites libres est
recouverte des protéines appelées« Glycosyl Phosphatidyl Anchored Proteins », elles
sont impliquées dans I’attachement a la surface des érythrocytes hoétes et sont des
cibles immunodominantes pour les Anticorps. Ces protéines de surface sont
caractérisees par un polymorphisme antigénique qui permet aux mérozoites libres de
s’échapper au systéeme immunitaire (Chauvin et al., 2009).
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En se basant sur les différences d’une partie du géne de I'ARN ribosomal 18S, des
isolats de B. canis pourraient étre sépares en deux groupes génétiqguement différents :
A et B ou leurs virulences est bien différentes.

La diversité antigénique peut étre liée a la diversité allélique, dont différents clones de
parasites expriment des protéines particuliéres, tels que les antigenes de surface, des
mérozoites MSA-1 et MSA-2. Une telle diversité est probablement induite par des
mécanismes moléculaires telle la recombinaison produite au cours de stades sexués
chez la tique (Matijatko et al., 2012).

5. Diagnostic :
5.1. Diagnostic clinique

La suspicion d’une Babesiose canine est parfois basée sur I’examen clinique de
I’animal et son historique, principalement dans la phase aigiie de la maladie ;
Cependant, les infections asymptomatiques sont beaucoup plus difficiles a détecter
(Dantas-Torres et Figueredo., 2006).

Au cours de la phase aigie, le diagnostic peut étre confirmé avec une grande
sensibilité par I’examen microscopique d’un frottis sanguin apres coloration (Ayoob
et al., 2010).

5.2. Diagnostic de laboratoire :

La confirmation du diagnostic de la babesiose canine se fait par la mise en évidence
du parasite soit par la recherche du parasite « frottis sanguin », soit par la recherche de
ces anticorps « sérologie ».

A. Le frottis sanguin :

Cette méthode repose sur la réalisation d’un frottis que I’on colore grace a une
coloration de type MGG (May Grunwald Giemsa). Pendant la parasitémie, les
inclusions intra-érythrocytaires de Babesia sont facilement trouvées dans des frottis
de sang périphérique colorés. Cette méthode est trées reépandue dans le domaine
de la Médecine Vétérinaire en raison de ses nombreux avantages, tels la simplicité, la
haute spécificité et le faible colt (Ayoub et al., 2010 ; Dantas-Torres et Figueredo,
2006).En revanche, dans les cas chroniques ou subcliniques ou la parasitemie est tres
faible (0,001% de parasitémie) ou intermittente, la confirmation parasitologique de
I’infection n'est pas facilement réalisee et donc ila une sensibilité relativement
faible(Dantas-Torres et Figueredo, 2006 ; Solano-Gallego et Baneth, 2011).

Un prélevement est réalisé a partir de sang périphérique « le sang capillaire », de
préférence sur la face interne du pavillon de I’oreille ou de la pointe de la queue. Les
protozoaires B. canis, B vogeli, B rossi apparaissent comme des éléments de grande
taille (> 2,5 um), observés seuls ou par paire a I’intérieur des érythrocytes (Dantas-
Torres et Figueredo, 2006 ;Ayoob et al.,2010).

12



Partie bibliographique La Babesiose canine

Les protozoaires B. gibsoni et B. annae apparaissent comme des organismes de petite
taille (<2,5um), de  forme ronde a [I’intérieur des érythrocytes, seuls ou
occasionnellement par groupe de 4 en «croix de Malte» avec une parasitémie souvent
faible (Taboada et al., 2006).

Le diagnostic microscopique chez les chiens porteurs chroniques peut étre difficile du
fait d’une parasitémie basse et souvent intermittente (Dantas-Torres et Figueredo,
2006)

Cette méthode est rapide et peu codteuse, elle est simple et spécifiqgue mais elle
manqgue de sensibilité « faux négatif » donc I’observation d’un piroplasme quelle
que soit la forme a une valeur de diagnostique mais la non observation de piroplasme
sur le frottis ne permet pas d’exclure de facon formelle une piroplasmose
(Bourdoiseau, 2006)

B. Diagnostic sérologique :

En raison des difficultés dans la détection des parasites Babesia, en particulier chez
les porteurs chroniques, les immunodiagnostics peuvent étre utilisés pour cribler des
hotes infectés. Les sérodiagnostics ont été révélés fiables comme des méthodes
indirectes de dépistage des parasites (Ayoob et al.,2010).

Les tests sérologiques sont utiles pour identifier les chiens porteurs asymptomatiques
et pour diagnostiquer des infections chroniques, dans lesquelles le niveau de la
parasitémie peut étre faible et non détectable dans les frottis sanguins périphériques
colorés. Il est important de noter, que méme aprés chimiosterilisation, les chiens
peuvent rester séropositifs pendant de longues périodes (Dantas-Torres et Figueredo,
2006).

Indirect Fluorescence Antibody Test (IFAT) :

Le test d'immunofluorescence indirecte (IFAT) est le plus utilisé pour le diagnostic de
la babesiose canine (Solano-Gallego et Baneth, 2011),il permet la détection des
anticorps anti-Babesial dans le sang des animaux infectés, il est considéré comme la
méthode la plus spécifique pour la documentation de I’infection et le diagnostic des
babesioses occultes (Ayoob et al., 2010 ; Taboada et al., 2006).

Le test IFAT est base sur la reconnaissance d'antigenes parasitaires par des anticorps
sériques dans le sang de l'animal testé. Les anticorps liés sont détectés par un
anticorps marqué par un fluorochrome anti-lg (anticorps secondaire) (Mosqueda et
al., 2012).

La préparation d'antigenes consiste en des mérozoites intra-érythrocytaires cultives en
culture ou obtenus a partir de sang infecté éliminé du plasma et des globules blancs,
de sorte que les érythrocytes ont un haut niveau de parasitémie (> 7%), ces
mérozoites sont mélangés avec une autre protéine soluble étalée sur une lame de
verre. Une fois les frottis sont sechés, ils sont emballés individuellement et stockés a -
70 ° C et de cette facon ils peuvent durer plusieurs années. Lorsque I'antigéne va étre
utilise, les lames sont décongelées, desséchees et fixées a l'acétone, ce qui élimine
I'nemoglobine et rond les cellules perméables.
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L’IFAT consiste en une série d'étapes d'incubation et de lavage, le premier cycle
d’étape d’incubation permet I’interaction entre I’anticorps sérique et I’antigene. Les
anticorps non liés sont éliminés par lavage. Un anticorps secondaire anti-lgG
conjugué a un fluorochrome est utilisé pour identifier les anticorps liés. Apres un
deuxiéme cycle d'étapes de lavage, les frottis sont séches et analysés avec un
microscope a fluorescence. Les résultats positifs dépendent de I'observation des
parasites fluorescents indiquant la présence d'anticorps anti-Babesia dans le sérum
testé (Mosqueda et al., 2012).

Le test IFAT est facile a faire mais nécessite un antigéne de bonne qualité, ce qui est
difficile a obtenir. Il prend beaucoup de temps et n'est pas trés efficace dans le cas
d’un grand nombre d’échantillons de sérum a traiter. Il nécessite egalement un
personnel de laboratoire bien formé et un microscope a fluorescence dont la lecture
est subjective. Il peut differencier entre les especes de Babesia, bien que certains
problémes de réaction croisée aient été signalés (Birkenheuer, 2014).

Le taux de faux négatifs peut étre augmenté dans le cas des trés jeunes chiens et des
chiens immunodéprimés, ou dans le cas des infections aigués avant I’installation de la
réponse immunitaire (Ayoob et al., 2010).

Historiqguement, l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) a été utilisé comme
fluorochrome standard pour IFAT, Cependant, des nouveaux colorants fluorescents
ont été développés dont ils offrent de meilleures observations en raison de leurs
photostabilité et luminosité qui sont améliorées et de leur gamme de pH qui est plus
large (Mosqueda et al., 2012).

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay test (ELISA):

Cette méthode est basee sur l'automatisation et donc elle a lI'avantage de la non-
subjectivite et la capacité de lire un grand nombre d'échantillons facilement et donc
elle est plus utilisée pour les études séro-épidémiologiques que pour le diagnostic
cliniqgue. Son principe est le suivant:elle repose sur une réaction immuno-
enzymatique ou I’antigéne ou I’anticorps est marqué avec une enzyme qui permet de
transformer un substrat incolore en un produit coloré (Taboada et al., 2006).Cette
méthode ELISA a été initialement réalisée en utilisant l'antigéne brut purifié
provenant du sang infecté, mais la réaction croisée avec les protéines sériques etait
tres élevée (Birkenheuer, 2014 ; Dantas-Torres et Figueredo, 2006). Les méthodes
ELISA récentes incluent Il'utilisation d'antigénes recombinants et d'anticorps
monoclonaux, augmentant ainsi la spécificit¢ (Taboada et al., 2006).La
biotechnologie moderne permet l'expression de protéines pathogénes antigéniques,
qui peuvent étre liées sur des puits ELISA et utilisées pour évaluer la présence
d'anticorps anti-Babésia en utilisant un anti-lgG conjugué a une enzyme,
habituellement la peroxydase (Mosqueda et al., 2012). Cependant, il existe peu de
tests ELISA pour la détection d'anticorps anti- Babesia disponibles sur le marché
(Birkenheuer, 2014).

Immunochromatographie test (ICT)

Le test immunochromatographique est un dispositif de diagnostic rapide qui détecte
les anticorps contre un antigene spécifique dans une petite quantité de sérum. Les ICT
sont trés pratiques par leur simplicité d’exéecution et de lecture.
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Ce test a une spécificité et une sensibilité trés satisfaisante (Aubry et al., 2015), il ne
nécessite pas de technicien qualifié et il n'utilise pas d'équipement spécial, donc il
peut étre mis en ceuvre sur le terrain et il a un faible colt comparable a d'autres
techniques; Il s'agit d'un test rapide prenant seulement dix a quinze minutes a
compléter et il est tres stable sous différentes températures (Aubry et al., 2015 ;
Mosqueda et al., 2012). Le principe de ce test consiste a déposer I'échantillon a tester
(sang) a l'une des extrémités d’une membrane de nitrocellulose fixée sur un support
en plastique ou carton. Si I'antigene recherché est présent, il se lie avec un anticorps
marqué le plus souvent a l'or colloidal. Les complexes antigenes anticorps migrent par
capillarité et sont arrétés par des anticorps de capture fixés sur la membrane. Un
résultat positif se traduit par I'apparition d'une ligne colorée (Aubry et al., 2015).
L’ICT a été développée pour B. gibsoni, il utilise des anticorps polyclonaux de lapin
comme base et des antigénes recombinants B. gibsoni tels I'antigéne P50 ainsi que
I'antigene sécrété 1 (BgSA1). La mise en ceuvre de tests utilisant des anticorps
monoclonaux hautement spécifiques, et ceux destinés a identifier les parasites
directement a partir d'un échantillon de sang, qui sont tres nécessaires pour
diagnostiquer la babésiose aigué, n'ont pas encore été développes. Les ICT ne sont pas
encore disponibles sur le marché dans aucun pays (Mosqueda et al., 2012).

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) :

Les procedés a base moléculaire, en particulier la réaction de polymérisation en
chaine (PCR), sont des outils prometteurs pour le diagnostic de nombreuses maladies
parasitaires,

Il a étée démontré que la PCR est un outil tres utile dans la détection de I’ADN de
Babesia dans des échantillons de sang canins avec une spécificité et une sensibilité de
100% (Birkenheuer, 2014).

Le désavantage de la PCR est I’indispensabilité de la présence d'équipement de
laboratoire spécialisé et un personnel de laboratoire bien formé, ce qui a conduit
plusieurs pays a limiter I'utilisation de cette méthode a la recherche seulement
(Dantas-Torres et Figueredo, 2006).

La PCR a été utilisée pour l'identification des especes en utilisant des amorces
spécifiques, du géne codant pour le gene de I’ARNr 18S (Schnittger et al., 2012), ce
géne permet la détection et la différenciation de B. gibsoni et B. canis dans le sang.
De nombreux tests de PCR différents ont été publiés pour l'identification et la
differenciation des infections a Babesia. L'identification des especes peut alors étre
réalisée par séquencage d'/ADN ou par l'utilisation des essais de PCR spécifiques a
I'espece (Birkenheuer, 2014).

La PCR a été utilisée également pour identifier une troisieme espece de Babesia
endémique a la partie Ouest des Etats-Unis, une nouvelle souche d'un chien en
Caroline du Nord « Babesia spp. » et une autre espéce du Nord-Ouest d’Espagne « B.

15



Partie bibliographique La Babesiose canine

microti-like ». La PCR a aussi détectée un organisme semblable a Babesia odocoilei
et Babesia divergens chez des tiques de chiens au Japon (Taboada et al., 2006).

6. Moyens de lutte
6.1. Traitement

La thérapeutique de la babesiose comprend deux volets ; un traitement étiologique par
I’utilisation des molécules spécifique destinées a éliminer le parasite et un traitement
symptomatique afin de soutenir I’état général de I’animal. Le pronostic est
généralement bon lorsque le traitement implique des meédicaments anti-Babésie
spécifiques appliques apres un diagnostic précoce de la maladie. Les chiens présentent
généralement une amélioration clinique dans les 24 a 72 heures de traitement, mais
certains animaux peuvent prendre jusqu'a 7 jours pour répondre au traitement
(Beugnet et Moreau, 2015).Peu de médicaments sont efficaces pour éliminer les
parasites et la plupart des chiens survivent au syndrome hémolytique aigu en
développant une prémunition dans laquelle un équilibre délicat existe entre leur
réponse immunitaire et la persistance du parasite (Taboada et al., 2006).

L’imidocarb dipropionate est considéré comme le traitement de référence. Au cours
de la babésiose aigué, la réponse est rapide, avec une augmentation de la production
de cellules sanguines dans les 12-24 h. Il est efficace contre B. canis et B. vogeli mais
pas contre B. gibsoni (Beugnet et Moreau, 2015). Ce médicament peut également
éliminer l'infection par B. canis chez les tiques qui s’engorgent sur des chiens traitées
pendant 4 semaines post-traitement et empéche la réinfection du chien jusqu'a six
semaines aprés une seule injection. Cependant, L'imidocarbe ne supprime pas les
infections a B. gibsoni mais il réduit la morbidité et la mortalité (Birkenheuer, 2014).
Les chiens traités par ce médicament sont plus susceptibles a une réinfection apres
une courte durée que les chiens non traités, la résistance de ces derniers est liée au
développement d’un état de prémunition ou le titre d’anticorps anti-Babesia est
maintenue pour une longue période (Branddo et al., 2003).

L'acéturate de diminazéne est le médicament le plus couramment utilisé dans le
monde entier. Il est efficace lorsqu'il est administré par voie intramusculaire (1M),
bien que la clairance de l'infection soit incohérente méme a des doses plus élevées
(Taboada et al., 2006). Les infections a B. gibsoni sont moins sensibles au diminazéne
que les infections a B. canis et B. vogeli. Les chiens sont plus sensibles aux effets
toxiques de ce médicament que les autres espéces. Les effets secondaires
comprennent la douleur et I'enflure au site d'injection, l'irritation gastro-intestinale et
les manifestations neurologiques (Ayoob et al., 2010 ; Beugnet et Moreau, 2015 ;
Dantas-Torres et Figueredo, 2006).

Le bleu de trypan peut également étre utilisé en intraveineuse (I1V) car il est irritant

pour les tissus. Il est efficace dans le traitement des chiens avec des signes cliniques
Iégers a modérés (Beugnet et Moreau, 2015).

La combinaison de I’atovaquone et azithromycine est le traitement le plus efficace
contre les infections a B. gibsoni et B. conradae, il permet la clearance de I’infection
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ou la diminution de la parasitémie ; dans le cas ou cette combinaison n’est pas
efficace contre B.gibsoni une autre combinaison declindamycie, metronidazole
doxycycline peut étre utilisé mais pour une longue durée de traitement au minimum 3
mois (Birkenheuer, 2014).

7. Prophylaxie :

La difficulté pour obtenir un traitement spécifique contre Babesia rend la prévention
tres importante,

L’étape primordiale de la de la prophylaxie de la babesiose est la lutte contre les
tiques par I'inspection visuelle de I’animal dont I'identification et le retrait précoce des
tiques est important car elles peuvent transmettre les babesies au minimum 2 a 3 jours
apres leur fixation sur I’animal, I’utilisation des acaricides topiques est également
efficace » (Birkenheuer, 2014).

Bien que le traitement par l'imidocarbe puisse avoir un effet prophylaxique post-
thérapeutique pendant une période allant jusqu'a 6 semaines, cependant, les résultats
sont variables et donc ce médicament n'est actuellement pas recommandé pour la
prophylaxie. De plus, la stérilisation compléte peut ne pas étre conseillée dans
certaines zones endémiques, puisque la prémunition confére une certaine immunité
(Ayoob et al., 2010).

La vaccination est également un moyen important pour contrler la babesiose, les
chiens doivent étre vaccinés pendant les périodes a faible activité des tiques afin
d'éviter des infections par immunisation primaire. Elle permet d’atténuer de maniére
considérable la gravité des symptémes cliniques et la sévérité de I’anémie et la
splénomégalie. Les vaccins peuvent limiter la parasitémie. Cependant, elles ne
peuvent empécher qu’une tique infestante d’injecter les Babesia dans le sang du chien
vacciné (Birkenheuer, 2014).

Des vaccins vivants atténués ont été produits en premier mais le risque d’induire la
babesiose vaccinale a conduit au développement de vaccins inactivés. Chez le chien
seuls deux vaccins contre l'infection a B. canis sont disponibles sur le marché, ils
contiennent des antigénes de parasites solubles (SPA) des parasites Babesia
homologues (Beugnet et Moreau, 2015).
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Chapitre 11 : Etude épidémiologique sur les tiques Ixodidés

1. Systématique et morphologie

Les tiques ou Ixodoidea sont des arthropodes hématophages a toutes les stases de leur
développement. Ce sont des ectoparasites qui ont une alternance de phases
parasitaires sur I’hote et de phases libres au sol, dont la plus grande partie de leur
existence se passe a I’état libre. Elles peuvent parasiter les mammiféres, les oiseaux,
les reptiles et I’homme; et étre ainsi a I’ origine de nuisance liée a la piqure et a la
transmission des agents pathogenes.

a. Systématique :

Les tiques sont des invertébrés, appartiennent a I’embranchement des Arthropodes,
sous embranchement des Chélicérates, classe des Arachnides, sous classe des
Acariens et ordre des Ixodida (Camicas et Morel, 1977).

Embranchement : Arthropoda
Sous Embranchement : Chelicerata
Classe : Arachnida
Sous classe : Acarida
Ordre: Ixodida

L’ordre des Ixodida est subdivisé en trois sous ordres (Pérez-Eid, 2007)
» Sous ordre: Ixodina «tiques dures » qui comporte deux familles des
Ixodidae ou Prostriata et les Amblyommidae appelé aussi Metastriata
(Guiguen et Degeilh, 2001, Perez-Eid, 2007).

» Sous ordre: Argasina «tiques molles »qui comporte la famille des
Argasidae (Péerez-Eid, 2007).

» Sous ordre : Nuttalliellina qui comporte la famille des Nuttalliellidae (Pérez-
Eid, 2007).

Les trois familles Ixodidae, Amblyommidae, Argasidae sont bien différenciées
morphologiquement et biologiqguement. Par contre, la famille des Nuttalliellidae
semble morphologiquement intermédiaire entre les autres trois familles (Pérez-Eid,
2007).

Nous nous intéressons dans notre étude au Sous Ordre des Ixodina qui comportent au
minimum 866espéces dans le monde (Walker et al., 2014).
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IXODIDA
s-ordre : Argasina Nuttalliellina Ixodina
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Figure 4 : Classification des tiques d’aprés Camicas et collaborateurs1998 (cité
parPérez-Eid, 2007).

b. Morphologie :

Les tiques présentent un corps globuleux non segmenté, formé par la soudure du
céphalothorax et de I’abdomen, sa morphologie et sa taille (de 1 mm a 30 mm) varient
selon la stase considérée et le degré de réplétion apres le repas (Guiguen et Degeilh,
2001).

Le corps de la tique est composé de trois parties : le capitulum (Le gnathosoma), |
idiosome et les pattes (Sonenshine et al., 2014)

Le capitulum : appelé aussi rostre chez les tiques, il est impliqué dans la fonction de
la fixation et de la nutrition de la tique, sur sa base, le basi capituli, s’inserent les
différentes pieces buccales :

*Un hypostome, en position ventrale qui constitue un systéme d’ancrage (Sonenshine
etal., 2014).

* Deux chéliceres en harpon enveloppant I’hypostome, ils interviennent dans la
fixation en coupants et dilacérant latéralement les tissus pour permettre le passage de
I’hypostome (Sonenshine et al., 2014 ; Guiguen et Degeilh, 2001) ;
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* Une paire de palpe : située latéralement, constituée de 4 articles a terminaison
sensorielle tactiles et pouvant également engainer I’hypostome mais elles
n’interviennent pas dans le processus d’attachement (Sonenshine et al., 2014 ;
Guiguen et Degeilh, 2001).

L’idiosoma :

L’idiosoma correspond au corps de la tique, il ne joue aucun rble dans la fixation,
cependant, elle comporte de nombreux critéres de reconnaissance de genre, d’espéece,
de sexe et la stase de developpement de la tique ;

La face dorsale des Ixodidae porte, a toutes les stases, un écusson sclérifie, d’ou le
nom de tiques dures, cet écusson recouvre la partie antérieure du corps (Y2 ou 1/3 du
corps) de la larve, de la nymphe et de la femelle appelé scutum, et entierement le dos
de méle : conscutum (Guiguen et Degeilh, 2001,Walker et al., 2014 ; Sonenshine et
al., 2014) ; Sur les bord latéraux du scutum de plusieurs genre de tique Ixodidae, on
peut observer des yeux appelés aussi des ocelles, ce sont des simples organes
arrondis, ils peuvent étre chez certains genre absents comme Ixodes et Haemaphysalis
ou indistinct comme Boophilus (Pérez-Eid, 2007,Walker et al., 2014).

Le reste du corps de la femelle et des autres formes immatures non recouvert de scutum
constitue [I’alloscutum, comportant des sillons longitudinaux, qui postérieurement
dessinent des festons (Walker et al., 2014).

La face ventrale est parcourue par des sillons transversaux longitudinaux et latéraux,
elle porte les quatre paires de coxae sclérifiées, situées latéralement et antérieurement.
En position ventro-latérale, en arriére des coxae 4 sont déposés une paire de stigmates
respiratoires, leur forme est utile dans I’identification de certaines especes.

Entre les coxae et en position médiane et antérieure, nous observons I’orifice génital
ou gonopore qui est I’ouverture de I’organe de reproduction, seules les tiques adultes
en sont pourvues (Walker et al., 2014), I’orifice anal ou uropore est situé
postérieurement, ilest contourné par un sillon anal semi-circulaire qui est utilisé en
systématique, il permet de séparer les Prostriata (genre Ixodes) des autres genres
Metastriata. Dans le genre Ixodes, le sillon anal est antérieur a 1’uropore, il est en
forme de fer a cheval ou de U renversé ; Pour tous les autres genres, ce sillon,
lorsqu’il existe, est postérieur a uropore (Guiguen et Degeilh, 2001 ;Pérez-Eid,
2007 ;Walker et al., 2014).

Chez le méle, la face ventrale de I’idiosome porte des écussons chitineuses appelés les
plaques adanales, leurs nombres et leurs formes constituent des criteres de diagnose
(Pérez-Eid, 2007 ; Walker et al., 2014).
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Les pattes :

Les pattes sont divisées en 6 segments articulés qui sont de la base vers I’extrémité, le
coxa, le trochanter, le fémur, le genou, le tibia et le tarse et sont articulées avec
I’idiosome via les coxae, ces derniers peuvent porter 1 ou 2 épines ou aucune selon les
genres, leur forme ainsi que celles de leurs épines sont des caractéres utiles en
systématique (Pérez-Eid, 2007).

Le tarse de la premiére paire porte I‘organe olfactif de Hailer, un important organe
sensoriel qui permet de détecter I’odeur; la source de chaleur et probablement
d’autres facteurs externes (Sonenshine et al., 2014 ; Guiguen et Degeilh, 2001). Outre
des roles locomoteurs et sensoriels, le dernier article (le tarse) est adapté a la fonction
de fixation, il posséde un ambulacre ou pulville (sorte de ventouse) leur permettant de
grimper sur toutes les surfaces méme le verre (Guiguen et Degeilh, 2001).

Le nombre de paire de pattes permet d’identifier les larves, ces derniéres sont

hexapodes, par contre les nymphes et les adultes sont octopodes (Guiguen et Degeilh,
2001).
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Tableau 2 résumeé des différents criteres morphologiques utilisés dans
I’identification de la stase et du genre et I’espéce (Guiguen et Degeilh, 2001 ; Pérez-
Eid, 2007 ; Sonenshine et al., 2014 ; Walker et al., 2014)

Stase Critéeres morphologiques de systématique

Stase et especes
Adulte :

Femelle Corps : capitulum, idiosome et les pattes

» Capitulum :
la forme de la basis capituli : rectangulaire

hexagonale
trapézoidale
le rapport longueur/largeur : rostre long

rostre court
> Idiosome :

Face dorsale : scutum et alloscutum

Ocelle : présence ou absence
Festons : présence ou absence
Sillon anal :*présence ou absence
*position

Gonopore : présent
Festons : présence ou absence
Stigmates : la forme
» les pattes : 4 paires de pattes

coxae : la forme

épines :

* présence (1ou2) ou absence

* leur forme

Face ventrale :

Male Corps : sa morphologie est analogue a celle de la femelle
avec quelques différences

» Capitulum : Absence des aires poreuses
» ldiosome :

Face dorsale : conscutum

Face ventrale : présence des plaques adanales
Gonopore operculé

Nymphe Corps : sa morphologie est similaire a celle de la femelle

La taille est plus petite 1 2 1.5 mm
Absence du gonopore

Absence des aires poreuses

Larve Corps : sa morphologie est analogue a celle de la nymphe

La taille : plus petite : 0,5a 1 mm
Les pattes : 3 paires de pattes
Stigmates : absence (respiration par la cuticule)
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2. Biologie :
a. Cycle de vie des tiques :

Les Ixodidae sont des parasites temporaires ; leur cycle de développement comporte
3 stades séparés par des mues. A chaque stade correspond a une stase : larve, nymphe
adulte male et femelle.

Les Ixodidae ne se nourrissent qu’en vie parasitaire. A I’état libre aprés les mues, ils
demeurent a jeun en attendant de trouver un hote, la femelle prend un repas sanguin
de plusieurs jours jusqu’a ce qu’elle devienne bombée et volumineuse (Guiguen et
Degeilh, 2001), une fois le repas terming, la femelle se détache et tombe sur le sol ou
elle se cache dans I’environnement pour digérer et pondre les ceufs (Rene, 2015). Les
2 000 a20 000 ceufs sont déposés directement sur le sol ou dans une anfractuosité de
terrain lorsque la température est optimale (entre 20° et 30°C) ; la ponte peut durer de
10 a 30 jours puis la femelle meurt (Guiguen et Degeilh, 2001, Dantos Torros, 2008 ;
Walker et al., 2014). Aprés une embryogenéses ou la larve se développe pendant
plusieurs semaines(2 a 4 semaine) a I’intérieur des ceufs, ces derniers éclosent
(Walker et al., 2014), les larves cherchent un hote et aprés un repas de sang de 3a 5
jours, elles se détachent et tombent au sol pour y effectuer une metamorphose en
nymphes qui peut durer 2 a 8 semaines selon les especes et les conditions climatiques
(Socolovschi et al., 2008). Le méme comportement est répété par la nymphe, son
repas sanguin dure de 4 a 8 jours (Walker et al., 2014). La métamorphose en adulte
est en général plus longue, jusqu’a 20 a 25 semaines dans les conditions les plus
défavorables (Socolovschi et al., 2008). Au stade adulte, le repas sanguin des femelles
dure de 5 a 20 jours, alors que les males de la majorité des Ixodidae prennent un
repas trés réduit juste pour assurer la spermatogenése ou ils ne s‘alimentent pas
comme le cas des males du genre Ixodes dont I’organe reproductif est développé au
cours du stade nymphal (Walker et al., 2014).L accouplement des adultes se déroule
sur I’hdte rarement au sol sauf pour le genre Ixodes ou il peut se produire lorsque les
tiques sont encore en vegeétation. Certaines femelles commencent leur repas avant
I’accouplement et le terminent apres la fécondation (Pérez-Eid et Gilot, 1998 ; Walker
et al., 2014).

La durée du cycle est tres variable, elle dépend de la disponibilité des hétes et des
conditions climatiques dont les tiques dures sont trés sensibles a la dessiccation ou
dans ce cas elles entrent en diapause qui est un état caractérisé par une chute de
métabolisme et un retard de développement et de la ponte. La durée du cycle est en
moyenne de 1 a 4ans (Socolovschi et al., 2008).

En considérant le nombre des phases parasitaires, on distingue trois types de cycle :

» Un cycle triphasique ou trixene : les trois stases se développent sur trois hétes
de la méme espéce (cycle monotrope) ou d’espece différente (cycle
polytrope); plus de 80% des Ixodina dans le monde ont ce type de cycle
(Pérez-Eid, 2007).

23



Partie bibliographique Etude épidémiologique sur les tiques Ixodidés

» Un cycle diphasique ou dixene :ce sont des cycles comportant deux phases
parasitaire sur deux hotes: larves et nymphes évoluent sur le premier et la
forme adulte chez le second (Guiguen et Degeilh, 2001 ; Pérez-Eid, 2007).

» Un cycle monophasique ou monoxeéne :le cycle s’effectue entiérement sur le
méme animal (Pérez-Eid, 2007).

En ce qui concerne la nature des hotes, les tiques sont classées en trois catégories
( Guiguen et Degeilh, 2001 ; Pérez-Eid, 2007) :
> Les tiques télotropes : le tropisme d’hote est différent pour chacune des trois
stases, dont les stases immatures sont ubiquistes (aucune spécificité d’hote) et
les adultes sont sélectifs ;
> Les tiques ditropes : le tropisme ne s’exerce que sur deux groupes d’hotes
distincts, au stade immature ; ces tiques se portent sur les petits mammiferes,
principalement les reptiles et les oiseaux, alors que les adultes ne se trouvent
que sur les grands mammiferes ;
> Les tiqgues monotropes : le tropisme ne s’exerce qu’envers un seul groupe
d’hotes c’est le cas des Boophilus.

b. Repas sanguin et transmission des agents pathogénes :

Les tiques trouvent leurs hdtes par plusieurs méthodes, certaines tiques vivent dans
I’environnement et elles quétent leurs hotes sur la végeétation, elles sont attirées vers
I’h6te par la chaleur corporelle, par le gaz carbonique (co2) ainsi que I’odeur. Les
tiques sautent sur I’h6te en utilisant leurs pattes frontales (Sonenshine et al., 2014 ;
Guiguen et Degeilh, 2001).

Une fois sur son hote, la tique explore le corps de sa victime, a la recherche d’une
zone propice, a peau fine donc facile a percer et richement vascularisée. Elle s’attache
a la peau par ses parties buccales, Les chelicerae et I'nypostome forment un tube qui
pénétre la peau, puis elle secréte une substance gluante « le ciment » dans la salive qui
permet de coller les palpes a I’épiderme et I’hypostome au derme, les griffes pointues
a I’extremité des chelicerae coupent un trou dans le derme et brisent les capillaires
sanguin trés pres de la surface de la peau. Les tiques se nourrissent du sang et de la
lymphe libérée dans cette Iésion. La prise de repas des tiques Ixodidae est lente, les
larves prennent typiquement 3 & 5 jours, les nymphes de 4 a 8 jours et les femelles de
5 a 20 jours (Walker et al., 2014).

3. Importance et distribution géographique :

Les tiques ont un double réle, un réle pathogéne direct lié a la pénétration des piéces
buccales et la presence des toxines et des anticoagulants dans la salive qui se traduit
par une perte de sang et des lésions locales plus ou moins importantes, possibles
portes d’entrée a I*origine d’infections bactériennes secondaires (Guiguen et Degeilh,
2001), et un role pathogéne indirect par la transmission de nombreux agents
bactériens, viraux, et parasitaires(Walker et al., 2014). La premiére démonstration de
leur capacité a transmettre des maladies a été faite a la fin du 19 si¢cle par Smith et
Kilbourne qui ont montré que Boophilus annulatus pouvait transmettre un
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protozoaire, Babesia begimina, I’agent de la maladie «Texas cattle fever» (Goodman
et al., 2005 ; Smith et Kilborne, 1893).

Les tiques dures vivent dans un écosysteme particulier ou leur vie est influencée par la
végétation, les conditions climatiques et les interactions qu’elles entretiennent avec
leurs hotes. Elles se rencontrent dans toutes les régions du monde, du climat chaud et
humide des pays tropicaux au climat froid et sec des régions polaires, cette
distribution mondiale est influencé par le changement climatique, les modifications
de I'habitat et & la mondialisation des activités humaines principalement le commerce
des bétails et leurs transports dans les camions et les navires (Léger et al., 2013 ;
Walker et al., 2014). Cependant, chaque espéce de tique vectrice présente une
distribution géographique particuliere (Socolovschi et al., 2008)

En Afrique, sept genres de tiques Ixodidae infestent généralement les animaux

domestiques, les especes de tiques qui ont été rencontrées en Afrique sont décrites
dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 3: Les espéces de tiques identifiées en Afrique (Walker et al., 2014 ).

Nord Sahara, Sahel Ouest Centrale Nord Est Est Sud

Am. Lepidum Am. Am. variegatum Am. gemma Am. gemma Am. hebraeum

Am. variegatum Variegatum Am. pomposum Am. Lepidum Am. Lepidum Am. variegatum

Am. variegatum Am. variegatum
De. marginatus
Ha. leachi Ha. leachi Ha. leachi Ha. leachi Ha. leachi Ha. leachi Ha. leachi
Ha. punctata
Ha. sulcata
Hy. anatolicum | Hy. anatolicum Hy. anatolicum Hy. dromedarii Hy. rufipes
Hy. excavatum | Hy. excavatum Hy. excavatum Hy. impeltatum Hy. truncatum
Hy. scupense Hy. scupense Hy. dromedarii Hy. rufipes Hy. turanicum
Hy. dromedarii Hy. dromedarii Hy. impeltatum Hy. truncatum
Hy. impeltatum | Hy. impeltatum Hy. impressum
Hy. lusitanicum | Hy. impressum Hy.
Hy. Hy. rufipes Hy. rufipes Hy. rufipes marginatumHy.
marginatum Hy. truncatum Hy. Hy. truncatum rufipes
Hy. rufipes* truncatum Hy. truncatum
Hy. turanicum
IX. ricinus Ix. pilosus
IX. rubicundus
Ma. winthemi

Rh. annulatus
Rh.
(Sub-genus
Boophilus)

Rh. bursa
Rh. camicasi

Rh.
praetextatus

Rh. sanguineus

Rh. turanicus

Rh. annulatus
Rh. Decoloratus
Rh. geigyi

Rh. camicasi
Rh..everts

Rh. guilhoni
Rh. Lunulatus
Rh. Muhsamae
Rh. Praetextatus

Rh. sanguineus
Rh. senegalensis

Rh. turanicus

Rh. annulatus
Rh.
decoloratus
Rh. geigyi

Rh..everts
Rh. guilhoni
Rh. lunulatus
Rh.
muhsamae

Rh.
sanguineus
Rh.
senegalensis

Rh. turanicus

Rh. annulatus
Rh. decoloratus
Rh. geigyi

Rh.
appendiculatus
Rh. evertsi

Rh. lunulatus
Rh. muhsamae
Rh. praetextatus

Rh. sanguineus
Rh. senegalensis
Rh. simus

Rh. turanicus
Rh. zambeziensis

Rh. annulatus
Rh. decoloratus

Rh. camicasi
Rh. .everts

Rh. guilhoni
Rh. lunulatus
Rh. muhsamae
Rh. praetextatus
Rh. pravus

Rh. pulchellus
Rh. sanguineus
Rh. turanicus

Rh decoloratus
Rh. geigyi

Rh. microplus
Rhappendiculatus

Rh. evertsi

Rh. lunulatus
Rh. muhsamae
Rh. praetextatus
Rh. pravus

Rh. pulchellus
Rh. sanguineus
Rh. senegalensis
Rh. simus

Rh. turanicus
Rh. zambeziensis

Rh decoloratus
Rh. microplus

Rh
appendiculatus

Rh. Lunulatus
Rh. sanguineus
Rh. simus

Rh. turanicus
Rh.zambeziensis

Am :Amblyomma, Ma :Margaropus, De :Dermacentor, Ha : Haemaphysalis, Hy : Hyalomma

Ix :1xodes, Rh:Rhipicephalus

4. Collecte et identification :

Les tiques sont habituellement collectées a partir de leurs hotes, la recherche des
tiques au niveau des zones ou les tiques préférent se nourrir (des sites de prédilection)
est le plus souvent pratiquée d’ou I’intérét de la connaissance de ces sites (Pérez-Eid,
2007 ; Walker et al., 2014). Différents systéemes de crochets ou de pinces sont utilisés
pour retirer I’ensemble du corps de la tiques (y compris le rostre) de la peau de I'hote
afin de les conserver en bon état pour faciliter I'identification (Walker et al., 2014).
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Les tiques peuvent étre également collectées de I’environnement par I’utilisation d'un
morceau de tissu blanc de 1m?trainé sur la végétation (« flagging » ou « dragging »)
pour 5m a 10m ou les larves, les nymphes et les adultes qui s’y trouvent s'accrochent,
cette technique est adaptée aux tiques exophiles (Socolovschi, 2008 ; Walker et al.,
2014), par contre les tiques endophiles peuvent étre collectées directement a partir
des nids ou des abris de leurs hétes en utilisant une pince dans les fissures, sous des
morceaux de fumier sec et des tissus d'araignées (Walker et al., 2014).

Les tiques doivent étre collectées dans des tubes, les tubes avec les murs en verre sont
les tubes idéaux pour le stockage des tiques, les tiques sont conservées dans de
I’alcool (éthanol 70° a 90°), ou mieux I’alcool glyceriné (alcool 80% + eau 15 % +
glycérol 5%) qui empéche la desséchement des tiques, 1% de chloroforme ajouté a
I’alcool est utile pour I’observation d’email coloré (Pérez-Eid, 2007 ; Walker et al.,
2014).

L’identification des tiques est reposée sur les caractéristiques morphoanatomique. Les
tiques peuvent étre identifiées au genre a I'eeil nu ou a un simple grossissement en
utilisant des clés d’identification qui décrivent les différentes stases.

La répartition géographique des tiques peut étre également trés utile pour identifier les
tiques (Walker et al., 2014 ). Plusieurs clés taxonomiques de détermination ont été
publiées. Cependant, I’identification morphologique est parfois difficile ce qui a
conduit au développement des outils moléculaires pour faciliter I’identification des
especes Ixodidae (Socolovschi, 2008).

Moyens de lutte :

Il est extrémement difficile de contrbler les tiques, le contrdle de I’infestation des
animaux domestique repose essentiellement sur I’utilisation des acaricides qui sont
soit d’origine naturelle (pyréthrine...) ou de synthese (organochlorés,
organophosphoreés, carbamates). Cependant, I’usage inconsidéré de ces substances
pose des problemes importants (la pollution, I’apparition des souches de tiques
résistantes, codt, etc...) ce qui a conduit au développement des méthodes de luttes
alternatives tels que les vaccins anti —tiques (Guiguen et Degeilh, 2001 ; Merino et al.,
2013 ; Péter et Brossard, 1998). Le développement des vaccins est basé sur la réaction
immunitaire des hétes contre toute protéine des tiques pouvant jouer le réle d’un
antigene (Pérez-Eid, 2007; Péter et Brossard, 1998). Cette méthode peut aussi
prévenir ou réduire la transmission des pathogenes par une diminution des
populations des tiques et de leur capacité vectorielle (Merino et al., 2013).Deux
vaccins ont été développés contre la tiqgue Rh. (Boophilus) microplus, le TickGARD
en Australie et le Gavac en Amérique latine en utilisant un antigéne constitué de
glycoprotéine de surface des cellules intestinales, par conséquent le tube digestif de la
tique sera fortement endommagé par les anticorps anti tique au cours de la prise de
sang d’un animal vacciné (de la Fuente et al., 2007 ; Merino et al., 2013 ; Willadsen
etal., 1995).
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I. Objectifs et but de I’étude

La babesiose canine est tres peu étudiée en Algeérie, son épidémiologie est régie par
des interactions complexes impliquant I’agent pathogéne, les vecteurs (tiques), I’hote

vertébré et I’environnement.

Tres peu de connaissances sont disponibles sur la distribution et la prévalence réelle
de cette maladie, ainsi que sur la nature des facteurs de risque déterminant sa

transmission.

Le présent travail s’est donné comme objectif général d’apporter une contribution
originale a la connaissance des especes circulantes de Babesia chez le chien dans la
région d’Alger ainsi que des mécanismes et facteurs de risque de transmission de ce

parasite afin d’en améliorer la prévention et le controle.
Les objectifs spécifiques assignés a ce memoire sont :

i) Réaliser une étude parasitologique pour I’identification morphologique des
especes circulantes de Babesia chez le chien.

ii) Réaliser une étude de la prévalence de I’infection par Babesia spp chez le chien
dans la région d’Alger en utilisant la méthode du frottis sanguin coloré au MGG

iii) Estimer le taux de séroprévalence de I’infection par Babesia canis en utilisant le
test IFI.

iv) Evaluer la séroprévalence en fonction de la distribution des titres en anticorps
anti-Babesia canis.

v) Procéder a une comparaison des deux methodes de diagnostic utilisées en
évaluant les performances de la méthode du frottis sanguin en prenant le test IFI
comme test de référence.

vi) Déterminer les indicateurs ou facteurs de risque susceptibles de favoriser la
transmission de ce parasite.

vii) Identifier et recenser les différentes espéces de tiques (Acari : Ixodidae) récoltées.

viii) Etudier les facteurs de risque en faveur d’une infestation des chiens par les

tiques
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Il. Matériel et méthodes
1. Description de la région d’étude :

Notre étude a été menée dans la wilaya d’Alger qui est située au bord de la
méditerranée sur une longueur de 90 Km et une largeur pouvant varier de 7 & 25 Km,
elle occupe une position centrale au Nord de I’Algérie. Elle est limitée
géographiquement par la mer méditerranée au Nord, par la wilaya de Blida au Sud,
par la wilaya de Tipaza a I’Ouest et par la wilaya de Boumerdés a I’Est. Elle est
composeée de treize Dairas et cinquante-sept communes.

La région d’Alger bénéficie d’un climat de type méditerranéen, il est caractérisé par
des hivers doux et humides; et des étés longs chauds et secs; Les températures
hivernales varient entre 08° et 15°C elles grimpent a 25°C au mois de mai pour
atteindre une moyenne de 28°a 30°C en juillet et ao(t.

La saison hivernale s’étend d’octobre a avril, et la saison estivale de juin a septembre.
La région est traversée principalement par les vents d’Ouest dominants.

2. Description de la population animale :

Au cours de cette étude, 189 chiens de la région du grand Alger ont été étudiés durant
la période s’étendant du mois d’avril 2015 au mois de janvier 2016, soit sur une
période de 10 mois.

Les chiens sont répartis en 4 populations différentes : 159 chiens de la fourriere
canine d’Alger récupérés lors de I’opération quotidienne de la capture des chiens
errants, 15chiens de ferme, 05 chiens de chasse et 10 chiens de compagnie.

Les chiens étaient de différentes races. Les différentes races rencontrées en fonction
de leur nombre sont repris dans le tableau n°4

Tableau 4 : Nombre de chiens prélevés en fonction de la race

Race Nombre d’échantillon

Rottweiler 4
Chien loup 1
pitbull 8
Berger Belge 3
Berger Allemand 27
Dog Allemand 1
Caniche 1
Husky 1

Staff 3

Pointer 1

Braque 3

Pointer epagnieul 1

Berger australien 4
Commune 129

Croisé blanc des peryné et berger allemand 2
Total 189
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3. Plan d’échantillonnage et enquéte épidémiologique

Une enquéte épidémiologique descriptive a été réalisée au moyen d’un questionnaire
épidémiologique afin de récolter un maximum d’informations pour I’analyse des
facteurs de risque liés a la babésiose canine.

Une enquéte a été remplie pour chaque chien étudié (voir annexe) mentionnant les
caractéristiques des animaux (age, sexe, race, origine, signe clinique...).

On considere que le nombre de chiens capturés par le personnel de la fourriére canine
avoisine les 40 par semaine ce qui représente environ 159 chiens sur les 40 semaines
qu’a duré I’étude. En conséquence, le taux de prélevement dans ce groupe de chiens
était d’environ 84 %.

On considere que le nombre de chiens de la ferme prélevé représente 15 chiens sur
les 40 semaines qu’a duré I’étude. En conséquence, le taux de prélévement dans ce
groupe de chiens était d’environ 8 %.

Le nombre des chiens de compagnie et de chasse preleves représente respectivement
10 et 5 sur les 40 semaines qu’a duré I’étude. En conséquence le taux des
prélevements dans ces deux groupes respectivement était de 5.4% et 2.6%.

Seuls les chiens qui se sont présentés en consultation ont subi un examen clinique.

4. Nature et préparation des prélévements
4.1. Prélevement de sang

Nous avons prélevé des échantillons de sang a partir de la veine céphalique au niveau
du membre thoracique et parfois au niveau de la veine saphéne ou fémorale du
membre pelvien, le sang a été recueilli dans un tube sec (systéme vacutainer sous
vide) pour la collecte de sérum (destinée pour les analyses sérologiques) et un tube
EDTA (systeme vacutainer avec présence d’acide tétra-acétique éthyléne diamine)
pour la collecte de sang totale (destinée aux analyses moléculaires), la quantité de
sang récupéreé est de 2 a 5 ml dans chaque tube.

4.2. Goutte de sang pour le frottis sanguin
Sur chaque animal, un frottis sanguin mince a été confectionné sur place a partir des
capillaires de la face interne du pavillon de I’oreille.
Les tubes de prélevements et les lames ont été numérotés et transportés dans une
glaciere vers le laboratoire de parasitologie de ’ENSV.

Au niveau du laboratoire, les prélevements ont été préparés comme suit :

Le sang des tubes EDTA : transférés immédiatement dans des tubes eppendorf® et
stockés rapidement dans un congélateur a -20°C.
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Le sang dans les tubes sec : centrifugé a 3 000 tours/minutes pendant 10 min ; les
sérums obtenus ont été transférés dans des tubes eppendorf®, stockés a -20°C jusqu’a
analyses.

4.3. Collecte des tiques :

Les tiques ont été recherchées sur tous les chiens prélevés, elles ont été récoltées de
facon mécanique sans qu’aucune substance (éther, acaricide, etc..) ne soit
préalablement appliquée sur le parasite. Les tiques collectées sont conservées
individuellement pour chaque animal dans des tubes numérotés remplis d’éthanol a
70°.

5. Analyses de laboratoire :
5.1 Technique du frottis sanguin :

Pour chaque chien, un frottis sanguin mince a été réalisé a partir du sang capillaire
pour la détection de Babesia sp,

La goutte de sang récoltée (approximativement 50 ul) se trouve a I’extrémité de la
lame. Une autre lame rodée placée devant la goutte avec un angle de 45°, la goutte
s’étale alors le long du bord de la lame par capillarité puis déplacée d’un mouvement
régulier vers I’avant en glissant sur la premiere lame. La lame est ensuite séchée a
I’air ambiant puis fixée dans du méthanol absolu pendant 5 min, et colorée par une
solution de Giemsa diluée au dixieme dans de I’eau distillée et laisser agir pendant 20
a 30 minutes, on jette enfin le colorant puis on rince la lame a I’eau du robinet
pendant quelques secondes et on la laisse sécher par égouttage en position verticale
(OiE, 2008),.

Les frottis colorés ont été directement observés au microscope photonique a I’objectif
100 avec immersion dans I’huile, la lecture se fait sur I’ensemble de la lame et
principalement au niveau de la partie terminale de I’étalement encore appelée « queue
de I’étalement » ou les globules rouges sont bien visibles et bien éparpillés.
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Figure 5 : Réalisation d’un frottis sanguin (DRIEU, 2009)

5.2 Analyses sérologiques :

Les tests sérologiques ont été réalisés au sein du Laboratoire de microbiologie de
I’ENSV et la lecture au microscope a fluorescence s’est faite au sein du Laboratoire
Central Vétérinaire (LCV) de I’Institut National de Médecine Vétérinaire d’Alger
(INMV).

Pour la mise en évidence des anticorps dirigés contre Babesia canis nous avons utilisé
un test IFAT :des lames commercialisees MegaScreen® FLUOBABESIA

canis (MegaCorDiagnostik, Autriche) sur 189 sérums décongelés a I’air ambiant.

Figure 6 : kit MegaScreen® FLUOBABESIA canis
Source: http://euroveterinaria.com/imag/p/1/1/0/110-large default.jpg

Principe : est la détection des anticorps de classe 1gG dirigés contre Babesia canis
dans le sérum de chien.
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Le kit de MegaScreen® FLUOBABESIA canis est compose de 10 lames sur chaque
lame on trouve 10 puits ou « spots » contenant des érythrocytes canins fixés infectés
experimentalement par Babesia caniset contiennent les caractéristiques
cytoplasmiques des merozoites.

Les sérums canins a tester ont éte dilués dans une solution saline tamponnée, le PBS
(phosphate buffered saline a 7,4 pH) a plusieurs titres (1/32, 1/64, 1/128 et 1/256) et
distribués sur les puits (20ul de sérum) et sur chaque lame, deux puits ont été réservés
aux controles positif et négatif. Apres 30 min d'incubation a 37°C en chambre
humide, les lames ont été lavées avec du tampon PBS et séchées puis le conjugué
(FITC anti-Dog 1gG conjugate) a été distribué sur tous les puits afin de se lier aux
complexes antigenes-anticorps, aprés 30 min d’incubation a 37°C dans I’obscurité,
les lames ont été a nouveau lavées au BPS afin d’éliminer le conjugué n’ayant pas
réagi. Finalement, les puits ont été recouverts d'un Mounting Medium et observés au
microscope a fluorescence au grossissement x400.

Une réaction positive apparait sous forme de corps d'inclusion colorés, brillants,
réguliers observée dans le cytoplasme ou exceptionnellement a I'extérieur (dans le cas
d'érythrocytes éclatés) d'érythrocytes infectés. La taille, l'aspect et la densité des
inclusions (merozoites) doivent étre comparés aux réactions de contrdle positif et
négatif. Les schémas de réactivité différents de ceux observés dans le contréle positif
doivent étre considérés comme non spécifiques. Une réaction négative : aucune
fluorescence claire des corps d'inclusion n’est observée.

Figure 7 : BABESIA canis sous microscope a fluorescence
MegaScreen® FLUOBABESIA canis
Source:http://euroveterinaria.com/img/p/1/3/1/131-large_default.jpg
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Tableau 6 : Baréeme de lecture des lames IFAT MegaScreen® FLUOBABESIA
canis

Résultats Signification
-- Contréle négatif
1+ Fluorescence présente mais modeérée
2+ Fluorescence intense
3+ Fluorescence trés intense

5.3. Récolte et identification des tiques :

Les tiques ont été recherchées sur tous les chiens prélevés, elles ont été récoltées de
facon mécanique sans qu’aucune substance (éther, acaricide, etc..) ne soit
préalablement appliquée sur le parasite. Les tiques collectées sont conservées
individuellement pour chaque animal dans des tubes numérotés remplis d’éthanol a
70°.

Une fois au laboratoire de parasitologie de I’ENSV, chaque tique a été identifiée
(genre et espece) et le sexe a été déterminé a la loupe binoculaire(OPTIKA) grace a la
clé d’identification taxonomique standard des tiques adultes (Guiguen et Degeilh,
2001 ; Pérez-Eid, 2007 ; Walker et al., 2014).

6. Analyses statistiques

6.1. Codage et saisie des données

Les donnees collectées sur place (fiches des renseignements et questionnaires) et les
résultats des analyses ont été saisis, au fur et a mesure de I’étude, a I’aide d’un
systeme de gestion de base de données (Microsoft Excel 2013).

6.2. Analyses statistiques

Les prévalences calculées ont été estimées a 95% d’intervalle de confiance. Les
differences statistiques dans les proportions ont été comparées en utilisant le test du
Chi2 (Yates corrected). Les différences observées ont été considérées comme
significatives quand la valeur de P était inférieure a 0,05. Les analyses statistiques ont
été menées grace aux logiciels consultés en ligne:
http://www.OutildecalculdeKhicarré(Chicarré%3bChideuxouX?).html et

http://marne.u707.jussieu.fr/biostatgv/ ?module= tests/fisher, pour le calcul de Chi2.
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Les comparaisons des methodes avec le calcul de la spécificite, la sensibilité,
I’exactitude et du Kappa de Cohen ont été réalisées grace a I’utilisation du Win

Episcope 2.0 (disponible en ligne : http://www.clive.ed.ac.uk/winepiscope).

Le kappa de Cohen (k) est un coefficient destiné a mesurer I’accord entre deux
variables qualitatives ayant les mémes modalités. Classiquement, il est utilisé afin de
mesurer le degré de concordance entre les stades attribués par deux juges. Il peut
également étre appliqué afin de mesurer un accord intra-observateur. Il a été calculé et
évalué comme décrit auparavant (Kirkwood et Sterne, 2003).
Le coefficient k est toujours compris entre -1 et 1 (accord maximal). Habituellement,
on utilise le « bareme » suivant pour interpréter la valeur k obtenue :

- <0 Grand désaccord

- 0.00 - 0.20 Accord tres faible

- 0.21 -0.40 Accord faible

- 0.41-0.60 Accord moyen

- 0.61-0.80 Accord satisfaisant

- 0.81-1.00 Accord excellent

Le test de Mc Nemar a été appliqué aux résultats des tests d’analyses et les valeurs p
ont été calculées en utilisant ce site http://marne.u707.jussieu.fr/biostatgv
[?module=tests/macnemar. Le test a été considéré comme significativement différent
du test de référence lorsque P <0,05 (Kirkwood et Sterne, 2003).
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I11. Résultats :

I11.1.Etude de Babesia spp par frottis sanguin (morphologie et prévalence)

1. Identification morphologique des espéces de Babesia spp identifiées sur
frottis sanguins colorés au Giemsa :

La recherche en microscopie optique , sous huile & immersion en utilisant un objectif
x100, sur des lames préparées, nous a permis de mettre en évidence deux groupes de
parasite du genre Babesia identifiés par leur aspect morphologique :

v’ Large Babesia ou Piroplasma : ce sont des parasitesde grandes formes de 2,5
a 5um de diamétre, ils ont un aspect piriforme seule ou par paire (figure n°8;
C).

v/ Small Babesia ou Microbabesia : ce sont des parasites de petites formes de 1,0
a 2,5 um de diametre, en forme annulaire ou ovale seule ou par paire (figure
n°8 ; A et B).

Figure 8: Différentes espéces de Babesiaspp. (A,B) smallBabesia, (C) largeBabesia
objectif x100 (photos zoomées) (Photos Personnelles, 2015).
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2. Etude de la prévalence des infections par Babesia sp par examen du frottis
sanguin.

» Prévalence globale :

Au total, 189 échantillons de sang de chiens ont été analysés, les résultats ont révélé
que 25 chiens étaient positifs pour Babesia sp., correspondant a une prévalence
globale de 13,22%.

» Prévalence en fonction de la population canine

Si on étudie la prevalence par population, on constate ce qui suit (figure 9 ou tableau
6) :

Parmi les 159 chiens de la fourriere canine analyses, 21 se sont revélés positifs a
Babesia sp soit un taux de prévalence de 13,20%.

Chez les chiens de compagnie2 sur 10 étaient positifs soit une prévalence de 20%

Chez les chiens de chasse, aucun animal ne s’est montre positif vis-a-vis de Babesia
spp.

Chez les chiens de ferme, 2 sur les 15 prélevés ont montré des frottis positifs a
Babesia spp, soit une prévalence de 13,33%

Aucune différence significative ((p>0,05) n’a été observée en fonction des différentes
populations canines méme si les chiens de fourriere se sont montrés plus infectés que

les autres populations de chiens.

Tableau 6: taux de prévalence de Babesia spp identifié chez différentes
populations de chien de la région d’Alger

Fourriére canine 21/159 (13,20%)
compagnie 2/10 (20%)

De chasse 0/5 (0%)

De ferme 2/15 (13,33%)
Total 25/189 (13,22%)
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Prévalence de Babesia spp chez
différentes populations de chien dans la
région d'Alger

25,00%
20,00%
15,00%
10,00%
5,00%

0,00%

20%

13,20% 13,33%

0%

Taux de prévalence (%)

M Fourriere canine M compagnie M De chasse M De ferme

Figure 9 : prévalence de Babesia spp chez différentes populations de chien
dans la région d’Alger

111.2. Etude de la séroprévalence vis-a-vis des infections par Babesia canis

- Séroprévalence globale
Sur un total de 189 sérums de chiens analysees, 34 (17,98%) (IC 95% 11,53-22,46), se
sont révélés positifs aux anticorps spécifiques de Babesia canis en utilisant le test
d’Immunofluorescence Indirecte du kit MegaScreen® FLUOBABESIA canis qui détecte
les anticorps spécifiques de Babesia canis.
La figure n°10 illustre les reésultats de quelques sérums testés sur des lames IFAT en

fonction du bareme de lecture sous microscope a fluorescence.
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(+2) (+3)

Figure 10 : Différentes observations des lames IFAT selon le baréme de lecture
MegaScreen® FLUOBABESIA canis sous microscope a fluorescence
(Photos personnelles, 2016).

- Séroprévalence de Babesiacanis en fonction de la population canine :

La seroprévalence a varié en fonction de la population canine. Elle s’est montrée
assez similaire chez les chiens de compagnie et les chiens de FC (20% IC95% et
19,49% respectivement) et a varié de 6,66% a 0% chez les chiens de ferme et chiens
de chasse respectivement.

La comparaison des populations montre que la séroprévalence chez les chiens n’est
pas significativement différente (p>0,05).

Tableau 7 : Séroprévalence des anticorps anti-Babesia canischez différentes
populations canines

Population canine  Négatif Positif  Total Séropreévalence % (1C 95%)

1. Fourriére canine 128 31 159 19,49% (12,77-25,22)
2.Compagnie 08 2 10 20% (0-45,25)
3.Ferme 14 1 15 6,66% (0-18)
4.chasse 5 0 5 0%
Total 155 34 189 17,98% (11,53-22,46)
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- Séroprévalence en fonction de la distribution des titres en anticorps anti-
Babesia canis

La distribution des fréquences des titres en anticorps pour les échantillons positifs a
été analysée (tableau n°8). Les sérums ont été testés a des dilutions allant de 1/32 a
1/256.

Tableau 8 : Résultats de la sérologie en IFAT

Dilution

Nombre de + 34 28 22 15

Ainsi, la séroprévalence de Babasia canis a varié en fonction des titres en Anticorps.
En effet, les résultats ont montré que sur les 34 sérums positifs a un titre > 1/32,28
sérums sont restés positifs a une dilution de 1/64 (soit14,81%), 22 & une dilution de
1/128 (soit11,64%) et 15 sérums sont restés positifs a une dilution de 1/256
(soit7,93%) (Figure n °11).

Séroprévalence (%)

20,00%

18,00%
16,00% 17,98?]
® %
g i 14,81%
é 10,00% 11,64%
< 8,00%
© 6,00% 7,93%
4,00%
2,00%
0,00%
1/32 1/64 1/128 1/256
TITRES EN ANTICORPS

Figure 11 : Variation de la séroprévalence vis-a-vis de B. canis en fonction des

titres en anticorps.
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- Distribution des titres en anticorps anti-Babesia canis en fonction des
populations canines

Les titres en anticorps enregistrés pour chaque population canine sont repris dans le

tableau n°®9.

Tableau 9 : distribution des titres en anticorps anti-Babesia canis en fonction des
populations canines.

Chiens  Fourriere = Compagnie Chasse Ferme Total
canine positifs (%)
Titre
32 31 2 0 1 34
64 25 2 0 1 28
128 22 0 0 0 22
256 15 0 0 0 15

111.3. Etude de la comparaison des deux méthodes de diagnostic (IFAT et FS)

pour la détection de Babesia canis

Les performances de la méthode du frottis sanguin ont été évaluées en prenant comme
test de reférence I’IFAT a une dilution>1/32(tableau 10).

Pour la méthode du frottis sanguin, la sensibilité (Se), la spécificité (Sp), I’exactitude
relative (ER), le coefficient kappa de Cohen (K) et le test de Mc Nemar ont été
calculés avec le test IFAT pris comme test de référence.

Pour les résultats du frottis nous n’avons pris en considération que les frottis positifs a
la forme large de Babesia correspondant a Babesia canis.

Les résultats obtenus ont montré une spécificité relative de 99%, une sensibilité
relative de 3% et une exactitude de 81%pour la methode du FS par rapport au test
IFAT a une dilution > 1/32.

Le calcul de la concordance entre les deux méthodes (FS avec IFAT > 1/32) par
I’utilisation du test Kappa de Cohen a montré un coefficient k de 0,80 ce qui

correspond a une concordance forte entre les deux méthodes.
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Tableau n°10: Comparaison de la technique du FS avec le test IFAT (titre seuil >

1/32) pris comme test de référence pour le diagnostic de B. canis

Tests pour le IFAT
diagnostic de B. canis
+ - Total
+ 1 2 3
- 33 153 186
FROTTIS SANGUIN Total 34 155 189
Valeurs intrinSéqueS Se=3% szgg% ER=81%
Kappa = 0,80

I11.4. Etude des facteurs de risque susceptibles & I’augmentation de la
séroprévalence vis-a-vis de B. canis

Cette étude, basée sur les resultats de I’étude de la séroprévalence, nous a permis
d’identifier les facteurs de risque qui semblent augmenter le risque de la séropositivité
vis-a-vis de B. canis. Le tableau (11) résume tous les résultats obtenus de I’analyse des

facteurs de risque présumés liés a I’infection par B. canis.
L’ analyse détaillée des résultats montre ce qui suit :

- La séroprévalence vis-a-vis de B. canis n’a pas varié de facon statistiquement

significative en fonction du sexe ni en fonction de la race (p > 0,05).

- En revanche, une variation significative a été observée selon la catégorie d’age des
animaux (p < 0,05). Les jeunes agés de moins de 6 mois semblent moins infectés 10,44%
(2,66 — 17,33) que les chiens adultes de plus de 6 mois 22,13% (14,49 — 29,50). Ainsi, on
constate que la proportion des chiens infectés augmente avec I’age (tableau n°11). Les
animaux ont été classés comme jeunes (<6mois d’age) et adulte (6mois et plus) selon la

classification de Papazahariadou et collaborateurs (2007).

- La séroprévalence a également varié selon la présence ou I’absence des tiques sur
I’animal, d’une tres significative (p < 0,001). Les chiens présentant des tiques sont plus
infectés 32,20 (19,85 — 44,14) que les chiens dépourvus de tiques 11,53 (5,5 — 16,48).
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- Si on considére la saison, on remarque qu’il y a une influence trés significative sur la

séroprévalence de B. canis (p < 0.001). Le taux de I’infection est nettement plus élevé au

printemps 40,74 (26,66 — 53,33), suivi de I’été 19,14 (7,55 - 30,44). En automne, la
séroprévalence devient plus faible 5 (0 — 10,62) pour devenir nulle en hiver (tableau n11).

Tableau n°11: Analyse de certains facteurs de risque potentiels susceptibles d’influencer

la séroprévalence de B. canis

- - - 5
Variables  n N%rgsti)triisde Serop()lr évgé%%e( ) Valeur de p Signification

Sexe

Femelle 77 10 12,98 (4,59 -19,40) >0,1 NS

Male 112 24 21,42 (13,30- 28,69)

Age (mois)

<6 mois 67 7 10,44 (2,66 — 17,33)  <0,05 S

> 6 mMois 122 27 22,13 (14,49 - 29,50)

Race

Commune 128 24 18,75 (11,20 - 24,79) >0.9 NS

Pure 61 10 16,39 (6,61 — 25,38)

Tiques

Présence 59 19 32,20 (19,85 -44,14) <0,0001 TS

Absence 130 15 11,53 (5,5-16,48)

Saison

Automne 60 3 5(0-10,62) <0,0001 TS

Eté 47 9 19,14 (7,55 — 30,44)

Hiver 28 0 0

Printemps 54 22 40,74 (26,66 — 53,33)

TS : tres significatif (p < 0.01) ; S : significatif (p < 0,05) ; NS : non

significatif (p > 0,05)
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111.5. Etude épidémiologique des populations de tiques identifiées chez le chien
1. Identification morphologique des différentes especes de tiques récoltées

L’étude morphologique des 242 tiques récoltées a permis d’identifier la présence
d’une seule espéce Rhipicephalus sanguineus et des larves et des nymphes du genre

Rhipicephalus

Rhipicephalus sanguineus est également connue sous le nom de la tique du chien.
Cette espece est devenue la tique la plus répandue dans les régions tropicales et

subtropicales.C’est une espéce a comportement domestique et monotrope.

Figure 12 : vue ventrale et dorsale d’une femelle Rhipicephalus sanguineus (Photos
Personnelles, 2016)

Figure 13 : vue ventrale et dorsale d’un male Rhipicephalus sanguineus
(Photos Personnelles, 2016)
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Nymphe du genre Rhipicephalus :

La morphologie du corps des nymphes récoltées est similaire a celle des femelles de
Rhipicephalus, cependant, leur taille est plus petite 1 a 1.5 mm avec absence du
gonopore.

Figure 14 : vue ventrale et dorsale d’une nymphe du genre Rhipicephalus
(Photos Personnelles, 2016)

Larve du genre Rhipicephalus

Sa morphologie est analogue a celle de la nymphe mais avec une taille tres petite 0,5 a
1 mm et elle est hexapode.

Figure 15 : vue ventrale d’une larve du genre Rhipicephalus (Photo Personnelle,
2016)

La différenciation entre les espéces des tiques de genre Rhipicephalus est difficile a
cause de la ressemblance des critéres d’identification, En effet, au cours de notre
études nous avons récolté une espéce de tique qui rassemble des caracteres de
reconnaissance de Ripicephalus sanguineus et Rhipicephalus senegalensis sachant
que cette derniere n’a jamais été identifie en Algérie (figure 16) .
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Figurel6 : vue ventrale et dorsale d’une suspicion d’un male Rhipicephalus
senegalensis
(Photos Personnelle, 2016)

Rhipicephalus
senegalensis

Trois festons expansés

Figure 17 : vue ventrale de la partie postérieure d’un male Rhipicephalus
senegalensis (Walker et al., 2014)

2. Prévalence des tiques Ixodidés chez le chien et identification des facteurs de risque
associés

- Prévalence globale

Sur les 189 chiens examinés, 59 ont été infestés avec la tique Rhipicephalus

sanguineus, soit une prévalence globale de 32,20 (19,85 — 44,14).

L’effectif total des tiques récoltées a été de 242 tiques, réparties en 56 males et 146

femelles, 36 nymphes et 4 larves.
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- ldentification des facteurs de risque potentiels associés a une infestation
par les tiques

Nous avons étudié certains facteurs de risque susceptibles d’influencer positivement

ou negativement I’infestation des chiens par les tiques. Les facteurs considéerés sont :

le sexe, I’age, la race et la saison et la population canine.

Les résultats consignés dans le tableau (12) révélent que seuls les facteurs tels la race
et la saison qui se sont montrés significativement associés a la présence de tiques (p <
0,05).

Nous constatons que les races communes sont significativement plus exposées aux
tiques 35,93% (26,56 — 43,43) que les races pures 21,31% (10,56 — 31,43) (tableau n°12).

Pour la saison, la prévalence de I’infestation des chiens par les tiques est nettement
plus élevée au printemps 72,22% (59,77- 84,22) et en été 40,42% (25,70 — 54,29)

comparée aux autres saisons

Tableau 12 : Analyse des facteurs susceptibles d’influencer le risque d’exposition
a une infestation des chiens

Variables n Nombre Taux d’infestation par les Valeur  Signification
de positifs tigues (%) (I1C 95%) p

Sexe

Femelles 77 23 29,87 (18,65 — 39,34) 0,9 NS

Males 112 36 32,14 (23,18 -40,81)

Age (mois)

< 6 mois 67 20 29,85 (17,91 - 40,08) 0,9 NS

> 6 mMois 122 39 31,96 (22,62 —39,37)

Race

Commune 128 46 35,93 (26,56 —43,43)

Pure 61 13 21,31 (10,56 —31,43) <0,05 S

Saison

Printemps 54 39 72,22 (59,77-84,22)

Eté 47 19 40,42 (25,70 —54,29) <0,0001 TS

Automne 60 1 1,66 (0,00-3)

Hiver 28 0 0

Population

canine

Fourriére 159 48 30,18 (22,73 - 37,26)

Compagnie 10 5 50 (18,37 -81,62) 0,2 NS

Chasse 5 0 0

Ferme 15 6 40 (14,70 — 65, 29)

TS : tres significatif (p < 0.001) ; S : significatif (p < 0,05) ; NS
: non significatif (p > 0,05)
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V. Discussion

La babesiose est une hemoprotozoose vectorielle causée par différentes espéces du
genre Babesia transmises par les tiques de la famille des Ixodidae (chauvin et al.,
2009). Elle était considéree comme une maladie tropicale et subtropicale mais
récemment, elle a reconnu une fréquence croissante des regions tempérées du monde
(Irwin, 2005).

En Algérie, cette maladie est tres peu étudiée et les données de sa prévalence ainsi que
la nature des facteurs de risque déterminant sa transmission sont particulierement
rares. Si ce n’est quelques travaux ponctuels, utilisant la technique du frottis sanguin, dans le
cadre de mémoires de fin d’études. Par conséquent, nous n’avons aucune idée sur les
especes qui affectent le chien dans nos régions.

Notre travail a consisté a fournir des informations sur quelques aspects de I’infection
par Babesia spp chez le chien a travers une approche parasitologique et
séroépidémiologique. Cette étude s’est appuyee aussi sur I’identification
morphologique suivie d’une enquéte épidémiologique sur les tiques récoltées.

Les données sur I’effectif total des chiens de la région d’Alger sont méconnues, ce qui
nous a conduit a réaliser un échantillonnage aléatoire simple.

Tous les prélevements ont été accompagnés par un questionnaire sur certains
parametres relatifs au chien prélevé.

Pour analyser nos échantillons, nous avons utilisé d’une part, la technique du frottis
sanguin mince permettant de mettre en évidence différentes formes de Babesia spp.
intraerythrocytaire, identifiées sur la base de leurs caractéristiques morphologiques. Il
s’agit d’une méthode simple, de réalisation rapide et peu couteuse, cependant, elle
manqgue de sensibilité et elle ne peut étre adaptée qu’a la détection des infections
aigues (Bourdoiseau, 2006 ; Dantas-Torres et Figueredo, 2006).

D’autre part, le test IFAT a été choisi pour le diagnostic sérologique de I’infection par
Babesia canis, ce test est utile pour identifier méme les porteurs asymptomatiques et
les infections chroniques et il est tres fréquemment utilisé pour le diagnostic de la
babesiose canine (Solano-Gallego et Baneth, 2011).

Description morphologique des espéces de Babesia identifiees sur frottis sanguins
colorés au Giemsa

L’analyse des frottis sanguins de chiens colorés au Giemsa nous a permis de mettre en

évidence deux groupes d’hémoprotozoaire appartenant au genre Babesia identifiés sur
la base de leur aspect morphologique : Large Babesia et Small Babesia.
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L’identification de ces deux groupes de Babesia a été facile, en raison de leur
morphologie classique et de leurs mensurations. Cependant, I’identification des
especes de Babesia ne peut se faire que sur la base des données biologiques et
moléculaires (Chauvin et al., 2009).

En Afrique, trois especes de Babesia ont eté identifiées Babesia vogeli et Babesia
rossi pour Large Babesia transmises respectivement par Haemaphysalis leachii et
Rhipicephalus sanguineus et Babesia gibsoni pour Small Babesia transmise par
Rhipicehalus sp. (Birkenheuer, 2014).

Etude de la prévalence aux infections par Babesia spp. en utilisant la méthode du
frottis sanguin

Sur un total de 189 échantillons de sang analysés par la méthode du frottis sanguin
coloré au Giemsa, 25 chiens se sont révélés positifs a deux groupes
d’hemoprotozoaire appartenant aux genres Babesia correspondant a une prévalence
globale de 13.22%. Le taux obtenu s’est montré légérement supérieur a celui rapporte
par Singh et collaborateurs (2014) en Inde (7.47 %) et celui obtenu par Hamel et
collaborateurs (2016) en Albanie avec une prévalence de 9%.

Parmi les chiens positifs a Babesia spp, 3/25 se sont réveélés positifs a Large Babesia
correspondant a une prévalence de 12%, taux plus élevé que celui obtenu en Inde par
Singh et collaborateurs (2014) (0.93%) et par Laha et collaborateurs (2014) (4.5%) et
au Pakistan par Gadahi et collaborateurs (2008) (5%). En revanche, notre taux de
prévalence s’est montré assez proche de celui rapporté par Shakespeare (1995) en
Afrique du sud (11.69%).

D’autres travaux ont obtenu des taux de prévalences assez importantes pour large
Babesia comparés a notre prévalence, tels les travaux de Mattalah et collaborateurs
(2012) réalisés dans la région d’El Taref (30%), d’Oduye et Dipeolu (1976) réalisés
au Nigeria (53%) et ceux de Mathwman et collaborateurs (1993) réalisés a Zimbabwe
(26%).

Aucune différence significative n’a été observée en fonction des différentes
populations canines méme si les chiens de fourriere se sont montrés plus infectés que
les autres populations de chiens. Des travaux menés par Stef (2010) et Nsouari (2012)
au Sénegal (Dakar) ont montré par frottis sanguins que les chiens errants et les chiens
de ferme sont nettement plus infectés par large Babesia que les chiens de compagnie.

22/25 chiens se sont révélés positifs a small Babesia parmi les chiens positifs a
Babesia spp correspondant a une prévalence 88%, taux plus élevé que celui obtenu en
Serbie (1.7%) (Davitkov et al., 2015), aux Etas Unis (30.3%) (Macintire et al., 2002)
et en Inde par Singh et collaborateurs (2016)(7.9%) et Laha et collaborateurs (2014)
(35.13%) . En revanche, notre taux de prévalence s’est montré assez proche de celui
rapporté par Senthil Kumar et collaborateurs en sud d’Inde (2009) (84.9%).
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Etude de la séroprévalence aux infections par Babesia canis en utilisant le test
IFAT :

De nombreuses études sur les séroprévalences vis-a-vis de Babesia spp ont été
réalisées chez les chiens dans différents pays du monde. Plusieurs études sur la
séroprévalence de Babesia canis ont décrit la présence des anticorps spécifiques de
cette espéce dans presque partout en Europe avec une prévalence particuliérement
élevée en France. Cependant, ce travail constitue la premiere étude d'envergure sur la
séroprévalence vis-a-vis de Babesia canis chez le chien en Algérie. L'étude a porté
essentiellement sur la Wilaya d'Alger.

Sur un total de 189 sérums testés par IFAT a une dilution de 1/32, 34 se sont révelés
positifs aux anticorps spécifiques de Babesia canis ce qui correspondait a une
séroprévalence de 17.98%.Ce résultat se situe entre les résultats obtenus en Romanie
par Imre et collaborateurs en 2013 (19.8%) par la méme technique et méme dilution
et ceux obtenus en France par Cabannes et collaborateurs en 2002 (14.1%) par la
méme technique mais a un seuil de positivité égal a 1/100

Le taux de séroprévalence obtenu dans notre étude est nettement plus faible a celui
obtenu par Pennisi et collaborateurs en 2012 (70%) en Italie mais nettement
supérieure aux séroprévalences rapportées en Italie (8.8%) (Oliveris et al., 2016), en
Hongrie (5.7%) (Hornok et al., 2006) et en Slovaquie (8.4%) (Kubelova et al., 2013).

Cette diversité des résultats entre les différentes régions du monde peut-étre attribuée
aux conditions climatiques qui influencent la distribution géographique des tiques
vectrices dans la transmission de Babesia canis.

Dans cette étude, plusieurs populations canines pouvant présentées des degrés divers
d'exposition ont été analysées. Les séroprévalences observées n’ont pas différé
significativement entre les différentes populations. Méme si les séroprévalences les
plus basses ont été observées chez les chiens de chasse (0%) et de ferme (6,66%) alors
que les plus élevees ont éte constatées chez les chiens errants (19,49%) et les chiens
de compagnie (20%). Ce constat est similaire a celui montré par la methode
parasitologique (frottis sanguin). Cependant, des travaux rapportés en Roumanie par
Imre et collaborateurs (2012) ont montre des différences significatives dans la
séroprévalence entre les chiens ruraux et les chiens urbains. En effet, les chiens ruraux
présentaient les taux les plus élevés.

L’absence de différence significative dans la séroprévalence entre les différentes
populations canines peut étre mise en relation avec I’échantillonnage effectué. En
effet, notre échantillonnage est caractérisé par une hétérogénéité et une disparité dans
I’effectif, avec un taux d’échantillonnage nettement plus élevé (84 %) chez les chiens
de fourriere canine comparé aux autres populations (chiens de chasse, chiens de ferme
et chiens de compagnie avec 8%, 5.3%, 2.6% respectivement)
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Un autre point qui mériterait d’étre soulevé est celui de la distribution des fréquences
des titres en anticorps. En effet, les titres en anticorps obtenus aprés plusieurs
dilutions, ont montré que le test sérologique a détecté des titres éleves en anticorps
pour les chiens de la fourriere canine (22 sérums sont restés positifs a une dilution de
1/128 comparé aux chiens de compagnie et chiens de ferme qui ont cessé d’étre
positifs a la dilution de 1/64 .

Ce résultat suggére que les chiens de fourriére canine sont en contact permanent avec
la source d’infection. Par conséquent, ils peuvent transmettre I’infection aux tiques
augmentant ainsi le risque d’infection.

Etude de la comparaison des deux méthodes de diagnostic :

Dans ce travail, les performances de la méthode du frottis sanguin ont été évaluées par
le calcul de la sensibilité, la spécificité, I’exactitude relative et le coefficient kappa de
Cohen par rapport au test sérologique IFAT pris comme test de référence, et ce pour
le diagnostic de Babesia canis

La méthode du frottis sanguin a montré une bonne spécificité 99%, une tres faible
sensibilite 3% et une exactitude de 81% comparée au test IFAT a un titre seuil
(>1/32). Le calcul de la concordance entre les deux méthodes par I’utilisation du test
de Kappa de Cohen a montré un coefficient k de 0.80 ce qui correspond a une
concordance forte entre les deux méthodes.

Ce manque de sensibilité constaté pour le FS expliquerait donc I’énorme différence
obtenue entre les résultats parasitologiques et serologiques.

En Italie, Cassini et collaborateurs (2009) ont mené une étude comparable a la notre
en évaluant la méthode parasitologique FS en utilisant le test IFAT comme référence
dans le diagnostic de Babesia canis. lls ont aussi montré que I’IFAT générait plus de
positifs (34%) comparé au FS (2,4%). Cependant, le coefficient kappa de Cohen a
donné une valeur de 0,019 témoignant d’une trés faible concordance entre les deux
tests.

La faible sensibilité de FS par rapport aux tests sérologiques peut s’expliquer, d’une
part, par la faible parasitémie qui caractérise le portage chronique de ces affections
(Krause, 2003 ; Abutarbush et al., 2012 ; Galuppi et al., 2012) et d’autre part, la
méthode sérologique peut détecter les animaux qui ont été en contact avec le parasite
dont les IgG qui sont decelables jusqu'a 420 jours post infection (Fukomoto et al.,
2004), Cependant, les réactions croisées sont communément signalé en IFAT
(Papadopoulos et al., 1996; Galuppi et al., 2012). De ce fait, la détection de la
babésiose chronique et subclinique chez les chiens porteurs nécessite des outils
moléculaires (Irwin, 2010)
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Etude des facteurs de risque associés

Plusieurs auteurs a travers le monde ont étudie les facteurs de risques associés a la
babesiose canine. Cette étude basée sur les résultats de I’étude de la séroprévalence,
nous a permis d’identifier les facteurs de risque qui semblent augmenter le risque de
la séropositivité vis-a-vis de B. canis.

Sexe :

Aucune différence significative n’a pu étre démontrée entre la séropositivité des
males et celle des femelles pour Babesia canis , ceci semble compatible avec les
résultats obtenus en France (Cabannes et al., 2002), au Breésil (Trapp et al., 2006) , en
Italie (Cassini et al.,2009), en Zambie (Nalubamba et al., 2011) et en Romanie ( Imre
et al., 2013). Cependant, d’autres études montrent que I’état physiologique des
femelles peut avoir une influence sur le degré de sensibilité des animaux. En effet
selon une étude menée en France, les femelles en état de gestation et de lactation ont
une sensibilité plus élevée, car la maternité engendre un état d’immunodépression,
favorable au développement de la maladie (Stef, 2010).Une autre étude menée a
Minas Gerais au Brésil, Bastos et collaborateurs (2004) ont estimé que les males
représentent une grande proportion dans la sensibilité de cette pathologie du fait de la
fonction dont ils occupent (chien de garde par excellence, chien de chasse etc).

Age :

Nous avons classé les animaux en deux catégories d’age, une variation significative a
été observée selon la catégorie d’age des animaux. Les jeunes agés de moins de 6
mois semblent moins infectés que les chiens adultes de plus de 6 mois. Ainsi, nous
avons constaté que la proportion des chiens infectés augmente avec I’age, ceci rejoint
les résultats de Cabannes et collaborateurs (2002),  contrairement aux résultats
obtenus par Hornok et collaborateurs (2006), Nsouari (2012), Lobetti (1998) et Pages
et collaborateurs (1990) qui montrent que les jeunes sont plus sensibles que les
adultes.

Certains études n’ont montré aucune différence significative associé a I’age (Imre et
al., 2013)

Le faible taux d’infestation enregistré chez les jeunes chiens peut étre expliqué par
leur faible chance d’étre infecté ou de développer une réponse immunitaire détectable
(Cassini et al. 2009).

Race :

La seroprévalence vis-a-vis de B. canis n’a pas varié de facon statistiquement

significative en fonction de la race et ceci rejoint les résultats d’autre études (Bastos et
al., 2004 ;Trapp et al., 2006; Imre et al., 2013). En revanche, d’autres études ont
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montré une predisposition de la race berger allemand a I’infestation par B. canis
(Hornok et al., 2006 ; Nsouari , 2012 ; M’sik, 2008).

Présence des tiques :

La séroprévalence a également varié selon la présence ou I’absence des tiques sur
I’animal. Les chiens présentant des tiques sont plus infectés que les chiens dépourvus
de tique.

Le climat méditerranéen est favorable pour quelques especes de tiques telles que
Rhipicephalus sanguineus. Les données de la littérature ont montré le réle de cette
espece dans la transmission de Babesia canis (M’ghirbi et Bouattour, 2008 ;
Uilenberg et al.,1989 ; Cassini et al., 2009), elle est plus abondante au cours de la
saison seche durant laquelle la prévalence de Babesiose canine est trés élevée
(Dantas-Torres et Figueredo, 2006).

Saison :

La région d’Alger bénéficie d’un climat de type méditerranéen, il est caractérise par
des hivers doux et humides et des étés longs chauds et secs, le climat a influencé de
facon tres significative la séroprévalence de B. canis. En effet, le taux d’infection est
nettement plus élevé au printemps suivi de I’été. Notre résultat appuie ceux obtenus
par Nalubamba et collaborateurs (2011) en Zambie qui montrent une prévalence
élevée de Babesia canis durant les mois de mai, juin et juillet; ceux de Nsouari
(2012) au Sénégal qui remarquent une chute décroissante du taux d’infestation par
Babesia canis aux mois de Décembre, Janvier et Février, trés probablement di aux
températures froides qui prédominent en cette periode de I’année (saison seche
froide), qui est défavorable pour Rhipicephalus sanguineus

Selon la littérature la babesiose peut se produire durant I’automne et le printemps
grace aux conditions favorables pour la pullulation des tiques responsables de la
transmission de Babesia canis (Bourdoiseau, 2006).

Etude épidémiologique des populations de tiques rencontrées chez le chien dans
la région d’étude :

Sur les 189 chiens examinés, 59 ont été infestés avec la tique Rhipicephalus
sanguineus, soit une prévalence globale de 32,20 %.

Nous avons étudié certains facteurs de risque susceptibles d’influencer positivement
ou négativement I’infestation des chiens par les tiques. Les résultats ont montré que
seuls les facteurs tels la race et la saison qui se sont montrés significativement
associes a la presence de tiques

L’infestation par les tiques est liee au mode de vie des chiens, ce sont généralement
les chiens errants (le cas des chiens de la fourriere canine) qui sont les plus exposés
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au risque de contact avec les tiques. En revanche, nos résultats montrent que les
chiens de compagnie sont les plus infestés par les tiques, Cela peut étre expliqué par
I’échantillonnage. En effet, notre échantillonnage est caractérisé par une hétérogénéité
et une disparité dans I’effectif, le taux de prélevement dans le groupe des chiens de
compagnie et de ferme est trés faible par rapport aux chiens de la fourriére canine.

La prévalence des chiens infestés par les tiques est trés élevée durant le printemps.
Ceci va dans le méme sens que les résultats de I’étude de la séroprévalence qui
indiquaient que le facteur saison est fortement corrélé avec les taux de séropositivité
vis-a-vis B. canis
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V. Conclusion et perspectives

Ce travail nous a permis de mettre en évidence par examen parasitologique Babesia
canis et d’estimer par analyse sérologique la séroprévalence des anticorps anti-
Babesia canis chez différentes populations canines de la région d’Alger. L’examen
parasitologique a montré une prévalence de 12% alors que I’analyse sérologique a
révelé un taux de séroprévalence de 17,98% vis-a-vis de ce parasite, ce qui témoigne
d’une circulation fréquente de cette espéce de Babesie chez le chien dans la région
d’Alger.

Cette étude nous a également renseigné sur les différents facteurs de risque qui
peuvent favoriser la transmission de Babesia canis aux chiens tels que I’age, la race,
la présence des tiques ou encore la saison.

Notre étude s’est basée aussi sur I’évaluation du test parasitologique FS comparé au
test sérologique IFAT. Les résultats ont confirmé la faible sensibilité du FS qui a
montré par ailleurs une forte concordance avec le test IFAT.

Nous avons d’autre part, identifié et recensé les tiques récoltées a partir de certains
chiens prélevés. L’espéce Rhipicephalus sanguineus (adultes, nymphe et larve) a été
prédominante. Par ailleurs, I’identification d’une nouvelle espece Rhipicephalus
senegalensis jamais répertoriée en Afriqgue du Nord est a confirmer par I’outil
moléculaire.

Les résultats de nos travaux permettent d’entrevoir aussi une série d’études en
perspectives visant & améliorer davantage les connaissances et les moyens de contréle
concernant cette maladie transmise par les tiques en Algérie.

Dans une premiére étape, il serait intéressant d’étudier la séroprévalence des autres
espéces de Babesia responsable de la babesiose canine dans la région d’Alger ensuite
poursuivre ce type d’études épidémiologiques et immunologiques dans d’autres
régions du pays caractérisées par des situations écologiques trés diverses. Ceci
permettra d’acquérir des connaissances approfondies sur ces maladies.

L’utilisation des outils moléculaires semble indispensable afin de déterminer les
especes de Babesia responsable de la babesiose canine ainsi que les espéces de tiques
qui interviennent dans leur transmission en Algérie.

Dans une étape ultérieure, orienter les recherches visant le développement de vaccins

efficaces, notamment les vaccins recombinants qui subissent actuellement une phase
de test en plein champ et I’insérer dans une approche globale de lutte.
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Annexe 1: Fiche de renseignement sur I’animal préleve

Fiche de renseignement

Date:......[......... ...
N° defiche: ...........
R & o
Age:
Sexe : Méale () Femelle O
Type :  Chien de police O Chien errant O
Chien de consultation () Chien de ferme (-
Vacciné : Oui () Non (-
Si oui contre quelle maladie ?
Alimentation
Origine : né en Algérie ou importé
Antécédents : Anémie (- Ictere ()
Recherche des tiques
Présence - Absence -
Chien malade: Oui = Non =
Symptomes observés :

Hyperthermie J Difficulté locomotrice =

Anorexie ([ Anémie ()

Urine colorée (. Ictére

Autres =
LS gUBIS & ettt e e
Chien traité : oui - non -

Traitement appliqué

TSP I IGUE & et e e et e e e
T, SYMPLOMATIGUE ... et et e e et et et e e e e ee e e e e e e aanans
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Annexe 2 : Examens microscopique des frottis sanguins
1. Réactifs

Méthanol absolue,

Giemsa,

Eau distillée,

Huile a immersion.

2. Procédure (OiE, 2008) :

1) Réaliser un frottis sanguin mince selon la technique décrite dans la figure et laisser
sécher a I’air ;

2) Fixer au méthanol absolu pendant 5 min ;

3) Préparer une solution de Giemsa diluée au dixiéeme dans de I’eau distillée (1 ml de
Giemsa dans 10 ml de I’eau distillé)

4) Recouvrir entierement la lame avec la solution de Giemsa, laisser agir de 20 a 30
min

5) Laver a I’aide d’un jet d’eau, de facon a chasser le colorant et laisser sécher
lentement par égouttage en position verticale.

L’examen s’effectue au microscope a fond clair voire bleu, a I’objectif a immersion
x100. Le frottis doit étre lu méthodiquement, par bondes paralléles, sur toute sa
surface.

goutte de
- sang

APPROCHE

ADHESION

—

AVANCEMENT

Figure : Démonstration de la technique de Réalisation d’un frottis sanguin mince
(DRIEU, 2009)
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Annexe 3 : Protocole détaillé de test sérologique utilisé pour Babesia canis

Test IFAT lames commerciales Megascreen® FLUOBABESIA canis
(MegaCorDiagnostik, Autriche)

Réactifs du kit de diagnostic :

10 lames de 10 puits ou « spots » contenant des érythrocytes canins fixés infectés
experimentalement par Babesia canis ;

Le conjugué (FITC anti-Dog IgG conjugate);
Témoins positif et négatif ;

Liquide de montage ;

Protocole :

1) Constitution du tampon PBS (BioMerieux) ;

2) Diluer chaque sérum a tester a 1/32 dans du PBS ;

3) Répartir les sérums dilués dans les puits, identifiés au préalable sur chaque lame, a
raison de 20 pl par puits, sur chaque lame, deux puits sont réservés aux sérums de
contréle positif et négatif

4) Incuber a 37°C en chambre humide pendant 30 min ;

5) Réaliser deux lavages de 10 minutes dans du PBS sous agitation, puis sécher les
lames soigneusement

6) Ajouter dans chaque puits 1 goutte de conjugué (FITC anti-Dog 1gG conjugate).

7) Incuber a 37°C en chambre humide pendant 30 min ;

8) Réaliser deux lavages de 10 minutes dans du PBS sous agitation, puis sécher les
lames soigneusement

9) Montage des lamelles sur les lames avec du Fluoprep (BioMerieux) ;

10) Les lames sont ensuite lues au microscope a fluorescence au grossissement x400
en immersion dans I’huile.

La lecture des lames doit de préférence avoir lieu le jour méme de leur réalisation. Si
pour une raison quelconque cela n’est pas possible, les lames peuvent étre conservées
entre 2 et 8°C au refrigérateur a I’obscurité pendant 7 jours.
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Interprétation des résultats

Une réaction positive apparait sous forme de corps d'inclusion colorés, brillants,
réguliers. La taille, lI'aspect et la densité des inclusions (merozoites) doivent étre
comparés aux réactions de contréle positif et négatif. Toute fluorescence différente de
celle observée dans le controle positif doit étre considérée comme non spécifique.

Microscope a fluorescence utilisé pour

Kit IFAT MegaScreen Babesia canis .
la lecture des lames IFAT(Axioskop)

Flacons de PBS (BioMerieux) Dépdt des lames d_ans la chambre
humide
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Incubateur

Lavages des lames dans du PBS sous
agitation




