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Résumé :

L’anaplasmose est une rickettsiose due a une bactérie Gram négative intracellulaire obligatoire
de la famille des Anaplasmataceae ; c’est une maladie vectorielle transmise par les tiques. Elle
est considérée comme une infection zoonotique émergente a impact économique et
épidémiologique important dans le monde. En Algérie, certaines études ont été
decritesconcernant 1’anaplasmose bovine et canine mais aucune étude n’a été realisée pour la
recherche d’une eventuelle circulation d’Anaplasma spp. chez le caprin. De ce fait, il nous a
paru intéressant de réaliser une enquéte épidémiologique sur les pathogénes érythrocytaires
d’Anaplasma.Le présent travail s’est donné comme objectif principal d’apporter une contribution
originale a la connaissance des infections par Anaplasma spp. chez le caprin dans la région Nord-
Est d’Algérie (wilaya de Guelma et wilaya d’El-taref), ainsi que les facteurs de risque associés.
Ainsi, 198 prélévements sanguins de caprin ont été effectués entre mars et septembre 2016 puis
analysés par ELISA (182 prélevements). D’autre part, des frottis colorés avec le colorant de Giemsa
ont été realisés (128 prélevements), Des informations relatives aux caractéristiques individuelles
des animaux ainsi qu’aux pratiques d’élevage ont été recueillies.

Les résultats des frottis sanguins colorés au Giemsa ont révélé la présence d’espéces intra
érythrocytaire du genre Anaplasma avec une fréquence de 42.18%. La séroprévalence globale
par CELISA pour Anaplasma spp. a été de 78.02%.L analyse des facteurs de risque, susceptibles
d’influencer la prévalence de 1’agent pathogeéne étudiés, a montré 1’influence de I’état de
gestation (P=0.002), de la saison (P=0.015), les conditions climatiques (p=0.000) et le type
d’¢levage (p=0.000). Parmi les 102 tiques récoltées sur un total de 55 caprins, deux especes ont
été identifiées Rhipicephalis sanguineus et Rhipicephalis bursa, avec une nette prédominance
de Rhipicephalis sanguineus (85.39%).

Mots clés : Anaplasma spp, Giemsa, CELISA, prévalence, facteurs de risque, Caprins, Nord-Est
d’Algerie.



Abstract :

Anaplasmosis is a rickettsial disease due to a mandatory intracellular Gram negative bacterium
of the family Anaplasmataceae; It is a vector disease transmitted by ticks. It is considered an
emerging zoonotic infection with significant economic and epidemiological impact in the
world. In Algeria, some studies have been described concerning bovine and canine
anaplasmosis but no studies have been carried out to investigate possible circulation of
Anaplasma spp. In goats. For this reason, it seemed interesting to carry out an epidemiological
investigation into the red cell pathogens of Anaplasma. The main objective of this work is to
make an original contribution to the knowledge of infections with Anaplasma spp. In goats in
the Northeast region of Algeria (Guilma wilaya and El-taref wilaya), as well as the associated
risk factors. Thus, 198 goat blood samples were taken between March and September 2016 and
analyzed by ELISA (182 blood samples). On the other hand, smears stained with the Giemsa
dye were made (128 blood samples). Information on the individual characteristics of the
animals and the rearing practices were collected.

The results of Giemsa stained blood smears revealed intra-erythrocyte species of the genus
Anaplasma with a frequency of 42.18%. The overall seroprevalence by cELISA for Anaplasma
spp. Was 78.02%. The analysis of the risk factors, which may influence the prevalence of the
pathogen studied, showed the influence of pregnancy (P = 0.002), season (P = 0.015), climatic
conditions (P = 0.000) and type of rearing (p = 0.000). Of the 102 ticks harvested from a total
of 55 goats, two species were identified as Rhipicephalis sanguineus and Rhipicephalis bursa,

with a clear predominance of Rhipicephalis sanguineus (85.39%).

Key words: Anaplasma spp, Giemsa, CELISA, prevalence, risk factors, goats, Northeast of

Algeria.



AGE Agroecologique

ADAM9 Disintegrin et protéine 9 contenant le domaine de la
métalloprotéinase.

AnKA La protéine A contenant le domaine répétitif d’Ankyrine.
AP3B1 Complexe de protéines liées a I'adaptateur 3, sous-unité de la béta 1.
ARNr 16S 16éme sous unité de I’acide ribonucléique ribosomiale
ATP5B ATP synthase sous-unité béta, mitochondriale.

Ats-1 Substrat translaté d'Anaplasma.

CD11b Integrine M.

CD Cluster de differentiation.

CD21 Complément du composant récepteur 2.

CDL Groupe de molécules de différenciation.

CELISA Test enzymatique immuno-enzymatique compétitif.
CMH Complexe majeur d’histocompatibilité.

DC Cellule a corps dense.

FC Fixation du compliment.

FS Frottis sanguins

FOXP1 Forkhead box P1.

IFAT indirect fluorescent antibody technique.

IL1B Interleukin 1, beta.

LCK La protéine tyrosine kinase spécifique des lymphocytes.
LDL Lipoprotéines de basse densité.

LT-vyd Cellule T Gamma delta.

MSPs protéines de surface majeure.

OIE Office International des Epizooties.


https://en.wikipedia.org/wiki/Cluster_of_differentiation
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1319888/

PSEN1
PTEN
RC
ROCK
Stk
Syk
TP53

VAV1

Presenilin protein.

Phosphatase et homologue de tension.
Cellule a corps réticulé.

La protéine kinase Rho-associée.

La tyrosine kinase de la rate.

Systeme de sécrétion type 4.

Protéine tumorale p53.

Facteur d'échange de nucleotides Vav guanine 1.
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Introduction

Introduction

L'Anaplasmose est une maladie causée par des bactéries intracellulaires obligatoires qui
infectent des cellules de vertébrés et invertébrés (De la Fuente et al., 2007). Les espéces
bacteriennes de cette famille ont un tropisme cellulaire différent (Globules rouges, globules
blanc et plaquettes) et le pouvoir zoonotique de ces agents est associé a A. ovis et A.
phagocytophilum. D’autre part, les caprins presentent une expression de signes cliniques
dépendante de la dose d’espéce infectante. Dans certains cas, 1’anaplasmose chez les caprins
est présentée par un symptdme anémique non hémolytique et dans d’autres cas la maladie passe
inapercue. De plus, le caprin est susceptible d’étre infecté par toutes les espéces d’Anaplasma

d’ou I’intérét d’étudier cette maladie chez cette espéce animale.

En Algérie, des études ont été realisées concernantl’anaplasmose bovine et canine. Cependant
aucune étude n’a été décrite concernant la distribution et la prévalence d’4Anaplasma spp. chez
le caprin. De ce fait, il nous a paru intéressant de réaliser une enquéte seroépidémiologique sur
les pathogenes érythrocytaires d’4naplasma. L’objectif principal a été d’apporter une
contribution originale a la connaissance des especes érythrocytaires circulantes d’Anaplasma
(A. ovis, A. marginale, A. centrale) chez le caprin dans la région de I’Est algérien, et d’étudier
la nature des facteurs de risque associés et leur impact sur la prévalence par ces

hémopathogénes.

La partie bibliographique présente, apres quelques rappels historiques, les connaissances
actuelles sur la bactériologie de ce genre. Elle décrit ensuite les aspects épidémiologiques des
infections par Anaplasma chez les caprins, la physiopathogénie, 1’aspect immunologique puis
la pathologie des anaplasmes, et le diagnostic. Enfin, ce travail expose les méthodes de lutte, a

savoir le traitement et la prévention.

Dans la deuxieme partie, nous aborderons une étude épidémiologiquesur les infections a
Anaplasma spp (CELISA et coloration par le Giema) menée durant une période s’étalant du
mois d’avril au mois de septembre 2016 chez les caprins dans les communes des wilayas de
Guelma et d’El-taref au Nord-Est de 1’Algerie. Le protocole expérimental est détaillé et les
résultats sont exposes puis discutés. Enfin, nous terminons ce manuscrit par une conclusion et

des perspectives.
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Partie bibliographique

I Définition et importance
I.1. Définition
L’anaplasmose est une rickettsiose due a une bactérie Gram négative intracellulaire obligatoire
de la famille des Anaplasmataceae, ordre des Rickettsiales ; genre Anaplasma, (Dumler et al.,
2001 ; Brown, 2012). C’est une maladie infectieuse, virulente, non contagieuse, transmise par
les tiques (Makalaet al, 2003 ; Rajasokkappan et Selvaraju, 2016), elle est considérée comme
une infection zoonotique émergente (Korenberget al., 1993; Doudier et al., 2010), a impact
économique, social et épidémiologique important dans le monde (Morel, 2000 ; Suarez et Noh,
2011).

Un certain nombre d'espéces d’4naplasma affecte les animaux et un nombre limité de
ces organismes a également été identifié chez I’homme. Cependant, les agents de cette famille
montrent différents hotes préférentiels et tropisme cellulaire, les maladies engendrées par les
différentes espéces d’Anaplasma, sont souvent nommeées en fonction du type de cellule infectée
par ces derniéres (Dumler et al., 2001 ; Rar et al., 2011 ; Brown, 2012). Chez les caprins,
Anaplasma ovis, connue pour causer la maladie, et Anaplasma marginale connue pour causer
des infections latentes (Rafyi et Maghami, 1961) ; ces bacteries sont exclusivement parasites
des érythrocytes, transmises principalement par les tiques Rhipicephalus spp et Dermacentor
spp, mais également mécaniquement par des mouches piqueuses (Kocan et al., 2004 ;
Rodriguez et al., 2009). L'infection chez les caprins est généralement asymptomatique.
Sporadiquement, observer une anémie hémolytique, hémoglobinurie et une fievre (Barry et Van
Niekerk 1990 ; Stoltsz 1994 ; Hornik et al., 2000 ; Hornok et al. 2007). Récemment, des études
ont montré que d’autres especes telles que : A. phagocytophilum, A. bovis, et A. platys, sont
capables d’infecter les caprins (Liu et al., 2014 ; Zobba et al., 2014 ; Ben said et al., 2017).

1.2. Importance
L’anaplasmose connait une répartition mondiale, mais elle est particuliérement importante dans
les régions tropicales, subtropicales et tempérées (Bowles et al., 2000 ; L Hostis et Seegers,
2002 ; Kocan et al., 2003).

L'impact de la maladie sur la santé vétérinaire et publique peut étre important, car a ce
jour deux espéces ont été identifiées comme des agents pathogenes humains : le premier est A.
phagocytophilum qui a eté d'abord reconnu pour provoquer I'anaplasmose granulocytaire
humaine aux Etats-Unis en 1994, et isolé en culture de patients en 1996. Le second est un variant
d’A. ovis qui a été détecté chez un seul patient humain de Chypre en 2007 et n’a jamais pu etre
détecté une autre fois chez I’homme (Chochlakis et al., 2010 ; Woldehiwet 2010 ; Zobba et al.
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2014 ; Li et al., 2015). L’impact économique d’A. marginale est trés important chez les bovins
en raison de la diminution des productions (lait et viande) et aux taux élevés des avortements,
mortalités et morbidités engendrés (Camus et Uilenberg, 2010 ; Aubry et Geale, 2011 ; Suarez
et Noh, 2011). En ce qui concerne I’impact économique des anaplasmes chez les caprins, il est
relativement faible, il est lié a une réduction du gain de poids quotidien (Kimberling, 1988 ;
Radostits, 2000).

1. Historique et synonymie

I1.1. Anaplasma spp et I’anaplasmose caprine :

Les bactéries du genre Anaplasma sont des microorganismes hémotropes, intracellulaires
obligatoires, transmis principalement par des tiques dures. Deux principales espéces sont
connues pour infecter les caprins avant les années 2000 et sont A. ovis et A. marginale, ces
dernieres infectent les érythrocytes. (Rafyi et Maghami, 1961 ; Shompole et al., 1989). D’autres
especes d’Anaplasma ont été récemment décrites chez le caprin, en effet Zobba et ses
collaborateurs (2014), en Italie, ont isolé A. platys bactérie infectant les plaquettes sanguines.
En Chine, Liu et ses collaborateurs (2014) ont défini A. bovis et A. phagocytophilum, bacteries

infectant les monocytes et les neutrophiles respectivement.

11.2. Biologie

11.2.1. Position taxonomique

Suite a ’application des outils de phylogénie moléculaire, la taxonomie des anaplasmes a été
revue et la nouvelle classification indique que le genre Anaplasma appartient a la famille des
Anaplasmataceae et a I’ordre des Rickettsiales. En effet, Dumler et ses collaborateurs (2001)
ont analysé les séquences des ARNr 16S, des genes des opérons gro ESL et les genes codant
pour les protéines de surface afin d’établir la nouvelle classification. Ainsi, l'ordre des
Rickettsiales comporte deux familles ; la famille des Rickettsiaceae, bactéries occupant un
compartiment intracytoplasmique au sein de la cellule hote et la famille des Anaplasmataceae,
bactéries occupant un compartiment intravacuolaire qui comporte les genres Anaplasma,
Ehrlichia, Neorickettsia et Wolbachia. De plus, Dumler et ses collaborateurs (2001) ont inclu
dans le genre Anaplasma : Anaplasma bovis (précédemment Ehrlichia bovis), Anaplasma
platys (précedemment Ehrlichia platys) et Anaplasma phagocytophilum qui regroupe les
especes anciennement nommeées Ehrlichia phagocytophila, Ehrlichia equi et I’agent de

I’ehrlichiose granulocytaire humaine. Ces trois agents présentent tout de méme des différences



et sont définis comme des variants ou biovars au sein de cette espéce : variant bovin, équin et
humain (Kocan et al., 2010 ; Aubry et Geale, 2011 ; Rar et Golovljova, 2011).

Maintenant le genre Anaplasma regroupe six espéces qui parasitent les cellules
hématopoiétiques et présentent entre elles un degré de similarité d’au moins 96,1% sur I’ARNr
16S (Kocan et al., 2010), il s’agit d’A. Phagocytophilum, A. ovis, A. marginale, A. centrale, A.
bovis et A. platys. Anaplasma phagocytophilum est 1’espece la plus fréquente et la plus
importante, elle cause I’anaplasmose granulocytaire humaine et animale, elle touche
principalement les chiens, les ruminants, les chevaux, les dromadaires, les amas et les cervidés
(Wernery et Kaaden, 2002, Hapunik et al., 2011). Cette espece est transmise par la tique Ixodes
ricinus (Stuen, 2007; Woldehiwet, 2010). Anaplasma ovis, agent de I’anaplasmose
érythrocytaire des petits ruminants est transmise par des tiques du genre Dermacentor,
Rhipicephalus et Hyalomma (Friedhoff, 1997; Yin et Luo, 2007). Anaplama centrale est 1’agent
de I’anaplasmose érythrocytaire des bovins et des ruminants sauvages, transmise par la tique
du genre Rhipicephalus simus. Anaplamsma marginale, agent d’anaplasmose erythrocytaire des
bovins, des dromadaires, des cervidés, des buffles domestiques (Callow et al., 1984 ;
Hairgroveet al., 2015) mais aussi, elle a été détectée chez un petit ruminant lequel pourrait étre
un réservoir de cette espéce, transmise principalement par les tiques Rhipicephalus spp et
Dermacentor spp (Kocan et al., 2004 ; Rodriguez et al., 2009). Anaplasma bovis, agent de
I’anaplasmose monocytaire des ruminants et des petits mammifeéres, elle est transmise par les
tiqgues Amblyoma spp, Hyalomma spp et Rhipicephalus spp. Et enfin, Anaplasma platys, agent
de la thrombocytopénie infectieuse cyclique canine, transmise par Rhipicephalus sanguineus

sensu lato (Inokuma et al., 2001 ; Ramos et al., 2014).
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Figure 01: Phylogramme de l'ordre des Rickettsiales sur la base de I’analyse des séquences

des ARNr 16S (Brown, 2012).

11.2.2. Morphologie

Les anaplasmes sont des a-protéobactéries de petite taille, souvent de forme coccoides a
ellipsoides et immobiles. La coloration de Gram est négative. Elles sont formées d’une
membrane externe et d’une membrane interne délimitant une matiere filamenteuse dense. De
plus, elles sont dépourvues de géenes de biosynthese de lipopolysaccharides et de
peptidoglycanes (Lin et Rikihisa, 2003 ; Rebaudet et Brouqui, 2008 ; Brown, 2012). Par
ailleurs, elles disposent de plusieurs protéines de surface formant des complexes qui pourraient
renforcer la membrane (Brayton et al., 2005).

Dans les cellules hotes, comme toutes les anaplasmes, elles résident et se multiplient
dans des vacuoles intracytoplasmiques. Elles forment ainsi des inclusions nommées morula «
mre » en latin, visibles en microscopie optique par les colorations May-Griinwald Giemsa ou
Diff Quick®, Wright ou Giemsa (Rebaudet et Brouqui, 2008 ; Rikihisa, 2011).

Sur des frottis sanguins colorés par le May-Griinwald Giemsa, les inclusions d’A. ovis
apparaissent rondes, colorées en bleu, (Shompole et al., 1989) de 0,4 a 0,8 pm, de diamétre

(Euzéby, 1988), 35-40% du temps se trouvent dans la partie centrale ou submarginale des



érythrocytes de I'héte, et 60-65% du temps restant dans la partie marginale (Shompole et al.,
1989). Les inclusions d’A. marginale apparaissent rondes, colorées en bleu, contenant 4 a 8
corps initiaux de 0,3 a 0,4 um de diamétre et situées a la périphérie des érythrocytes
contrairement a A. centrale qui occupe la partie centrale des érythrocytes. Morphologiquement,
A. ovis, est indiscernable d’A. marginale (Spliteur et al., 1956 ; spliteur et al., 1955). A.
phagocytophilum forme quant a elle des morulas d’un diameétre compris entre 1,5 et 2,5 um
mais pouvant parfois atteindre 6 pm, prenant une teinte pourpre violine et retrouvées
principalement au sein des granulocytes neutrophiles et situées en général contre le noyau des
cellules parasitées (Camus et Uilenberg, 2010 ; Rikihisa, 2011 ; OIE, 2012). Pour Anaplasma.
Platys, elle se présente sous la forme de petits coccis d’environ 0,5 um, IlIs prennent une
coloration basophile bleu foncée a mauve avec une coloration de type Romanowsky et rouge
péle avec une coloration de Macchiavello au sein des thrombocytes de 1’héte (Rikihisa, 1991 ;
Perez, 1996 ; Ohashi, 1998 ; Brouqui, 1999 ; Rikihisa, 1999).

11.2.3 Cycle bactérien

La visualisation par microscopie électronique a transmission réveéle deux formes
morphologiquement distinctes (Zhang et al., 2007). La forme extracellulaire infectieuse (corps
¢lémentaires, EB ou cellules a noyau dense, DC) se fixe a la surface des cellules cibles de 1'hote
avant d'entrer par endocytose (figure 2). A l'intérieur des cellules hotes, les bactéries se
développent au sein d'une vacuole liée a la membrane ou elles se différencient en corps réticulés
(RB ou cellules réticulées, RC) (deuxiéme forme). Ces derniers se répliquent pour former une
grande colonie appelée morula, et apres quelques jours, les bactéries se redifférencient en corps
¢lémentaires pour étre libérées a l'extérieur de la cellule et pour initier un nouveau cycle
infectieux (figure 02) (Thomas et al., 2009). Ces deux formes se multiplient par fission binaire
(Kocan et al., 2004 ; Rebaudet et Brouqui, 2008).
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Figure 02: Cycle de vie intracellulaire des Anaplasmataceae (Pruneau et al., 2014).

11.2.3 Structure antigénique

Certains caracteres antigéniques des anaplasmes, sont communs entre des especes différentes
et d’autres variables au sein d’une méme espece. La majeure partie des antigénes impliqués
correspond a des protéines de surface majeure ou les MSPs (Rebaudet et Brouqui, 2010). Ceux-
ci jouent un rdle crucial dans les interactions de ces bactéries avec leurs cellules hotes (Brayton
et al., 2005; Dunning Hotopp et al., 2006 ; Nelson et al.,2008), et sont plus susceptibles
d’évoluer que les autres genes en raison de la sélection immunitaire exercée par leurs hotes (de
la Fuente et al., 2010). Parmi les protéines de surface les plus étudiées : MSP4, décrite chez A.
ovis, et MSP2 et MSP3, décrites chez A. marginale et aussi chez A. ovis. Une enquéte a
démontré que A. ovis présente deux familles des génes, MSP2 et MSP3 dont plusieurs copies
sont similaires a celui d’A. marginale ; MSP2 d’A. ovis et d’A.marginale partagent des epitopes
reconnait par les cellules lymphatiques CD4 des bovins immunisés par A. marginale (brown et
al., 2001). Ces protéines sont codées par une famille de multigénes permettant une diversité
antigénique importante (Severo et al., 2012). Le locus MSP2 contient un nombre variable de
pseudogenes (5 a 10) et un seul site d’expression génomique. Le géne MSP2 est forme par une
région centrale hypervariable limitée par des séquences conservées, identiques a celles de site
d’expression MSP2. Les variations antigéniques du MSP2 et MSP3 se produisent par des
phénomeénes de conversion génétiques fournissant un mécanisme efficace pour produire un
grand nombre de variants ou souches, ce qui explique en partie I’échappement de la bactérie au

systéme immunitaire produisant ainsi des infections persistantes chez 1’animal (de la Fuente et



al., 2010). MSP2 ayant un role dans I’adhésion aux cellules hétes, sa diversité pourrait donc
permettre, outre 1’évasion immunitaire et 1’adaptation de la bactérie a de nouvelles niches
animales (Rebaudet et Brouqui, 2008). En effet, les anciens sondages sur A. ovis ont révelé une
variation du géne MSP4, conduit a l'identification de trois génotypes différents.

Une autre protéine majeure de surface est MSP1a, identifiée uniquement chez A.
marginale, celle-ci est impliquée dans I’adhésion aux érythrocytes des bovins et les cellules de
latique et elle est conservee durant la multiplication de la bactérie (Aubry et Geale, 2011). Son
poids moléculaire est variable entre les souches. Cette variation est due a la différence dans le
nombre des tandems répétés des acides amines (23-31) et ceci en fonction de 1’origine
géographique de la souche. Ainsi le géne mspla, qui code pour cette protéine, est utilis€ comme
un marqueur génétique stable pour I’identification des différentes souches géographiques d’A.
marginale (Kocan et al., 2004 ; Aubry et Geale, 2011). Enfin, MSP5 (19 kDa) qui est une
protéine immunodominante hautement conservee, identifiée a la majorité des espéces
d’Anaplasma, dont la fonction reste a démontrer (de la Fuente et al., 2010 ; Aubry et Geale,
2011).

I1l.  Epidémiologie

111.1 Especes affectées et hotes réservoirs

1. Espéces érythrocytaires d’Anaplasma

Anaplasma ovis peut infecter les ovins et les caprins. Les caprins sont plus sensibles et
expriment fréquemment des symptdmes, ce qui n'est pas observé chez les ovins sauf sous
certaines conditions (stress ou immunodépression) ; sans ces conditions, l'infection reste
subclinique. Un animal infecté est immunisé contre de nouvelles infections car il reste porteur
a vie, mais il sera également une source potentielle d'infection pour les autres animaux
(Lestoquard, 1924 ; Splitter et al., 1956; Radostitsrt al., 2000). Expérimentalement, le cerf
carrelés (Odocoileus de Virginianus), le cerf mulet (Odocoileus hemionus hemionus), 1’élan
(Taurotragus Vryx), le blesbok (Damaliscus de la Phillipsi), I'alce (Cervus elaphus) et I'antilope
(Antilocapra americana) ont été décrits comme des réservoirs possibles d’A. ovis (Goffe et al.,
1993 ; De la Fuente, 2006). Ainsi, Hornok et ses collaborateurs (2011), ont montré que les
mouches hippoboscid (Melophagus ovinus) peuvent étre un réservoir d’A.ovis, cette conclusion

est étayée par De Silva et Fikrig, (1997).



Anaplasma marginale, infecte principalement les Bovins domestiques, mais d’autres ruminants
tels que les zébus (Bos indicus) ou taurins (Bos taurus), et les buffles domestiques peuvent étre
atteints (Kocan et al.,2010 ; Camus et Uilenberg, 2010).

Diverses antilopes peuvent développer une infection subclinique et jouer le role de réservoir
sauvage de l’infection comme le blesbok (Damaliscus dorcas), le céphalophe de Grimm
(Sylvicapra grimmia) (Kuttler, 1984) le daim a queue noire (Odocoileus colombianus
scaphiotus), le daim-mulet (O. hemionus), le daim de la Californie, le bison nord-américain, le
daim-rouge Européen, et le dromadaire (Camelus bactrianus) (Li et al., 2015). Une infection
expérimentale des petits ruminants par le sang des bovins infectés par A. marginale conduit a
une infection latente qui peut durer jusqu’a 75 jours, cela a été expliqué par une adaptation

progressive des caprins a A. marginale (Morel, 2000).

Des études récentes ont démontré que les caprins peuvent étre des reservoirs naturels a des
especes d’Anaplasma autres qu’A. ovis et A. marginale. Aisni, au nord-est de la Chine (2012),
Liu et ses collaborateurs, ont identifié A. phagocytophylum et A. Bovis dans le sang des caprins.
De plus, Zobba et ses collaborateurs (2014), ont identifié A. platys dans le sang de 27 caprins
sur un total de 34 caprins, et A. marginale dans le sang de 29 caprins sur un total de 34 caprins

en ltalie.

2. Autres espéces d’Anaplasma

Une large variété des animaux a été défini comme des hotes et réservoirs d’A. phagocytophilum,
dont les animaux domestiques (bovins, ovins, caprins, chevaux, chiens), les grands mammiferes
(cerfs, biches, chevreuils, sangliers et renards), les micromammiferes (mulots, campagnols)
ainsi que I’homme (Amiel et al., 2004 ; Dumler, 2005). Chez les ovins, elle entraine la Fievre
a tiques ou tick-born-Fever. Chez les bovins, la maladie est alors appelée Fiévre des paturages
ou anaplasmose granulocytaire bovine (AGB), elle est aussi responsable de 1’anaplasmose
granulocytaire humaine. Enfin, il a été montré que plusieurs espéces dont le rat (Foley et al.,
2002), le mouton, le chevreuil, le bovin (Stuen et al., 2006), le chien (Egenvall et al., 2000), le
cheval (Franzen et al., 2005) le caprin et le dromadaire (Ben said et al., 2014), peuvent étre
infectées de fagon chronique, et pourraient donc constituer des réservoirs pour la bactérie. Les
moutons et les cheévres peuvent étre des porteurs chronique jusqu’a 25 mois (Rikihisa, 1991 ;
Ogden et al., 1998). En revanche, les petits mammiferes sauvages sont des hotes de prédilection
pour les stades immatures des tiques. lls représentent donc des réservoirs naturels potentiels

pour A. phagocytophilum (Woldehiwet, 2010). En ce qui concerne A. Platys est connu pour
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infecter les chiens, comme ils peuvent rester porteurs persistants subcliniques pour des périodes
assez importante (Gaunt et al., 2010). Elle a également été identifié chez les chats, les renards
et les dromadaires (Lima et al., 2010 ; Maggi et al., 2013 ; Breitschwerdt et al., 2014 ; Armanda
et al., 2015), De plus elle peut également étre pathogenes chez I'homme (Doudier et al., 2010,
Nicholson et al., 2010, Maggi et al., 2013). Pour les infections a A. bovis, elle peut y aller
jusqu’a 4 mois chez les caprins, elle a été aussi isolé chez les bovins, les cerfs, et les dromadaires
qui peuvent infecter de facon chronique (Kawahara et al., 2006 ; Ooshiro et al., 2008 ; Jilintai
et al., 2009).

I11.2 Vecteurs et transmission

La source de l'infection est exclusivement le sang d'un animal porteur. La transmission d'un
animal a l'autre fait donc intervenir des vecteurs biologiques tels que des tiques ou encore des
vecteurs mécaniques tels que des mouches piqueuses comme les Tabanidés, la transmission
iatrogene est également possible (Kocan et al., 2004 ; Rodriguez et al., 2009 ; Aubry et Geale,
2011). La voie biologique, via la salive des tiques infectées, est la principale voie de
transmission, Chez les tiques, Anaplasma. Spp peut étre transmise transstadialement, mais la
transmission transovarienne n'a jamais été mise en évidence. La transmission d'un animal a
l'autre a lieu le plus fréqguemment lorsque les tiques changent d'héte durant la phase
d'engorgement sanguine (Zaugg, 1987 ; Kocan, 2010 ; Kocan et al., 1992 ; Camus et Uilenberg,
2010). Ces tiques peuvent étre infectées permanentes et jouees le role de réservoir de I’infection
(Kocan et al., 2003). Pour que la voie mécanique soit possible, il doit y avoir un grand nombre
des mouches piqueuses au moment du pic de bacériemie chez I’animal et la transmission doit
se faire dans les minutes qui suivent parce que les anaplasmes ne survivent pas longtemps sur
les pi¢ces buccales de 1’insecte (Aubry et Geale, 2011). La transmission verticale intra-utérine
est possible. Ainsi, les anaplasmes sont capables de traverser la barriere placentaire des le
second tiers de gestation suite a I'exposition de femelles gravides réceptives (Zaugg, 1987). Ces
foetus peuvent également s'anémier, et dans certains cas mourir in utero (Friedhoff, 1997).

111.2.1 Tiques

Les tiques sont connues comme étant des parasites hématophages des animaux depuis
I’antiquité. (Tissot-Dupont et Raoult, 1993 ; Sonenshine et al., 2002 ; Swanson et al., 2006) ,
ces ectoparasites ont eté décrits comme vecteurs de nombreux pathogeénes tels les protozoaires,

les spirochétes, les rickettsies et les virus (Jongejan et Uilenberg, 2004 ; Pérez-Eid, 2007 ;
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Bitam, 2012). Pour les anaplasmes, les principaux porteurs de la bactérie sont les tiques qui font

partie de la famille des Ixodidae.

1. Systématique

Actuellement, 896 espéces de tiques sont regroupées en trois familles :

- Ixodina (tiques dures), avec 702 espéeces, toutes ces especes sont caractérisées par la présence
d’une plaque dorsale dure ;

- Argasina (tiques molles), avec 193 especes, toutes ces especes présentent un tégument mou
dépourvu de zones sclérifiées ;

- Nuttalliellina représenté par une seule espéce décrite dans le sud de I’ Afrique.

La famille des Ixodidae est la plus importante au vu du nombre d’espéces comprises et de leur
importance médicale et vétérinaire (Oliver 1989). Le tableau ci-dessous présente la

systématique fréquente des tiques.

Tableau 01 : Systématique des tiques selon Hoogstraal et Aeschlimann (1982), modifié
d’apres Barker et Murrell (2004) et Guglielmone et al. (2010).

Embranchement Arthropoda

Classe Chelicerata
Sous-classe Arachnida
Ordre Acari
Sous-ordre Ixodida
Famille Ixodidae Argasidae Nuttallielidae
Genres Ixodes (243 especes) Argas Nuttalliella
Amblyomma Carios
Anomalohimalaya Ornithodoros
Bothriocroton Otobius
Cosmiomma

Cornupalpum
Dermacentor
Haemaphysalis
Hyalomma
Margaropus
Nosomma
Rhipicentor

Rhipicephalus
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2. Morphologie

2.1 Taille

Les tiques ont une grande taille. Les larves possédent 6 pattes et les nymphes et les adultes
Possedent 8 pattes (Morel, 2000 ; Barré et Uilenberg, 2010). La taille des tiques appartenant a
la famille des Ixodidae varie selon le stade de développement. A titre d’exemple, la larve d’l.
ricinus mesure, a jeun, 0.6 a Imm alors que la taille d’une femelle peut atteindre 3 & 4mm

(Morel, 2000 ; Boulouis et al., 2015). Les méles sont plus petits que les femelles.

2.2 Comportement

Les tiques dures (Ixodidae) possédent une caractéristique commune : la présence d’une plaque
dorsale sclérifiée, le scutum. Celui-ci recouvre presque la totalité du corps du male alors que
chez les larves, les nymphes et les femelles, il est réduit a la partie antérieure (Morel, 2000 ;
Barré et Uilenberg, 2010 ; Boulouis et al., 2015).

2.2.1 Téte

En avant du corps, il se trouve le capitulum (téte) qui porte les pieces buccales (rostre). Ces
picces buccales sont composées de I’hypostome, au centre, et d’une paire de chéliceres, situées
latéralement. Tels des couteaux, les chéliceres permettent a la tique de percer la peau de son
hoéte alors que I’hypostome, pourvu de dents, sert a son ancrage sur 1’hdte (Sonenshine et al.,
2002 ; Socolovschi et al., 2008 ; Boulouis et al. 2015). Le capitulum est, du fait qu’il échappe
a la déformation consécutive au gorgement, trés utilisé en systématique. Ainsi particuliérement
utilisés le rapport longueur/largeur du capitulum (tiques a rostre long ou a rostre court) et la
forme de la basis capituli (rectangulaire, hexagonale, trapézoidale) (Pérez-Eid, 2007). L’étude
des pieces buccales permet généralement d’identifier les différentes espéces appartenant a la

famille des Ixodidae (Sonenshine et al., 2002 ; Pérez-Eid, 2007 ; Boulouis et al., 2015).

2.2.2 Idiosome

Dans la partie postérieure, du corps de la tique il se trouve 1’idiosome, composé du scutum
rigide et d’une partie plus souple et extensible permettant I’augmentation de volume pendant le
repas sanguin, pourvu de sillons ; couleur unie ou avec dépdts d’email coloré chez certains
genres (Amblyomma et Dermacentor), on peut y observer également des ocelles (yeux) sur les
bords latéraux, proéminents ou aplatis (Pérez-Eid, 2007 ; Anderson et Magnarelli, 2008 ;

Boulouis et al., 2015). Le systéme digestif de la tique occupe une grande partie de son idiosome.
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En position antérieure, on trouve une paire de glandes salivaires, en forme de grappes. La salive
de la tique contient de nombreuses substances lui permettant le bon déroulement de son repas
de sang, notamment anesthésiantes, anticoagulantes, vaso-dilatatrices et immunosuppressives.
La tique posséde également des organes olfactifs, dont celui de Haller, situé sur la premiére
paire de pattes, sensibles aux phéromones, au CO2, aux vibrations, aux variations de
température et a I’humidité ; Les pédipalpes, avec leurs chémorécepteurs, jouent également un
role sensoriel (Boulouis et al., 2015).

La face ventrale de 1’idiosome porte les quatre paires de coxae sclérifiées, situées latéralement
et antérieurement, sur lesquelles sont insérées les quatre pattes terminées par une ventouse et
deux griffes ; les coxae peuvent porter 1 ou 2 épines ou aucune selon les genres. Leur forme
ainsi que celles de leurs épines sont des caractéres extrémement utiles en systématique (Morel,
2000 ; Pérez-Eid, 2007). En position ventro-latérale, en arriere des coxae 4 sont déposés une
paire de stigmates respiratoires, leur forme est utile dans la diagnose de certaines espéces
(Sonenshine et al.,2002 ; Pérez-Eid, 2007).

2.2.3 Appareille génitale

Chez la femelle, I’uropore (orifice anal) est situé postérieurement alors que le gonopore (orifice
génital) est en position antérieure (Barré et Uilenberg, 2010). L’uropore est contourné par un
sillon anal semi-circulaire en avant chez les Ixodidés (Prostriata) et en arriére chez la plupart
des Amblyommidés (Metastriata), il manque chez les Boophilus (Pérez-Eid, 2007). Chez les
males, La face ventrale de 1’idiosome porte des plaques ou écusson (Barré et Uilenberg,
2010).Chez les Ixodidés males, ces plaques sont au nombre de quatre, deux impaires (plaque
centrale et plaque prégénitale) et deux paires symétriques (plaques adanales et plaques
épimérales). Tandis que chez la plupart des males Amblyommidés, elles sont moins
développées, au nombre de quatre mais toutes paires (une paire d’adanales, une paire de

subadanales et 2 paires d’accessoires) (Pérez-Eid, 2007).

3. Biologie et écologie

3.1 Biologie

Les tiques de sous ordre Ixodida, sont des acariens intermittents avec des phases de vie
parasitaire bréves le temps du repas sanguin alternant avec de longues phases de vie libre dans
I’environnement (Pérez-Eid, 2007 ; Umemiya-Shirafuji et al., 2012 ; Boulouis et al., 2015). Les
Saisons et les microclimats (température, humidité) conditionnent les périodes d’activité des

tiques et la durée de leur cycle évolutif (Boulouis et al., 2015). Cette bio-écologie des tiques a
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des conséquences importantes sur leur compétence et leur capacité vectorielles, avec des

associations, espéce de tique/ pathogéne transmis, parfois trés strictes (Boulouis et al., 2015).

3.1.1 Cycle de vie :

L’évolution de vie de tique se déroule selon différents stades qui sont : ceuf, larve, nymphe, puis
adultes femelle et male (Jongejan et Uilenberg, 1994). 1l existe un repas sanguin unique par
stade avec gorgement de la tique chez les tiques dures (Pérez-Eid et Gilot, 1998 ; Socolovschi
et al., 2008 ; Boulouis et al., 2015). De plus la durée du repas sanguin est variée selon le stade
et I’espéce de la tique (3 a 15 jours). Cas particuliers des méles qui ne prennent pas de repas
sanguin (famille Ixodidae, avec le genre Ixodes) ou ingérent un peu de sang mais sans jamais
se gorger (les genres Rhipicephalus, Dermacentor, etc.), ou dans le cas des Amblyommidés,
prennent un repas trés réduit pour assurer la spermatogenése (Sonenshine et al.,2002 ; Stich et
al., 2008 ; Boulouis et al., 2015). La femelle de tiqgue ne peut accomplir son repas avec
gorgement complet qu’a la condition d’avoir été fécondée au préalable ; elle pourra alors se
décrocher de I’hdte et se préparer a une ponte unique sur le sol, apres quoi elle meurt (Morel,

2000 ; Socolovschi et al., 2008 ; Boulouis et al., 2015).

3.1.2 Nombre d’hotes

En fonction du nombre d’hotes ; il se trouve les tiques triphasiques qui nécessitent trois hotes,
un hote pourle repas sanguin de chaque stade comme le cas d’Ixodes ricinus (figure 3),
Rhipicephalus sanguineus, Dermacentor sp. ; a I’afflt sur un support, la tique a jeun s’accroche
a un hote de passage, le mord et s’y fixe par ses pieces buccales pour prendre son repas de sang;
le repas terminé, la tique gorgée se détache, tombe au sol ou elle s’y métamorphose en stade,
ou pour une femelle fécondée, se prépare a une ponte unique sur le sol avant de mourir
(Sonenshine et al., 2002 ; Socolovschi, 2008). Aussi les tiques diphasiques qui nécessitent deux
hotes, le méme individu pour les repas de larve, puis nymphe, et un second individu pour le
repas d’adulte comme le cas de Rhipiciphalus bursa, (Guiguen et Degeilh, 2001 ; Pérez-Eid,
2007). et enfin les tiqgues monophasiques, qui nécessitent un seul hote sur lequel larve, nymphe
puis adulte prennent leur repas comme le cas de Boophilus spp (Pérez-Eid, 2007 ; Stich et al.,
2008).
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3.1.3 Tropisme d’hotes

En fonction du tropisme d’hote, il existe les tiques télotropes (larves et nymphes sont assez
ubiquistes, avec une préférence des larves pour les micro-mammiferes, adultes avec sélectivité
relative préférant des grands mammiferes), les tiques ditropes (sélectivité pour larves et
nymphes, mais différente de celle des adultes) et les tiques monotropes (pas de sélectivité
différente entre larve, nymphe et adulte) (Morel, 2000 ; Pérez-Eid, 2007).

P,
larva j/d"» V

(blood meal of 2-3 days) ‘t

nymph

~ [] \
(blood meal of
vs- days)
|-? » Yec..
N AR < Frcimonis]

adult
(blood meal of 8-10 days)

Figure 03: Cycle de développement d’I. ricinus (Pascale, 2016).

3.2 Ecologie

La vie des tiques est influencée par les conditions climatiques, la végétation et les interrelations
qu’elles entretiennent avec les autres étres vivants, animaux, parasites et microorganismes toute
modification d’un de ces éléments influence a des degrés variables, la vie, voire la survie des
tiques (Socolovschi, 2008). Les tiques sont, selon les especes et les stases, endophiles, exophiles
ou cryptophiles. Les exophiles vivent dans des biotopes ouverts tels que prairies, foréts,
paturages et steppes. Les endophiles vivent dans des habitats bien abrités et protégés comme
des terriers, des nids et des constructions (maisons, étables). Le terme cryptophile, créé par
Morel, s'applique aux espéces qui, au sein d'un biotope ouvert, s'abritent dans un microbiotope
restreint, comme une haie ou un talus abrité (Pérez-Eid et Gilot, 1998 ; Guiguen et Degeilh,
2001). La distribution et le cycle de vie des tiques dépendent de facteurs intrinseques,
correspondant a leurs propriétés biologiques qui déterminent leurs réactions aux conditions
extérieures, mais surtout de facteurs extrinseques abiotiques, plus particulierement la

température et I’humidité relative (Pérez-Eid, 2007). En effet, les durees des différentes phases
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du cycle de vie (ovogenéese, embryogenese, mues, affiit de 1’hdte. . .) sont toutes conditionnées
par ces facteurs climatiques. De méme, cette durée du cycle est dépendante de plusieurs autres
facteurs tels que la disponibilité, la densité et la nature des hotes dans leur biotope (Bouattour,
2009).

Autre la durée des cycles, ces facteurs climatiques sont des éléments majeurs influencant la
distribution spatiale des différentes espéces, les variations saisonniéres de leurs activités et leur
comportement (Socolovschi, 2008 ; Estrada-Pefia et al.,2012). Ainsi on distingue, des
conditions macroclimatiques (a I’échelle de régions), qui limitent la distribution des différentes
especes, directement ou en influant sur le type de végétation utilisé par les tiques, c’est
pourquoi, chaque espéce présente une distribution géographique particuliére, et les maladies
transmises, particulierement lorsque les tiques sont vectrices et réservoirs de pathogénes. Sont
donc des maladies géographiques, et les facteurs microclimatiques (a 1’échelle du micro-habitat,
la plus petite surface individualisable ou vivent les tiques) représentent les conditions
environnementales influencant directement la vie des tiques (Guiguen et Degeilh, 2001,
Socolovschi, 2008 ; Bouattour, 2009). Les radiations solaires apparaissent ainsi essentielles
dans I’activité quotidienne de certaines especes, par exemple dans la recherche de 1’hdte ou
d’un endroit abrité lorsqu’elles quittent un hote. Notons également, que le froid, la chaleur et/ou

la sécheresse, selon les especes sont fatales a certaines tiques (Socolovschi, 2008).

3.3 Compétence et capacité vectorielle

Les Ixodidae possédent des caractéristiques comportementales qui favorisent leur capacité de
vecteurs (Parola et Raoult 2001). Ils se nourrissent pendant une relativement longue période,
durant laquelle ils restent fermement attachés a leur hote, permettant un éventuel échange de
pathogenes. La piqlre étant indolore, ils ont la capacité de passer inapercus durant toute la durée
du repas sanguin. Ils peuvent se nourrir sur une grande variété d’animaux, qui ont chacun une
niche écologique différente (Sonenshine 1991). Pour étre considéré comme compétent, le
vecteur doit étre capable de se nourrir sur des hotes infectés, d’acquérir le pathogeéne durant le
repas sanguin et de maintenir I’infection pendant les mues (passage transstadial), et enfin il doit
transmettre le pathogene aux hotes sur lesquels il se nourrit (Kahl et al. 2002). De ce fait, le
vecteur est impliqué dans le cycle naturel du pathogene (Kahl et al. 2002), tout comme 1’hote

réservoir.
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3.3.1 Infection des tiques

Dans la nature, une tique peut acquérir un pathogeéne (« s’infecter ») de trois maniéres

différentes :

La plus courante est 1’acquisition d’un pathogéne lors d’un repas de sang sur un hote
développant une infection systémique (généralement I’héte réservoir). C’est la
transmission horizontale.

Pour une méme tique, le pathogéne peut survivre aux mues successives et donc lors du
passage d’un stade gorgé au stade suivant non gorgé. C’est le passage transstadial. Ce
mode de transmission est obligatoirement présent chez un arthropode dit « vecteur » et
de plus, il est nécessaire a la survie a long terme du microorganisme dans la nature (Gern
et Humair 2002).

Plus rarement, lorsque les ovaires d’une femelle sont infectés par le pathogene, celle-ci
peut transmettre son infection a sa descendance. C’est la transmission transovarienne
ou verticale. Pour certains agents pathogénes, les trois voies de transmission sont
possibles (ex. Rickettsia spp.). Dans ce cas, les tiques constituent également des hétes

réservoirs du pathogene.

La transmission de pathogénes par co-feeding est un phénomene particulier. Il a été décrit pour

la premiére fois en 1987 pour le virus Thogoto (Jones et al. 1987) et il a été depuis démontré

pour d’autres virus tels que TBEV ou le virus du louping-ill (Alekseev et Chunikhin 1990,

Randolph et al. 1996). Gern et Rais (1996) ont montré que la bactérie B. burgdorferi sl pouvait

également étre transmise par co-feeding. La transmission par co-feeding est la transmission

d’un agent pathogéne (virus ou bactérie) d’une tique infectée (le plus souvent une nymphe) a

une tique non infectée (une larve) se nourrissant a proximité sur 1’hote, en 1’absence d’infection
9

systémique chez ce dernier.

Le tableau ce-dissous résume les principales espéces de tiques d’importance majeure, les

maladies transmises ainsi que leur répartition géographique.
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Tableau 02: Liste non exhaustive de quelques especes de tiques tropicales et

méditerranéennes parasites du bétail, d’importance vétérinaire (Barré et Uilenberg, 2010)

Especes Maladies transmises Répartition géographique

Amblyomma gemma Cowdriose Afrique orientale

A. hebraeum Cowdriose Afrique australe

A. lepidum Cowdriose Afrique orientale

A. pomposum Cowdriose Tiques des montagnes de
I'Afrique australe, orientale et
centrale

A. variegatum Cowdriose, associée a une | Afrique sub-saharienne,

dermatophilose sévere

Madagascar et Caraibe.

A. maculatum

Vecteur expérimentale efficace

et potentiel de la cowdriose

USA

centrale, nord sud-américain

australe,  Amérique

Boophilus annulatus

Anaplasmose et  babésiose

bovine

Bassin méditerranéen, parties
nord d'Afrique Subsaharienne,

Mexique

B. decoloratus

Anaplasmose bovine, babésiose

bovine (B. bigemina)

Afrique subsaharienne

B. geigyi Babésiose bovine, | Afrique occidentale
probablement 1’anaplasmose
bovine

B. microplus Babésiose bovine, anaplasmose | Asie méridionale ; introduite

bovine

dans la pluparts des régions

tropicales.

Dermacentor marginatus

Piroplasmose équine

beaucoup de régions d'Europe
et d’Asie

D. nitens Piroplasmose équine Amérique tropicale
Haemaphys Theilériose bovine orientale I'Asie orientale et méridionale,
alis Australie, région pacifique
longicornis

Hyalomma a. anatolicum

Theilériose bovine tropicale,

theilériose ovine bénigne

grandes régions d'Asie, nord-

est d’Afrique

H. d. detritum

Theilériose bovine tropicale

Bassin méditerranéen

H. m. marginatum

Arbovirose

Bassin méditerranéen
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Ixodes holocyclus

Paralysie a tique

Australie

I. persulcatus

Borréliose de lyme, arbovirose

Europe  oriental,  Asie

(encéphalite) tempérée

I. ricinus Babésiose bovine, fiévre deBassin méditerranéen, Europe
patures,  ehrlichiose  équinetempérée
borréliose de lyme, arbovirose

I. rubicundus Paralysie a tique Afrique australe

Rhipicephalus Theilériose bovine, arbovirose. | Afrique orientale et australe.

appendiculatus

Rh. bursa Babésiose, anaplasmose, | Bassin méditerranéen, Moyen-
piroplasmose équine Orient
Rh. e. evertsi Babésiose, anaplasmose, | Afrique subsaharienne
piroplasmose équine,
Rh. e. Babésiose, anaplasmose, | Afrique subsaharienne
evertsi piroplasmose équine,

paralysie a tique

Rh. zambeziensis Theilériose bovine

Afrique australe orientale

111.2.3 Isolement d’Anaplasma spp chez les tiques des caprins

Plusieurs especes a travers le monde ont été rapportées dans la transmission expérimentale d’A.
ovis (Kocan et al., 2004) ; parmi les plus importantes en région tropicale et subtropicale
figurent, les Hyalomma (H.marginatum marginatum et H. anatolicum anaolicum) les
rnithodoros lahorensis et Dermacentor andersoni, et Rhipicephalus (R.sanguineus et R. bursa),
comme des vecteurs naturels d’A.ovis (Noaman, 2012 ; Friedhoff, 1997, Rastegaieff, 1935 ;
Ryef et al., 1964). Certaines espéces de tiques identifiées, telles que R. turanicus, R. bursa et
R. sanguineus, ont été proposées précédemment comme des vecteurs d'A. ovis dans les pays
méditerranéens (Ben Said et al., 2015). Derdakova et ses collaborateurs (2011) en Slovakie ont
montré que D. marginatus est le principal vecteur d’A. ovis. De plus, Aktas et ses collaborateurs
(2009) ont rapporté la présence d'ADN d'A. ovis dans les glandes salivaires de R. sanguineus
collectées en Turquie. Torina et ses collaborateurs (2008) et De La Fuente et ses collaborateurs
(2005) ont déemontré que R. turanicus est le principal vecteur d’A. ovis en Italie. Ainsi, Liu et

ses collaborateurs en chine ont isolé A. phagocytophilumn a partir des tiques des caprins
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(Heamaphysalis longicornis) (Liu et al., 2016). Jaafarbekloo et ses collaborateurs ont isole A.
ovis a partir Rhipicephalus sanguineus et Hyalomma anatolicum (Jaafarbekloo et al., 2014).

Enfin, Yin et ses collaborateurs (2007), ont démontré que certaines espéces des tiques telles que
Dermacentor nuttalli, Hyalomma asiaticum et Rhipicephalus pumilio, ne sont pas capables de

transmettre A. ovis par voie trans-stadiale, mais la transmission est possible par un coefeeding.

111.3 Facteurs de risque et prévalences

Les infections a Anaplasma sont trés largement distribuées a travers le monde. Certains facteurs
favorisent la réceptivité tels que la race, 1’age, et I'état général des animaux (Lestoguard, 1924 ;
Splitter et al, 1955; Splitter et al., 1956 ; Shompole et al, 1989 ; Morel, 2000; Stuen, 2007). De
plus, elles présentent une certaine saisonnalité liée notamment a 1’abondance des vecteurs. Ce
ce qui concerne le facteur sexe, plusieurs études ont montré que qu’il n’a aucun effet sur les
infections des caprins par les anaplasmes (Ben Said et al., 2015 ; Rajasokkappanl et Selvaraju,
2016).

111.3.1 Saison

Les saisons préférentielles varient selon la région et les conditions bioclimatiques au cours de
I’année (Morel, 2000 ; Amiel et al., 2004 ; Leger et al. 2013). Une étude a été faite en Corée,
dans 3 régions, le nord, le centre et le sud ayant une température annuelle entre 8.2°C et 17.9°C,
a montré des séroprévalences vis-a-vis d’A. ovis qui sont par ordre de fréquence de 1.7%, 2.6%
et 9.2% respectivement. lls ont montré également que la prévalence est plus importante dans
les zones subtropicales (Lee et al., 2015). De plus, afin de révéler 1’effet de saison, plusieurs
études ont été faites, parmi lesquelles une étude menée en Corée (2015), qui a démontré que la
séroprévalence en saison chaude (avril- septembre) (7.6%) est supérieure a celle decrite en
saison froide (octobre- mars) (3.3%) (Lee et al., 2015). Cela a été confirmé dans une autre étude
menée en Egypte dans laquelle la séroprévalence d’A. ovis est plus grande en été (58.6%) par
rapport a la séroprévalence en automne (36.6%) (Goda et al., 2009). Contrairement a une autre
étude faite par Velusamy et ses collaborateurs en Inde au nord-ouest de la région du Tamil Nadu

(2014), ou ils ont demontré qu’il n’y a pas d’effet saison dans le cas d’anaplasmose caprine.
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I11.3.2 Conduite d’élevage

La conduite d’¢élevage constitue en outre un facteur de risque important selon que le contact
avec le vecteur est favorisé, ou que les contacts entre animaux ciblent et réservoirs potentiels
sont frequents. (Splitter et al, 1955; Splitter et al., 1956 ; Shompole et al, 1989 ; Morel, 2000;
Stuen, 2007). Une étude menée en Egypte, a montré que I’infection par A. ovis chez les caprins
est significativement associée au systeme de paturage, ils ont rapporté que la séroprévalence
des caprins qui vivent dans un systeme de stabulation intensif est de 21.3%, par rapport aux
caprins qui vivent dans un systeme de stabulation extensif qui présentent une séroprévalence
de 20% (Goda et al., 2009).

111.3.3 Age

En ce qui concerne 1’age comme chez les bovins, les caprins adultes sont plus sensibles a la
maladie que les jeunes (Radostitsrt al., 2000). Cela a été prouve par plusieurs études dans le
monde. En effet, dans une étude menée en Corée, les caprins a4gés de plus d’un an présentent
une séroprévalence plus élevée (9.4%) par rapport a ceux agés de moins d’un an (4.9%), (lee et
al., 2015). En Tunisie, une étude a montré que les caprins qui ont plus de 2 ans présentent une
séroprévalence plus élevée (72.9%) que les caprins moins de 2 ans (55.6%) (Said et al., 2015).
Une autre étude faite par Rajasokkappan et Selvaraju, en Inde (2016), sur des caprins
symptomatiques appartenant a 3 déférentes classes d’age (moins de 6mois, entre 6 mois et 12
mois et plus de 12 mois), a confirmé que la sensibilité des adultes (35.71%) est plus élevée par
rapport aux jeunes animaux : 19.04% pour les animaux de moins de 6 mois et 28.37% pour les

animaux entre 6 mois et 1 an.

111.3.4 Infestation par les tiques
En Tunisie, des chercheurs ont enregistré une prévalence plus élevée chez les caprins infestés

par les tiques (75.2%) par rapport aux caprins non infestés (59.5%).

Des études de prévalence portant sur les espéces d’Anaplasma réalisées dans différentes régions

du monde chez les caprins sont résumées dans le tableau tableau 03.
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Tableau 03: Prévalences des différentes especes d’Anaplasma chez les caprins.

Année | espéce Technique | Pourcentage (%) | pays Référence
2002 A.ovis Giemsa 38.92 Iran Razmi et al,
2006
2006 Anaplasma spp cElisa 45 Italie Torina et al,
2008
A.ovis PCR 19
2006 A.ovis PCR 15.3 Chine Lui etal., 2011
2008 Anaplasma spp CElisa 85 Kenya Ngeranwa et al.,
2008
2008 A. ovis PCR 80 Chine Haigh et al.,
2008
2008 Anaplasma spp Giemsa 19 Egypte Godacetal., 2009
cELISA 48
2008 A. ovis PCR 63.7 Iran Jalali etal., 2013
2009 A.ovis PCR 100% Angola Kubelov et al.,
2012
2010 A.ovis PCR 58.3 Slovakie Derdakova et al.,
2011
2010 A. ovis PCR 15.3 Chine Liu et al., 2012
A. phogocytophilum 6.1
A. bovis 160
2011 Anaplasma spp CELISA 6.6 Corée Lee et al., 2015.
2012 Anaplasma spp. PCR 85 Italie Zobaetal., 2014
A.platys 79.4
2013 A. ovis RT-PCR 25.6 Chine Chietal., 2013
C-PCR 9.06
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2013 Anaplasma spp Giemsa 88.9 Maroc Ait Lbachaetal.,
2015
PCR 71.8
2013 Anaplasma spp lamp 31.1 chine Lietal 2015
2013 A. ovis PCR 65.3 Tunisie Ben Said et al.,
2015
2013 Anaplasma spp PCR 81.8 chine Qiuetal., 2016
2014 Anaplasma spp PCR 17.9 chine Seong et al,
2015
2015 Anaplasma spp Giemsa 28.8 Iran Jalali etal., 2016
PCR 65.4
2015 A. phagocytophilum | PCR 26.7 Chine Yangetal., 2016
2016 Anaplasma spp Giemsa 26.15 Inde Rajasokkappan
et Selvaraju,
2016
2016 A. ovis PCR 18.2 Chine Zhang et al,
) 2016
A. bovis 10.4
A. phagocytophilum 2.1
2016 A. platys RFLP-PCR | 22.8 Tunisie ben said, et al.,

2017
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VI. Physiopathologie de I’infection a Anaplasma. Spp

V1.1 Transport membranaire :

Chez les bactéries a Gram négatif, les effecteurs modifiant la biologie de 1’hdte doivent franchir
au moins deux obstacles que sont les membranes interne et externe de la paroi bactérienne,
toutes deux hydrophobes et donc imperméables aux composés hydrophiles. La sécrétion de
substances est alors réalisée au moyen de différentes stratégies : la translocation en deux étapes
comprenant d’abord I’export a travers la membrane interne puis une sécrétion a travers la
membrane externe de la bactérie (L export des protéines a travers la membrane interne vers
I’espace périplasmique par les systémes Sec (Secretion), Tat (Twinarginine translocation) ou
holin (hole forming) et puis le transport a travers la membrane externe par des systémes de
sécrétion). Ou bien la translocation d’effecteurs a travers les deux membranes en une seule
étape (Figure 4). Les systémes de sécrétion permettent donc aux bactéries de transférer, dans le

cytoplasme de la cellule hote, des protéines ou complexes ADN-protéines (Pichon, 2009).

Milieu extérieur

Lipopolysaccharide kel
Phospholipide

T2SS

T4SS

T5SS

T7SS

T8SS

Membrane
externe T1SS
T3SS
T4SS

T6SS

Périplasme

Membrane
interne

Sec
Tat

Lipoproteine

Holin

Cytoplasme de la
bactérie

Figure 04:Le transport membranaire chez les bactéries Gram-négatives (Pichon, 2009).

Mécanismes de sécrétion bactérienne :

Dans un premier temps, les protéines sont exportées du cytoplasme vers le périplasme de la
bactérie par des mécanismes impliquant la reconnaissance, par 1’intermédiaire de chaperones,
d’une séquence signal spécifique des préprotéines et le transport actif de ces molécules vers et
a travers la membrane interne, grace a des translocases (Economou, 1999). Pour la sécrétion
via des systemes adaptés. Une fois dans I’espace périplasmique, les protéines exportées peuvent
y rester, s’ancrer dansla membrane externe ou bien, dans un second temps, étre sécrétees par

des systéemes de sécrétionadaptés de type I, IV, V, VII et VIII (Hueck, 1998). Ces derniers
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représentent autant de mécanismespermettant la secrétion des déterminants bactériens a travers
la membrane externe (Kostakioti et al.,2005). Ces derniers représentent autant de mécanismes
permettant la sécrétion des déterminants bactériens a travers la membrane externe (Kostakioti
et al., 2005). Chez les anaplasmes le systéme de Sécrétion de Type (T4SS) c’est une protéine
immunodominant ; il se permet la sécrétion d’un grand nombre de molécules vers le milieu
extérieur ou vers la surface de la bactérie (Aly et al.,2008). De plus, le T4SS posséde
I’originalité de pouvoir réaliser le transport de protéines seules ou de complexes ADN-protéines

(Christie, 1997).

V1.2 Interaction cellule-hote :
V1.2.1 Interactions avec les cellules endothéliales et autres cellules nucléés

Les especes de la famille d’Anaplasmataceae développent des stratégies pour
contourner les processus de reconnaissance et d’élimination d’agent pathogéne par 1’hote. Ces

stratégies permettent aux bactéries de survivre et de se reproduire a I’intérieure de la cellule.

Le processus d'invasion des différents espéces d’Anaplasma est se fait en quatre étapes
principales : l'adhérence, l'internalisation, la prolifération intracellulaire et la propagation
intercellulaire, et la subversion de 1’héte. En effet les études de génomiques fonctionnelles chez
les Rickettsiales sont essentiellement réalisées sur la forme infectieuse libre et extracellulaire
des bactéries (Moumen, 2015).

L’A. phagocytophiluminteragit avec la surface de la cellule hote, en utilisant des adhésines
(PSGL-1 Et sLex) (figure 05) (Herron et al., 2000, Reneer et al., 2006). Les protéines PSGL-1
et Syk agissent conjointement pour phosphoryler ROCK1, permettant 1'absorption bactérienne
(Thomas et Fikrig, 2007). Des molécules d’invasion (invasine OmpA et Asp14) interagissent
avec ’adhisine (PSGL1) pour favoriser l'infection dans des cellules hotes des mammiferes
(Kahlon et al., 2013). De plus, des radeaux lipidiques tels que Caveolin-1, des protéines ancrées
glycosylphosphatidylinositol (GAP) et la flotilline, facilitent I'entrée des différents espéces
d’Anaplasma (figure 5) (Rikihisa, 2010). La bactérie se lie également a l'intégrine-B2 Pour

adhérer et entrer dans des cellules des mammiféres (Schaff et al., 2010).

Anaplasma phagocytophylum, se niche dans une vacuole intracytoplasmique, elle participe a la
formation de laparoi vacuolaire par ses protéines (APH 0032, APH 0233 et APH 1387), Une

autre protéine, AptA interagit avec la vimentine (la protéine de filament intermédiaire)
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(Sukumaran et al., 2011) ; afin de modifier la composition de membrane vacuolaire pour assurer
un développement efficace.

Certaines protéines de Rab sont séquestrées par la bactérie pour acquérir des acides aminés et
éventuellement du cholestérol, et recouvrir la membrane vacuolaire dans laquelle se développe
la bactérie ; ceci vise a empécher la maturation de la vacuole et de la fusion lysosomale.
L'invasion d’A. phagocytophilum nécessite le cholestérol a partir de la voie d'absorption de
LDL, (Xiong et Rikihisa, 2012). Ainsi, I'accumulation de cholestérol semble faciliter la

croissance d’A4. phagocytophilum (Xiong et al., 2009).

, B 2-integrin @ APH1387 O aApta # 1c3 |y Autophagic
" target
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slex @ ampa § us Obech'nl

Figure 05: Interaction cellule-héte, cas d’A. phagocytophilum (Moumen, 2015).

V1.2.2 Parasitisme des érythrocytes

Le parasitisme des globules rouges confére a la bactérie le privileége non seulement d’étre a
I’abri des lysosomes et de la réponse immunitaire a médiation humorale, mais aussi la
possibilité de persister au sein de I’hote et par conséquent augmenter sa chance d’étre absorbé
par un arthropode hématophage. Toutefois, les érythrocytes matures, au contraire de toute autre

cellule nucléée, possédent un cytosquelette passif interdisant a la cellule une activité
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phagocytaire. En effet, le mode d’entré des anaplasmes aux érythrocytes n’est pas bien clair.
L’hémolyse intravasculaire dans le cas d’anaplasmose érythrocytaire (A. ovis, marginale,
centrale) est trés faible au cours de I’infection, d’ou ’absence de 1’hémoglobinémie et de
I’hémoglobinurie (Kocan et al.,2000). En effet, ’anémie observée est due a une phagocytose
des hématies, particuliecrement dans la rate, qui transforme I’hémoglobine en bilirubine
conjuguée facilement éliminée par la bile. Cette anémie est progressive, d’abord normocytique,
devient macrocytique sous I’effet d’une hyperplasie compensatrice de la moelle osseuse, avec

production de cellules immatures.

V1.3 Réponse immunitaire

Au méme titre que d’autres bactéries exclusivement intracellulaires, les anaplasmes doivent
faire face a certaines contraintes : supprimer ou éviter les défenses de 1’héte et modifier
localement I’environnement cellulaire pour satisfaire a ses besoins nutritionnels, sa
reproduction et sa transmission. Or 1’héte, qui doit contrdler toute intrusion via son systeme
immunitaire, est en fait incapable de se débarrasser les déférents espéces d’Anaplasma. Il est

alors supposé que ces derni¢resne sont pas reconnues et échappent aux défenses de 1’hote.

V1.3.1 Réponse immunitaire contre Anaplasma spp.

Les especes d’Anaplasma peuvent modifier les profils d'expression des genes chez les
ruminants infectés (Meada et al., 2007 ; Verschoor et al., 2010), du fait les corps initiaux intra-
érythrocytaires provoquent des modifications structurelles et biochimiques de la membrane
plasmatique des érythrocytes. Les érythrocytes ainsi modifiés induisent la production
d’autoanticorps qui, a leur tour, stimulent I’érythrophagocytose (Giardina et al., 1993). Palmer
et Mcguire (1984) ont démontré que, outre les auto-anticorps, il y a production des anticorps
actifs contre les antigénes d’A. marginale ; ils ont par ailleurs identifié six antigénes majeurs de
la membrane externe. Ces antigénes sont notamment MSP-1a, MSP-1b, MSP-2, MSP-3, MSP-
4, et MSP-5 (Musoke et al., 1996 ; Brown, 2012). Les travaux réalisés a ce jour impliquent,
sans ambiguité, une réaction immunitaire humorale dans ’anaplasmose. Il a été présumé que
les lymphocytes T CD4+ sont essentiels a la protection contre I’infection, d’une part, par la
production d’IFN-y qui active les fonctions microbicides des macrophages ; d’autre part, elles
interviennent pour la commutation isotopique des lymphocytes B et la maturation de 1’affinité
des 1gG (Abbott et al., 2004 ; Brown, 2012). Chez le mouton, ils ont constaté suite a une
infection par A. phagocytophilum, une diminution des populations CD4+ et des LT-yd,

notamment CD25+, avec une augmentation des CD8+ et d’une population WC1+ de LT- 9.
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Les LB et les leucocytes exprimant le CMH de classe Il et CD11b étaient également réduits,
ainsi que 1’expression de CD11b et CD14 sur les granulocytes (Whist et al., 2003). Galino et
ses collaborateurs (2010) ont démontré que lors d’une infection par A. ovis chez le cerf, 13
génes sont été sur-exprimés. Ces genes inclus ceux qui sont impliqués dans le contrdle de
I'immunité innée (CD21, IL1B, ATP5B, CD80, PSEN1, PTEN), l'immunité adaptative
(ADAMY, FOXP1, AP3B1, CD5L, LCK) ou les deux (TP53, VAV1), de plus des processus
biologiques tels que la signalisation des cytokines, et le Jak-stat cascade, ont été affectées chez

les cerfs infectés par A. ovis.

V1.3.2 Mécanismes d’échappement immunitaire
La capacité des anaplasmes a échapper au systeme immunitaire, a se maintenir et a coloniser
différents types cellulaires ou différents hotes suppose que les bactéries sont capables d'interagir

avec les molécules impliquées dans différents processus physiologiques de I'héte.

1. Evasion de la réponse immunitaire innée
Les anaplasmes sont dépourvues des peptidoglycanes et des lipopolysaccharides (Lin et
Rikihisa, 2003 ; Rebaudet et Brouqui, 2008 ; Brown, 2012), qui sont deux composants
principaux exprimés par la plupart des bactéries Gram négatives et qui activent les cellules
phagocytaires via leurs récepteurs TLR (Toll-like Receptors). Ainsi, I’absence de ces molécules
permet a cette bactérie de s’échapper aux composantes de I’immunité innée et sont par
conséquent capables de pénétrer et de coloniser leurs cellules cibles (Brown, 2012). Cependant
les anaplasmes développent des stratégies pour échapper a I'hote des défenses innées comme
I'apoptose. De méme, A. phagocytophilum retarde l'apoptose spontanée des neutrophiles
humains en inhibant la voie extrinséque (inhibition du récepteur de la mort) et la voie
intrinséque en aval (inhibition de la caspase 8, translocation de Bax, caspase 9 et dégradation
de XIAP) (Ge et Rikihisa, 2006). Au cours de l'infection par Anaplasma, 1'activation de la
protéine kinase activée par un mitrogene p38 (MAPK38) provoque une inhibition de l'apoptose,
activant l'expression de cytokines pro-inflammatoires (Choi et al., 2005). Les neutrophiles
infectés par A. phagocytophilum induisent la voie phosphatidylinositol 3-kinase / Akt,
permettant la libération d'TL-8 conduisant a I'inhibition de I'apoptose (Sarkar et al., 2012), deux
effecteurs sont translocalisés dans les mitochondries et impliqués dans I'inhibition de 'apoptose

(figure 5).
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2. Evasion de la réponse immunitaire adaptative

2.1 Les variations antigéniques

La persistance de I’infection est due en grande partie aux variations antigéniques, par des
mécanismes de conversion génigue, des antigénes immunodominants MSP2 et MSP3, chez A.
marginale, aboutissant a I’émergence de nouveaux variants permettant ainsi une évasion de la
réponse immunitaire déja existante (Brown, 2012 ; Woldehiwet, 2010). Ce phénoméne a été
tres clairement mis en évidence pour A. marginale avec les antigenes de surface MSP2. En
effet, a chaque épisode bactériémique correspondent de nouveaux variants antigéniques MSP2
qui disparaissent ensuite a la faveur du contrdle de I’infection par I’immunité spécifique, avant
que la bactérie n’échappe a nouveau au systéme immunitaire par I’émergence de nouveaux
variants MSP2. L’immunité reposerait sur une réponse lymphocytaire de type humorale
spécifique d’une zone de la protéine MSP2 codée par une région hypervariable des genes msp2.
Le fait que les MSP2 soient disposées de maniére multimérique a la surface des bactéries, que
certains variants puissent réapparaitre et perdurer de maniére récurrente sans étre éliminés par
la réponse immunitaire et que certaines zones périphériques de la protéine puissent constituer
des épitopes reconnus par les récepteurs des lymphocytes TCD4+, vient encore un peu plus

complexifier ces mécanismes (Rebaudet et Brouqui, 2008 ; Brown, 2012).

3. Immunosuppression

L’infection par A. phagocytophilum est caractérisée par une immunosuppression généralisee,
qui se manifeste par une leucopénie sévere due a une lymphocytopenie précoce, prolongée par
une neutropénie et une thrombocytopénie (Woldehiwet, 1991). Les mécanismes causant cette
immunosuppression sont probablement liés a la diminution du nombre de cellules blanches
circulantes, mais également, a I’altération de certaines de leurs fonctions. Tout ceci conduit a
une immunodépression favorisant les infections concomitantes (Woldehiwet, 2010 ; Kocan et
al., 2010). Contrairement a A. phagocytophilum, A. marginale et A. ovis n’entrainent pas une
immunosuppression généralisée et la diminution du nombre des leucocytes circulants n’a pas
été rapportée (Brown, 2012, Jalali at al., 2016).
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V. Diagnostic
V.1 Diagnostic clinique et épidemiologique

Le diagnostic clinique est basé sur des éléments épidémiologiques (saisons et zones d’activité
des tiques) et les symptémes (syndromes pyrétique non hémolytique et Anémie avec muqueuses
blanc porcelaine,) (Morel, 2000 ; Gharbi et al., 2012). Le diagnostic différentiel se pose
principalement avec la babésiose qui se manifeste le plus souvent par de 1’hémoglobinurie
(Camus et Uilenberg, 2010). L’infection par A. ovis chez les chevres est caractérisee par une
période d’incubation de 8 a 40 jours (Lestoquard, F. 1924.shompole et al., 1989), généralement
I’infection soit asymptomatique que dans les cas des infections aigue, ou elle peut se manifester
par une débilité, dépression, anorexie, fievre, dyspnée et une anémie a développement
progressif, peut étre suivie par la mort (shompole et al., 1989). En outre, Les formes aigués sont
décrites comme associée a des facteurs de stress comme la co-infection, le temps chaud, la
vaccination, le déparasitage, lourde infestation par les tiques, le transport a longue distance et
le mouvement des animaux (Khayat et Gilder 1947; Manickam, 1987; Friedhoff, 1997). En
revanche L'infection par A. ovis peut prédisposer a d'autres maladies infectieuses et, ou
parasitaires qui aggravent I'état d'un animal (Kocan et al., 2004). En effet, a ce jour il n’y a
aucune ¢tude qui montre I’infection symptomatique par des autres espéces d’Anaplasma chez

les caprins mis appart I’infection par A. ovis.

V.2 Diagnostic de laboratoire

Le diagnostic de I'anaplasmose est basé sur la détection des corps d'inclusion des anaplasmes
sur des frottis sanguins et par I’inoculation du sang chez des animaux splénectomisés ou
sensibles, par une détection des anticorps dirigés contre les antigénes d’Anaplasma spp. dans le

sérum et enfin par amplification genique (PCR).
V.2.1 Frottis sanguins

C’est la méthode la plus couramment utilisée pour le diagnostic des anaplasmes (OIE, 2008).
Elle consiste en une analyse morphologique des cellules sanguines, préalablement étalées sur
une lame en verre et colorées par la méthode de May-Grinwald Giemsa (Amiel et al.,2004). 1l
est important que les étalements soient bien préparés et qu’ils soient exempts d’impuretés. IIs
doivent étre préférentiellement préparés a partir de sang pris a partir de la veine jugulaire ou au

niveau d’autres gros vaisseaux (OIE, 2008). Le pourcentage des cellules infectées varie avec le
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stade et la sevérité de la maladie. Les corps d'inclusion intraérythrocytaires soient bien clairs
lorsque la bactériemie dépasse de 0,1 a 0,2%. Cette méthode est efficace lors un prélevement
au cours de la phase aigué de la maladie, mais elle est inefficace pour la détection des animaux
présymptomatique et transporteurs (OIE, 2008). Cependant, les anaplasmes manguent des
caractéristiques morphologiques distinctifs, elles doivent étre distinguées des artéfacts de
coloration, des plaquettes superposées a un polynucléaire ou a un érythrocyte (Camus et
Uilenberg, 2010) et les corps de Howell-Jolly. Le frottis sanguin est une méthode simple, de
réalisation rapide et peu colteuse, elle est caractérisée par une bonne spécificité, mais sa

sensibilite reste insuffisante (Amiel et al.,2004).

Figure 06: Inclusions intra érythrocytaire d’A.ovis sous microscope optique (Goda et al.
2009)

V.2.2 Culture et isolement

De toute évidence, la mise en évidence de la bactérie en culture est la méthode de choix pour le
diagnostic bactériologique pour les anaplasmes. L'inoculation du sang des animaux
splénectomisés ou malades est un moyen efficace pour les détecter.

Isolement et/ou la culture de certaines especes d’Anaplasma est possible in vitro avec des
granulocytes ou leurs précurseurs (Woldehiwet et Scott, 1982), plusieurs lignées de cellules
sanguines humaines (HL-60, KG-1, THP-1) et des lignées de cellules adhérentes des tiques
(IDES, ISE6) (Goodman et al., 1996 ; Munderloh et al., 1996 ; Kocan et al., 2010). Mais, encore
aujourd’hui, il ne peut pas étre utilisé en routine car il est colteux et prend du temps et peu de
laboratoires possédent 1’équipement pour la réaliser (Goodman et al., 1996). De plus, il faut

plusieurs jours, voire semaines, avant de pouvoir identifier les bactéries en culture et une
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confirmation du diagnostic est nécessaire. Cette confirmation passe par une PCR suivie d’un

séquencage de génes spécifiques de la bactérie (Dumler et Brouqui, 2004).

IV.2.3 Tests sérologiques

Les infections a Anaplasma persistent généralement pendant toute la vie de I’animal.
Cependant, sauf dans certains cas de recrudescence, Anaplasma peut étre aisément détecté dans
des étalements sanguins aprés 1’épisode de bactériémie. Aussi un certain nombre d’épreuves
sérologiques ont été développées avec pour but la détection d’animaux infectés de manicre
permanente (OIE, 2008). Un kit commercialisé (CELISA) a été prouve étre fiable pour tester
les petits ruminants domestiques infectés par les anaplasmes (Ndung'u et al., 1995 ; Knowles et
al., 1996 ; Scoles et al., 2008 et Ngeranwa et al.. 2008). Ce test est basé sur 'utilisation d’une
protéine de surface principale (rMSP 5) comme un épitope de lymphocytes B et I’anticorps
monoclonal spécifique anti-MSP5 (Ndungu'u et al., 1995 ; Goda et al. 2009). Il est évident que
ce test détecte des anticorps sériques dirigés contre A. ovis, A. marginale, et A. centrale car elles
expriment toutes I'antigéne MSP5 (Visser et al., 1992). Cependant, I'identification d'une espéce
particuliére entre A. marginale, A. centrale, et A. ovis nécessite d'autres tests tels que la PCR
(Lee et al., 2015). En ce qui concerne la spécificité et la sensibilité ; elles sont élevées (98% et
95% respectivement) (Aubry et Geale, 2011). Pour déceler une infection a A. phagocytophilum,
le test le plus couramment utilisé est ’IFAT. Il consiste a faire réagir le sérum d’un animal
suspecté apres différentes dilutions sur une préparation de cellules infectées ; la fixation est
révélée par un conjugué marqué par un fluorochrome. Les immunoglobulines de classe G (1gG)
sont détectables a partir de 21 jours apres la primo-infection et persistent environ 4 mois (Pitel
et al.,2008). L’inconvénient de ce test IFAT réside, comme pour le test cELISA, dans la
possibilité de réactions croisées avec les autres anaplasmes, mais aussi la subjectivité dans
I’évaluation du degré de fluorescence. Malgré ses inconvénients, cette technique fait toujours

référence compte-tenu de sa grande sensibilité et sa bonne spécificité (goff et al., 1993).

D’autres épreuves sérologiques ont ¢té également développées, telles que 1’épreuve
d’agglutination sur carte et la fixation du complément (FC) Cependant, ce test est difficile a
réaliser et il est tombé en désuétude. (McGuire et al., 1984, palmer et al., 1998, OIE, 2008 ;
McGuire et al., 1984).
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4.2.4 Méthodes de biologie moléculaire

Les approches sérologiques portent encore le risque de réactions croisees avec des agents
pathogenes étroitement liés, et ¢a nécessite d’autres tests plus précis tels que le séquencage et
I'amplification multi-géniques. En ce qui concerne les méthodes de détection de nucléotides,
une méthode basée sur une sonde d'ADN a été établie et utilisé pour identifier les chévres
infectées. Cependant, la sensibilité limitée de la sonde peut empecher la détection d'une
infection persistante des chévres porteuses avec rickettsiémie a un bas niveau (Shompole et al.,
1989). En outre, une amplification isotherme a médiation par boucle (LAMP), sensible et
spécifique pour la détection d’A. ovis a été décrite (Ma et al., 2012). De plus, de nombreux tests
de PCR visant & détecter les anaplasmes via des amorces dérivées de différents génes ont été
développés, tels que la PCR standard, RT-PCR, PCR-ELISA. Le géne le plus souvent recherché
pour A. ovis est le MSP4 (torina et al., 2012) ; Dahmani et ses collaborateurs, ont développé
également un nouvel outil gPCR ciblant le géne de 23S ARNIr, afin de détecter les bactéries
Anaplasmataceae (Dahmani et al., 2015). Pour A. marginale, les genes les plus souvent
recherchés sont : MSP4, MSP1a et MSP1b (Aubry et Geale, 2011) et rrs (ARN 16S), msp2
(p44), msp4 et anKA pour A. phagocytophilum (Rebaudet et Brouqui, 2008 ; Rymaszewska,
2011). Ces analyses sont réalisables a partir des prélevements du sang total, mais aussi sur des
¢chantillons d’organes, dont la rate ou encore la moelle osseuse (Pitel et al.,2008). Ces
techniques sont tres sensibles et spécifiques et permettent notamment 1’identification des
animaux porteurs chroniques. Elles sont en outre rapides et automatisables, mais demeurent
colteuses et I’absence de standardisation rend leur interprétation difficile (Rebaudet et Brouqui,

2008 ; Camus et Uilenberg, 2010).

11V. Moyens de lutte

11V.1 Traitement

Les anaplasmes étant des bactéries intracellulaires strictes, leur traitement repose sur la mise en
place d’une antibiothérapie a action intracellulaire. Une intervention précoce est le meilleur
traitement contre I'anaplasmose. Le médicament de choix est I'oxytétracycline et le chlorhydrate
de tétracycline administrés par voie intramusculaire pendant 3 a 5 jours. Un traitement
symptomatique peut étre instauré en fonction des signes cliniques observés (Camus et
Uilenberg, 2010 ; Stuen et al., 2013). L’efficacité des traitements dépend de la précocité du
diagnostic et de I’administration rapide (au début de la maladie) de médicaments appropriés.
Rajasokkappan et Selvaraju, en Inde (2016), ont traités des caprins symptomatique atteints par

A. ovis, par la tétracycline (20 mg/kg par semaine pendant 2 a 4 semaines) et I’imidocarbe de
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et il a été efficace. Ainsi, Goda et ses collaborateurs (2009) ont traité 1’anaplasmose caprine par
le terramycine (200mg/Kg) en Egypte, aprés I’administration de ce dernier ils ont constaté une
augmentation de nombre des globules rouges et par conséquent 1’augmentation de taux

d’hémoglobine.

11VV.2 Prophylaxie

En ce qui concerne la prévention de la maladie, elle se fait par le contréle des tiques, comme
toutes les maladies vectorielles et une chimio-prophylaxie avant chaque saison de mousson aux
pays tropicaux, aussi I'administration prophylactique de la tétracycline est considérée comme
la mesure de choix dans les zones ou il y’a un foyer (Rajasokkappan et Selvaraju, 2016).
Cependant, jusqu’a présent aucun nouveau vaccin ciblant les protéines de surface d '4.0vis n’a

été développé (Goda et al., 2009).
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Partie expérimentale Materiel et Méthodes

I. Cadre et objectifs

Jusqu’a ce jour, aucune ¢tude n’a été effectuée en Algérie sur I’anaplasmose caprine et les

données sur sa prévalence est particulierement rare voire absente.

Le présent travail a été effectué au nord-est algérien (les wilayas de Guelma et d’El-taref) et
avait pour objectif général d’apporter une contribution originale a la connaissance des espéces
circulantes d’Anaplasma chez les caprins notamment A. ovis et/ou A. marginale dans cette
région, identifier les mécanismes et les facteurs de risque pouvant influencer sur la transmission

de cette maladie afin d’en améliorer la prévention et le controle.
Les objectifs spécifiques assignés a cette étude sont :

A. Mettre en évidence la prévalence d’A.ovis et/ou A. marginale et étudier la réponse en
anticorps dans le cas d’anaplasmose érythrocytaire dans les élevages caprins au nord-
est algerien.

B. Déterminer les indicateurs ou les facteurs de risque susceptibles de favoriser la
transmission de cette maladie.

C. Identifier et recenser les différentes especes de tiques (Ixodina) récoltées.

D. Etudier la relation entre la présence de tiques et la prévalence d’Anaplasma spp. chez

les caprins.

I1. Matériels et méthodes

I1.1. Présentation de la zone d’étude et animaux

Nous avons effectué notre étude au nord-est algérien et nous avons choisi 2 wilayas de 1’est
algérien qui sont la wilaya de Guelma et la wilaya d’El-taref. La wilaya de Guelma est située
sur une superficie de 3.686,84 Km?, Elle est délimitée au nord par La Wilaya d’Annaba, a
I’ouest par La Wilaya de Skikda, et la wilaya de Constantine, au sud par La Wilaya d’Oum-ElI-
Bouagui, a I’est par la wilaya de Soukahras et par la wilaya d’El-Taref. Le territoire de la Wilaya
renferme actuellement 34 communes qui constituent les unités territoriales et 10 Dairas, Le
territoire de la Wilaya se caractérise par un climat sub-humide au centre et au Nord et semi-
aride vers le Sud. Ce climat est doux et pluvieux en hiver et chaud en été. La température qui
varie de 4° C en hiver a plus de 35° C en éte est en moyenne de 17,3° C.la géographie de la
Wilaya se caractérise par un relief diversifié dont on retient essentiellement une importante

couverture forestiére et le passage du oued Seybouse qui constitue le principal
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cours d’eau. Ce relief se décompose par des montagnes (37,82 %), plaines et plateaux (27,22
%), collines et piemonts (26,29 %) et Autres (8,67 %).

La wilaya d'El Tarf est située a I'extréme nord-est de I'Algérie a la frontiére tunisienne ; sur une
superficie de 3339 km?, Elle est délimitée au nord, par la mer Méditerranée a l'est, par
la Tunisie au sud, par la wilaya de Souk Ahras, au sud-est, par la wilaya de Guelma et a I'ouest
par la wilaya d'Annaba. Le territoire de la Wilaya renferme actuellement 24 communes qui
constituent les unités territoriales et 07 Dairas, Le climat de la wilaya est généralement humide,
il se décline du nord au sud de la fagon suivante : une zone coti¢re qui jouit d’un climat chaud
et humide ; une zone de montagne qui occupe I’essentiel de la wilaya et jouit d’un climat humide

doux au nord et frais au sud. Le taux de précipitation annuel est de 900 & 1200ml.

La zone étudiée posséde au totale un effectif de 112740 tétes de caprins, dont 69200 tétes a
Guelma et 43540 a El-Taref (DSA, 2015).

Le mode d’¢élevage est généralement de type extensif. Les animaux sont nourris au foin, au son
et a I’herbe pendant la saison de paturage. Celle-ci va de mars a décembre avec des variations
suivant les conditions climatiques. L’association de 1’¢levage des caprins a celui des ovins est

fréquente dans cette région, ainssi la cohabitation avec les chiens.
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Figure 07: Situation géographique de la région d’étude.
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1.3. Plan d’échantillonnage et prélévements

Notre étude épidémiologique est de type transversal (a cross-sectional study), elle a eu lieu

durant la période allant de Mars jusqu’a septembre 2016.

L’échantillonnage a été réalisé en trois étapes ; dans un premier lieu, nous avons choisi deux
wilayas de I’est algérien et 15 communes aléatoirement. Par la suite nous avons effectué encore
un choix aléatoire des fermes a partir d’une liste des éleveurs de caprins de la région. Le but
¢tait d’avoir une répartition homogéne des élevages sélectionnés sur la zone d’étude. Par la
suite, le nombre de caprins a prélever dans chaque ferme a été défini en fonction du nombre
total de caprins présents dans celle-ci : soit la ferme comprenait moins de 10 caprins et dans ce
cas tous les caprins étaient prélevés, soit la ferme contenait plus de 10 caprins et dans ce cas,
au moins 10 individus étaient prélevés. L’objectif était d’avoir un échantillon représentant au
moins 10% de I’ensemble des individus présent dans chaque ferme visitée.

Le choix des caprins prélevés au sein de chaque élevage a été réalisé au hasard. A I’exception
des chevreaux agés de moins de 3 mois qui ont été écartés de 1’étude afin d’éviter une éventuelle
détection d’anticorps colostraux (OMACAP, 2015). Ce processus nous a permis de réaliser un
échantillonnage aléatoire de 198 prélévements sanguins de caprins agées entre 4 mois a 07 ans
provenant de 15 communes situées dans les wilayas de Guelma et d’El-taref (11 communes et
4 communes respectivement) et issus de 23 exploitations caprines (14 de Guelma et 9 d’El-
taref). Si on se réfere au chiffre des Directions des services agricoles de 2015, le taux

d’échantillonnage réalisé a été d’environ 0.62% pour les caprins (n=31567).

I1.4. Etablissement d’un questionnaire

Un questionnaire épidémiologique a été distribué a I’éleveur afin de révéler 1’état des fermes
visitées et les conditions d’élevage, aussi les caractéristiques des animaux ; de plus, un examen
clinique a été réalisé sur chaque animal prélevé, qui a consisté a prendre sa température rectale
et de noter d’éventuels symptomes cliniques évoquant I’anaplasmose (fiévre, anémie,

avortement etc...).

Ce questionnaire comporte des éléments en relation avec :
- Les fermes visitées (type de stabulation, type de production, présence d’avortement ou
non, traitement antiparasitaire et antibacterien ; cohabitation avec autres animaux.....).

- Les caprins prélevées (age, origine, sexe, couleur de robe, gestation, signes cliniques...
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I1.5. Description du cheptel prélevé

Matériel et Méthodes

L’échantillon comprenait 128 femelles (64.64%) et 70 males (34.34%). Les animaux

ont été répartis en trois classes d’age : <6mois (4%), 6 a 12 mois (30.8%) et plus de 12 mois

(65.6%).

Nos prélevements ont concerné 15 communes réparties dans

les 3 zones

agroécologiques (AGE) de la région nord-est algérienne. Le tableau ci-dessous reprend le

nombre des fermes prélevées par commune et par zone AGE.

Tableau 04: Le nombre des fermes prélevées par commune et par zone AGE.

Région AGE Commune Nbr de fermes Nbr de caprins
prélevées prélevés
Humide Guelma
Hemmam dbagh 01 06
El-taref
Ain la-assel 03 29
Elt-aref 03 32
Besbesse 01 08
Bouteldja 01 08
Prévalence 40.90% 41.9%
Subhumide Guelma
Ain arbi 03 33
Ain makhlouf 02 19
Bordj sabat 01 09
Bouhamdan 01 10
Prévalence 31.81% 35.9%
Semi-Aride Guelma
Ain sandel 01 06
Ain regada 01 06
Oued znati 01 06
Nechmaia 01 07
Bouhachana 01 09
tamlouka 01 10
Prévalence 27.27% 22.2%

39



Mer mediterranéenne
’ S

S

Tunis

Souk Ahras

ECHELLE : 1/400 000
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11.6. Nature et préparation des prélevements

11.6.1. Nature et préparation des prélévements

Pour les prélevements sanguins, nous avons ponctionné a partir de la veine jugulaire, le sang a
été recueilli dans 2 tubes a systeme vacutainer différents (5 ml dans chaque tube). Un tube sec
(systeme vacutainer sous vide réf : 454092) pour la collecte de sérum et un tube EDTA (systeme
vacutainer avec présence d’acide tétra-acétique ethyléne diamine réf : 454036) pour la collecte
du sang total. Sur chaque animal, un frottis sanguins mince a été realisé a partir du sang total
collecté.

Les tubes de prélevements et les lames ont été étiquetés selon un code faisant ressortir la
localisation de 1’élevage, le numéro d’élevage et le numéro de 1’animal prélevé. Apres avoir la
séparation du sérum dans les tubes secs, Les sérums obtenus ont été transférés immeédiatement
dans des tubes eppendorf® et stockés dans un congélateur a -20°C.

Les échantillons ont été transportés et acheminés vers le laboratoire de parasitologie-mycologie
de ’ENSYV dans une glaciére a 4°C.

11.6.2. Technique du frotti sanguin

Pour chaque caprin, un frotti sanguin a été réalisé a partir du sang veineux. Les étalements qui
ont été réalisés consistent a déposer une goutte de sang prés de I’extrémité de la lame, une 2éme
lame est approchée et placée devant la goutte de sang, sous un angle de 30 a 45°. La goutte de
sang va s’étendre le long de son bord par capillarité, puis déplacée d’'un mouvement uniforme
vers I’avant en glissant sur la 1ére lame.

Les étalements de sang sont séchés a I’air, fixés dans du méthanol absolu pendant 5 min, et
ensuite colorés par le Giemsa, on recouvre la lame d’une solution de Giemsa diluée dans de
I’eau distillée (10 gouttes de Giemsa dans 15 ml d’eau distillée) et enfin, on jette 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.

La fixation et la coloration des lames ont été réalisées le jour méme de leur realisation pour une
meilleure sensibilité de la méthode (Uilenberg, 2004 ; OIE, 2008).

Tous les étalements colorés ont été par la suite examinés attentivement au microscope optique
sous huile a immersion en utilisant I’objectif x100. Le pathogene a été identifié selon les criteres

morphologiques décrits par les différentes publications de I’OIE (2010 ; 2012).
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11.6.3 Analyses sérologiques

Le test sérologique a été réalisé au sein du Laboratoire de microbiologie de 1’école nationale
supérieure vétérinaire d’Alger. Aprés décongélation des sérums a température ambiante, nous
avons procédeé aux analyses sérologiques des 182 sérums en utilisant un kit commercial pour la
détection des anticorps spécifiques d’A. oviset A. marginale.

Nous avons utilisé un test commercial ELISA-c (Anaplasma Antibody Test Kit, CELISA,
VMRD, Pullman, Washington, USA), basé sur un antigene de surface majeur recombiné rMSP5
et I’anticorps monoclonal spécifique anti-MSP-5. 1l s’agit du test sérologique recommandé par
I’OIE (2008, 2012). Pour analyser 182 sérums, nous avons utilisé deux microplaques de 96-
puits fixés avec I’antigéne rMSP5, en suivant les instructions du fabricant, les controles positifs
et négatifs ont éteé fournis par le fabricant.

Nous avons procédé comme suit : les sérums a tester et les sérums témoins non dilués ont été
incubés dans la plaque fixée avec ’antigéne rMSP5 a 23°C pendant 60 min. Par la suite, la
microplaque a été lavée avec du tampon de lavage dilué. L’anticorps monoclonal, dilué et
conjugué a la peroxydase, a été additionné ensuite incubé a 23°C durant 20 min. Un deuxiéme
lavage a été fait avec du tampon de lavage dilué. La réaction immuno-enzymatique a été révélée
par addition et incubation pendant 20 min d’une solution contenant le substrat. La réaction est
arrétée par 1’addition de solution stop.

La densité optique a été déterminée au moyen d’un lecteur ELISA a la longueur d’onde de 620
nm. Les densités optiques (DO) obtenues ont été converties en pourcentages d’inhibition (PI),
calculés selon une formule indiquée par le fabricant. Le seuil de positivité (cut off) est
déterminé, également par le fabricant a 30%, ainsi les échantillons dont le pourcentage est
inférieur a 30% sont négatifs et ceux dont le pourcentage est supérieur a 30% sont positifs.

11.7. Récolte et identification des tiques

Tous les caprins prélevés ont été examinés pour la présence de tiques. Celles-ci ont été récoltées
sur ’animal vigile de facon mécanique sans qu’aucune substance (€ther, acaricide, etc...) ne
soit préalablement appliquée sur le parasite. Les tiques récoltées ont été alors conservées
individuellement pour chaque animal dans des tubes identifiés remplis d’éthanol & 70°. Une
fois au laboratoire de parasitologie de I’ENSV, chaque tique a été observée sous la loupe
binoculaire (OPTIKA) pour la diagnose. L’identification des spécimens a été réalisée au niveau
du genre et de I’espéce selon les clés taxonomiques élaborées par Walker et al. (2003) et
Meddour-Bouderda et Meddour (2006).
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11.8. Codage et saisie des données
Les données collectées sur place (fiches des renseignements et questionnaires) et les résultats
des analyses ont été saisis, au fur et a mesure de 1’étude, a I’aide d’un systéme de gestion de

base de donnees (Microsoft Excel 2013).

11.9. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été menées grace au logiciel statistique SPSS (version 20). Les
prévalences calculées ont été estimées a 95% d’intervalle de confiance (IC95%). Une analyse
univariee a été effectuée pour chaque facteur de risque en utilisant le test chi2, ou dans certains
cas le test de Fisher exact. Les différences observées ont été considérées comme significatives
quand la valeur de P était inférieure a 0,05.

Les comparaisons des méthodes avec le calcul de la spécificité, la sensibilité, 1’exactitude,
valeur prédictive positive, valeur prédictive négative, McNemar et du Kappa de Cohen ont été
réalisées par le logiciel SPSS 20.

Le coefficient k est toujours compris entre -1 et 1 (accord maximal). Habituellement, on utilise
le « baréme » suivant pour interpréter la valeur k obtenue :

- <0 Grand désaccord

- 0.00 — 0.20 Accord trés 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 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 des prévalences des infections par Anaplasma spp

Pour étudier la prévalence des infections par Anaplasma, nous avons utilisé deux techniques
différentes : le frottis sanguins (FS) qui est une technique de diagnostic directe permettant la
mise en évidence des différentes espéces érythrocytairesd 'Anaplasma et la sérologie qui est une
méthode de diagnostic indirecte utilisée pour la détection des anticorps spécifiques dirigés

contre Anaplasma spp. (A. ovis, A. marginale, A. central).

I11.1.1. Etude de prévalence par frottis sanguins

Parmi les 198 caprins prélevés, seulement 128 frottis ont été faits en utilisant la coloration de
Giemsa. Le reste des prélévements n’a pas été fait en raison des obstacles du travail tel que la
difficulté de la lecture aprés avoir réalisé des frottis trop mince ou trop épais qui empéche d’une
facon a une autre la lecture sous microscope optique.

La coloration Giemsa a permis de mettre en évidence nos hémopathogénes identifiés par leur
aspect morphologique et sa localisation dans les érythrocytes. La coloration Giemsa a permis
d’observer des éléments denses de forme ronde et fortement colorés a localisation intra-
érythrocytaire. La plupart de ces corps sont localises au centre et/ou proche du bord des
érythrocytes (Figure 10).

Les résultats ont révélé que 54 caprins étaient positifs pour Anaplasma spp intra-érythrocytaire,
correspondant & une prévalence globale de 42.18% (IC 95%, 29% et 55.4%). Nous n’avions

pas pu distinguer entre noshemopathogénes étudiés par la technique de Giemsa.

K Pl
N

b A . :
A

Figure 10: Anaplasma sppidentifiée sur frottis sanguins colorés au Giemsa, oculaire x8 et
objectif x100 (photos zoomées) (Photos Personnelle, 2016).
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111.1.2. Etude des facteurs de risque liés a la technique FS

Cette étude, nous a permis d’étudier les facteurs de risque qui semblent augmenter le risque de
la positivité vis-a-vis d’4naplasma spp. Le tableau (5) résume tous les résultats obtenus de
I’analyse des facteurs de risque liés a I’infection par Anaplasma spp.

L’analyse détaillée des résultats montre ce qui suit :

- Les prévalences vis-a-vis d’Anaplasma spp n’ont pas variés de fagon statistiquement
significative en fonction du sexe (p=0.20) de I’age (p=0.365), de I’infestation par les tiques (p=
0.406) et de la couleur de la robe (p=0.19).

- Ainsi, la prévalence a varié de fagon significative en fonction de la saison, on remarque qu’il
y a une influence trés significative sur la prévalence d’Anaplasma. Spp (p = 0.015). Le taux de
I’infection est nettement plus élevé en automne avec une prévalence de72.22%, par rapport au
printemps et été, ou on a enregistré les prévalences de 43.33%, 35% respectivement (figure 12).
- Le facteur gestation a été étudié pour un certain nombre de chévres (87 chevres) et il a révélé
qu’il existe une association treés significative entre le statut de gestation et la prévalence a
Anaplasma spp. (p=0.002), en effet, les chévres gestantes sont plus positives (77.77%) par
rapport a celles non gestantes qui présentent uniquement 37.68% de positivite.

- Le facteur d’avortement a été¢ également ¢tudié pour les 87 chévres et il s’est avéré qu’il
influence trés significativement (p=0.002) sur les infections aAnaplasma spp. En effet, les
chévres avortées présentent une positivité (81.25%) plus élevée a celles des chévres non
avortées qui présentent uniquement 38.2% des cas positifs.

- En revanche, les prévalences vis-a-vis d’4naplasma spp ont variés de facon statistiquement
significative en fonction des conditions climatiques (p=0.000). La zone subhumide présente la
prévalence la plus élevé (78.37%) par rapport a celles de zone semi-aride et humide (33.33%,
23.7% respectivement).

- Si on considére la prévalence en fonction des communes investiguées, on note qu’il y a des
communes plus exposées que d’autres. Citant I’exemple de la commune de Ain makhlouf et la
commune de Ain el-arbi situées dans la wilaya de Guelma, et celle d’ Ain la-assel située dans la
wilaya d’El-taref qui ont présenté les taux les plus élevés de I’infection (34.21%, 28.94% et
11.76% respectivement) contrairement a la commune de Bouhachana (Guelma) et de Besbesse
(El-taref) qui ne presentent aucun cas positif vis-a-vis d’Anaplasma spp.

Les résultats par frottis sanguins obtenus en fonction des communes sont repris dans le tableau
(6) et la figure (12).
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- Pour le facteur état d’hygiene de la ferme, aucune différence significative (p=0.671) entre les

fermes qui ont une bonne hygiene, hygiéne moyenne et mauvaise hygiéne n’a été révélée.

- Enfin, aucune différence significative (p =0.497) entre le mode d’¢élevage extensif et semi

extensif n’a été observée : le mode extensif (44.14%), le mode semi extensif (38.29%).

Tableau 05: Analyse des facteurs susceptibles d’influencer le risque d’exposition a une

infection a Anaplasma spp. par frottis sanguins.

Variables | Catégorie | Fréquences observées | Séroprévalence | Valeur | Signification
(%) (1C95%) «P»
totale | (+) )
Sexe Male 41 14 27 34.14 (19.6 et | 0.206 NS
48.7)
Femelle 87 40 47 45.97 (53.5 et
56.9)
Age <6mois 4 3 1 75 (-329 et|0.365 NS
117.4)
émois- 41 18 23 43.90 (28.7 et
12mois 59.1)
>12mois | 83 33 50 39.75 (29.2 et
50.3)
Type Extensif 81 36 45 44.44 (33.6 et | 0.497 NS
d’¢levage 55.3)
Semi 47 18 29 38.29 (7 et29)
extensif
Statut de | Gestante | 18 14 4 77.77 (58.6 et | 0.002 TS
gestation 97)
Non 69 26 43 37.68 (26.2 et
49.1)
Oui 16 13 3 81.25 (62.25 et
Avortement 100.4)
Non 71 27 44 38.02 (26.7 et 0.002 TS
49.3)
Tiques Présence | 48 18 30 375 (23.8 et| 0.406 NS
51.2)
Absence | 80 36 44 45 (34.1 et 55.9)
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Saison Automne | 18 13 5 72.22 (515 et|0.015 S
92.9)
Printemps | 30 13 17 43.33 (25.6 et
61.1)
Eté 80 |28 52 35 (24.5 et 45.5)
Couleur de | Noire 68 28 40 41.17 (29.5 et| 0.199 NS
robe 52.9)
Blanche 24 14 10 58.33 (38.6 et
78.6)
Noire et | 13 4 9 30.76 (5.7 et
blanche 55.8)
Blanche 11 5 6 4545 (16 et
et noir 74.9)
Noire et |1 0 1 0
marron
Roue 11 2 9 18.18 (-4.6 et
41)
Etat Bonne 78 33 45 42,30 (31.3 et | 0.671 NS
d’hygiéne 53.3)
Moyenne | 47 19 28 4042 (26.4 et
54.4)
mauvaise | 3 2 1 66.66 (13.3 et
120)
Conditions Humide 52 12 40 23.07 (11.6 et | 0.000 TS
climatiques 34.5)
Sub 37 29 8 78.37 (65.1 et
humide 91.6)
Semi 39 13 26 33.33 (22.2 et
haride 44.5)
Mode Extensif | 81 36 45 44.44 (33.6 et | 0.497 NS
d’élevage 55.3)
Semi 47 18 29 333 (20.7 et
extensif 45.9)

TS : tres significatif (p < 0.01) ; S : significatif (p < 0,05) ; NS : non significatif (p > 0,05
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Figure 11: Variation de la prévalence par frottis sanguins vis-a-vis d’Anaplasma spp. en

fonction du statut de gestation, avortement, saison et conditions climatiques.
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Tableau 06: Répartition des séroprévalences vis-a-vis d’Anaplasma spp.en fonction des

communes.

Zones Nombre de positifs Séroprévalence (%) (IC
95%)

Humide

Hammam dbaghe 2/3 3.92% (-13.9% et 19.9%)

Ain la-assel 6/19 11.76% (-2.7% et 26.2%)

Besbesse 0/4 -

bouteldja 1/4 1.96% (-7.3% et 23.9%)

El-taref 3/21 5.88% (-11.6% et 15.5%)

P 0.171 (NS)

Subhumide

Ain arbi 11/15 28.94% (6% et 51.9%)

Ain makhlouf 13/14 34.21% (9.4% et 59.1%)

Bouhamdan 4/5 10.52% (-16.4% et 37.4%)

Bordj sabat 1/4 2.63% (-13.1% et 18.3%)

P 0.135 (NS)

Semi-aride

Ain sandel 3/6 7.69% (-13.6% et 29%)

Ain regada 1/6 2.56% (-11.2% et 21.4%)

Bouhachana 0/8 -

Nechmaia 217 5.12% (-4.2% et 35%)

Oued znati 4/6 10.25% (-14% et 34.5%)

Tamlouka 3/6 7.69% (13.6% et 29%)

P 0.097 (NS)

Total 54/128 42.18% (45.4% et 62.6%)

NS : non significatif (p > 0,05).
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Figure 12: Distribution des caprins positifs par frottis sanguins vis-a-vis d’Anaplasma spp.par

commune.

I11.2 Etude de la séroprévalence vis-a-vis Anaplasma spp par cELISA

111.2.1. Séropreévalence globale

Sur les 182 sérums caprins testés en cELISA, 142 étaient positifs vis-a-vis d’A4. ovis et/ou A.
marginale, ce qui correspond a une séroprévalence globale de 78.02% (71.2% et 48.8%).

Les facteurs de risque associés a I’infection par Anaplasma spp. a été également étudié dans ce

travail.

111.2.2 Etude des facteurs de risque liés & cELISA

Nous avons vérifié si les facteurs suivants : le sexe, I’age, le type d’élevage, la gestation,
I’avortement, I’infestation par les tiques, la saison, la couleur de robe, état d’hygieéne et
conditions climatiques, étaient des facteurs de risque pour la positivité a I’anaplasmose caprine
utilisant la technique d’ELISA (tableau 07). Globalement il s’est avéré que le type d’élevage
(figure 13) est statistiquement trés significatif vis-a-vis des infections par Anaplasma spp avec
une valeur de P de 0.000.
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Tableau 07: Analyse des facteurs susceptibles d’influencer le risque d’exposition a une

infection & Anaplasma spp. par cElisa.

Variables | Catégorie Fréquences Séroprévalence | valeur | Signification
observées (%) (1C95%0) «P»
total | (+) )
e
Sexe Male 66 |46 20 69.69 (58.6 et | 0.078 NS
80.8)
Femelle 117 | 96 46 82.05 (75.05 et
89)
Age <6mois 8 4 4 72.72 (419 et|0.05 NS
103.6)
6mois- 55 |40 15 72.72 (60.9 et
12mois 84.5)
>12mois | 119 | 98 21 82.35 (755 et
89.2)
Type Extensif 115 | 98 17 85.21 (75.7 et | 0.000 TS
d’¢élevage 91.7)
Semi 58 |42 16 7241 (60.9 et
extensif 83.9)
Intensif 09 |02 07 22.22 (-4.9 et
49.4)
Statut  de | Gestante |26 |23 3 88.46 (76.2 et|0.638 NS
gestation 100.7)
Non 88 |72 16 81.81 (37.8 et
89.9)
Tiques Présence | 158 | 122 | 36 77.21 (70.7 et | 0.455 NS
83.8)
Absence |24 |20 14.1 | 83.33 (68.4 et
98.2)
Saison Automne |26 |21 5 80.76 (56.6 et|0.772 NS
95.9)
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Printemps | 30 |13 17 43.33 (25.6 et
61.1)
Eté 82 |62 20 75.60 (66.3 et
84.9)
Couleur de | Noire 86 | 66 20 76.74 (67.8 et|0.775 NS
robe 85.7)
Blanche 38 |32 6 8421 (72.6 et
95.8)
Noire et|25 |17 25 68 (49.7 et 86.3)
blanche
Blanche et | 18 | 15 3 83.33 (66.1 et
noir 100.5)
Noire et|1 1 0 100 (100 et 100)
marron
Roue 13 |10 3 76.92 (54 et
99.8)
Etat Bonne 103 | 81 22 78.64 (70.7 et | 0.681 NS
d’hygiéne 86.6)
Moyenne |65 |49 16 75.38 (64.9 et
85.9)
Mauvaise | 14 |12 2 85.71 (67.4 et
104)
Conditions | Humide 74 | 56 18 75.67 (65..9 et | 0.646 NS
climatiques 85.4)
Subhumid | 66 |54 12 81.81 (72.5 et
e 91.1)
Semi- 42 | 32 10 76.19 (63.3 et
aride 89.1)

TS : trés significatif (p < 0.01) ; NS : non significatif (p > 0,05).
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Figure 13: Variation de la séroprévalence par cELISA vis-a-vis d’Anaplasma spp. en

fonction du type d’élevage.

111.3.1 Etude de la comparaison des deux méthodes (FS et cElisa) pour le diagnostic
d’Anaplasma spp.

Les performances de la méthode du frottis sanguins ont été évaluées en prenant comme test de
référence CELISA (tableau 08). Pour la méthode du frottis sanguins, la sensibilité, la spécificité,
I’exactitude relative, le coefficient kappa de Cohen, le test de McNemar, valeur prédictive
positive (VPP) et valeur prédictive négative (VPN) ont été calculés avec le test CELISA pris
comme test de référence.

Les résultats obtenus ont montré une spécificité relative de 60.71% une sensibilité relative de
45.16% et une exactitude de 48.46%, un VPP de 79.24% et un VPN de 75%. La valeur de
Kappa est de 0,038, ce qui signifie d’une concordance tres faible. Le résultat du test McNemar

a montré que les deux méthodes donnaient des valeurs significativement différentes (p<0.05).
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Tableau 08: Comparaison de la technique des FS avec le test CELISA pris comme test de

référence pour le diagnostic d’Anaplasma spp.

Résultats

Tests cELISA
+ - Total
+ 42 11 53
FROTTIS
SANGUIN | - 51 17 68
Total 93 28 121
Valeurs intrinseques | SE=45.16% | SP=60.71% | ER= 48.46%

111.4.1 Identification morphologique des différentes espéces de tiques récoltées
Nous avons prélevé 102 tiques. 89 des tiques prélevées étaient au stade adulte, réparties en 29

males et 60 femelles et le reste, nous n’avons pas pu les ont identifiés.

L’¢étude morphologique de ces tiques a permis d’identifier la présence de deux especes

appartenant a un seul genre qui est : Rhipicephalus (100%).

Rhipicephalus sanguineus

Représente 85.39% des tiques identifiées, c’est la tique dominante dans cette région, récoltée

durant toute la période de notre étude mais avec un effectif plus important en mois de mai et

juin.

Face dorsale

Face ventrale

Figure 14: Rhipicephalus sanguineus Male (photo personnelle, 2017).
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Rhipicephalus Bursa

Résultats

Représente 14.6 % des tiques identifiées, retrouvées durant le mois de mai et de juin avec une

prédominance en mois de mai.

Face dorsale

Figure 15: Rhipicephalus Bursa femelle (photo personnelle, 2017).

Les différentes espéces identifiées et leurs fréquences sont indiquées dans le tableau 09

Face ventrale

Tableau 09: Effectif et proportion des espéces de tiques récoltées

Genrejespéce|AVRIL | M A1 |JUIN |JUILLET | AOUT | SEP | Totale | %
M|F |[M|F M|F M |F M|IF |M|F
Rhipicephalus | Sanguineus |2 |3 (19335 |14]0 |0 0|0 |0 |0]7 68.39
Bursal0O (0 (1 (7 |2 |3 010 0 |0 |0 |01 31460

100

80

60

40

20

prévalence%

—

especes identifiées

M R. sanguineuse

M R. bursa

Figure 16: Proportion des espéces des tiques récoltées.
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111.4.2. Prévalence globale
Sur les 198 caprins examines, 55 ont été infestés avec au moins une espece de tique, soit une
prévalence globale de 27.77% avec 1C 95% (15.9% et 39.6%).

111.4.3 Prévalence par espece de tique identifiée chez les caprins

L’évaluation du taux d’infestation par espece de tique identifiée montre une large prédominance
de R. sanguineus avec 15 caprins ont été infestés soit 27.27% et R. bursa avec un taux
d’infestation de 7.27% (4 caprins). Les caprins qui ont été infestés par des tiques dans leur état

larvaire, présentent une prévalence de 65.46%.

11.4.4. Identification des facteurs de risque potentiels associés a une infestation par les
tiques

Nous avons étudi¢ certains facteurs de risque susceptibles d’influencer positivement ou
négativement 1’infestation des caprins par les tiques. Les facteurs considérés sont : le sexe,
I’age, la race, I’état d’hygiene de la ferme, la saison et la zone AGE.

Les résultats consignés dans le tableau (10), révelent que les facteurs tels la saison de la récolte
des tiques, le type d’élevage, 1’¢état d’hygie¢ne de la ferme, ainsi que les conditions climatiques
des zones étudiées se sont montrés significativement associ€s a I’infestation des caprins par les
tiques (p < 0,05).

Pour la saison de la récolte des tiques, la prévalence de I’infestation des caprins est élevée
pendant 1°été avec 22.22% de prévalence par rapport a celle de printemps avec 8.79% de
prévalence alors qu’elle est de 0 % en automne.

Si on regarde le type d’élevage, la prévalence de I’infestation des caprins par les tiques est
nettement plus élevée dans 1’élevage semi extensif (24.19%) et 1’¢levage extensif (8.73%)
comparées aux €levages intensifs ou ces caprins ont montré un taux d’infestation de (0.0%).
Si on considere 1’¢tat d’hygiene de la ferme, nous remarquons que I’infestation est plus
importante dans les fermes qui présentent un état d’hygiéne moyenne (20.28%) par rapport a
celles qui présentent un état d’hygieéne bon (10.71%) et mauvais (0.0%).

Si on tient compte maintenant des conditions climatiques des zones étudiées, la prévalence de
I’infestation des caprins est plus élevée dans la zone humide avec 18.30 % de prévalence suivi

des zones semi-aride et subhumideavec 13.63% et 8.43% de prévalence respectivement.
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Tableau 10: Analyse des facteurs susceptibles d’influencer le risque d’exposition a une

infestation des caprins par les tiques.

variables | catégorie | Fréquences Infestation Valeur Signification
observées par les tiques | de « P »
(%)
totale | (+) | (-)
Sexe Male 71 11 |60 |15.49 (7.1et 0.814 NS
23.9)
Femelle 127 15 112 | 11.8 (6.2 et
17.4)
Age <6 mois 8 0 8 0 0.509 NS
6mois- 61 9 52 | 14.75 (5.9 et
12mois 23.6)
>12 mois | 129 17 112 | 0.13(-0.5¢et
0.8)
Saison Automne | 26 0 26 |0 0.004 TS
Printemps | 91 8 83 |8.79 (3et
14.6)
Eté 81 18 |63 |22.22(13.2¢t
31.3)
Couleur de | Noire 88 13 |75 |14.77 (7.4 et 0.576 NS
la robe 22.2)
Blanche 42 5 37 |0.11 (-0.9 et
1.1)
Noire et 29 2 27 |6.89(-2.3 et
blanche 16.1)
Blanche et | 21 4 17 | 19.04 (2.2et
noir 35.8)
Noir et 1 0 1 0
marron
Grise 1 0 1 0
Roue 16 0 16 |0
Type Extensif 126 11 | 115 | 8.73 (3.8et 0.006 TS
d’¢élevage 13.7)
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Semi 62 15 47 | 24.19 (13.5et
extensif 34.8)
Intensif 10 0 10 | 0.0
Hygiéne Bonne 112 12 | 100 | 10.71 (5 et 0.044 S
16.4)
Moyenne | 69 14 |55 | 20.28 (10.8et
29.8)
Mauvaise | 17 0 17 1 0.0
Conditions | Humide 71 13 |58 |18.30(9.3¢et 0.003 TS
climatiques 27.3)
Subhumide | 83 7 76 |8.43(2.5et
14.4)
Semi-aride | 44 6 38 | 13.63(3.5¢et
23.8)

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

59



Partie expérimentale Résultats
prévalence % prévalence %
25 30
20 25
20 )
15 M automne M extensif
15
10 M printemps u semi extensif
10
M été H intensif
0 0
saison type d'élevage
prévalence % prévalence %
25 20
18
20 16
14
15 M bonne 12 ® humide
10
10 i moyenne 8 i subhumide
H mauvaise 6 M semi aride
5 4
2
0 0
hygiéne conditions climatiques

Figure 17: Variation de la prévalence de I’infestation des caprins par les tiques en fonction de

saison, de type d’¢élevage, d’état d’hygieéne de la ferme, et des conditions climatiques.

I1.4.5. La relation entre ’infestation par les tiques et la séroprévalence a Anaplasma spp.

Afin de vérifier le role des différentes tiques identifiées dans la transmission des anaplasmes

étudiées, nous avons mis en relation les résultats de 1’étude sur les tiques avec ceux obtenus

dans I’étude de la séroprévalence vis-a-vis d’Anaplasma spp.En effet, aucune relation

significative n’a été observée entre la séroprévalence vis-a-vis d’Anaplasma spp.et la présence

de R. Sanguineus et R. bursa (p > 0,05).
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IV. Discussion

En Algérie, I’existence de 1’anaplasmose a A. ovis, a été signalée en 1924 chez les ovins par
Lestoquard. Différentes espéces d’Anaplasmaont été identifiées chez les animaux domestiques,
a titre d’exemple : les especes d’A. platys et d’A. phagocytophilumqui ont été isoléeschez les
carnivores notamment chez les chiens dans la région d’Alger (Azzag et al., 2015). Dahmani et
ses collaborateurs (2015) ont également isolé A. platys chez les chiens dans la région de la
Kabylie. De plus, I’espéce d’4. phagocytophyluma été décrite chez les bovins a la région
d’Alger par Amanzougarene (2014) et a Betna par Dahmani et ses collaborateurs (2015).
Aussi, A. platys a été décrite pour la premiere fois chez les bovins par Dahmani et ses
collaborateurs (2015) toujours a la région de Betna. Pour I’espéce d’A. marginale, a été décrite
chez les bovins, par Ziam et Benaouf a 1’est algérien (El-taref et Annaba) en 2004, par Dib et
ses collaborateurs (2008) a la région d’El-taref, et par Amanzougaghene (2014) dans la région
d’Alger. Cependant a ce jour, aucune étude sur les infections des caprins a Anaplasma en
Algérie n’a été rapportée. Notre étude fournit, pour la premiere fois, des informations sur les
séroprévalences et les facteurs de risques susceptibles d’influencer sur les infections des caprins

par Anaplasma sppen Algérie.

IV.1 Protocole de I’étude et biais de conception
Avant de faire 1’analyse des résultats obtenus dans cette étude, il nous parait nécessaire de

discuter le protocole général de I’enquéte, afin de faire ressortir ses qualités et ses défauts.

IV. 1.1 Méthode d’échantillonnage

L’¢étude réalisée est de type transversal, sur un effectif de 198 caprins dans une région qui en
héberge environ 31567 caprins (DSA, 2015), ce qui correspond a un taux d’échantillonnage de
0.62%. L’idéal aurait été de prélever 10% de la population caprine de la région pour obtenir
une meilleure précision des résultats, mais devant les difficultés d’accéder a toute la région et
au prix chair de kit d’analyse de différentes especes d’Anaplasma, en empéche de réaliser le
taux d’échantillonnage représentatif.

Méme si les elevages ont pu étre sélectionnés de maniere aléatoire, il nous fallait ’accord des
éleveurs pour prélever leurs caprins et certains n’ont pas souhaité participer a 1’étude. Par
conséquent, ceci crée un certain biais de sélection. D’autre part, pour le choix des caprins a
prélever au sein de chaque ferme, nous pensions que dans un élevage donné, il serait
relativement aisé de prélever au hasard n’importe quel caprin afin d’avoir au final une

représentation homogene de ’effectif. Nous nous sommes rapidement rendu compte que la
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majorité des eleveurs ne veulent pas faire des prélevements sur les petits caprins, Ceci explique
pourquoi dans notre étude la classe des animaux qui ont moins de 6 mois en était en faveur des

autres classes.

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

[’acheminement au laboratoire.

IV.1.2Questionnaire épidémiologique

Nous avons rempli les questionnaires avec les éleveurs des 22 fermes prélevées. Les resultats
de ces derniers sont basés en grande partie sur la mémoire des éleveurs. Par conséquent, peu de
données objectives ont pu étre synthétisées a partir des questionnaires. Le fait de demander

ainsi les informations aux éleveurs est un biais.

IV.1.3Méthodes de diagnostic employées

Nous avons utilisé comme test de diagnostic direct la méthode du frottis sanguins mince, qui
permet de mettre en évidence notre hémopathogéne d’Anaplasma sur la base de ses
caractéristiques morphologiques a partir du sang provenant de la veine jugulaire (Bock et al.,
2006 ; OIE, 2008 ; Mosqueda et al., 2012). Ceci explique pourquoi nous avons fait les frottis a
partir du sang veineux. Le frottis sanguins est une méthode simple, de réalisation rapide et peu
colteuse. Cependant, son inconvénient majeur réside dans le fait que cette méthode ne peut étre
adaptée qu’a la détection des infections aigues et non recommandée chez les porteurs
chroniques pour lesquels la bactériémie est en générale faibles (OIE, 2008, 2010). Dans ce
dernier cas, la détection des anticorps dirigés contre ces hémopathogénes est ’outil le plus

adapté pour évaluer ’importance de ces maladies dans les populations caprines.

IV.1.4 Description morphologique des espéces d’Anaplasma identifiées sur frottis
sanguins colorés au Giemsa

L’analyse des frottis sanguins colorés au Giemsa nous a permis de mettre en évidence les
especes intra erythrocytairesd 'Anaplasma (A.marginale et/ou A.ovis).

Globalement, I’identification des espéces d’Anaplasmaa éte difficile a cause de leur

morphologie punctiforme facile a confondre avec des dépbts de coloration (artéfacts de

62



Partie expérimentale Discussion

coloration) et des plaquettes superposées a des polynucléaires ou sur des érythrocytes mais aussi
avec les corps de Jolly qui prétent souvent a confusion. Cependant, ces derniers ont un pourtour
parfaitement lisse, alors que les anaplasmes consistent plutét en un amas de corps élémentaires
avec un pourtour un peu irrégulier, c¢’est ce qui permet généralement de distinguer entre eux
(Uilenberg, 2004). Mis appart que les Anaplasmes n’ont pas des -caractéristiques
morphologiques distinctifs entre eux, (Camus et Uilenberg, 2010).

IV. 2 Etude de la prévalence des infections par Anaplasma spp

IV. 2.1 Etude de prévalence par frottis sanguins

Un total de 198 échantillons de sang caprins a été préleve, que 128 prélevements ont été
analyses par la methode du frottis sanguins coloré au Giemsa. Le reste des prélevements ont été
subits une mauvaise préparation et nous n’avons pas pu effectuer une lecture fiable par la suite
(frottis trop mince et/ou trop épais). Les résultats ont révéle la présence des especes intra
érythrocytaire d’Anaplasma avec une prévalence de 42.18%. La prévalence obtenue vis a vis
d’Anaplasma spp par Giemsaest de 42.18%. Cette prévalence est proche de celle retrouvée dans
la région nord-est d’Iran (Mashhad) dans une étude menée en 2006 par Razmi et ses
collaborateurs, ces derniers ont mentionné une prévalence de 47.53% en utilisant la technique
de la coloration de Giemsa.

Par ailleurs, un taux de positivité plus faible a été rapporté a Tamil Nadu en Inde par
Rajasokkappan et Selvaraju (2016) ou ils ont noté une prévalence de 26.15 % par la technique
de Giemsa sur des 130 caprins symptomatiques. De plus, toujours par la technique de Giemsa
en Iran a Ahvaz, et a Matrouh en Egypte les prévalences étaient de 28.8% et de 19%
respectivement (Goda et al., 2009 ; Jalali et al., 2016).

En revanche, une étude a été faite au Maroc, en utilisant la technique de Giemsa, montre une

prévalence plus élevée a celle rapporotée dans notre étude (88%) (Ait elbacha et al., 2015).

IV.2.1.1 Etude des facteurs de risque associés

La connaissance des facteurs de risque susceptibles de favoriser I’apparition des infections a
Anaplasma chez les caprins est nécessaire pour une bonne compréhension de son
épidémiologie, ainsi que leurs implications en termes de stratégies de contrdle adaptées aux
conditions locales. En effet, certains facteurs de risques associés aux maladies transmises par

les arthropodes chez le caprin, en particulier celles du genre Anaplasma ont été étudiées. A titre
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d’exemples, certains ont rapporté que les prévalences de ces affections sont fortement associées

aux caractéristiques individuelles des animaux.

1. Sexe

Aucune différence significative n’a pu étre démontrée entre la prévalence positive des males et
celle des femelles pour les espéces d’Anaplasma (A.ovis, A.marginale) ont étaient rapportées.
Ceci est compatible avec ce qui a été rapporte ailleurs sur les maladies vectorielles (Farougou
et al., 2007; Salih et al., 2009; Ait Hamou et al., 2012; amanzougaghene , 2013 ). De plus,
plusieurs études ont montrés que le sexe n’a aucun effet sur les infections des caprins
parAnaplasma(Ben Said et al., 2015 ; Rajasokkappan et Selvaraju, 2016). Contrairement, Zhou
et ses collaborateurs en Turquie (2016) ont montré que les males plus susceptibles a I’infection

par Anaplasma par rapport aux femelles.

2. Saison

Globalement, nos resultats rapportent que la saison est statistiquement sinificative. La positivité
est nettement plus élevée en automne comparée aux autres saisons. Nos résultats concordent a
ceux decrits dans de la littérature, ou ils ont montré que le caractere saisonnier de ces affections
superpose a celui des tiques vectrices (Sergent et al., 1945 ; Morel, 2000). En effet I’actevité
vectrice est plus intense pendant les premiéres et les derniéres chaleurs.

En revanche,Velusamy et ses collaborateurs(2014) en Inde au nord-ouest de la région du Tamil

Nadu, ou ils ont montrés qu’il n’y a pas d’effet de saison dans le cas d’anaplasmose caprine.

3. Statut de la gestation

Le facteur gestation a été étudié pour un certain nombre des chevres et il a révélé que le statut
de gestation est statistiquement significatif par rapport a la positivité envers Anaplasma spp. En
effet, les chévres gestantes présentent une forte prévalence a Anaplasma spp.par rapport aux
chévres non gestantes. Cela est compatible avec ce qui est decrit dans la littérature : en générale
les femelles gravides pourraient avoir plus de difficultés a contréler I'infection que les femelles
non gravides en raison de I’affaiblissement de leur syst¢tme immunitaire. En effetlors de la
gestation la réponce immunitaire est déviée vers la voie TH2, par conséquent la sécretion d’1L4
et d’IL5 inhibe la voie TH1 par inhibition de la secretion de I’INFgamma puissant activateur

de la réponce immunitaire a mediation cellulaire protectrice des pathogénes intracellulaires.
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De plus, certaines protéines circulantes depriment les réponses immunitaires lors de la gestation
(Bach, 1990) parmi elles, on trouve la « pregnancy o 2 macroglobulin » et « I’uromoduline »

dont les réles immunodépresseurs ont été prouvés in vitro (Min, 1994),

4. Avortement

Il s’est avéré que la présence ou 1’absence des avortements ont une influence significative sur
la prévalence d’Anaplasma, il a été constaté que la prévalence des animaux non avortés est
inferieure par rapport a ceux avortés. En effet, les animaux qui ont étaient infectés par
Anaplasma restent des porteurs sain durant une longue période de vie voir a toute leur vie et ¢ca

indique une présence presque permanente des anaplasmes dans leur sang.

5. Conditions climatiques

Nous avons constaté que la prévalence vis-a-vis Anaplasma spp. est variable d’une maniére
significative en fonction des 3 zones agroécologiques considérées. Toutefois, nous avons
remarqué que la zone subhumide est plus touchée que la zone humide et la zones semi-aride.
En effet, Les infections a Anaplasma présentent une certaine saisonnalité liée notamment a
I’abondance des vecteurs, cependant les saisons préférentielles varient selon la région et les
conditions bioclimatiques au cours de I’année (Amiel et al., 2004 ; Leger et al. 2013 ; Morel,
2000). D’ailleurs, les étages humide et sub-humide, constituent des biotopes tres favorables aux
tiques Rh. Sanguineus, Rh. bursa (Bouattour, 2002 ; M’ghirbi et Bouattour, 2009) qui sont des
especes reconnues comme des vecteurs d’anaplasmose caprine a A.ovis, dans la région
méditerranéenne (Ben said et al., 2015). Nos résultats ne correspond pas a ceux décrits dans la
littérature et cette différence peut étre liée a 1’origine des animaux, qui sont presque toute
I’année en échanges commerciaux (vente et achat), ca sert au transfert des caprins entre les
différentes zones agroécologiques.De plus, cela peut étre également liée a la sensibilité du test

qui influence sur les résultats par la diminution du nombre des animaux positifs.

IV.2.2 Etude de la séroprévalence par cELISA

Les résultats obtenus a ’aide du test cELISA sur les 182 caprins testés ont montré que 142
animaux (soit 78.02%) sont positifs a Anaplasma spp(Amarginale et/ou A. ovis).

Cette séroprévalence obtenue est proche de celles publiées en Machakos a Kenya ou une
séroprévalence de 85% a été décrite chez les caprins, par la technique d’ELISA (Ngeranwa et

al., 2008). En revanche, notre étude a montré une séroprévalence plus importante que celles
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observées, en Corée (nord, sud et centre), (6.6%, ELISA) (Lee et al., 2015), en Italie (sicily),
(45%, ELISA) (Torinaetal., 2008),et au Matrouh en Egypte, (48%, ELISA) (Goda et al., 2009).

1V.2.2.1 Etude des facteurs de risque associés

1. Age

En classant les animaux en 3 catégories d’age, la prévalence de ce dernier a été jugée
statistiquement non significative. En effet, les caprins ont I’age plus de 12 mois et entre 6 mois
et 12 mois ont été plus souvent infectées que les jeunes caprins qui sont moins de 6 mois, avec
une fréquence d’infestation élevée chez les caprins entre 6 mois et 12 mois par rapport aux ceux
qui sont plus de 12 mois. Une étude a été menée en Iran par Razmi et ses collaborateurs (2006)
sur des caprins symptomatiques, a montré que 1’age ne présente aucun risque sur les infections
a Anaplasma spp. En effet, de nombreux auteurs s’accordent sur le fait que pour les infections
transmises par les tiques, le nombre d’animaux infectés augmente avec le nombre de saisons de
maladies vécues par les animaux et par conséquent avec 1’dge (Woodford et al. 1990 ;
Fernandez-Ruvalcaba et al. 1995 ; Flach et al. 1995 ; Kachani et al. 1996 ; El Haj et al., 2002b
; Ait Hamou et al., 2012a).

2. Type d’élevage

Les caprins qui paturent ont présenté une séropositivité plus élevée comparés a ceux qui restent
en stabulation permanente. Ceci peut étre expliqué par le fait que le paturage augmente le risque
de contracter les tiques vectrices et par conséquent contracter I’infection. Ceci va dans le méme
sens que certaines études assez similaires sur les infections transmises par les tiques (El Haj et
al., 2002a ; Swai et al., 2005).

Goda et ses collaborateurs (2009) ont rapportés que I’infection par A. ovis chez les caprins est
significativement associée au systéme de paturage, mais avec un séroprévalence élevée liée au

systeme de stabulation intensif (21.3%), par rapport au systéme de stabulation extensif (20%).

IV. 3 Etude de la comparaison des deux méthodes de diagnostic

Dans ce travail, les performances de la méthode du frottis sanguins ont été évaluées par rapport
au test sérologique (CELISA) pris comme référence.

Globalement, la méthode du frottis sanguins a montré une spécificittmoyenne, une faible
sensibilité et une faible exactitude, une VPP et VPN elevées. Le calcul de la concordance entre
les deux méthodes par I’utilisation du test de Kappa de Cohen a montré des valeurs

entre 0.00 — 0.20 ce qui correspond a une concordance tres faible entre les deux techniques.
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Le résultat du test de McNemar a montré que la méthode donne des valeurs significativement
différentes (p < 0,05).

Ce manque de sensibilité constaté pour les Frottis sanguins explique donc 1’énorme différence
obtenue par I’examen sérologique pour les hémopathogénes étudiés. Le résultat obtenu dans
cette étude est comparable avec ceux trouvé en Egypte par Abou El-Naga (2009) et ses
collaborateurs ou ils ont enregistré des prévalences de 37% et de 67% en utilisant la coloration
de Giemsa et le test sérologique cELISA respectivement vis-a-vis les infections d’Anaplasma
chez les bovins. Mouloudi et ses collaborateurs (2006), au Marroc, ont obtenu une fréquence
de 25.4% par la coloration de Giemsa et une fréquence de 63.9% par le test ELISA. Une autre
étude a été faite par Zemzamy et ses collaborateurs (2011) toujours au Marroc, ou ils ont obtenu
des fréquences de 53.7% et de 20% en utilisant la PCR et FS respectivement. En revanche, Ait
Ibacha et ses collaborateurs (2015) au Maroc, ont démontré des fréquences de 88.9% et 71.8%
en utilisant le FS et le PCR respectivement. La faible sensibilité des FS par rapport aux tests
sérologiques peut s’expliquer, d’une part, par la faible bactériémie qui caractérise le portage
chronique de cette affection. En effet, sauf dans certains cas de recrudescence d’accés
bactériémique, Anaplasma ne peuvent étre aisément détectés dans des étalements sanguins
apres 1’épisode clinique (Blandino et al., 1995 ; OIE, 2008). D’autre part, le principe de la
sérologie qui repose sur la détection des anticorps dirigés contre ces hémopathogenes chez un
animal, ne signifie pas que ce dernier est porteur, puisque les anticorps peuvent persister apres
un traitement curatif ou une guérison spontanée pendant une durée variable selon 1’agent
pathogene en cause. Autrement dit, la sérologie n’atteste pas la présence de 1’agent pathogene
au moment du prélévement, mais bien une trace de son passage chez I’individu, ce qui est tout
a fait adapté aux etudes épidémiologiques.

La fiabilité de la technique FS provient de la mise en évidence des infections actives, lui
conférant les avantages d’un diagnostic de certitude, Son inconvénient majeur est le manque de
sensibilité, a cause de nombreux faux négatifs pendant les phases chroniques des infections.
Dans ce dernier cas, le recours aux tests sérologiques pour la détection des anticorps dirigés
contre ces hémopathogeénes est ’outil le plus adapté pour les études épidémiologiques afin
d’évaluer I’importance de ces affections dans une population donnée (Amanzougaghene.,
2014).
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V1.4. Etude épidémiologique des populations de tiques rencontrées chez les caprins dans
la région d’étude

Sur les 198 caprins examinés, 55 ont été infestés avec des tiques soit une prévalence globale de
27.77%. Cette prévalence est proche a celle retrouvée dans une étude faite en Tunisie, ou la
prévalence était de 37.29 % (Ben said et al., 2015).

IV.3. 1. Prévalence par espéces de tiques

Dans la région du nord-est Algérien (El-taref et Guelma), les caprins sont des hétes préférentiels
de certaines especes de tiques. En effet, 102 tiques ont été récoltées sur 55 caprins suivis
pendant une période de 6 mois. L’analyse des résultats relatifs au taux d’infestation de ces
caprins par 2 especes d’ixodidés qui sont Rhipiciphalus sanguineuse avec un taux de prévalence
85.3%, et Rhpiciphalus bursa a une prévalence 14.6%. Ces espéces identifiées semblent étre
trés abondantes dans notre région d’étude. Des résultats similaires sur le taux d’infestation par
R. bursa ont été décrits a Beja et Bizert en tunisie avec une fréquence de 14.47 %, et un taux
assez faible de R. sanguineuse (4.93%) par rapport & notre taux (Ben said et al., 2015). Une
autre étude menée en Grece par Chaligiannis et ses collaborateurs (2016), a montré que les 2
especes de tiques R. sanguineuse et R. bursa sont les plus prédominants chez les petits
ruminants avec des prévalences de 61.2% et 25.9% respectivement. Goda et ses collaborateurs
(2009) ont montré une prévalence du R. sanguneus (13.2%) qui est inférieure a celle de notre.
De plus, R. Sanguineus et R.bursa sont des tiques de chien (tiques brunes des chiens), nous
avons remarqué que tous les caprins infestés cohabitaient avec des chiens de chasse ou de garde.
Ce qui confirme les observations de Yousfi-Monod et Aeschlimann (1986), qui ont constaté
que le bétail parasité par ces espéces est en général celui qui cohabite avec les chiens. Les tiques
du chien brunes peuvent également survivre dans différentes niches écologiques et que les
contraintes environnementales ne sont pas tres influentes sur le succes de colonisation de cette

espéce de tiques (Chaligiannis et al., 2016).

V1.3.2 Etude des facteurs de risque associés a ’infestation par les tiques

Nous avons étudiés certains facteurs susceptibles d’influencer positivement ou négativement
I’infestation des caprins par ces tiques. Les résultats ont montré que les facteurs tels que la
saison, 1’état d’hygiéne, les conditions climatiques et type d’¢levage, le type d’élevage, se sont
montrés significativement associés a I’infestation des caprins par les tiques.

Cette étude a révélé ’influence de la saison sur L’infestation des tiques, ou on a enregistré un

taux d’infestation plus élevé en été (22.2%) par rapport au printemps et a I’automne ou le taux
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d’infestation est faible (8.79%, 0% respectivement). ceci est a mettre en relation avec la période
d’activité des tiques qui est maximale et intense pendant les premiéres chaleurs qui débutent
généralement le mois de mai.

Pour I’état d’hygiéne de la ferme, plus I’hygiéne est mauvaise, plus le taux d’infestation par les
tiques est élevé. En effet, 20.28% des caprins abrités des élevages moins entretenu sont infestés
par les tiques, par contre, une prévalence de 10.71% des caprins dans des élevages de bon état
ont été retrouvé infestés. Pour la prévalence des caprins abrités des élevages tres mal entretenu
qui a été de 0%, ¢a peut étre liée au nombre des fermes (02 fermes) qui n’était pas important
par rapport au nombre des autres fermes (09 moyenne, 12 bonne). Cela rejoint les résultats
obtenus par Boularias dans une étude menée a Yakouren(Tizi-Ouzou) ou 85.41% des bovins
infestés sont abrités des élevages mal entretenu contre 26% des bovins abrités des élevages
moyennement entretenus. Le méme résultat s’est obtenu par Amanzougaghene (2014) a la
région d’Alger ou elle a montré une prévalence de 50,85% des bovins infestés dans des élevages
mal entretenu contre seulement 6.12% des bovins infestés dans des élevages moyennement
entretenu et aucun dans les élevages bien entretenu (Amanzougaghene, 2014).

Pour le facteur type d’¢levage, les caprins issus des €levages intensifs restent en stabulation
cela diminue leurs risque d’expositions aux ectoparasites d’ou un taux d’infestation bas (0.0%)
peut étre également liée au nombre faible des fermes qui sont menées par le systeme intensif
par rapport aux autres fermes, contrairement aux caprins des élevages semi extensif et extensif
qui sortent au paturage augmentant ainsi leur expositions aux ectoparasites.

Enfin, concernant les conditions climatiques, nous avons montré que les caprins qui vivent dans
I’é¢tage humide sont les plus exposés a I’infestation par les tiques, suivis par ceux du I’étage
semi-aride puis I’é¢tage sub-humide. En effet, 1’étage humide et subhumide constitue des
biotopes trés favorables pour le développement des tiques. Nos resultats peuvent étre expliqué

par le fait que la tique du genre Rhipicephalis n’a pas de préférencetrophique.

IV.3.3. Etude de la relation entre la présence de tiques et la prévalence d’Anaplasma spp.
chez les caprins

Nous avons tenté de rechercher 1’existence d’un éventuel lien entre la présence des différentes
espéces de tiques chez le caprin et la positivité vis-a-vis des espéces d’Anaplasma étudiées. Il
est important de préciser, que I’existence d’un tel lien statistique n’est qu’un indicatif d’un role
vectoriel possible d’une espece de tique donnée. Par conséquent, pour pouvoir prouver une telle
implication, la biologie moléculaire reste incontournable. Et méme si I’agent infectieux existe

bien chez une tique, son niveau reste a déterminer, ainsi que la capacité réelle de la tique a
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pouvoir le propager parmi le cheptel, c’est ce qu’on appelle I’étude de la compétence
vectorielle. Il est intéressant de préciser que les anaplasmes sont a transmission vectorielle chez
les caprins, le vecteur ¢’est toujours les tiques, leur activité maximale est au printemps ainsi, la
bactériémie la plus précoce pourrait étre détectée en été, ce qui nous laisse le plus incriminer le
réle des tiques dans la transmission des anaplasmes chez les caprins.

Dans notre étude, aucune association significative n’a été mise en évidence entre la prévalence
a Anaplasma spp. et I’infestation par R. sanguineuse et/ou R. bursa. Notre résultat est
contradictoire ace qui est dans la littérature. Certaines espéces de tiques ont été signalées
comme pouvantétre des vecteurs potentiels a Anaplasma spp. chez les caprins ; a titre
d’exemple : Derdakova et ses collaborateurs (2011) ont montré que Dermacentore marginatus
est le principale vecteurs d’A. ovisen Slovaquie. Ainsi Aktas et ses collaborateurs (2009) ont
rapporté la présence d’/ADN d'A. ovis dans les glandes salivaires de R. sanguineus collectées en
Turquie. De plus Torina et ses collaborateurs (2008) et de la Fuente et ses collaborateurs (2005)
ont démontré que R. turanicus est le principal vecteur de A. ovis en Sicile (Italie). Yin et Luo
(2007), ont démontrés que certaines especes des tiques telles que Dermacentor nuttalli,
Hyalomma asiaticum et Rhipicephalus pumilio, ne sont pas capable de transmettre 1’A. ovis, par
voie trans-stadiale, mais la transmission est possible par un coefeeding. En plus plusieurs
auteurs accordées sur le fait que la tique Rhipicephalus spp. est la tique la plus incriminée dans

la transmission d’anaplasmose des petitsruminants (Ait Ibacha et al., 2014)
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Conclusion

Ce travail nous a permis de mettre en évidence, par la technique de Giemsa et la technique
d’ELISA, la présence d’Anaplasma spp. (A. ovis et/ A. marginale) dans la population caprine
de la région de 1’est algérien (Guelma et El-tatrf).

De plus, au cours de ce travail, nous avons recensé et identifiédeux especes de tiques infestant
les caprins de la région : Rhipicephalus bursa et Rhipicephalussanguineus, avec prédominance
de Rhipicephalussanguineus.

Nos résultats mettent aussi en exergue la présence de quatre facteurs de risque de transmission
d’Anaplasma sppaux caprins, qui sont le statut de gestation, la saison, la zone agro écologique

et le type d’¢élevage.

La prévalence obtenue vis-a-vis des agents étudiés indique que ces derniers sont largement
distribués dans ’est algérien. Pour cela, il serait intéressant de compléter notre travail par une

¢tude moléculaire afin d’identifier avec certitude les différents espéces d’Anaplasma.

Les résultats de nos travaux permettent d’entrevoir aussi une série d’études en perspectives
visant a améliorer d’avantage les connaissances concernant I’anaplasmose caprine en Algérie.
Dans une premicre étape, il serait intéressant de poursuivre ce type d’études épidémiologiques
dans d’autres régions du pays caractérisées par des situations écologiques tres diverses. Ceci
permettra d’acquérir des connaissances approfondies sur cette maladie et une meilleure maitrise
des facteurs de risque au sein des différents systemes de production animale, dont le but de
construire des modéls de lutte standard adaptés a chaque contexte épidémiologique.

De plus, Les prévalences élevées vis-a-vis ces especes et 1’exposition des caprins aux vecteurs
arthropodes, ainsi que le contact étroit des humains aux caprins font les différents espéces
d’Anaplasmades candidats potentiels pour des agents zoonotiques. D'autres études sont

nécessaires pour évaluer ’effet zoonotique possible de cet hémopathogéne.
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ANEXE | : Fiche de renseignement sur ’animal prélevé

Fiche de renseignement sur I’animal prélevé (2016)

D 1 Wilaya: ......................

Commune: .................. N°e d’élevage : ...........

Identification de I’animal et symptomes :

Code de ’animale : ...........ccceeuneeeenn. .. Race:...............
SBXB & Age: i,
Couleurdelarobe:....................... TCrectale : ..........
Origine de I’animale : O acheté O natif

Gestation : O oui O non
Avortement : O oui O non

Couleur de muqueuses oculaire : O rose vif O peu pale
Pathologies antécédente : ...................... Traitements...................
Pathologie actuelle : .............................. Traitements...................

Infestation par les ectoparasites au moment du prélévement :

O Présence des tiques O présence des poux O autres

O absence des tiques O absence des poux

O pale




ANEXE Il : Questionnaire a I'intention des éleveurs

Questionnaire a I'intention des éleveurs

N T o s

Description d’élevage :
Type de production :
Mode d’élevage :

Etat d’hygi¢ne :

Traitement acaricide

La cible

ladurée.......cccoeveen....

Periodes des traitements

Résultats de traitement .

O laitiére O viande O mixte
O intensif O extensif O semi intensif
O bonne O moyenne O mauvaise
O régulier O occasionnel O pas de traitement
O animale O étable O les deux
.. Intervalle entre les traitements ............ccoovvvvieiiiiniiniennennn...




ANNEXE I11 : Examen microscopique des frottis sanguins

1. Réactifs
Méthanol absolue, Giemsa, Eau distillée, Huile a immersion.
2. Procédure (selon Itard, 2000) :

1) Réaliser un frottis sanguin mince selon la technique décrite dans la figure et laisser

sécher a ’air.

une goutte du sang sur la lame

réalisation d’un angle de 30° a 45 photo N°04: glissement de 2éme

une frottis mince

Figure : préparation des frotis sanguins.




2) Recouvrir les lames par le méthanol absolu pendant 10 min.

3) Ajouter le Giemsa sur chaque lame fixée par le méthanol absolue et laisser agir pendant
30 min.

4) Lavage et séchage de lames colorées.

5) Lecture sous microscope optique a huile a immersion.

Photo N° 6: microscope photonique OMAX utilisé pour I’examen des frottis sanguins




ANNEXE 1V : Examen sérologique par CELISA.

Test ELISA-c (Anaplasma Antibody Test Kit, cELISA, VMRD, Pullman, Washington, USA).

- Réactifs du kit de diagnostic

Deux microplaques de 96-puits fixée avec 1’antigéne rMSPS5,

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

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

Témoins positif et négatif.

Figure : Réactifs de Kit cELISA, Anaplasma Antibody Test, VMRD.

Protocole

1) ajouter 50 pl par puits de sérum non dilué a la plaque fixée avec 1’antigéne rMSPS et incuber
a température de 23+ 2°C pendant 60 min ;

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

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

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

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

min & température de 23+ 2°C ;




7) Ajouter 50 pl/puits de solution stop a la solution substrat déja dans les puits et tapoter le bord
de la plaque pour mélanger doucement le mélange ;
8) Lire les plaques dans un lecteur a 620, 630 ou 650 nm.

Validation
La moyenne de la densité optique (DO) du témoin négatif doit varier de 0,40 a 2,10 et Le

pourcentage d’inhibition du témoin positif doit étre supérieur ou égal a 30 %.

- Interprétation des résultats
Le pourcentage d’inhibition est calculé comme suit :

% 1 =100 [1-DO de I’échantillon +~ moyenne de la DO du témoin négatif]

Les échantillons dont le pourcentage est inférieur a 30 % sont négatifs. Les échantillons dont le

pourcentage est supérieur ou égal a 30 % sont positifs.




