gl Ao Sagal) A i 3ad) iy ggan
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

alall ) g al) adasl) 3515 g
MINISTERE DE L’ESEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE
LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

6 sl all Ulal) Aila gl) A jaal)
ECOLE NATIONALE SUPERIEURE VETERINAIRE - EL HARRACH

MEMOIRE DE MAGISTERE EN SCIENCES VETERINAIRES
Option : Zoonoses Infectieuses ; Diagnostic et Thérapeutique

Théme

Contribution a I’étude de la peste chez les chiens et chats errants dans

la région d’Alger par la technique d’amplification en chaine par

polymérase (PCR)

Présenté par : Dr. Sara Zaidi

Soutenu publiquement le : 29/04/2012

Le jury:

Président : BENMEHDI M. Professeur (ENSV)

Promoteur : BITAM I. Maitre de recherche (IPA)

Examinateurs : NAIM M. Professeur (FMA)
AIT OUDHIA K. Maitre de conférences (ENSV)
GHALMI F. Maitre de conférences (ENSV)

HARHOURA K. Maitre assistant (ENSV)

Année Universitaire 2011-2012




REMERCTEMENTS

Je remercie Dieu le tout puissant et le trés miséricordieux par la grace duquel jai pu réaliser

ce modeste travail.

Mes sincéres remerciements et toute ma reconnaissance & mon encadreur, Docteur Idir

BITAM, mditre de recherche a l'institut Pasteur d'Algérie, tout d'abord d'avoir accepté de
m'encadrer et son étroite collaboration en mettant a ma disposition son laboratoire tout en

restant trés attentif a mes doléances.

Mes vifs remerciements sadressent au Professeur Benmehdi, & I'Ecole Nationale

Supérieure Vétérinaire d'Alger, de m'avoir fait I'nonneur de présider le jury de ce mémoire.

Mes remerciements s'adressent également au Professeur Naim, a la faculté de médecine

d'Alger ; aux Docteurs Ait Oudhia, Ghalmi, et Harhoura, de I'Ecole Nationale Supérieure

Vétérinaire d'Alger ; d'avoir accepté d'examiner ce travail.

Je tiens a exprimer mes sincéres remerciements d toutes les personnes ayant contribué d la

réalisation de la partie expérimentale avec leur aide, leur compréhension, et leur

encouragement et tout particulierement :

- Aux personnels du laboratoire d'écologie des systémes vectoriels de I'TPA: Madame

Ammara-Korba, Monsieur Kernif, Mlle Beneljouzi, Mlle Malek, Madame Nehmar.

- Aux personnels de 'HURBAL et particulierement Madame Saidi et Madame Zerouk.

ml

Je tiens a exprimer ma reconnaissance envers Docteur Slimi, chargé de la lutte contre les

zoonoses au Ministere de la Santé, qui a accepté de me recevoir et répondre a mes

questionnements.

Enfin, je tiens a remercier toutes les personnes ayant contribué de loin ou de prét a la

réalisation de ce travail.



DEDICACES

A mon papa..
Qui m'a inculqué ['amour de (3 science et du saVoir

A ma maman..
POU)" So pat/'ence, PoUr SES encourasgements et ad étre proche de moj tout au /ong ae mo
SColarité

A mes deux fréres Lakpdar et Aghiless, 3 ma saur Lynda..
Que j'aime énormeément,

A Lyés Schirf.
Pour tous les merveilleux moments passes en sa Compagnie et pour sa gentillesse, s3
aisponibilité et ses précieux consejls,

A ma meilleure amie Aming Bessas..
Pour son amitié, son soutien, sa présence au prée de moi dans les moments de_joje et de
peine,

A ma trés chére amie Maba Makbroudjs..
Avec qui jai passé des moments agréables et jnoubliables,

A toutcels mes amies,

A toutes ma famille, oncies, tantes, cousins et cousines,
A tout mes enseignants avec un grand remerciement.




SOMMAIRE

INTRODUTION GENERALE ...ttt et ree e s e r e e s e s s e e e s e a s s e a s s e nas s easssenassnansss 1
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE ......uiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiinininininnnininnninessnssesesssesssssssssssssesssssssssssssesssssssssssssssssssssanans .3
. Historique de la mMaladi@ ............c..oooiiiiiiiie e e e e e e e et e e e ba e e e e raaeeean 3

1l 23 Lot T g o] (o [T RN 5
M. PAtROZENIE ........ooeiieecee ettt e st e st e et e e s be e et ae e e te e e baeeanteeearaeeareeereeeareeann 7
Iv. [ o 0o L=y YT [ -SSR 8
LY R oo [<T0 o[ To] [ q T= R [T Yol o 1Y/ USSR 8

IV.1.1. Répartition SEOZIraphigUE ......ccueiieeiiie ettt e e e are e e e aae e e eeabb e e e sennaeeeean 8

IV.1.2. Réémergence récente de [a PESTE .....ococciiii i 9

IV.2. EPidémiologie analytiQUe ......ccceeieeeiiiiniiieeieieniienerennierenieresserenserensersnssesnsessnssessnsssensessnsanes 10

IV.2.1. Sources d’infection et tranSMISSION ........cocuieriiiiriiiiiiiee ettt e e 10

IV.2.2. Réservoirs et vecteurs de 12 PESTE ......ciecccieieeciiee ettt e 12

IV.2.2. RESErvoirs de 12 PESTE ....ciiiceiiieciiee ettt e e 12

IV.2.2. Vecteurs de 1@ PESTE ....uuiiiiiiieeccitee ettt e e e 16

LY 2 o 131 ¥ =S PPUPP 18
V.1. La maladie chez 'hOMME ..ottt bbbttt es 18

V.2. La maladie chez I'animal ..ottt st et n 18

VI. (DI E T4 4 o 1 1 o OO PSP PPPPPPPPTTN 19
AV AR DT Y= g T 1y ol e T =T ot A TP 20

VA R DI F- Y= o Yo 1 ol [ Yo [T Yot A USRS 21

VII. IMOYENS AE TULLE ...t e e et e e e et e e e e e ar e e e e e areeeeenstaeeeensbeeeeennteeeeenrenas 22
RV LIS S I =Y (=0 0 1= o | PP 22

VIL2. PPEVENTION ..eouiiiiiiiiieiieeteete ettt ettt sttt e bt e b e s bt e s bt st sab e e bt e b e e b e e s reesmeesneeenneen 23
MATERIELS ET METHODES .....ciuiiuiiteiieiieiianirniiruiieeiinsimisisssressrestessiassrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssasssns 26
IMIATERIELS ... oo tuiiiuiiiuiiniiniiusineiresieesiessiassrassrsssssstsssssssssssrsssrssssessesstasssassrsssssssssssasssssssnssssssssssnsssnsssasssns 26
. Matériels BIOlOZIQUES .........cooeiiiiiee e e e e e e raa e e e e s aa e e e e aaaeeean 26
[.1. Lieu et PEriode de FETUdE ......cccuiiiieeeee ettt e et e e et e e e e e bt e e e e e baee e e snreeaeeanes 26

11.1.1. Collecte de Prél@VEMENTS .....ccccveiieciiieeecieee e ettt e ettt e e et e e e e e e e e e eabaeeeeeabaeeeeeabaeeeeeaneeas 26

11.1.2. ANalySe des PrélEVEMENTS ....ccccueiiieiiiieeeciiee e et e ettt e e et e e e e e e e e eabaeeeeeabaeeeeeabaeeeeeareeas 27

0 N o 11 0 - 1 b PP PP OTPPROPPRTRS 27

[.3. TYPES d@ PreIEVEMENTS .ciieiiieeeciiiee ettt e et e e et e e e e et e e e ebaeeesebtaeesebeeeessstaeessantaeeesnes 27

[.4. Fiche de renSEIZNEMENT ........uviiiiiii ittt e e e e e e e e et e e e e e e e s e s nnbeeeeeaaeeeessnsrneeeeas 27



1. Matériels NON BIOIOGIQUE ...........oooiiieeeeceecee e e e st e et e e snteeenaeesaneean 28

[1.1. Matériels de mMiSSION SUF TEITAIN ..c...eiiiiieiiierieee ettt st 28
11.1.1. Matériels de protection Personnelle ........c..oeeciiiieiiiiei e 28

11.11.2. Matériels de prélevements d’Organes .......ccccvevuveieiiiieieiiiiee et 28

[1.2. Matériels de 1aboratoire ..o s s 28

[1.3. Les réactifs et produits ChimMIQUES ......coiieiiiiiiiiiee et e e s s nrae e e snes 28

LY I 0 10 29
. Prélevements d’'OrZaNES .............c..ooiiiiiiiii it e e e et e e et e e e e ba e e e e b e e e e e abae e e enareeas 29
[.1. Techniques de PrélE@VEMENTS .......eiiiiiiiee ettt e e e ette e e e e tae e e s ebaeeeeebaseesesteeeesnes 29

[0 0 B S Y oY o T<] I [0 =1 o o 1o [V RS 29

1.1.2. Préparation du Materiel ...t 30

1.1.3. Préparation de I'animal .........oooiiiiiiiic et 31

1.1.4. Prélevement de 12 rate ..ot 31

[.2. Techniques de conservation deS OrZANES .......ccccvveeiiiiiieeciieeeeeciee e e ectteeeeeetreeesecrteeeessrtaeeesastaeeesnes 32

1.2.1. Transport des PréleVEMENTS .......ccivciiiiiiiiiiee e e s seaeee e 32

1.2.2. Conservation proprement dite ........ccccceevceiieeiiiiiie e 33

Il Protocole d@ 1a PCR .........c.oo ittt ettt ettt sttt e b e bt e s bt e s bt e she e et e et e enbeesbeesaeesanenas 33
L1 HISTOTIQUE oo, 33

L 2. PN CIPE oo, 33

1 T V=3 4 T o [PPSO PP PR PSP 34
11.3.1. Premiere étape « Protocole d’extraction d’ADN » .....c..ceevviieeiiiiiiieeiiieee e eeeee e 34

11.3.2. Seconde étape « PCR proprement dite » .......cccceeeeiiieeeiiiiiie ettt 43

[1.3.2.1. Préparation du MiX ......ccccceeeeeiiiieee e ecieeeeecvee e e esree e e e sare e e e snaeeeea 43

11.3.2.2. Lajout des ADN @UX MIX ...ueeerririreeeiiiireeesiireeesiireeesssneeeessseessssseesens 47

[1.3.2.3. Programmation du thermocycleur ........ccceeeviiieiieiiieee e 48

11.3.3. Troisieme étape «électrophorése et réveélation» .........cccccvvvvieiniiiiiniieeniiiennieeee e 50

11.3.3.1. Préparation du gel d’Agarose 1.5% .......cccccceeeveeescieesieeenieeeiree e 51

[1.3.3.2. Coulage des gels dans la cuve électrophorése horizontale .............. 52

[1.3.3.3. Le dép6t des échantillons dans le gel et leur migration ................... 53

11.3.3.4. Visualisation (lecture) par Transilluminateur .........cccccceevvvveeceeennnnn. 55

I, ANAlYSe SEAtISTIQUE ........oeeiiiiiicecee et e e s et e e e st e e e s easb e e e s eabeeeeenbaeeeennseeas 55
RESULTATS ET DISCUSSION .....cuieiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiitiiieiteiresteesiesstassrasissstsssssssrssersssrsssssssssssssssasssns 56
I Migration des échantillons sans amplification ..............cccoccoiiiiiii i 56
1. La recherche des agents PathOZENES ...........coccviiiiiiciii e e e saaee s 57

11.1.1. Chez 'e@SPECE FEIINE .....eeeeeeeieeeee ettt et e e e e e e e e atae e e e eaneeas 57



| @ o 1= 1 W Y o T=Y ol o= 11 =S 64

CONCLUSION ET PERSPECTIVES ...ccciniiminmnnmnsssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 67
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

ANNEXES



Figure 1 :
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :
Figure5:
Figure 6 :
Figure 7 :
Figure 8 :
Figure 9 :

Figure 10 :
Figure 11 :
Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :
Figure 16 :
Figure 17 :
Figure 18 :
Figure 19 :
Figure 20 :
Figure 21 :
Figure 22 :
Figure 23 :
Figure 24 :
Figure 25 :
Figure 26 :
Figure 27 :
Figure 28 :
Figure 29 :
Figure 30 :
Figure 31 :
Figure 32 :
Figure 33 :
Figure 34 :
Figure 35 :

Figure 36

Figure 37:

LISTE DES FIGURES

Distribution géographique des cas de peste, région d'Oranie, juin-juillet 2003 ...........ccccceveiereniereseennnn, 5
Colonies de Yersinia pestis apres culture sur une gélose CIN ........cccvivriveiieieneie e 6
Clonies de Yersinia pestis sur gélose au sang aprés 72 heures d’incubation ........c.ccoceevvvereienieneicsieneennen, 6
Schéma de la pathogénie de YErsinia PESTIS .......oeiririeiririeiririee sttt bbbt 8
Distribution géographique de la peste dans 1€ MONAE ..........ccccoiririiiiiiiine e 9
Voies de tranSmiSSION e 18 PESLE ......eiuiiiiiiiiieice et 12
Certaines especes de puces qui peuvent jouer le role de vecteurs pour Yersinia pestis ........cccccooeervennnen, 17
La forme bipolaire de Yersinia pestis SOUS MICTOSCOPIE .....vcivverreeririieiieseeseesiee e seeseesreesreeseesneeeneeeneenes 20
Anatomie interne du chat et du chien indiquant la position de larate ..........ccccevevievieicice i, 29
Désinfetion du matériel par QULOCIAVAGE .......coiiviiiiiiiiereeee et 30
Etiqueter les tubes & vice selon la fiche de renseignements correspondante ............ccoceovverennieneneennen, 30
Etapes du prélevement de 1A rate .......cccvciveiiiii ittt neas 32
Transport des prélevements SOUS frOId .........cciiiiiiiiieci e 32
Vérification des étiquettes et conservation des échantillons dans 1’alcool .........c.ccooeviiiiiiiiiniinneene. 33
Réactifs du Kit QIA amp utilisés pour I’extraction d’ ADN ........c.ccocviiriiiiiiinie e 34
Décontamination du MALEriel SOUS UV ......co.ciiiiiiiiiiiinieneesie ettt 35
Etapes de préparation des échantillons avant ’utilisation des réactifs d’extraction ............cccccoccveruenene 36
Désinfection du matériel apres ChagUE USAJE ..........cecveiiieiieiieiiesie e eeee et te e sr et e besrestesneeneas 36
L28JOUL @ AT ..ottt h bbbttt b e bt b e e eb e et e e n e e Rn e eR e bt e b e e be b e 37
Broyage des BChaNTIlIONS .........cccoeiiiiiiieec ettt be sttt b e reereeneas 37
L’ajout de 12 protéinase K .........ccooiiiiiiiiiiec e 38
L’incubation au bain sec et centrifugation des €chantillons ...........c.ccoovieeiiiininiine 38
LaJOUL U BUFFEE Al ..o ekttt b et sb e b 39
Deuxiéme incubation au bain sec et la centrifugation des échantillons ...........ccocoovvviinineiei i, 39
Précipitation de I’ADN en ajoutant I’€thanol ............ccccvciiiiiiiiiiiii e 40
Récupération de I’ADN dans les filtres des tubes cOllECteUrS .........ccovvveiiiiiiiiiiiiineee 41
Premiére purification : L’ajout de AW 1 ...ttt 41
Deuxiéme purification : L’ajout de AW?2 ..ottt st st sne e 42
L2aJOUL AU AE ..o et 42
Récupération des échantillons contenant I’ADN puis leur conservation sous froid ...........cccoceviviiennns 43
I TR 1 o[-0 0 PSS 43
Préparation AU ONTPS.......ccoiiiiiiieiie ettt sttt st esbe s b e ebesbe e ebesbeseabesaeseatesaeseebesaesenteneas 45
LS PrOTUILS AU NMEX 1.ttt sttt bttt bbbt bt bt e b e e e e b sb e s bt e bt eb e e b e e ne e b e nb et sbeebeene e 46
Le dépdt du mix dans 165 DarretteS PCR .......cc.civieiieieieiieese ettt sttt sttt sne s 47
L'ajout des ADN (échantillons), du témoin positif et du témoin négatif aux MiX .......ccocevvrierereiieriennen, 48
: Appareil d’amplification de ’ADN : ThEIMOCYCIBUF .....ocvveviiieieciesese e 48
SAIIE ABS GEIS o.veeieii ittt R r e e et e et et nrenreaneenes 51


file:///D:/mémoire%20magistere/9.%20Chapitre%201%20la%20peste.docx%23_Toc307481177
file:///D:/mémoire%20magistere/9.%20Chapitre%201%20la%20peste.docx%23_Toc307481178
file:///D:/sjqs.docx%23_Toc307481179
file:///D:/sjqs.docx%23_Toc307481179
file:///D:/mémoire%20magistere/These/11.%20Matériels%20et%20méthodes.docx%23_Toc308514222
file:///D:/mémoire%20magistere/These/11.%20Matériels%20et%20méthodes.docx%23_Toc308514237
file:///D:/mémoire%20magistere/These/11.%20Matériels%20et%20méthodes.docx%23_Toc308514238
file:///D:/mémoire%20magistere/These/11.%20Matériels%20et%20méthodes.docx%23_Toc308514238

Figure 38 : La préparation du @el d’agaroSe 1.5% ...viiiiiiiieiierieiesie sttt st st st ere s 51

Figure 39 : Coulage du gel dans 18 CUVE .........couiiiiiiiiicei ettt et bbbt ebe e 52
Figure 40: TBE 5X dans 1a CUVE @ MIGIAION ....cviuiuiiiiriiiieie ettt sttt st 53
Figure 41 : Le transfert des échantillons (ADN amplifiés) dans 185 PUILS.........cccoreieriririniiciensee e 53
Figure 42 : Le dépot des témoins et du marquer de PM dans 1es derniers PUIts .........coccceovciennniennenensee e 54
Figure 43 : Application d'une tension électrique puis retrait du gel aprés migration ...........ccoceeevvivevevevesiesnsinscnennns 55
Figure 44 : Visualisation du gel dans le transilluminateur @ UV .........cccoceiiiiiin i 55
Figure 45 : Présence des AND dans les échantillons de rates de chats et de chiens avant amplification................... 57
Figure 46 : Gel de PCR de Yersinia pestis (gene Pla) sur des rates de Chats ..........ccoceveveieiennnieccic e 58
Figure 47 : Prévalence des chats positifs en PCR pour YErsinia PestiS ...........cccureiernniennisienniee e 58
Figure 48 : Répartition de la peste Selon le SEXE A8S CHALS .....cviiriiiiiiiiiiree e 59
Figure 49 : Répartition de la peste selon I’4ge des Chats ........ccoviiiiiiiiiiiiiicc e 60

Figure 50 : Gel de PCR de Yersinia pestis (géne Pla) sur des rates de Chiens .........c.ccveiieneiiinenccneee e 64


file:///D:/mémoire%20magistere/These/11.%20Matériels%20et%20méthodes.docx%23_Toc308514246
file:///D:/mémoire%20magistere/These/11.%20Matériels%20et%20méthodes.docx%23_Toc308514247
file:///D:/mémoire%20magistere/These/11.%20Matériels%20et%20méthodes.docx%23_Toc308514248
file:///D:/mémoire%20magistere/These/11.%20Matériels%20et%20méthodes.docx%23_Toc308514249
file:///D:/mémoire%20magistere/These/11.%20Matériels%20et%20méthodes.docx%23_Toc308514247
file:///D:/mémoire%20magistere/These/11.%20Matériels%20et%20méthodes.docx%23_Toc308514248
file:///D:/mémoire%20magistere/These/11.%20Matériels%20et%20méthodes.docx%23_Toc308514249
file:///D:/mémoire%20magistere/These/11.%20Matériels%20et%20méthodes.docx%23_Toc308514249
file:///D:/mémoire%20magistere/These/11.%20Matériels%20et%20méthodes.docx%23_Toc308514249
file:///D:/mémoire%20magistere/These/11.%20Matériels%20et%20méthodes.docx%23_Toc308514248

LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 : Nombre de cas de peste observes en Algérie depuis 1935........ccccoiviiviineneene, 4
Tableau 2 : Réémergence récente de la peste dans le monde ...........ccoccevvveveive e s, 10
Tableau 3 : Enquéte de séroprévalence de I’infection canine et féline a Yersinia pestis ........ 14
Tableau 4 : Les ProduitsS AU MIX ....cceeeieieiiiiiesieeee e 46
Tableau 5 : Le programme du thermOCYCIBUN ........coveiiiiiiiie e 50

Tableau 6 : Les signes cliniques observés chez les chats positifs en PCR ...........cccccceeveenien. 61



@ @ @ @& & & & @ & =

e @ & @

LISTE DES ABREVIATIONS

A : Adénine

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

AE: Elution Buffer

AL : Lysis buffer for DNA purification
ATL : Tissue lysis buffer

AW: Wash Buffer

BET : Bromure d’Ethidium

C : Cytosine

DDT : Dichlorodiphényltrichloroéthane
dNTP : 2’-désoxyribose Nucléoside
TriPhosphate

EDTA : Ethyléne-Diamine-TétrAcétate
ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
EMJH : Ellinghausen, Mac Cullough,
Johnson et Harris

G : Guanine

HURBAL : Hygiene Urbaine d’Alger (Fourriere
canine de Boumati, El-Harrach)

IFl : ImmunoFluorescence Indirecte
IgG : Immunoglobuline G

IgM : Immunoglobuline M

IPA : Institut Pasteur d’Algérie

@ & @ & & @& & @ & @

e @ & & @ @ @9

MAT : Test d'Agglutination Microscopigue ou
micro-agglutination

MgCI2 : Chlorure de Magnésium

OMS: Organisation Mondiale de la Santé
pB: paires de Base

PCR : Polymérase Chaine Réaction

Pla : Plasminogéne

PM : Marqueur de Poids moléculaire

P : Primer

Ta : Température d’hybridation

TBE : Tris Borique acide EDTA

Tm : Melting Temperature (température de
fusion)

T : Thymine

T+ : Témoin positif

T- : Témoin négatif

UV : UltraViolet

V: Volte

W : Watt

Y : Yersinia






Introduction générale

a peste est avant tout une zoonose affectant les petits animaux et leurs puces. Elle peut

¢galement infecter I’homme (Dennis et Gage, 1999 ; Gage et Kosoy, 2005 ; Duchemin

et al., 2006). Chez I'nomme, la peste est une maladie tres grave avec un taux de létalité
atteignant 30 a 60 % en absence de traitement (Carniel, 2002).

Cette maladie a donneé lieu a de grandes épidémies historiques et est considérée aujourd’hui comme
une maladie réémergente dans le monde (Carniel, 2002 ; Khan, 2004), c'est une maladie a
déclaration obligatoire soumise au reglement Sanitaire International (Duchemin et al., 2006).
Pendant les 18 ans de 1985 a 2003, plus de 43 000 cas humains de peste ont été déclarés a
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) par 25 pays. Toutefois, en raison de mauvaises
installations de diagnostic et de sous-déclaration, le nombre de cas est presque certainement
beaucoup plus élevé (Carniel, 2008).

Les spécialistes de la surveillance internationale savent que le danger demeure. A partir des trés
nombreux foyers qu'elle s'est créés a travers le monde et ou elle a su s'enraciner, la peste peut a tout
moment s'étendre & la faveur d'une défaillance de la civilisation (Baltazard, 1971). C’est une
maladie qui n’a jamais pu étre éradiquée (Dennis et Gage, 1999). Au contraire, elle sévit toujours en
Asie, en Afrique et en Amérique (Carniel, 2002). Personne ne peut prévoir comment et quand elle
pourrait étre supprimée. «Un monde sans peste» restera probablement un réve pendant une période
indéfinie (Khan, 2004).

En Algérie, la peste est réapparue, dans la région de I’Oranie en 2003, apres une période de silence
inter épidémique de 50 ans (R.E.A., 2003). Un autre foyer s’est déclaré dans la région de Laghouat,
en 2008 (Bitam et al., 2010a). De ce fait, 1’étude de cette pathologie, dans notre pays, s’aveére plus

que jamais nécessaire.

Des études antérieures ont révélé que le contact avec les animaux domestiques tels que les chiens et
chats représente un facteur de risque potentiel d'infection pesteuse (Eidson et al., 1988 ; Chomel et
al., 1994 ; Leighton et al., 2001 ; Watson et al., 2001 ; Gould et al., 2008 ; Aragéao et al., 2009 ;
Wang et al., 2011). Dans un milieu naturel, non soigné et en étant en contact avec des rongeurs, la
population errante de ces carnivores est la plus exposée au risque d’attraper la maladie et de

maintenir la propagation du bacille par la suite.




Introduction générale

Le diagnostic de la peste dans notre pays présente certaines contraintes, puisque la culture qui est un
moyen difficile a mettre en ceuvre, nécessite un laboratoire d’une certaine sécurité (niveau 3). La
sérologie qui par contre est un moyen de routine, ne peut étre utilisée si 1’infection est récente ni
dans le but d’identifier le role réservoir que peuvent jouer les animaux.

Les méthodes moléculaires semblent étre le moyen de diagnostic le plus adéquat par la facilité

d’utilisation, la rapidité d’obtention des résultats et par la spécificité du test.

Nous avons mené une étude afin de répondre aux objectifs suivants :

» Mettre en évidence 1’agent de cette pathologie dans la population errante de I’espéce canine
et féline dans la région d’Alger et montrer le réle que peut jouer ces animaux autant que
réservoirs dans 1’épidémiologie de cette maladie.

» Montrer I’intérét de la technique « Réaction en chaine par polymérase ou PCR » sur tissus
animaux (chiens et chats) dans le diagnostic et le controle d’une pathologie assez redoutable

comme la peste.
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I.  Historique de la maladie

Aucune maladie infectieuse n’a causée autant de ravages a la population mondiale que la peste
(Schaechter et al., 1999). Trois pandémies majeures ont émaillé 1’histoire de I’homme (Bussiéras
et Chermette, 1991).

> La premiére pandémie décrite est appelée «peste de Justinien», elle est survenue au
6°™ siecle et a tué une population estimée a 100 millions de personnes en une cinquantaine d’années
(Schaechter et al., 1999). Elle partit probablement d’Afrique centrale et atteignit le pourtour du
bassin méditerranéen. Lorsque la maladie est apparue, elle déconcerta les médecins de 1’époque car

ils ne trouvaient pas de description, ni de traitements pour les malades (Juif, 2011).

> La seconde pandémie majeure «la peste noire», originaire d’Asie s’est répandue au
14*™ siecle dans le Proche Orient et I’Europe. En Europe uniquement, un quart de la population est
mort de cette maladie (Schaechter et al., 1999). La peste restait toujours aussi méconnue par les
médecins. On invoqua des causes aussi variées qu’une conjonction d’astres néfastes, d’apparition de

nombreuses cometes ou un désordre climatique (Juif, 2011).

> La troisieme pandémie, ou peste orientale, Contrairement aux deux premieres
pandémies, elle fut mondiale. Elle a débuté en Chine en 1894 et elle a rapidement touché les cinq
continents par I’intermédiaire des rats infectés a bord des bateaux (Schaechter et al., 1999). Au
cours de cette pandémie, la nature infectieuse de la maladie fut élucidée et en quelques annees, la
bacterie responsable ainsi que son reservoir, le rat, furent identifies par Alexandre Yersin ainsi que

son vecteur, la puce, par Paul-Louis Simon (Juif, 2011).

> En 1896, Waldemar Haffkine trouva un vaccin antipesteux, qui ne prévenait pas la
peste mais baissait sa mortalité. En 1933, Jean Robic développa un vaccin vivant attenué permettant
une réduction de plus de 65% de la mortalité pour la peste bubonique. Ce vaccin fut utilisé jusqu’a
la fin de la deuxiéme guerre mondiale ou les antibiotiques, récemment découverts, prirent le relais

pour lutter contre ce fléau (Juif, 2011).

> Le bacille pesteux est utilisable comme arme biologique avec 1’utilisation d’aérosol

provoquant des cas de peste pulmonaire. En 1348, les Tartares ont utilisé pour la premiere fois la



http://www.google.com/search?hl=fr&rlz=1R2ADFA_frDZ406&biw=1345&bih=584&q=inauthor:%22Moselio+Schaechter%22&sa=X&ei=L2fmTevtKoS58gPlkMySCw&ved=0CBgQ9Ag
http://www.google.com/search?hl=fr&rlz=1R2ADFA_frDZ406&biw=1345&bih=584&q=inauthor:%22Moselio+Schaechter%22&sa=X&ei=L2fmTevtKoS58gPlkMySCw&ved=0CBgQ9Ag
http://www.google.com/search?hl=fr&rlz=1R2ADFA_frDZ406&biw=1345&bih=584&q=inauthor:%22Moselio+Schaechter%22&sa=X&ei=L2fmTevtKoS58gPlkMySCw&ved=0CBgQ9Ag
http://www.google.com/search?hl=fr&rlz=1R2ADFA_frDZ406&biw=1345&bih=584&q=inauthor:%22Moselio+Schaechter%22&sa=X&ei=L2fmTevtKoS58gPlkMySCw&ved=0CBgQ9Ag
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peste comme arme de guerre biologique lors du siége de Caffa en projetant les cadavres infestes de
la peste par-dessus le mur des assiéges. Dans les années 70 a 90, les soviétiques ont développé des
méthodes permettant d’aérosoliser la bactérie sans altérer sa survie pour la fabrication de bombes
biologiques avec des souches résistantes aux antibiotiques. En 2000, aux Etats-Unis, Yersinia pestis
fut dispersée par un aerosol dans un musée, ce qui provoqua environ 4 000 pneumonies primitives
liées a la peste et environ 2 000 déces (Juif, 2011).

Le bacille de la peste fait partie désormais de la liste des agents pathogénes les plus
susceptibles d’étre utilisés pour une arme biologique considérée comme une arme de destruction
massive potentielle, au méme titre que des armes nucléaires, radiologiques ou méme chimiques
(Juif, 2011).

@ Lhistoire de la peste en Algérie

Les manifestations de la peste en Algérie ont été plus fréquentes depuis 1911. Jusqu’a 1935, on a
observé que deux épidémies, en 1921: 185 cas avec 97 déces ont été enregistré a Sour EI Ghouzlane
(Aumale), et en 1931: 86 cas de peste pulmonaire ont été notifiés dans le département de
Constantine (Pollitzer, 1954).

Le bilan de la peste depuis 1935 est résumé dans le tableau suivant (Pollitzer, 1954).

Tableau 1 : Nombre de cas de peste observés en Algérie depuis 1935

Année Nombre total Observations
1935 11 10 cas constatés a Skikda
1936 10 3 cas constatés a Alger
1937 3 Tous a Alger
1939 2 Tous a Alger
1940 18 Tous a Alger
1944 95 94 cas a Alger
1945 1 Tous & Oran
1946 2 Les deux a Oran
1950 6 Tous a Oran




Au cours de mois juin-juillet 2003, la région Ouest du pays a déclaré la survenue de la peste sur son
territoire. Selon les critéres de définition de I’OMS : neuf cas confirmés et trois cas probables avec
un déces. Cette épidémie a touché la région Ouest du pays : Oran, Mascara et Ain Temouchent. Il
s’agit des cas de peste bubonique (R.E.A., 2003).

o Mascara

Figure 1 : Distribution géographique des cas de peste, région d'Oranie, juin-juillet 2003 (Bertherat
et al., 2007)

En 2008, une petite épidémie a touché des nomades dans la région de Laghouat, avec 4 cas (peste
bubonique) et un déces (peste pulmonaires), La peste a été confirmé par culture de ’agent
pathogéne aprés une ponction des bubons (Bitam et al., 2010a).

Il. Bactériologie

Alexandre Yersin (1863 — 1943) le bactériologiste franco-suisse se rend a Hong-Kong et, pourvu de
moyens dérisoires, réussit a identifier et isoler en trois semaines le responsable du fléau immémorial
qui a terrorisé les hommes de toutes conditions et de tous pays. Il s‘agit d'un microbe tres resistant
qui porte depuis lors le nom de son découvreur : le bacille de Yersin («Yersinia pestis») (Azizi et
Azizi, 2010).

Yersinia pestis appartient a la famille des Enterobacteriacez. Le genre Yersinia comprend 15
especes dont seulement trois sont pathogenes pour I’homme et les animaux : Y. pseudotuberculosis,
Y. enterocolitica et Y. pestis (Prentice et Rahalison, 2007).

Yersinia pestis est un coccobacille de 0,5 a 0,8 um de largeur sur 1 a 3 um de longueur, immobile,
capsulé, Gram négatif, aéro-anaérobie facultatif (Prentice et Rahalison, 2007).



http://www.bacteriologie.wikibis.com/enterobacteriaceae.php
http://www.bacteriologie.wikibis.com/gram_negatif.php
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Il présente une coloration bipolaire en présence des colorants Wright, Giemsa et Wayson (Godeau et
al., 2004). L’isolement de Yersinia pestis par culture peut se faire sur gelose au sang 5%, bouillon
coeur-cervelle ainsi que sur milieux selectifs Mac Conckey et Cefsulodine-irgasan-novobiocine

(CIN) incubés a 28°C pendant 72heures (Pourcel et al., 2004).

Figure 2 : Clonies de Yersinia pestis sur Figure 3 : Colonies de Yersinia

pestis apres culture sur une gélose
CIN (Source internet n° 1)

gélose au sang apres 72 heures d’incubation

(Engelkirk et Duben-Engelkirk, 2007)

Il est possible de classer les souches de Yersinia pestis en trois biovars selon la capacité de réduire le

nitrate et la fermentation de glycérol (Eyquem et al., 2000) :

) Fermentation de Réduction de
Biovars 5 . .
Glyceérol nitrate en nitrite
Antiqua + +
Medievalis + -
Orientalis - +

On a longtemps considéré comme établi que chacune des trois pandémies était due a des biotypes
differents de Yersinia pestis (Devignat, 1951). Cependant, Drancourt et al ont récemment montre, en
utilisant une méthode de génotypage basee sur le séquencgage de plusieurs «spacers» intergéniques,

qu’un seul biotype, Orientalis, aurait causé les trois pandémies (Drancourt et al., 2004).



http://fr.wikipedia.org/wiki/Giemsa
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Lors de I’épidémie survenue en Algérie en 2003, la sensibilité aux bactériophage a été utilisé pour
identifier la souche qui circulait, toutes les souches identifiées appartenaient au biovar Orientalis
(Lounici et al., 2005).

Cette distinction a une importance épidémiologique mais il n’y a pas de différence dans la
pathogeénicité des biotypes (Acha et Szyfres, 2005).

Le séquencage complet du génome de Yersinia pestis a été realisé en 2001 par I'équipe de Julian
Parkhill de I'institut Sanger & Cambridge (Parkhill et al., 2001), il est constitué de 38 616 paires de
bases d'ADN (Zhao et al., 2010).

I11. Pathogénie

La peau constitue la porte d’entrée habituelle de la peste bubonique, 1’infection étant produite dans
la plus part des cas par piqiire des puces d’animaux infectés, rarement par I’intermédiaire d’autres
insectes hématophages, ou directement par contact avec les animaux infectés. La pénétration par les
mugqueuses telles que les amygdales et les conjonctives est possible mais rare (Pollitzer, 1954).

La multiplication bactérienne, au point d’inoculation, induit une nécrose tissulaire puis, un bubon se
forme dans la zone du point de piqure. Les bactéries sont tres nombreuses dans le bubon et restent
strictement extracellulaires, la dissémination sanguine de Yersinia pestis survient trés précocement
et les micro-organismes peuvent étre observés dans les capillaires de tous les organes (Boutiba,
2010).

D’intensité élevée, la bactériémie est associée a un état de choc ainsi qu’a une coagulation intra
vasculaire disséminée avec dépdts de fibrine dans les capillaires. Ces manifestations sont
probablement déclenchées par 1’endotoxine (Boutiba, 2010).

Une fois que la bactérie pénetre dans la circulation sanguine, elle migre vers les ganglions
lymphatiques. La capacité de Yersinia pestis a inhiber la phagocytose permet d'éviter sa destruction
par les cellules du systeme immunitaire comme les macrophages et ainsi de proliférer dans les
ganglions lymphatiques, provoquant une adenopathie (Adjemian et al., 2007).

Si I’héte survit, des foyers infectieux se constituent dans la rate, le foie, les reins, le cerveau et les
poumons, ce dernier site de multiplication des bactéries est la source de transmission de la maladie
par aérosols, habituellement riches en bacilles. Au cours de la peste pulmonaires, les lésions de
pneumonie nécrosantes et hémorragiques apparaissent quelques heures apres 1’inhalation des

bactéries, avec dissémination sanguine précoces, entrainant rapidement la mort (Boutiba, 2010).
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Ganglions
lymphatiques

Figure 4 : Schéma de la pathogénie de Yersinia pestis (Source internet n° 2)

IVV. Epidémiologie
IV.1. Epidémiologie descriptive

Quoique la peste ne soit plus de nos jours le fléau qu’elle a été dans le passe, grace en particulier & la
découverte de 1’agent causal, du cycle de transmission, et surtout grace a 1’utilisation de traitements
antibiotiques efficaces, elle est loin d’avoir été éradiquée. Prés de 43 000 cas humains ont été
déclarés a I’OMS par 25 pays au cours des vingt derniéres années (1985-2003) et le nombre réel de
cas est probablement beaucoup plus élevé du fait des difficultés de diagnostic ou de la notification

insuffisante par certains pays (Carniel, 2008).

IV.1.1. Répartition geographique

L’ Afrique est le continent le plus touché suivie d’Asie puis d’Amérique. Aucun cas de peste n’a été
signalé récemment en Océanie ou en Europe.

L’Afrique venant en premiére position tant par le nombre total de cas et de déces, que par le nombre
de pays touches, les pays qui ont connu la peste dans leur histoire sont : Angola, Botswana, Burkina
Faso, Egypte, Kenya, Lesotho, Libye, Mauritanie, Maroc, Nigéria, Guinée, Sénégal, Somalie,
Afrique du Sud et la Tunisie. Les pays qui sont toujours victimes de la peste ces dernieres années
(1995-2008) sont: Algérie, République démocratique du Congo, Madagascar, Malawi,

Mozambique, Namibie, Tanzanie, Ouganda et Zimbabwe (Neerinckx et al., 2010).
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L’Asie vient en deuxiéme position, de 1980 a 1997, la peste humaine a été signalée dans sept pays
(Chine, Inde, Kazakhstan, Mongolie, Myanmar, République démocratique populaire lao et Viet
Nam) (Dennis et Gage, 1999).

En Amérique la peste humaine a été signalée dans cinq pays (Bolivie, Brésil, Equateur, Etats-Unis
d’Amérique et Pérou), dont trois (Brésil, Etats-Unis et Pérou) ont notifi¢é des cas chez ’homme
pratiquement chaque année au cours de la période de 18 ans entre 1980 et 1997 (Dennis et Gage,
1999).

India, Kazakhstan,
Mongolia, China,
USA Vietnam, Thailand,
Indonesia

|
{
L A oo e |
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Vs ° ° © i
Brazil, Peru, & Madagascar, Botswana, Namibia,
Ecuador, Bolivia Zimbabwe, Mozambique, Zambia,
Malawi, Congo, Kenya, Uganda,
Tanzania

Figure 5 : Distribution géographique de la peste dans le monde (Bitam et al., 2010b)

1V.1.2 Réémergence récente de la peste

Une recrudescence significative des cas humains est observée depuis les années 1990 avec des
foyers de peste silencieux pendant des décennies et que 1’on croyait complétement éteints (Dennis
et Gage, 1999). Cela a été le cas au niveau de la zone c6tiére de Mahajanga (Madagascar) en 1991,
aprés 60 ans de silence (Boisier et al., 1997).

En Inde, la peste semblait avoir disparu depuis 1964 mais elle est réapparue en 1994 avec 50 déces,
sous la forme d’une épidémie de peste pulmonaire (Ramalingaswami, 1995) qui a paralyse la vie
économique du pays pendant plusieurs semaines avec un effondrement a I'échelle nationale dans le
tourisme et le commerce (Ganapati, 1995).

A partir du Mozambique, ol elle est réapparue en 1994 aprés 16 ans d’absence, la maladie s’est

propagée au Zimbabwe et au Malawi (Barreto et al., 1995).



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1773035X09701285?_alid=1791172572&_rdoc=1&_fmt=full&_origin=search&_ct=2&md5=beaf820c076a09f621d45566227dc7d1#secx5
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En Zambie, une épidémie de peste bubonique s’est déclarée fin 1996 alors qu’aucun cas humain n’y
avait été signalé depuis plus de 30 ans (Carniel, 2008).

Des cas ont été rapportés en 1997 en Jordanie, plus de 80 ans aprés les derniers cas recensés dans ce
pays (Arbaji et al., 2005).

Plus récemment, en 2003, la peste est revenue dans la région d’Oran en Algérie (Bertherat et al.,
2007) puis en 2009 dans la région de Laghouat (Bitam et al., 2010a), alors qu’aucun cas n’avait été
signalé dans ce pays depuis la célébre Peste d’ Albert Camus.

Les autorités sanitaires de la Jamahiriya arabe libyenne ont rapporté des cas de peste en 2009 apres

un silence de 25ans (Tarantola et al., 2009).

Tableau 2 : Réémergence récente de la peste dans le monde (Demeure et Carniel, 2009)

Pays Derniers cas | Nouvelles épidémie | Durée de silence
Madagascar 1928 1991 63 ans
Inde 1964 1994 30 ans
Mozambique 1978 1994 16 ans
Zambie 1954 1997 43 ans
Jordanie 1915 1997 >80 ans
Algérie 1946 2003 57 ans
Lybie 1984 2009 25 ans

Ces données indiquent que Yersinia pestis peut rester viable et pleinement virulente pendant
plusieurs annees dans le sol. Une étude a été menee par Ayyadurai et al (2008) montre que le
réservoir tellurique pourrait représenter un mécanisme alternatif pour I'entretien de foyers de peste
(Ayyadurai et al., 2008).

IV.2. Epidémiologie analytique
IV.2.1. Source d’infection et transmission
La peste humaine peut étre contractée dans les cas suivants :
1. Apres pigdre des puces de rongeurs, exemple, a partir de rongeurs sauvages en milieu

rural, dans le sud-ouest des Unis Etats (Gage et al., 1995 ; Levy et Gage, 1999), et I’exemple de

1I’Algérie dans la région de Laghouat (Bitam et al., 2010a), ou I’exemple des rongeurs commensaux

10
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qui se déplacent librement entre les villages et les habitats forestiers, en Tanzanie (Kaoneka et
Solberg, 1994).

2. Par la manipulation des chats infectés (exemple: en Afrique ou aux Etats-Unis)
(Kaufmann et al., 1981 ; Gage et al., 2000). Ou en étant en contact avec des chiens malades
(exemple : en chine) (Wang et al., 2011). Ou d’autres animaux sensibles tels que les cochons
d’inde, au Pérou et en Equateur (Gabastou et al., 2000 ; Ruiz, 2001).

3. Apres consommation de viande d’animaux infectés tels que des chameaux qui ont
contracté la maladie par pigdre des puces de rongeurs, en Asie centrale et le Moyen-Orient (Bin
Saeed et al., 2005 ; Stenseth et al., 2008).

4. La transmission se fait aussi d’homme a homme, soit directement par des gouttelettes

respiratoires ou indirectement par l'intermediaire des piqlres de puces (Pollitzer, 1954 ; Blanc,
1956).
La source d’infection pour les animaux domestiques est représentée par les rongeurs et leurs puces.
Les chats peuvent étre contaminés car ils sont naturellement chasseurs de rongeurs, et
particuliérement sensibles au bacille pesteux (Ganiere et al., 2001). La contamination directe par
inhalation de particules infectieuses entre les chats est possible dans le cas de la peste pulmonaires
(Eidson et al., 1988).

11
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Figure 6 : Voies de transmission de la peste

(Les lignes continues avec les fleches indiquent les voies de transmission habituelle, tandis que les
lignes en pointillés avec les fleches indiquent les voies occasionnelles. Itinéraires théoriques, rares
et/ou controversés sont représentés en pointillés avec des fleches) (Perry et Fetherston, 1997).

IV.2.2. Réservoirs et vecteurs de la peste

1V.2.2.1. Réservoirs de la peste
® | esrongeurs et Les lagomorphes
Alors que plus de 200 especes de mammiferes en 73 genres ont été signalés a étre naturellement
infectés par Yersinia pestis (Poland et al., 1994) (comprenant diverses espéces de souris,

campagnols, gerbilles, écureuils terrestres, marmottes et les chiens de prairie) (Pollitzer, 1954 ;

12
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Poland et al., 1994 ; Salkeld et al., 2010), les rongeurs constituent d’importants hotes pour la peste,
ils sont considérés comme hotes enzootiques (Poland et al., 1994).

Dans le but de rechercher les réservoirs responsables de la peste en Algérie, en 2009, des rongeurs
de différentes espéces (Rattus rattus, Mus spretus, Psamommys obesus, Meriones shawii et Atelerix
Faciatus) ont été capturés, apres analyse moléculaire des rates, la positivité était de 16% (Bitam et
al., 2010a).

Les Lagomorphes transmettent la maladie aux étres humains plus probablement par contact direct
que par pigdre de puces (Pollitzer, 1954). Yersinia pestis a été isolée a partir de deux lapins, qui
étaient responsables de la transmission de la peste bubonique a une femme apres leur dépouillement,
huit personnes ont été atteintes aprés un contact direct avec des lapins lors de la chasse, ainsi que

trois autres par contact indirect (Von Reyn et al., 1976).

® Carnivores domestiques
Les chats et autres carnivores domestiques peuvent étre infectés apres ingestion des rongeurs ou
lagomorphes infectés par Yersinia pestis (Christie et al., 1980 ; Macy, 1998). Les chiens et les chats
domestiques peuvent transmettre Yersinia pestis a 'homme par I’intermédiaire de puces infectées
provenant de rongeurs (Gould et al., 2008 ; McElroy et al., 2010). Les chats atteints de peste
pulmonaire peuvent étre une source d’infection directe, par leurs sécrétions respiratoires, la
transmission peut se faire aussi par morsure ou par contamination des mugueuses ou des lésions
cutanées avec des sécrétions ou des exsudats d’animaux malades (Macy, 1998).
En Amérique, de 1977 a 1998, 23 cas de peste humaine (7,7% du total des cas) sont dus au contact
avec des chats infectés (Gage et al., 2000). Les chats domestiques aux Etats-Unis sont récemment
devenus d'importantes sources de peste humaine (Werner et al., 1984 ; Gasper et al., 1993 ;
Poland et al., 1994 ; Doll et al., 1994 ; Dryden et Rust, 1994). Au Nouveau-Mexique, de 1977 a
1985, 60 cas de peste féline étaient enregistrés (Eidson et al., 1988).
Les chiens sont fréquemment exposés a Yersinia pestis dans les zones ou il ya des épizooties de
peste, L’infection a Yersinia pestis a été diagnostiquée chez trois chiens, dans le sud des Etats-Unis
(Orloski et Eidson, 1995). Un foyer de peste a été signalé en Juillet 2009 a la province du Qinghai,
en Chine. 12 personnes ont été atteintes, trois d'entre elles sont mortes, 1’enquéte sur le terrain a
révélé que cette épidémie a débuté par un chien décédé. Sept souches de Y. pestis ont été isolées a
partir des chiens et des patients (Wang et al., 2011).

13
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Le chien est considére comme un animal indicateur pour la surveillance de la peste, ce qui suggére
I'importance de la santé publique vis-a-vis des chiens comme une source de la peste (Wang et al.,
2011).

Lors d'une infection pesteuse, les chats et les chiens développent des anticorps qui peuvent étre
détectés pendant plusieurs mois. Le dépistage sérologique d'une telle infection est particulierement
utile lors d'une suspicion clinique animale ou humaine et pour les enquétes et programmes de
surveillance épidémiologique (Chomel et al., 1994).

Des études de surveillance sérologique de la peste chez les carnivores domestiques furent réalisées

dans différentes régions du monde, les résultats sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 3 : Enquéte de séroprévalence de I’infection canine et féline a Yersinia pestis

Nombre des .
L’espéce L . L’année - Resultats
i Région géographique prélevements - Auteurs
animale de ’étude ) positifs
(sérums)
Chien Nouveau Mexique (USA) _ 1556 21,6% Rustet al., 1971
Chien Afrique du Sud 1982 5938 0,35% Shepherd et al., 1983
. Montagnes d’Usambara )
Chien ) . 1980-1990 173 6,3% Kilonzo et al., 1992
occidentaux (Tanzanie)
Chien Lushoto (Tanzanie) _ 201 11(55%) | Kilonzoetal., 1993
] o 4 115 chiens 86 (2,09%)
Chien et chat Californie (USA) 1979-1991 Chomel et al., 1994
466 chats 15 (3,22%)
Chien Equateur 1998 14 5 Gabastou et al., 2000
) Alberta et Saskatchewan _
Chien 1995 _ 0,075% Leighton et al., 2001
(Canada)
chiens et i
chats Etat de Ceara (Brésil) | 1990-1999 | 102 852 7127OOCCthZ{1Ss Aragao et al., 2002
) Jordanie B
Chien . . 1997 3 3 Arbaji et al., 2005
(Frontieres Saoudiennes)
_ Karatu et Ngorongoro 49 2,0% Kilonzo et al., 2005
Chien . —
(Tanzanie)
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Chien Californie (USA) o 2,7% Henn et al., 2007
Province du Yunnan 689 162(23,5%) .
i . 2006 Lietal., 2008
Chien et chat (Chine) 151 40 (26,5%)

) o 95 883 chiens | 2234 (2,3%)
Chien et chat Etat du Ceara (Brésil) 1997-2006 Aragao et al., 2009
50 849 chats 395 (0,8%)

Chien Madagascar 1999 63 23,8% Rajerison et al., 2009

Chien Etat de Bahia (Brésil) Saavedra et Dias,

_ 480 Négatifs 2011

® Autres mammiféres
La peste naturelle a été confirmée ou soupgonnée chez un certain nombre d’animaux appartenant a
divers ordres de mammiféres autres que les rongeurs, lagomorphes et carnivores domestiques
(Pollitzer, 1954).
Quelques observateurs dans le sud-est de la Russie ont jadis soupgonné I’existence de la peste chez
les chameaux. Nikanoroff a pensé que le nombre d’épisodes de peste humaine rapporté dans la
littérature semblait avoir comme mode de contamination, la consommation de viande de chameaux
malades (Pollitzer, 1954). Les enquéteurs russes ont confirmé par la suite dans leur model
expérimental que le chameau est une espéce sensible a la peste, et il peut étre atteint a la suite de :
piglre de puces de rongeurs, transmission par les tiques ou par les aliments contaminés par des
excréments de rongeurs infectés (Federov et al., 1960).
La consommation de la viande d’un chameau malade était la source de la contamination de neuf
personnes en Libye, en 1976. Les sérums de sept d’entre eux étaient positifs au test
d'’hémagglutination passif. Six autres personnes sont tombées malades aprés avoir tué 2 chévres, le
sérum d'une chévre contenait des anticorps dirigés contre Y. pestis (Christie et al., 1980).
En Arabie Saoudite, en 1994, une étude faite sur un groupe de cinq cas de peste humaine, a
confirmé que la source de la contamination était la consommation du foie de chameau. Yersinia
pestis a été isolée a partir de la moelle osseuse du chameau et les puces (Xenopsylla cheopis)
prélevées a partir de chameau (Bin Saeed et al., 2005).
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En 1997, une épidémie de peste a été rapportée en Jordanie, Onze des 12 personnes atteintes ont
rapporté que 2-4 jours avant 1’apparition des symptomes, avaient consommé la viande d'un méme
chameau, soit crue (10 cas) ou cuite (un cas) (Arbaji et al., 2005).

Cela confirme que le chameau et la chévre sont sensibles a I'infection naturelle par la peste et ont un
role dans la diffusion de la peste humaine (Christie et al., 1980).

Une espece d’hérisson (Tenrec ecaudatus) a eté révelée séropositive a la peste, suggérant une
transmission récente du bacille pesteux au sein de cette espéce (Migliani et al., 2001).

Les carnivores sauvages sont exposes a la peste par les morsures de puces ou en consommant des
proies infectées et jouent le r6le de source potentielle d'infection humaine (Salkeld et al., 2006).
C’est I’exemple du lynx roux, du puma (Bevins et al., 2009), des coyotes (Brown et al., 2011) du
renard (Harrison et al., 2003) et du blaireau (Messick et al., 1983). Récemment un biologiste est
décédé aux Etats-Unis aprés avoir contracté la peste pulmonaire suite a une autopsie d’un lion mort,
les analyses confirmaient par la suite que le lion était atteint de la peste et était la source de
I’infection (Wong et al., 2009).

IV.2.2.2. Vecteurs de la peste
> Les puces (Siphonaptéeres)

La puce joue un réle important dans la transmission et la virulence du germe Yersinia pestis
(Duchemin et al., 2006).
Plus de 1 500 espéces de puces ont été identifiées, alors que seulement un petit nombre (plus de 31)
d'entre elles sont des vecteurs de la peste (Poland et al., 1994).
La majorité des espéces de puces vectrices de la peste sont des ectoparasites des rongeurs
commensaux ou péridomestiques. Comme elles vivent & proximité des étres humains et de leurs
habitations, ces puces se trouvent souvent sur le bétail et sur les animaux domestiques (Pollitzer,
1954).
En raison de son role dans les précédentes pandémies, Xenopsylla cheopis (la puce du rat d'Orient)
est considérée comme le vecteur principal pour transmettre 1’agent de la peste (Poland et al., 1994).
En Algérie, Beaucournu et Kowalski (1985) et Bitam et al (2006), ont étudi¢ 1’agent de la peste sur
les puces. Aprés la réapparition de la peste humaine en Algérie en 2003, 95 Xenopsylla cheopis ont
été testés pour la recherche de Yersinia pestis avec les méthodes de PCR, neuf puces était infectées
(Bitam et al., 2006).
La puce de I'nomme que I'on appelle (Pulex irritans) est concidérée comme un vecteur tres pauvre

pour Yersinia pestis (Blanc, 1956). L’importance vectorielle de Pulex irritans au sein de la
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population humaine fut d’ailleurs mise en évidence au Maroc dans un environnement proche de
celui de I’Europe lors de la peme pandémie (Blanc, 1956). Cependant Pulex irritans était le vecteur
idéal pour la peste par sa trés grande abondance sur I’homme et dans ses habitations (Beaucournu,
1995).

La puce du chat (Ctenocephalides felis) et celle du chien (Ctenocephalides canis) peuvent
transmettre la peste a I’étre humain (Dennis et Gage, 1999). Cependant elles sont considérees
comme des vecteurs pauvres et ne causent que rarement la maladie humaine (Pollitzer, 1954).

Au nord-ouest d'Ouganda, lors des dernieres épidémies de peste, les puces de chat (Ctenocephalides
felis) ont été signalées comme les puces les plus courantes dans I'environnement familial humain.
Les études de laboratoires montrent que Ctenocephalides felis est un vecteur compétent pour
Yersinia pestis, mais I'efficacité est faible par rapport aux autres espéces. Cependant, ces résultats
indiquent que les puces de chat ne doivent pas étre négligées par les programmes de contrble car

elles peuvent jouer un réle important comme vecteurs secondaires (Eisen et al., 2008).

Xenopsylia brasiliensis Nosopsyllus fasciatus

Figure 7 : Certaines espéces de puces qui peuvent jouer le role de vecteurs pour Yersinia pestis

(Source internet n°3)

Une étape clef de la transmission de Yersinia pestis chez les puces est le blocage proventruclaire
démontré en 1914. Le blocage du proventricule ne se produit qu’avec Yersinia pestis a 1’exclusion
de toutes les autres bactéries et n’existe que chez les puces. Aprés piqlre d'un hote présentant une
septicémie, la puce héberge le bacille de la peste dans son tube digestif, les bactéries se multiplient
dans le proventricule (dilatation située entre l'cesophage et l'estomac), formant le bouchon bactérien

qui bloque finalement le passage du sang aspiré dans 1’estomac (Dryden et Rust, 1994). La
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formation du bouchon bactérien est due a 1’apparition de fibrine a partir du sang ingéré, sous la
double influence d’une coagulase sécrétée par Yersinia pestis et d’une enzyme protéolytique, voisine
de la trypsine secrétée par la muqueuse digestive. Ce blocage affame la puce et I'oblige a piquer son
hote plusieurs fois pour se nourrir. Lors d'une nouvelle piqire, la puce aspire du sang qui arrive dans
le proventricule, au contact du bouchon bactérien obligeant la puce a régurgiter dans la plaie le sang
souillé qu'elle ne peut ingérer, inoculant ainsi le bacille de la peste a son hote (Rodhain et Pérez,
1985).
» Autres arthropodes

Certains auteurs ont évoqué I’intervention d’autres arthropodes autres que les puces (poux, punaises,
tiques, acariens, mouches et moustiques..) dans 1’acquisition de 1’agent pesteux mais la possibilité
de le transmettre aux animaux sensibles reste a prouver (Pollitzer, 1954). Selon Wu seuls les poux et
les tiques de rongeurs méritent d’étre pris sérieusement en considération (Wu, 1936).

Des études ont démontré que les ectoparasites humains y compris les poux (Pediculus humanus) ont
pu transmettre la peste. Cela a été observé et confirmé par Baltazard et ses collaborateurs lorsque
des cas de peste ont été déclaré au Maroc dans les années 40 (Houhamdi et al., 2006).

Les tiques aussi ont montré leur réle comme vecteur de Yersinia pestis. Cingq especes de tiques
appartenant au genre Ornithodoros étaient infectées apres avoir pris un repas sanguin a partir d’hote
infectés (Thomas et al., 1990).

V. Clinique

V.1. La maladie chez I’homme
Chez I'nomme, la peste est une maladie d'une extréme gravité, qui peut se manifester sous trois
formes cliniques : bubonique, septicémique et pulmonaire. En I'absence de traitement les taux de
Iétalité sont tres élevés (de 30 a 60% dans la forme bubonique et de I'ordre de 100% dans la forme
pulmonaire) (Carniel, 2002).
Les propriétaires de chats, les vétérinaires sont les plus exposés au risque de la peste d’origine féline
(Eidson et al., 1988).

V.2. La maladie chez I’animal
Le rat atteint de peste peut présenter une forme aigue avec présence de bubons ou une forme
chronique. Les deux formes retrouvées chez I’animal sont la peste bubonique et la peste

septicémique. En géneral, la mortalité est importante chez les rongeurs infectés (Juif, 2011).
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Dans les zones endémiques, les chats et les chiens domestiques, peuvent facilement étre infectés par

Yersinia pestis en cas d'exposition a des rongeurs infectés (Gage et al., 2000).

Les chiens sont généralement résistants a la peste. Bien qu'ils puissent étre infectés, ils développent
généralement des symptobmes trés légers tels que: la léthargie, la pyrexie, le gonflement des
ganglions lymphatiques et ils peuvent devenir porteurs asymptomatiques de la bactérie (Orloski et
Eidson, 1995 ; Gage et al., 2000), Les chiens développent des anticorps contre 1’agent pathogene et
peuvent jouer le role d’animaux sentinelles pour la peste dans les zones endémiques (Chomel et al.,
1994 ; Wang et al., 2011).

Les chats sauvages et domestiques peuvent étre infectés par la peste (Eidson et al., 1988 ; Eidson
etal., 1991 ; Gage et al., 2000). Cependant certains auteurs suggerent que 1’augmentation de chats
errants est un facteur de risque pour leur contamination (Eidson et al., 1988). Les chats malades
peuvent développer les trois formes de la maladie (peste bubonique, septicémique ou pulmonaire)
(Eidson et al., 1988 ; Eidson et al., 1991 ; Gage et al., 2000).

La forme bubonique étant la forme la plus souvent décrite avec une lymphadénopathie et une
hyperthermie, les nceuds lymphatiques affectés ou bubons sont hémorragiques, nécrotiques et
entourés d’cedéme. Suite a 1’ingestion de rongeurs contaminés, ils sont fréquents au niveau de la téte
et du cou (Desachy, 2005). Environ 50% des chats infectés par Yersinia pestis meurent peu de temps
apres avoir développer la maladie (Gage et al., 2000). Si I’animal survit assez longtemps, des abceés
contenant un pus épais et crémeux fistulent & la surface de la peau (Desachy, 2005).
L'histopathologie chez les chats malades est comparable a celle décrite pour la peste humaine (une
inflammation necrosuppurative dans les ganglions lymphatiques pour la peste bubonique,
pneumonie dans le cas de la peste pulmonaire..) (Watson et al., 2001).

La forme pulmonaire des chats est la plus redoutable, puisque c’est une source d’infection
importante pour 1’étre humain (Rust et al., 1971 ; Gasper et al., 1993 ; Poland et al., 1994 ;
Chomel et al., 1994 ; Gage et al., 2000).

V1. Diagnostic

Le diagnostic de la peste doit étre évoqué chez I’étre humain quant il présente de la fievre avec
prostration, avec exposition a des rongeurs ou un chat malade (Chanteau et al., 2003).

Les prélevements destinés a la recherche de Yersinia pestis doivent étre manipulés avec précautions,

dans un laboratoire de niveau 3 (Didier, 1998).
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V1.1. Diagnostic direct
» Examen microscopique
Le produit de ponction est coloré par la coloration de Gram pour mettre en évidence des bacilles
Gram négatifs (Pourcel et al., 2004). D’autres colorations peuvent étre utilisées et mettre en
évidence la morphologie bipolaire de Yersinia pestis telles que: la coloration de Wreight, la

coloration de Wayson ou la coloration de Giemsa (Parija, 2009).

Figure 8 : La forme bipolaire de Yersinia pestis sous microscopie (Bekkhoucha et al., 2008)

» Culture
Yersinia pestis se développe sur milieux gélosés usuels (Drigalski, Mac Conkey, etc), et sur milieu
sélectif CIN (Cefsulodine-irgasan-novobiocine). La température optimale est de 25-28°C et les
colonies apparaissent le plus souvent aprés 48 heures sur milieu gélosé. Les hémocultures doivent
étre conservées 4 a 5 jours a 25°C. En milieu liquide, le trouble est inhomogéne avec un voile en
surface et un aspect floconneux en profondeur (Denis et Poly, 2007).
Apres son isolement, on peut essayer d’infecter des animaux de laboratoire. Cette technique est la

plus fiable mais longue de 7jours (Juif, 2011).

» Détection de ’ADN
Le diagnostic direct moléculaire est possible par amplification génique (PCR) du gene Pla, codant
pour l'activateur du plasminogéne (Hinnebusch et Schwan, 1993 ; Engelthaler et al., 1999).
La détection moléculaire est un test rapide, sensible et spécifique, c’est une alternative plus sdre
pour l'identification de Yersinia pestis (Engelthaler et al., 1999). Récemment, plusieurs tests de
PCR ont été développés pour le diagnostic de la peste (Hinnebusch et Schwan, 1993).
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Des etudes récentes montrent que la PCR en temps reel pourrait &tre recommandée comme un outil
de diagnostic lorsque la peste bubonique est cliniquement suspectée (Riehm et al., 2011).

Dans le domaine de recherche les méthodes moléculaires ont été rapportées pour la détection de
Yersinia pestis dans des puces lors des enquétes épidémiologiques (Hinnebusch et Schwan, 1993 ;
Bitam et al., 2006 ; Griffin et al., 2010). La détection de Yersinia pestis chez les puces par PCR
fournit un moyen rapide et sensible pour surveiller la peste dans la population d'animaux sauvages,
permettant aux responsables de santé publique de mieux évaluer le risque potentiel de transmission

aux humains (Hinnebusch et Schwan 1993).

La recherche par PCR de Yersinia pestis peut se faire chez les animaux réservoirs (rongeurs et
autres), le prélevement idéal est la rate (Shivaji et al., 2000 ; Bitam et al., 2010a) ou le foie
(Shivaji et al., 2000).

V1.2.Diagnostic indirect
Il existe un diagnostic sérologique pour la détection d'anticorps destinés contre I'antigéne capsulaire
F1 spécifique de Yersinia pestis (Chanteau et al., 2003 ; Bianucci et al., 2007).
Chez les réservoirs animaux la recherche d’anticorps peut étre réalis¢ dans une approche de
surveillance dans les zones endéemiques (Chomel et al., 2004 ; Wang et al., 2011), elle est réalisée
sur les animaux domestiques qui peuvent jouer le role de sentinelles pour la peste, c’est le cas du
chat (Chomel et al., 1994 ; Aragéo et al., 2009 ; Wang et al., 2009), et du chien (Kilonzo et al.,
1992 ; Chomel et al., 1994 ; Leighton et al., 2001 ; Arbaji et al., 2005 ; Aragéo et al., 2009 ;
Rajerison et al, 2009 ; Wang et al., 2009), elle est réalisée sur le sérum des rongeurs obtenu apres
décantation du sang recueilli par ponction cardiaque ou sur le sang total (Rajerison et al., 2009).
Les methodes immuno-enzymatiques en phase solide (ELISA) permettent de porter un diagnostic
rétrospectif avec la détection des anticorps IgM et IgG. On peut aussi utiliser 1’agglutination, la
fixation du complément ou I’hemagglutination (Dennis et Gage, 1999 ; Carniel, 2002 ; Acha et
Szyfres, 2005).
Un test immunochromatographique rapide a été mis en évidence récemment, c’est une méthode
alternative a la méthode ELISA pour la détection des anticorps. Il peut détecter les anticorps dirigés
contre lI'antigéne F1 de Yersinia pestis chez plusieurs espéces (homme, réservoirs rongeurs et chien).
Il pourrait faciliter le diagnostic de la peste pendant les épidémies, en particulier lorsque seulement

un seul échantillon de sérum est disponible (Rajerison et al, 2009).
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VII. Moyens de lutte

VII.1. Traitement

> Chez P’homme

La peste est une maladie grave, qui peut tuer tres rapidement, en l'absence de traitement, d'ou
I'importance d'un diagnostic extrémement précoce. Les antibiotiques sont tres efficaces s'ils sont
administrés des les deux premiers jours (Hinnebusch et al., 2002).

Depuis son introduction en 1948, la streptomycine a été I'antibiotique de choix pour le traitement de
la plupart des formes de la peste (Butler, 1995).

Outre la streptomycine, il ya un nombre limité d'antibiotiques dont I'efficacité est démontrée pour le
traitement de la peste chez I'nomme. La Gentamicine et les tétracyclines ont été utilisées avec succés
(Crook et Tempest, 1992), le triméthoprime-sulfaméthoxazole a été employé aussi avec succes
(Nguyen et al., 1973) néanmoins des résultats décevants ont été constatés (Butler et al., 1967). Pour
le traitement de la peste pneumonique, la streptomycine, le chloramphénicol et les tétracyclines ont
démontré leur efficacité (Crook et Tempest, 1992).

Il ya un certain nombre d'antibiotiques, y compris les quinolones, les céphalosporines, I'ampicilline,
amoxicilline, et la rifampicine, qui démontrent I'activité in vitro contre Yersinia pestis (Frean et al.,

1996), mais I’efficacité in vivo reste a prouver.

» Chez I’animal
Lorsque la maladie est en début d’évolution, le traitement est possible ; mais lorsque la maladie
évolue vers une forme pulmonaire, I’animal doit étre euthanasié¢ (Desachy, 2005).
Les tétracyclines administrés par voie orale toutes les 8 heures pendant 10 jours donnent de bons
résultats. Le chloramphénicol, la gentamicine et 1’association trimethoprime-sulfamide-thoxazole
ont ¢également été utilisés avec succes chez le chat. L’ampicilline semble peu efficace. La
streptomycine est réservée a I’homme. La réponse a 1’antibiothérapie est généralement bonne. Si le

traitement est précoce, il ya seulement 10% d’échec (Desachy, 2005).

» Reésistance aux antibiotiques
Le bacille pesteux qui était habituellement sensible aux antibiotiques classiquement utilisés pour le
traitement de la peste commence a montrer des antibio-résistances. Cependant en 1995, a

Madagascar, deux souches portant des plasmides de résistance a des antibiotiques de premiere ligne
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pour le traitement de la peste ont été isolées (Chanteau et al., 2000 ; Galimand et al., 2006). On a
démontré par la suite que I’acquisition par Yersinia pestis de cette résistance aux antibiotiques avait
lieu dans le tube digestif de la puce (Hinnebusch et al., 2002) et que le plasmide de multirésistance
était présent chez des entérobactéries largement répandues dans les produits alimentaires (Welch et
al., 2007). Ces résultats sont alarmants, cela fait redouter 1’émergence et I’expansion de souches de
Yersinia pestis multirésistantes, ce qui constituerait une menace majeure en santé publique, une
vigilance redoublée dans les efforts de surveillance sur le terrain et de recherche en laboratoire doit

étre constamment soutenue (Guinet et Carniel, 2000).

VI1.2. Prévention
Les connaissances acquises grace aux études menées a propos de cette maladie réémergente sont
essentielles pour le développement de stratégies de prévention et de contrdle (Gage et Kosoy,
2005).

e Mesures aupres des réservoirs

Les mesures a prendre envers les animaux de compagnie sont les suivantes : Traiter les chiens et les
chats domestiques par insecticides (Kaufmann et al., 1981), les colliers a puces ne sont pas
considérés comme tres efficaces. Manipuler les chats malades avec précaution, isoler les cas
suspects pour empécher leur contact avec 1’étre humain ou avec d’autres animaux (Eidson et al.,
1988). Les propriétaires qui vivent dans les zones d'endémie de peste devraient empécher leurs chats
de sortir et restreindre 1’acces des chiens et des chats aux carcasses de rongeurs ou de lapins morts
(Schaer, 2006).

La lutte contre les rongeures réservoirs peut se faire en utilisant les rodenticides néanmoins la lutte
contre la puce vectrice est I’objectif primaire par rapport a la lutte contre le rongeur réservoir car la
mort d’un grand nombre de rongeurs infectés engendre 1’introduction dans 1’environnement de
puces qui chercheront un autre héte, en propageant la maladie plus largement comme si que les
rongeurs n’avaient pas été tués (Juif, 2011).

La lutte contre les puces vectrices peut étre effectuee en utilisant les insecticides qui sont d’une
activité de lutte a large échelle (Juif, 2011).

Cependant, la sensibilité des populations de puces cibles aux insecticides utilisés doit étre mis en
ceuvre périodiquement puisque plusieurs résistances sont apparues. La résistance au DDT a été
confirmée pour la premiéere fois chez Xenopsylla cheopis dans le district de Poona, en Inde (Patel et

al., 1960). Des tests de résistance aux insecticides ont été réalisés suivant la procédure de I’OMS sur
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des élevages de puces a Madagascar, Xenopsylla cheopis a présenté pour la premiere fois sa
résistance multiple aux organochlorés, organophosphorés et carbamate (Coulanges et
Randrianantoanina, 1985). Une nouvelle étude a été réalisée par Ratovonjato et ses collaborateurs
confirme la résistance de Xenopsylla cheopis au DDT et aux pyréthrinoides (Ratovonjato et al.,
2000).

Ces résultats devraient conduire a la mise en place de moyens suffisants pour mieux connaitre les
différentes résistances des puces aux insecticides et la possibilité de diffusion des génes de
résistance (Ratovonjato et al, 2000).

Lorsque la peste est diagnostiquée chez un animal, il doit immédiatement étre isolé. Les locaux et le
matériel avec lesquels il a été en contact doivent étre désinfectés avec des composés iodés ou

phénoliques. La litiere des animaux doit étre incinérée (Desachy, 2005).

e Mesures préventives chez I’homme

Les étres humains atteints de peste pulmonaire doivent étre isolés et traités, les personnes ayant été
en contact avec ces personnes malades doivent étre surveillées. Si on le juge nécessaire, une
antibiothérapie prophylactique peut étre mise en place aux personnes qui ont été en contact avec des
malades (Gage et al., 2000) ou avec des animaux infectés (Desachy, 2005).

Pour le personnel de laboratoire, la manipulation des produits biologiques doit étre conduite en
laboratoire avec un degré de confinement de niveau 3 (Didier, 1998) tout en respectant les consignes
suivantes : manipulation sous hote et port de gants (Boutiba, 2010).

Les vétérinaires et leurs aides doivent étre informés du risque de la peste dans les régions ou des cas
ont eté diagnostiqués (informations appropriées sur les symptémes chez les chats) (Gage et al.,
2000). Ils doivent porter des gants, une blouse et des lunettes de protection lors de la manipulation
d’un animal suspect (Desachy, 2005).

Il existe plusieurs vaccins contre la peste, atténués ou tués qui ont été utilisés dans le passé ; mais la
faible durée de I’'immunité et I’importance des effets secondaires ont conduit a 1’arrét de la
vaccination. Aujourd’hui, plusieurs vaccins recombinants acellulaires ou cellulaires sont en cours
d’étude, mais ils n’ont pas été testés dans les conditions naturelles des foyers endémiques et

épidémiques de la peste (Carniel, 2008).
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En conclusion de ce chapitre...

La peste ne se présente plus aujourd’hui sous la forme des épidémies massives et dévastatrices qui
ont marqué I’histoire. Cependant, cette maladie pose encore au monde actuel d’importants défis
puisqu’elle représente de nos jours un danger potentiel a 1’échelle planétaire avec la réapparition
récente de plusieurs foyers restés silencieux pendant plusieurs décennies, indiquant que 1’éradication
d’un foyer de peste établi ne peut jamais étre tenue pour acquise.

De plus, les modifications climatiques observées actuellement (printemps plus chauds, étés plus
humides) offrent des conditions favorables & I’apparition d’épizooties de peste. A cela s’ajoute une
menace majeure liée a la capacité maintenant démontrée du bacille a acquérir et transmettre des
plasmides de résistance aux antibiotiques dans des conditions naturelles.

Le maintien, ou méme le renforcement, d’une surveillance sur le terrain et les recherches visant a
améliorer nos connaissances sur les conditions de circulation du bacille, sur les especes hotes et
puces vectrices et a introduire des méthodes de diagnostic rapides et efficaces et faciles a mettre en

ceuvres, restent plus que jamais nécessaires.
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objectif de notre travail est de rechercher 1’agent de la peste par méthodes

moléculaires (PCR) chez les chiens et chats errants capturés dans la région d’Alger.

i MATERIELS |

I. MATERIEL BIOLOGIQUE

I.1. Lieu et période de I’étude
1.1.1 Collecte de prélévements
Une période de collecte de prélevements a été effectuée de Décembre 2010 a Mars 2011 au niveau

de la fourriere canine de la wilaya d’Alger.

La fourriere canine est le lieu ou hébergent les chiens et les chats errants, elle procede a la capture de
ces animaux.
La willaya d’Alger ne dispose que d’une seule fourriere canine située dans la commune d’El-
Harrach. Elle est en activit¢é plus d’un siécle depuis 1’époque coloniale (appelée fourriere
municipale), actuellement elle dépend du bureau d’hygiéne communal de la ville d’Alger
(HURBAL), ayant en charge I’ensemble des communes de la wilaya d’Alger et méme Tipaza.
La fourriére a pour roles :

- De capturer et de prendre en charge les animaux errants ;

- De mettre en observation les animaux suspects de maladies contagieuses (zoonoses) telle

que la rage ;

- De restituer les animaux capturés réclamés par leurs propriétaires ;

- D’abattre et d’enfouir les animaux capturés apres chaulage.
Les champs d’action de la fourriére canine :
Pour capturer les animaux, chiens et chats errants principalement, les agents interviennent : dans les
voies publiques au niveau de 57 communes en collaboration avec les bureaux d’hygiéne communal ;

- Les collectivités (hopitaux, hotels..) ;

- A domicile chez les particuliers.
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- Le rayon peut étre exceptionnellement plus grand lorsque la capture a lieu dans les wilayas
limitrophes (Boumerdes, Tipaza et Blida) (Saidi, 2006).

1.1.2 Analyse des prélévements
Une période d’analyse de prélévements a été effectuée dans le laboratoire d’écologic des systémes

vectoriels a I’annexe El-Hamma de 1’Institut Pasteur d’Algérie (IPA), durant 4 mois.

1.2. Animaux

Notre étude a été effectuée sur 55 chiens et 45 chats, de la fourriere canine d’EL Harrach (Boumati).
La fourriere canine a recu un total de 1 937 chiens et 4 021 chats pendant les mois de Janvier,
Février et Mars 2011, ces animaux sont capturés par 1’équipe de la fourriére dans différentes
communes de la wilaya d’Alger dans le cadre des campagnes sanitaires organisées dans la capitale.
Les animaux capturés sont transportés dans des cages jusqu’aux locaux de séquestration de la
fourriére.

Aprés une semaine de séquestration, les animaux sont abattus a I’aide d’une décharge ¢électrique de
380 voltes. L’abattage se fait généralement le Jeudi, exceptionnellement le mardi.

Les animaux ont été examinés avant d’étre abattus puis prélevés, les animaux étaient de tous age et
sexe, les informations relatives aux animaux sont notés dans des fiches de renseignement

accompagnant chaque animal (annexe n°1).

1.3. Type de prélevements
Les prélevements choisis dans notre étude pour rechercher Yersinia pestis étaient des rates chez 55
chiens et 45 chats.

1.4. fiche de renseignement
Pour chaque animal une fiche de renseignement a été établie (annexe n°l), dans laquelle les
informations les plus importantes ont été notés (espéce, race, sexe, age...) ainsi que les signes
observés (annexe n°2).
Chaqgue tube de prélévement est identifié sur place par le numéro de la fiche de renseignement

correspondante.
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Il. MATERIEL NON BIOLOGIQUE

11.1. Matériels de mission sur le terrain

11.1.1. Matériels de protection personnelle

Les prélevements chez des animaux errants au niveau de la fourriere canine doivent se faire avec

précaution, une protection personnelle doit étre de mise, un matériel de protection peut étre utilisé :

(Lunettes de protection, masque de protection (FFP2), gans stériles, charlotte, blouse ou

combinaison, bottes).

11.1.2. Matériels de prélevements d’organes

Le matériel utilisé pour prélever ces animaux est cité dans ’annexe n°3.

11.2. Matériels de laboratoire

Le matériel de laboratoire utilisé pour analyser nos prélévements est cité dans I’annexe n°3.

11.3. Les réactifs et produits chimiques

Les réactifs utilisés dans notre expérimentation étaient les suivant :

Alcool a 70%
Extraction : Eau distillée stérile, ATL, protéinase K, Al, Ethanol, AW1, AW2, AE.

La PCR : Buffer, dNTP, MgCI2, eau distillée stérile, Taq polymérase de la bactérie thermus

aquaticus, Primers (A, B).
Le gel : Agarose, BET, TBE, eau distillée a pH 7
Tampon de charge (Bleu de Bromo phénol)

Marqueur de poids moléculaire
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i METHODES H

I. PRELEVEMENT D’ORGANES

1.1. TECHNIQUES DE PRELEVEMENT

1.1.1.1. Rappel anatomique

La rate est le plus volumineux organe lymphoide périphérique, située dans la loge sous-
diaphragmatique gauche. C’est un organe mou et delimité par une capsule, sa position varie en
fonction de I’état de réplétion de I’estomac et lors d’une splénomégalie importante, elle peut
s’étendre jusqu’au pubis. Chez le chien, elle est relativement peu mobile et maintenue en place par
les ligaments spléno-colique et gastro-splénique. De grandes variations de formes et de tailles
existent selon les espéces, son poids correspond a 0,2 % du poids total chez les carnivores. Dans les
conditions physiologiques, chez le chien, elle pése de 8 a 150 g selon la race, la taille et I’individu ;
chez le chat, elle est de 2 a 25 g. Sa longueur varie de 8 a 30 cm chez le chien, et de 8 a 14 cm chez
le chat (Noroy B., 2003).

Décubitus latéral du chien et du chat montrant la position de la rate

Figure 9 : Anatomie interne du chat et du chien indiquant la position de la rate (Source internet n° 4)
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1.1.2. Préparation du matériel
Une trousse de matériel chirurgical est préparée, contenant des pinces, des ciseaux, un bistouri et un
écarteur, le matériel est désinfecté par autoclavage au niveau de I’Institut Pasteur avant son

utilisation.

Figure 10 : Désinfection du matériel par autoclavage (Personnelle, 2011)

Les tubes a vice stériles utilisés ultérieurement pour les prélévements de I’organe doivent étre
étiquetés pour pouvoir les numéroter par la suite selon le numéro de la fiche de renseignement qui

lui correspond.

Figure 11 : Etiquetage des tubes & vice selon la fiche de renseignements correspondante
(Personnelle, 2011)
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1.1.3. Préparation de I’animal

Procéder a un examen clinique de 1’animal et remplir les fiches de renseignements numerotées au
paravent, noter les signes cliniques les plus apparents ainsi que les renseignements de 1’animal
(espece, sexe, age...).

L’autopsie est réalisée juste aprés 1’euthanasie de I’animal, 1’animal est déposé en décubitus latéral
droit sur une table propre, un bon rasage au niveau de la partie abdominale gauche est effectué, suite
a cela, une désinfection rigoureuse a 1’aide de I’alcool et du coton doit étre pratiquée avant
I’incision. Des champs stériles laissant apparaitre 1’endroit de I’incision sont déposés et bien fixés a

fin d’éviter une éventuelle contamination.

1.1.4. Prélevement de la rate
Dans la partie haute de I’abdomen gauche, juste derriére la dernicre cote, la peau de 1’animal est
bien tenue a I’aide des pinces, une petite incision de la peau a été réalisée en utilisant des ciseaux
fins.
L’incision est maintenue ouverte a 1’aide d’un écarteur, les plans musculaires sont incisés un apres
’autre jusqu’a apparition du péritoine, 1’acces a la rate est facile apres ouverture de ce dernier. Dans
certains cas, la recherche de cet organe au tour de ’incision s’avere nécessaire.
Compléter la fiche de renseignement avec les signes Iésionnels existants.
Une fois I’organe est repéré, il est maintenu en place a I’aide d’une pince, le prélevement d’un bout
de rate s’effectue grace a un bistouri puis mis directement dans un tube a vice stérile qui sera placé
dans une glaciere dans le but de I’acheminer jusqu’au laboratoire.
Il ne faut pas oublier de recopier a chaque fois le numéro de la fiche de renseignement sur le tube

qui lui correspond.
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| Désinfecter et placer les champs | | Rechercher Forgane cible | I Prélever un bout de rate

| Prélevement de larate | I Recopier le code de la fiche sur le tube I

Figure 12 : Etapes du prélevement de la rate (Personnelle, 2011)

1.2. TECHNIQUES DE CONSERVATION DES ORGANES
1.2.1. Transport des prélévements
Juste aprés avoir été prélevés, les prélevements des rates sont transportés au laboratoire, dans une

glaciére a une température d’a peu prét + 4°C.

Figure 13 : Transport des prélevements (Personnelle, 2011)
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1.2.2. Conservation proprement dite
Au laboratoire, les prélévements sont conservés dans 1’éthanol absolu a température ambiante, le
temps de réaliser les analyses par PCR (extraction d’ADN).
Vérifier que les étiquettes sont bien collé et leurs numéros sont lisibles.

Figure 14 : Vérification des étiquettes et conservation des échantillons (Personnelle, 2011)

II. PROTOCOLE DE LAP.C.R. (Réaction de Polymérisation en Chaine)

11.1. Historique
La Réaction de Polymérisation en Chaine ou PCR a été mise au point en 1985 par Kary Mullis, qui
obtint pour ces travaux le prix Nobel de Chimie en 1993 (Watson et al., 1994). La technique
connait un essor considérable a partir de la commercialisation (vers 1988), d'une ADN polymérase
résistante aux températures ¢levées, Il s’agit de la Taq polymérase isolée d’une bactérie thermophile
Thermus aquaticus adaptée a la vie dans les sources chaudes. Elle permet une automatisation de la
technique dans les thermocycleurs (Etienne J., 2000).

11.2. Principe

La réaction PCR est une technique de biologie moléculaire qui permet d'amplifier in vitro une région
spécifique d'un acide nucléique donné ARN ou ADN (par exemple dans notre cas : recherche de
I’ADN de Yersinia pestis) afin d'en obtenir une quantité suffisante pour pouvoir le détecter et

I’étudier. Pour se faire, une série de réactions permettant la réplication d’une matrice d’ADN double
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brin est répétée en boucle, en présence d’amorces nucléotidiques spécifiques et d’une DNA
Polymérase. Dans notre étude nous avons réalisé une PCR classique.

11.3. Méthode
11.2.1. Premiére étape « Protocole d’extraction d’ADN »
Cette étape consiste en I’extraction des acides nucléiques (ADN), a I’aide d’un Kit spécial QIA amp
(kit QIAGEN®, Hilden, Germany), selon les constructions du QIANGEN (QlAamp® DNA Mini
and Blood Mini Handbook, 2007).

Kit QIAGEN®
1

|
| Protéinasek || AL || A | | A | [ Aws | [ aw2 | | Ethanol |

Figure 15 : Réactifs du Kit QIA amp utilisés pour ’extraction d’ADN (Personnelle, 2011)

L’extraction totale de I’ADN génomique nécessite trois étapes distinctes :

e Lyse cellulaire : utilisation du Tampon ATL, la protéinase K et le AL.

e Elimination des débris : utilisation des colonnes  filtres suivie par deux étapes de lavage a
I’aide deux tampons (AW1 et AW2).

e Elution de PADN : utilisation du tampon AE.
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Les étapes de ’extraction sont les suivantes :

Le travail doit étre réalisé dans des conditions d’hygiéne rigoureuse (sous une hotte a flux laminaire,
avec port de gants et bavette stériles).

1. Décontaminer le matériel d’extraction sous UV avant son utilisation.

Figure 16 : Décontamination du matériel sous UV (Personnelle, 2011)

2. les tissus conservés dans 1’éthanol absolu, sont mis dans une boite de pétrie et rincés a 1’eau
distillée stérile.

3. Prendre 10 mg de nos échantillons, les couper en petits morceaux a 1’aide d’une pince et un

bistouri (Il est important de couper le tissu en petits morceaux pour diminuer le temps de
lyse) puis les introduire dans des tubes Eppendorf.
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Placer dans un Eppendorf

Figure 17 : Etapes de préparation des échantillons avant I’utilisation des réactifs d’extraction

(Personnelle, 2011)

NB : désinfecter le matériel utilisé (boite de pétrie, bistouri et pince) d’un échantillon a I’autre avec

du coton imbibé d’alcool.

Figure 18 : Désinfection du matériel apres chaque usage (Personnelle, 2011)
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4. Ajouter 180ul de Buffer ATL (tissue lysis buffer, tampon de lyse). Le tampon ATL sert a
macérer les tissus en lysant les cellules et les membranes nucléaires.
NB : changer a chaque fois I’embout de la micropipette pour éviter les contaminations entre les

échantillons (méme procédure pour toutes les étapes suivantes).

Figure 19 : L’ajout de ’ATL (Personnelle, 2011)

5. broyer les échantillons en utilisant un broyeur pour chaque échantillon.

Figure 20 : Broyage des échantillons (Personnelle, 2011)

6. Ajouter 20ul de la protéinase K, puis agiter rapidement a 1’aide du vortex.
Apres avoir lyser les cellules a 1’aide de I’ATL, I'ADN sera exposé aux protéines des tissus,
I’ajout de I’enzyme protéinase K qui est une sérine protéase a large spectre s’avere indispensable

pour dénaturer les protéines et les nucléases et garder ainsi I'ADN intact.
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Figure 21 : L’ajout de la protéinase K (Personnelle, 2011)

7. Mettre les échantillons en incubation dans le bain a sec a 56°C pendant 2 heures, ou a 37°C
pendant une nuit, conditions optimales pour I’activation de 1’enzyme responsable de la lyse

compléte du tissu.

8. centrifugation rapide pendant 30 secondes (il faut bien équilibrer les tubes de fagon qu’ils

soient paralleles).

CAUTION .57 SURFACE
ATTENTION: SURFACE CHAUDE

Lincubation dans le bain sec E Placerles échantillons de fagon paralléle puis
a 56°C pendant 2h Centrifugationrapide

Figure 22 : L’incubation au bain sec et centrifugation des échantillons (Personnelle, 2011)
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9. Ajouter 200ul de Buffer AL (pour compléter la lyse), agiter au vortex pendant 15 secondes.

Figure 23 : L’ajout du Buffer Al (Personnelle, 2011)

Mettre les échantillons au bain sec & 70°C pendant 10 minutes, permettant de finir 1’étape de

digestion en inhibant I’action de la protéinase K puis centrifuger rapidement.

Figure 24 : Deuxiéme incubation au bain sec et la centrifugation des échantillons (Personnelle,
2011)

10. Précipitation de I’ADN en ajoutant 200l d’éthanol (96%-100%), puis agiter au vortex
pendant 10 a 15 secondes.
Ne pas utiliser d'autres alcools que I'éthanol, car cela pourrait conduire a des rendements réduits.
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Figure 25 : L’ajout de I’éthanol (Personnelle, 2011)

11. Récupération de I’ADN sur membrane :

e Aprés la destruction des enzymes hydrolytiques et la précipitation de I'ADN, le
processus de purification d'ADN est réalisé en versant le mix (Les composants
cellulaires, y compris I'ADN) dans les tubes collecteurs a filtre (éviter de verser les
débris visible a I’ceil nu avec le contenu car ils peuvent bloquer le filtre) :

e Centrifuger a 8.000 tours/min pendant 1 minute (veuillez a bien fermer les tubes
pour éviter la formation d’aérosols pendant la centrifugation), Si la solution n'a pas
complétement passé a travers la membrane du filtre, centrifuger a nouveau a une
vitesse plus élevée jusqu'a ce que toute la solution traverse le filtre. La centrifugation
va permettre le passage de tout les débris a travers le filtre sauf I’ADN qui reste dans
le filtre.

e Jeter I’¢luat et placer le filtre dans un nouveau tube collecteur.
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Jeter Féluat

De VEppendorf au tube collecteur puis centrifugation rapide

Uéluat ——

I velll | "
Placer les filtres dans de nouveaux tubes collecteurs Tube collecteur Tube Eppendort

Figure 26: Récupération de I’ADN dans les filtres des tubes collecteurs (Personnelle, 2011)

12. Premiére purification de I’ADN des débris cellulaires : Ajouter 500pul de AW1 pour faire un
premier lavage:
e Centrifuger a 8.000 tours/min pendant 1 minute.

e Jeter I’¢ludt et placer le filtre dans un nouveau tube collecteur.

Jeter Féluat et placer les filtres dans de nouveaux tubes collecteurs

Figure 27 : Premiere purification : L’ajout de AW1 (Personnelle, 2011)
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13. Deuxiéme purification : Ajouter 500ul de AW?2 pour faire un deuxiéme lavage:
e Centrifuger a 14.000 tours/min pendant 3 minutes.
e Jeter I’¢luat et placer le filtre dans un nouveau tube collecteur.

e Centrifuger une nouvelle fois a 14.000 tours/min pendant 1 minute.

Jeter Péluat et placer les filtres dans de nouveaux tubes collecteurs

Figure 28 : Deuxiéme purification : L’ajout de AW?2 (Personnelle, 2011)

14. Placer le filtre dans un tube Eppendorf et ajouter entre 150 a 200ul de tampon AE, cette
étape permet de supprimer I'ADN du filtre, en éluant 'ADN dans le tube collecteur.

e Incuber 1 a5 minutes a température ambiante.

e Centrifuger une derniére fois & 8.000 tours/min pendant 1 minute.

/ \

Figure 29 : L’ajout du AE (Personnelle, 2011)

15. Récupérer 1’¢luat qui contient I’échantillon d’ADN :
e Conserver I’échantillon a + 4°C (Si utilisation dans les brefs délais, sinon stocker
a-20°C).
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Récupérer Péluat Jeter le filtre Conserverles
ADN a4°C

Figure 30 : Récupération des échantillons contenant I’ADN puis leur conservation sous froid

(Personnelle, 2011)

11.3.2. Seconde étape : « La PCR proprement dite »

11.3.2.1. Préparation du mix
Cette opération se déroule dans une piéce isolée et sous une hotte pour éviter toute contamination du
mix, avec le port de gants stériles.
Avant de commencer la préparation du mix, préparé tout le matériel qui le faut et le stériliser dans la

hotte sous UV pendant a peu prét 30 minutes.

Figure 31 : La salle de mix (Personnelle, 2011)

Le mix est un mélange de produits ou un ensemble de réactifs servant a la réaction PCR. La quantité

et la concentration des réactifs utilisés dans le mix, doivent étre respectées car peut étre considéré
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comme point critique pour la réussite d’une PCR, notant que ces quantités et concentrations différent

d’un protocole a I’autre, mais généralement contiennent tous :

Deux amorces, aussi appelées « primers »: Contenant une courte chaine de 20 a 30
oligonucléotides complémentaires des extrémités du fragment & amplifier. Ces deux amorces ont leur
extrémité 3-prime (3°) dirigée 1’'une vers 1’autre encadrant ainsi la séquence a amplifier. Elles sont

indispensables a I’accrochage de la polymérase.

Les amorces de L’ADN de Yersinia pestis que nous avons utilisé sont les oligonucléotides spécifiques
du gene Pla de la taille de 300 pb (Bitam et al., 2010a) :

Primer forward : 5°-ATG-GAG-CTT-ATA-CCG-GAA-AC-3’
Primer reverse : 5°-GCG-ATA-CTG-GCC-TGC-AAG-3’

Le gene Pla code pour I’activateur du plasminogéne qui est une protéase de
surface cellulaire qui induit la fibrinolyse et dégrade la matrice extracellulaire et

les membranes basales, c’est un facteur de virulence important permettant la

propagation de Yersinia pestis a partir des sites sous-cutanés vers la circulation

Lesamorces (Primers) utilisées dans le mix

SangUine (KUkkonen et a.l., 2001 , Sebbane et a.l., 2006) Eurogentec® (Belgique)

La Taq polymérase: Une enzyme issue d’une bactérie thermophile nommée Thermophilus
aquaticus (Saiki et al., 1988). Elle est adaptée pour les réactions PCR (résiste a de tres hautes
températures); capable d'amplifier I'ADN avec des amorces différentes. Elle polymérise I’ADN en

ajoutant des désoxynucléotides a I’extrémité 3-prime.

Des désoxynucléotides: Un dNTP est Iappellation courante du mélange des quatre
désoxyribonucléotides : dATP (désoxy adénine tri-phosphate), dCTP (désoxy cytosine tri-
phosphate), dGTP (désoxy guanine tri-phosphate), dTTP (désoxy thymine tri-phosphate). C’est

1’élément de synthése de I'ADN complémentaire.
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dANTP Mi

20uldATP  + 20pldTTP + 20pldCTP + 20pldGTP 920 plEau distillée

Figure 32 : Préparation du dNTPs (Personnelle, 2011)

e Du MgCI2 : qui donne un pH et une concentration saline optimale au bon fonctionnement des
amorces et de la Tag polymérase. Donc la concentration de MgCI2 peut avoir un effet

dramatique sur la spécificité et le rendement de la PCR.

e Buffer PCR : Le tampon utilisé pour la réaction PCR sert & maintenir stable le pH du milieu
réactionnel au niveau optimal pour l'activité de la Taq polymérase. Il contient du MgClI_2.

Le mélange a été préparé pour un nombre déterminé de réactions : n + 2 (pour les erreurs de

pipetage). Le tableau suivant donne les valeurs de chaque réactif pour une seule réaction.
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Tableau 4 : les produits du mix (Bitam et al., 2010a)

Produits Concentration Réaction pour un échantillon
Buffer 10x 10x 2,5ul
MgCl, 2.5 mM 1ul
dNTP Figure 33 2,5ul
Primer 1 (forword) 1/100 0,5ul
Primer 2 (reverse) 1/100 0,5ul
Taq Polymérase 5 Unité/ul 0,125ul
Eau distillée sterile 13ul
Total du mix 20ul

Les primers (Eurogentec) ; Buffer, Mgcl2, dNTP, Taq polymérase (QIAGEN®, Hilden, Germany)

» Chaque constituant de ce mix est multiplié par le nombre d’échantillons étudiés, puis mettre

le tout dans un Eppendorf.

P1 (0.5 ) + P2 (0.5 i) Eau distillée (13 )

Multipliés parle nombre

d’échantillons puis mettre
aq (0.125 W) dans un Eppendorf

Figure 33 : Les produits du mix (Personnelle, 2011)

» 20ul de ce mélange est distribué dans les barrettes PCR ou les barrettes a 8 stériles

préalablement numerotés :
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<€——— Mix

I 20 pl du mix dans les barrettes PCR

l

v 4 échl éch2 éch3 éch4 éch5 éché T+ T-
F s - . - _ SRR = i b4 &

= ) ’
Recopier les codes sur les | . | f
barrettes PCR t J :

Figure 34 : Le dépdt du mix dans les barrettes PCR (Personnelle, 2011)

11.3.2.2. L’ajout des ADN au mix

Prendre les barrettes PCR dans la salle de préparation d’ADN pour rajouter :

- Témoin négatif : 5ul d’eau distillé stérile au 20ul de mix.
Le témoin ou le contrble négatif ne contient pas d'ADN, donc rien ne devrait étre amplifié
dans le puit du témoin négatif. Si nous aurons une bande a ce niveau, cela s’expliquera par
une contamination des réactifs et les résultats obtenus peuvent étre considérés comme des

faux positifs.

- Témoin positif : 5ul de DNA positif pour 20ul du mix.
Le témoin ou le contrble positif est un produit dont le résultat est déja connu pour étre
positif, il sert a contrbler I’amplification, une bande bien visible a ce niveau, s’explique par
une bonne amplification (Nous avons utilisé la souche Yersinia pestis montanensis, espece
endémique du MONTANA aux Etats-Unis).

- Echantillons : 5ul d’ADN de nos échantillons sont ajoutés dans le reste des tubes de
barrettes PCR contenant 20ul de mix chacune. Le dépdt des échantillons doit se faire de fagon
attentive pour ne pas se tromper des numéros.

Remarque : le volume total dans chaque Eppendorff est de 25ul.
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Figure 35 : L'ajout des ADN (échantillons) (Personnelle, 2011)

11.3.2.3. Programmation du thermocycleur

» Les barrettes contenant le mix et les ADN sont introduits dans le thermocycleur.

Figure 36 : Appareil d’amplification de ’ADN : Thermocycleur (Personnelle, 2011)

Le but de cette technique est de détecter de faibles quantités d’ADN. Cette réaction est cyclique, et
elle se fait en trois étapes qui constituent un cycle de PCR. Les trois différents cycles sont effectués
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a des températures différentes permettant de contréler I’activité enzymatique. Pour effectuer ces

transitions de températures, les microtubes contenant le mélange réactionnel sont placés dans un

appareil programmable : un thermocycleur. Cet appareil permet d’exposer les tubes a des

températures choisies et pour des durées déterminées par 1’expérimentateur. La réaction PCR est

extrémement rapide et ne dure que quelques heures (2 a 3 heures pour une PCR de 39 cycles).

Les trois étapes sont les suivantes (Lepoivre, 2003) :

Dénaturation : Consiste a chauffer a une température élevée de 94°C (température supérieure
a la température de fusion des molécules d’ADN), a cette température, les liaisons faibles
(hydrogénes) qui assuraient la cohésion de la double hélice d’ADN sont rompues pour donner

deux simples brins d’ADN servant de matrice a I’ADN polymérase.

Hybridation (annelage) : une fois I’ADN séparé, un refroidissement rapide permet ensuite
aux séquences des amorces (Primers) de s’apparier aux séquences complémentaires présentes
dans la molécule d’ADN cible.
Cette étape d’hybridation des amorces est un paramétre essentiel a la spécificité de la PCR. La
température et la durée de I’hybridation des amorces aux brins d’ADN vont dépendre de leur
composition en nucléotides ainsi que de leur longueur.
La température de fusion (Tm ou Melting Temperature) des amorces peut étre calculée a
I’aide de diverses équations. La formule la plus utilisée pour des amorces de moins de 20
nucleotides est la suivante :

Tm;=2x(A+T)+4x(C+G)

Tm;=2x(A+T)+4x(C+G)

Tm=(Tmy+Tmy) /2

(Ou A, T, G et C sont respectivement le nombre de chacune de ces bases dans
I’oligonucléotide ; Tm; - La température de fusion de la premiére amorce; Tm, - La

température de fusion de la deuxiéme amorce).

La température d’hybridation, Ta, est inférieure de 5°C a la température de demi-dénaturation
(Tm), cette température varie de 50 & 60°C.
Ta=Tm-5°C
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e La polymérisation ou élongation (extension des amorces) : Aprés la fixation des amorces

qui servent de point de départ, I’ajout de la Taq polymérase et de nucléotides permet la

synthése des nouveaux brins d’ADN. La température de polymeérisation de la Tag polymérase

est de 72°C.

e Nouvelle amplification : apres le premier cycle un nouveau cycle avec dénaturation,

hybridation et polymérisation se produit, et les produits du premier cycle servent comme

matrice pour le deuxieme cycle.

Ce cycle dénaturation-amplification est effectué 39 fois dans notre étude. Le programme du

Thermocycleur pour yersinia spp (Gene pla) est présenté dans le tableau suivant.

Tableau 5 : Le programme du thermocycleur (Malek, 2010)

Températures Temps Etapes
Premier cycle 95°C 15 minutes | Dénaturation initiale
94°C 1 minute Dénaturation
39 cycles 58°C 0.5 minute Hybridation
72°C 1 minute Elongation
Dernier cycle 72°C 5 minutes Elongation finale
Conservation des échantillons 4°C Fin

Les produits PCR peuvent étre visualisés apres migration en électrophorése sinon les conservés a

+4°C en attendant de réaliser la migration sur gel.

11.3.3. Troisieme étape : « Electrophorese et révélation»

Les fragments d’ADN amplifiés précédemment sont révélés par électrophorése sur un gel d’agarose

a 1.5%. Dans ce type de gel, les migrations des fragments d’ADN dépendent de la charge et de la

taille du fragment. La détermination précise des tailles des fragments sépareés est effectuée en faisant

migrer des marqueurs de poids moléculaire en paralléle avec les échantillons a analyser.
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11.3.3.1. Préparation du gel d’Agarose 1.5% :

La préparation du gel d’agarose et la migration se fait dans la salle des gels.

Figure 37 : Salle des gels (Personnelle, 2011)

» Prendre 1.5 g d’agarose et le mettre dans le verre gradué.
» Ajouter 100 ml de TBE 1X.

Le Tampon TBE (pour Tris, Borate, EDTA) est un tampon de migration utilisé en électrophorese et
composé de Tris, d'acide borique et d'EDTA, la préparation du TBE 1X et du TBE 0,5X est

expliquée dans I’annexe n°4.

» Faire chauffer dans un four a Micro-onde a 460W pendant 2 a 5 minutes jusqu’a ce que le
liquide devient limpide.

> laisser le gel se refroidir a température ambiante.

1.5 g d’agarose 100 ml de TBE 1X Faire chaufferdans un four @ Micro-onde Contenu limpide
g dag p

Figure 38 : La préparation du gel d’agarose 1.5% (Personnelle, 2011)
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11.3.3.2. Coulage des gels dans la cuve a électrophoreése horizontale :

» Nettoyer la cuve ou le support avec son peigne a 1’eau courante puis placer le peigne dans sa

cuve.
» Ajouter 7ul de BET avec prudence dans le verre contenant les 100 ml d’agarose 1.5% puis

verser le tout dans la cuve.

» Laisser polymériser.
> Aprés polymérisation du gel au bout de 30 minutes retirer le peigne.

Nettoyerlacuve oule Placer le (s) peigne (s) Ajouter 7ul de BET avec
support et le (s) peigne (s) dansla cuve prudence
Verser Fagarose 1.5 % + Laisser polymériser puis
BET enlever le (s) peigne (s)

Figure 39 : Coulage du gel dans la cuve (Personnelle, 2011)

e BET (bromure d'éthidium) : c’est un agent intercalant, il se fixe sur ’ADN et permet la
visualisation des bandes d’ADN. Lorsqu'il est exposé a des rayonnements ultraviolets, il

devient fluorescent avec une couleur rouge-orangée.
C’est un produit trés cancérigéne et mutagene, @ manipulé avec une extréme prudence. Il doit

étre conservé a 4°C et enrobé avec du papier aluminium a 1’abri de la lumiére.

» Mettre le gel dans la cuve a migration contenant au préalable du TBE 0,5X.
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TBE 5X dans la cuve a migration

Figure 40 : TBE 5X dans la cuve a migration (Personnelle, 2011)

11.3.3.3. le dépbt des échantillons dans le gel et leur migration :
» Prendre un morceau de Parafilm sur lequel est mis pour chaque échantillon a part : 7ul

d’échantillon et 3ul de tampon de charge (Bleu de Bromo phénol).

e Le bleu de bromophénol : est un marqueur coloreé utilisé afin de vérifier le bon déroulement
d'une électrophorese, il assure le maintien du dépdt en immersion dans le puit et permet la
visualisation de la migration, il est Iégerement chargé négativement a un pH modéré, il migre
alors dans la méme direction que I'ADN sur le gel.

NB : il ne faut pas oublier de changer 1’embout de la micropipette pour chaque échantillon.

» Meélanger I’échantillon et le tampon de charge, mettre le mélange dans un micro-puit du gel.

3 pl de tampon de charge sur du parafilm + Déposerle mélange dans le
7 pl d’échantillon puit correspondant

Figure 41 : Le transfert des échantillons (ADN amplifiés) dans les puits (Personnelle, 2011)
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» Déposer 5 ul de marqueur de PM (poids moléculaire) d’une concentration de 0.25ug/ul dans

le premier puit.

e Un marqueur de poids moléculaire (BenchTop pGEM® DNA Markers,
PR-G752A) : est une solution de molécules d'ADN (d'une taille allant de
36bp & 2645bp) servant a déterminer le poids moléculaire de fragments

d’ADN, il sert de référence pour estimer la taille (inconnue) des molécules

d'intérét.

B
NESTES

]

— 2,645

— 1,605
— 1,198

— 676

— 517
, — 460
! 396

i— 350

— 222
— 179

— 126

- 75/65
[51.36]

3177TA12_0A

Déposer le témoin positif puis
témoins négatif

Déposerle marqueur du poids moléculaire dans

le dernier puit

Figure 42 : Le dépdt des témoins et du marquer de PM dans les derniers puits (Personnelle, 2011)

Les trois derniers puits sont réservés pour : le témoin positif, le témoin négatif et le marqueur de

poids moléculaire respectivement.

» Déposer les échantillons dans les autres puits.

» Fermer la cuve. Brancher les cordons de la cuve a I’alimentation de manicre a ce que les

dépots soient coté cathode (-).

La molécule d’ADN est chargée négativement, ce qui lui permet de migrer vers I’anode (+) une fois

un champ électrique est appliqué.

> Appliquer une tension de 120 V pendant environ une demi-heure de migration. Les baisses

de tensions entrainent des migrations plus longues.

» Couper I’alimentation quand le colorant a parcouru la distance requise ou laisser la migration

arriver jusqu’a 1 cm du bord de la cuve (cette ligne est appelée le front de migration).

» Débrancher le générateur de la cuve.
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Apres migration débrancher

Fermerla cuve et appliquer une tension de 120 V Falimentation et retirer le gel

Figure 43 : Application d'une tension électrique puis retrait du gel (Personnelle, 2011)

11.3.3.4. Visualisation (lecture) par Transilluminateur :
La révélation du profil électrophorétique (visualisation des bandes d’ADN) se fait dans une chambre
noire sur la table UV (transilluminateur), a une onde de 312 ou 365 nm: le BET fluorescent aux UV
s’est fixé sur I’ADN et va permettre de visualiser les fragments d’ADN dans le gel place sur la table

UV. Une photo de chaque gel a été prise.

g

Visualiserle gel sous UV en utilisant un Transilluminateur a UV

Figure 44 : Visualisation du gel dans le transilluminateur a UV (Personnelle, 2011)

En fonction de la taille des fragments d’ADN étudiés, on reperera la bande et sa taille

respectivement par rapport au témoin positif et au marqueur de PM.

I11. ANALYSE STATISTIQUE :
L’analyse statistique a été effectuée a I’aide du logiciel EXEL 2007. Nous avons utilisé le test Fisher
exacte pour comparer nos résultats (influence de I’age, du sexe, des signes cliniques sur I’apparition

de la maladie). La différence est considérée significative au risque d’erreur a 5 %.
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Résultats et discussion

ous évaluons, dans cet essai la présence de Yersinia pestis par PCR chez les chiens et les

chats errants de la région d’Alger.

Les prélevements de rates de chiens et de chats que nous avons récupéré de la fourriére canine d’EL
Harrach ont été conservés dans 1’éthanol absolu au laboratoire jusqu’au jour ou I’extraction a été
programmée, un échantillonnage de ces prélevements a été effectué pour la réalisation de
I’extraction, les ADN extrais ont été mis sous froid jusqu’a la réalisation de la PCR et la migration
sur gels, la visualisation de ces derniers sur transilluminateur a UV a été effectuée le jour méme
apreés récuperation des ADN amplifies par le thermocycleur. Les résultats finaux ont été enregistrés
et les gels obtenus ont été pris en photo.

I.  Migration des échantillons sans amplification

La vérification du bon déroulement de l’extraction se confirme en faisant migrer les produits
d’extraction sur le gel d’agarose avant leur amplification. La présence de bandes bien visibles
confirme que I’extraction des prélévements a été bien faite et que les échantillons contiennent de
I’ADN (figure 45).

La présence des smears (taches qui occupent une partie significative du puit) d’ADN sur le gel peut

s’expliquer par une éventuelle dégradation d’ADN dans les échantillons.
Apres vérification de la présence des ADN dans nos échantillons ou produits d’extraction, les étapes

de la PCR proprement dite avec amplification peuvent étre réalisées pour rechercher les génes cibles

(dans notre cas le gene Pla pour Yersinia pestis).
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Bandes bien visibles

Présence d’ADN

Bonne extraction

F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, F9, F10, F11, F12, F13, F14, F15, F16 : Ratesde chats; C1,C2, C3, C4, C5, C6, C7 C8, €9, C10, C11,
C12, C13, C14, C15, C16 : Rates de chiens.

Figure 45 : Gel qui montre la présence des ADN dans les échantillons de rates de chats et de

chiens avant amplification (Personnelle, 2011)

Il.  Larecherche de I’agent pesteux

La recherche de Yersinia pestis par PCR apres extraction a porté sur 35 rates de chiens et 25 rates de
chats sur un total de prélévements de 55 rates de chiens et 45 rates de chats.

L’impossibilité d’analyser tout les prélévements effectués s’explique par le manque de réactifs
(réactifs extrémement onéreux).

Les rates qui ont été testées par PCR étaient choisies au hasard de facon a avoir des échantillons
prélevés dans des dates différentes. Chaque prélévement porte un numéro et un code afin de le

distinguer sur le gel.

1. 1. Chez I’espéce féline
Apres visualisation des bandes d’ADN lors de la migration sur gel d’agarose 1,5%, 1’analyse par
PCR révele la positivité sur quartes rates appartenant a des chats (figure 46). Cette migration
d’ADN amplifié par PCR révéle la présence d’ADN de Yersinia pestis, avec des bandes homogenes,

uniformes de méme poids moléculaire (300 pb), pour le gene Pla.
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Puits des échantillons
|

PM

350pb
300pb
222pb

| 0 F10 F11 FI12 F16 F17 F18 F20

PM : Marqueur du poids moléculaire ; T+ : Témoin positif ; T- : Témoin négatif ; F2, F3, F4, F7 : Rates de chats (Résultats positifs) , F1,
F5, F6, F10, F11, F12, F16, F17, F18, F20 : Rates de chats (Résultats négatifs).

Figure 46 : Gel de PCR de Yersinia pestis (gene Pla) sur des rates de chats (Personnelle, 2011)

Au total, 4 chats étaient atteints de la peste sur les 25 testés par PCR, soit un taux de 16%.

H positifs en PCR

Figure 47 : Prévalence de chats positifs en PCR pour Yersinia pestis (Personnelle, 2011)
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% Reépartition des chats atteints selon leur sexe :

Sur les 25 chats prélevés 10 étaient des males et 15 étaient des femelles soit des taux de 40% et 60%
respectivement. Les deux sexes étaient touchés, nous avons eu 2 males et 2 femelles positifs a la

PCR. L’influence du sexe sur I’apparition de la maladie n’est Statistiquement pas significative
(p<0,05).

Nombre de

chats
15

15 ~
10

m Males
10 -
M Femelles

positifs en PCR effectif total

Figure 48 : Répartition de la peste selon le sexe des chats (Personnelle, 2011)

®,

% Répartition des chats atteints selon leur age

Nous avons réparti les chats en deux tranches d’age. Les jeunes chats qui sont &gés de moins d’un an
et les adultes agés de plus d’une année. Cette distribution a donné lieu a une prédominance de la
tranche d’age de plus d’une année avec 21 chats (84%), concernant les jeunes de moins d’1 année
nous avons eu 4 chats seulement (16%).

Les animaux atteints étaient tous des adultes cela s’expliqué par le taux élevé de chats adultes

prélevés par rapport aux jeunes. La différence d’age n’étant statistiquement pas significative
(p<0,05).
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Nombre de
chats

25 1

20 A

H jeune
15 A

M adulte
10 -

0 T T
positifs en PCR effectif total

Figure 49 : Répartition de la peste selon I’age des chats (Personnelle, 2011)

+ Reépartition des chats positifs en PCR selon les signes cliniques

La répartition des chats positifs en PCR selon les signes cliniques observés (état général de I’animal,
la couleur des muqueuses et I’hypertrophie ganglionnaire) est représentée dans le tableau si dessous

(tableau 6).

Trois chats parmi les quatre chats positifs étaient en mauvais état général, avec une hypertrophie des
ganglions, deux d’entre eux avaient une coloration pale des muqueuses. Aucun autre signe clinique
n’a été observé chez ces animaux. La présence de puces ou preuve de pigQres de puces sur les chats
n’a pas été noté. L’influence de ces signes cliniques sur I’apparition de I’infection, n’est

statistiguement pas significative (p<0,05).
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Tableau 6 : Les signes cliniques observés chez les chats positifs en PCR

Les chats Les symptomes observés
TS Etat général Coloration des muqueuses | Hypertrophie ganglionnaire
F2 Bon Rose Non
F3 Mauvais Pale Oui
F4 Mauvais Rose Oui
F7 Mauvais Pale Oui
Discussion :

Nous avons recherché le gene Pla de Yersinia pestis dans les rates de chats (figure 46), Nous avons
constaté quatre bandes visibles homogenes, uniformes de méme poids moléculaire (300 pb), ce qui

révele la présence d’ADN de Yersinia pestis chez les chats analysés.

La mise en évidence de la positivité de la peste par PCR chez les chats errants dans la région
d’Alger peut conclure que le bacille pesteux circule de fagon silencieuse en forme d’épizootie entre
animaux errants, sachant que cela représente un risque potentiel puisque il peut étre transmis aux

animaux domestiques et a I’étre humain sous 1’effets de facteurs favorisants.

Le changement climatique (réchauffement planétaire) a favorisé I’apparition de plusieurs maladies
vectorielles a 1’échelle mondiale. La température élevée joue un role important dans le maintien et
I’activité des ectoparasites qui transmettent la maladie d’un réservoir a un autre. La réapparition de
la peste dans plusieurs pays du monde apres plusieurs années de silence, a obligé les spécialistes de

I’étudier avec profondeur.

Notre pays a connu la réapparition de la peste en 2003 a Oran (R.E.A., 2003) et dernierement en
2008, un nouveau foyer est apparu dans la région de Laghouat ou une petite épidémie a touché des
nomades. Dans le but de rechercher les réservoirs responsables de cette épidémie, des rongeurs de
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plusieurs especes ont été capturés en 2009 dans différentes régions d’Algérie (Benaouali, Lagouat).

Aprés une extraction effectuée sur leurs rates en utilisant le kit QlIAamp Tissue, une amplification
par PCR du géne de l'activateur du plasminogéne (PLA) était réalisée, la positivité était de 16%
(Bitam et al., 2010a).

Dans notre étude, la PCR était positive dans les échantillons de rates de 4 chats parmi les 25 rates
testés, soit un taux de 16%. L’apparition de la peste chez les chats errants dans notre région
s’explique probablement par le fait que ces animaux sont en mauvais état d’hygiéne en étant en
contact avec des rongeurs comme prédateurs de ces derniers ou encore avec leurs puces, ce qui les

exposera facilement au bacille pesteux.

Les symptdmes que nous avons pu noter chez ces chats positifs étaient principalement le mauvais

état de santé et ’hypertrophie ganglionnaire, autres symptomes n’ont pas ét¢ identifiés.

L’atteinte des chats par Yersinia pestis apres ingestion de souris ou de rongeurs infectés a été déja
prouvée expérimentalement par Gasper et al (1993) et par Watson et al (2001).

D’apres Gasper et al (1993), 38% des chats exposés a Yersinia pestis, ont eu un issu fatal, 44% ont
développé une forme passagére de la maladie avec récupération et 19% ne présentaient aucun signe

de la maladie.

Selon Watson et al (2001), la forme bubonique et la forme septicémique étaient les plus fréquentes,
observées chez tous les chats inoculés, la forme pulmonaire était observée seulement dans 28% des
cas, autrement dit les chats sont les seuls carnivores qui peuvent présenter les trois formes apres une
exposition a Yersinia pestis. Watson et al (2001) montrent que les chats infectés par voie orale
présentent les mémes symptdmes que les chats infectés naturellement (ingestion de rongeurs

infectés), avec 1’apparition de nombreuses 1ésions dans les ganglions de la téte et du cou.

Eidson et al (1983) ont rapporté que la majorité des cas de peste féline survenus au nouveau

Mexique présentaient une léthargie, de la fiévre et une hypertrophie ganglionnaire.

L’exposition aux chats infectés par Yersinia pestis est un risque reconnu depuis longtemps, le chat

peut étre une source d’infection pour les étre humains suite a des griffures ou des morsures ou méme
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un simple contact (Kaufmann et al., 1981). La peste pulmonaire primaire contractée a partir des

chats est devenue de plus en plus reconnue (Doll et al., 1994).

La peste féline était la source de I’infection humaine dans plusieurs régions du monde et plusieurs
cas de chats atteints de cette infection ont été constatés avec 60 cas de peste feline au Nouveau-
Mexique de 1977 a 1985 (Eidson et al., 1988) et 297 cas a I’ouest des Etats-Unis de 1977 a 1998

dont 23 (7.7%) étaient associés aux cas humais (Gage et al., 2000).

Le premier facteur de risque pour la peste féline semble étre la chasse et I’ingestion des rongeurs
morts dans les zones d'endémie. L’augmentation de chats errants est un facteur de risque pour leur
acquisition de la peste (Eidson et al., 1988). Des enquétes ont été réalisées dans la province
orientale du Cap d'Afrique du Sud en 1982 ou une épidémie de peste humaine a été déclarée. Il
semble qu'au moins un cas humain a été contracté a partir d'un chat domestique infecté (Shepherd
et al., 1983).

Une épidémie de peste chez des chasseurs a été signalée en Inde, Joshi et al (2009) mentionnent que
les rongeurs morts n’ont pas été signalés et la puce du rat responsable de la maladie n’a été
identifiée ce qui suggere que la cause était probablement liée a I’inhalation de particules infectantes

apres contact avec des chats sauvages et domestigues.

Lors d'une infection pesteuse, les chats peuvent jouer le role de sentinelles et développent des
anticorps qui peuvent étre détectés pendant plusieurs mois. Le dépistage sérologique d'une telle
infection est particulierement utile lors d'une suspicion clinique animale ou humaine et pour les
enquétes et programmes de surveillance épidemiologique (Kaufmann et al., 1981). Ce qui a eté
prouvé par plusieurs etudes sérologiques : 3,22% en Californie (USA) (Chomel et al., 1994) ; 170
chats au Etat de Ceara (Brésil) (Aragao et al., 2002) ; 26,5% a la Province du Yunnan (Chine) (Li et
al., 2008) et 0,8% a Etat du Ceara (Brésil) (Aragao et al., 2009).
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I1. 2. Chez I’espece canine
Les 35 échantillons de rates de chiens choisis aléatoirement ont été testés par PCR pour la recherche
de Yersinia pestis, le géne Pla de la taille de 300 pb était ciblé dans notre étude.
Sur les 35 chiens 19 sont des males et 16 femelles soit des taux de 54% et 46% respectivement. Sur
ces chiens testés, 29 étaient des adultes et 6 seulement des jeunes soit des taux de 82,8% et 17,2%
respectivement.

Apreés amplification d’ADN et visualisation des gels sous UV, Les chiens se sont révélés tous

négatifs a la PCR (figure 50).

Puits des échantillons
1 PM

350pb
300pb
222pb

Cl1 C2 C3 C5 C6 C7 C10 C11 C14 C15 Cl6 C17 C18 C20

PM : Marqueur du poids moléculaire ; T+ : Témoin positif ; T- : Témoin négatif ; C1, C2, C3, C5, €6, C7, C10, C11, C14, C15, C16, C17,

(€18, C20 : Rates de chiens (Résultats négatifs).

Figure 50 : Gel de PCR de Yersinia pestis (géne Pla) sur des rates et chiens (Personnelle, 2011)
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Discussion :

Dans notre étude les résultats de PCR obtenus sur les rates de chiens étaient tous négatifs, aucune
bande n’a été visible sur le gel. Nos résultats négatifs peuvent s’expliquer comme suit :
- Soit par une deégradation des ADN dans les échantillons suite a une mauvaise manipulation,
- Le chien est animal qui résiste parfaitement a la peste, de ce fait la détection de I’ADN de
Yersinia pestis chez cette espéce est rare, cela a été déja constaté par certains auteurs (Li et
al., 2008),
- Par ailleurs, I’échantillon analysé n’était pas suffisant (faute de réactifs) pour pouvoir

confirmer la résistance de cette espéce au bacille pesteux.

Le role du chien comme source d’infection pesteuse n’a pas été bien élucidé par les scientifiques.
Dans les régions endémiques le chien peut avoir un rdéle important dans 1’épidémiologie de cette
pathologie. Cela a été constaté au cours de 1’épidémie qui a été déclarée en 2009 a la province du
Qinghai, en Chine ou 12 personnes ont été atteintes et ou un chien décédé semblait étre la source de
I’infection (Wang et al., 2011).

Dans certains pays ol la peste sévit de facon endémique tel que I'ouest des Etats-Unis et ol les
chiens sont fréquemment exposés a Yersinia pestis ; la peste doit étre comprise dans le diagnostic
différentiel avec d’autres pathologies lorsque I'on examine les chiens avec de la fiévre non

spécifique et la léthargie (Orloski et Eidson, 1995).

Dans étude qui a été menée par Gould et al (2008) dans 1’Ouest des Etats-Unis afin de mieux définir
les risques associés aux animaux de compagnie, 79% des personnes atteintes de la peste avaient au
moins un chien et 59% avaient au moins un chat. Les résultats suggérent que les chiens peuvent
faciliter le transfert de puces infectées des rats pesteux dans les habitations et que les activités avec
les contacts étroits et prolongés avec les chiens peuvent augmenter le risque d'infection pesteuse
(Henn et al., 2007 ; Gould et al., 2008 ; Wang et al., 2009).

D’aprés Li et al (2009), le chien domestique, I'un des hétes animaux de Yersinia pestis, semble étre
trés résistant a la peste quand il est infecté et présente une forme inapparente ou bénigne de la
maladie. Cependant les chiens peuvent développer des titres d'anticorps élevés détectables apres
plusieurs mois, sans apparition de symptémes. Donc le chien est considéré comme un animal

indicateur pour la surveillance de la peste et I'étude sérologique peut nous donner un indice sur les
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zones ou I’infection est active (Rajerison et al., 2009 Wang et al., 2011).

Plusieurs études serologiques ont été menées dans differentes régions du monde, confirmant ainsi
que les chiens sont des sentinelles utiles pour donner la prévalence de la peste : 21,6% au Nouveau
Mexique (USA) (Rust et al., 1971) ; 0,35% en Afrique du Sud (Shepherd et al., 1983) ; 6,3% aux
montagnes d’Usambara occidentaux (Tanzanie) (Kilonzo et al., 1992) ; 5,5% au Lushoto (Tanzanie)
(Kilonzo et al., 1993); 2,09% en Californie (USA) (Chomel et al., 1994) ; 35% en Equateur
(Gabastou et al., 2000) ; 0,075% a Alberta et Saskatchewan (Canada) (Leighton et al., 2001) ;
2,0% a Karatu et Ngorongoro (Tanzanie) (Kilonzo et al., 2006) ; 2,7% en Californie (USA) (Henn
et al., 2007) ; 23,5% a la Province du Yunnan (Chine) (Li et al., 2008) ; 2,3% a I’Etat du Ceara
(Brésil) (Aragéo et al., 2009) ; 23,8% en Madagascar (Rajerison et al., 2009).

L’étude sérologique menée chez les chiens a 1’Etat de Bahia au Bresil a été révélée négative, mais
d’apres Saavedra et al (2011), ces résultats ne peuvent pas confirmer I'éradication de la maladie dans
I'Etat, puisque la nature cyclique de la peste indique que la maladie peut rester sous forme
silencieuse pendant de longues périodes et ensuite ressurgit a nouveau, touchant un grand nombre
d’animaux et de personnes. Ainsi, la détection précoce et le développement de mesures de contrdle

adéquates s’averent nécessaires (Saavedra et al., 2011).
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Conclusion :

es chiens et les chats errants posent de nombreux problémes de salubrité dans nos villes.
Leur gestion passe par une meilleure connaissance des principales maladies qu’ils

peuvent contracter et transmettre a I’homme et a leurs congeneéres.

Le présent travail a pour but de surveiller la population errante de chiens et de chats de la région
d’Alger contre la peste qui est a la fois dangereuse pour 1’étre humain que pour les animaux, en
utilisant des méthodes de diagnostic qui n’ont pas pour habitude d’étre utilisées chez les animaux,

c’est les méthodes moléculaires (PCR).

Un travail sur terrain a eu lieu sur une période de quatre mois qui nous a permis de récupérer les
prélevements de rates des carnivores apres leur euthanasie, puis analysés par méthodes moléculaires

(PCR) a I’Institut Pasteur d’Alger, pour la recherche de Yersinia pestis.

Les résultats de PCR ont révélé la présence de 1’agent de la peste dans les rates de chats avec un
pourcentage de 16% (4/25), les résultats sur les rates de chiens étaient négatifs.
Nos résultats montrent que la peste féline est une pathologie qui sévit d’une fagon silencieuse dans

notre pays et qui menace la santé publique.

Les responsables de la santé publique doivent étre vigilants concernant I'activité de la peste dans la
population des carnivores errants et des rongeurs ainsi que d’autres animaux qui peuvent jouer le
role de réservoirs. Les vétérinaires devraient soupgonner la peste féline chez les chats malades ou
décédés.

Nos laboratoires doivent introduire des méthodes de diagnostic rapides et faciles a mettre en ceuvre
telles les méthodes moléculaires (PCR), pour surveiller les maladies dangereuses d’une transmission

rapide et qui nécessitent une haute sécurité au laboratoire comme la peste.
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Perspectives :

8 La peste fait partie des maladies les plus mortiféres de I’histoire de I’humanité mais pourtant,
elle est devenue dans les esprits une maladie du passé. Elle n’a cependant pas disparu et

persiste a bas bruit dans ses réservoirs naturels..

- Dans le cadre de la surveillance de cette pathologie historique, il est nécessaire de faire une étude

plus détaillée de cet agent infectieux chez le réservoir sentinelle qui est le chien.

- Concernant le chat, il serait souhaitable d’établir en collaboration avec ’HURBAL pour
récupérer toute carcasse de chats collectés par les agents afin de connaitre 1’origine de la mort de

ces animaux et ceci permettra de savoir si cet agent circule chez nos chats qui sont trés sensibles.

- A propos du diagnostic de cette pathologie, I'utilisation des méthodes moléculaires d’une
specificité plus élevée telle que la PCR en temps réel ou le séquencage est nécessaire pour élargir

le domaine de recherche de cette maladie dans notre pays.
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Annexe n°1 : Fiche de renseignements

Type des prélevements : Rate et rein

Préléevement N° :

Date du prélevement: ...... [o...... [,

Localité du prélévement ; Fourriére canine EL HARRACH

Signes cliniques observés :

Etat général de I’animal : Bon ]
Coloration des muqueuses : Rose o
Hypertrophie ganglionnaire : Oui O

Mauvais

Pale

Non

Espéce: ..o
Race: ...
Ade:
SEXE: teiii

origine: ...cooovviviiiiiiin,

TP AtUNE (O & oo e

Autres signes




Annexe n°2 : Tableaux de renseignements

Renseignements concernant les chiens prélevés dans fourriére canine

- . Rate :
v e Jsee| Rwe | A | IR o | e | PN | ain.
C1 23/12/2010 M race commune adulte Bon - Rose Non oui
C2 23/12/2010 M race commune adulte Bon - Rose Non oui
C3 23/12/2010 M race commune adulte Bon - Rose Non oui
C4 23/12/2010 M race commune jeune Bon - Pale Non
C5 30/12/2010 M race commune adulte Mauvais N Pale Oui oui
C6 30/12/2010 F race commune adulte Bon N Rose Non oui
C7 30/12/2010 F Berger allemand adulte Bon N Rose Non oui
C8 30/12/2010 M race commune adulte Bon N Rose Oui
C9 30/12/2010 F Berger croisé jeune Bon N Rose Non
C10 06/01/2011 F race commune adulte Bon N Rose Non oui
C11 06/01/2011 F race commune adulte Bon N Rose Non oui
C12 06/01/2011 M race commune adulte Bon N Pale Non
C13 06/01/2011 M race commune jeune Mauvais N Pale Oui
C14 20/01/2011 F race commune adulte Mauvais N Pale Non oui
C15 20/01/2011 M race commune adulte Mauvais 3%’2 Pale Oui oui
C16 20/01/2011 F race commune adulte Bon N Rose Non oui
C17 20/01/2011 M race commune adulte Mauvais N Pale Non oui
C18 20/01/2011 F race commune adulte Bon N Rose Non oui
C19 20/01/2011 M race commune adulte Bon N Rose Non oui
C20 20/01/2011 F race commune jeune Mauvais 49,’1 Pale Oui
C21 27/01/2011 F race commune adulte Mauvais N Rose Non oui
C22 27/01/2011 M Berger croisé adulte Bon N Rose Non oui
C23 27/01/2011 M race commune adulte Bon N Rose Non oui
C24 27/01/2011 M race commune adulte Bon N Pale Non oui
C25 27/01/2011 M race commune jeune Bon N Rose Non
C26 27/01/2011 F race commune adulte Bon N Rose Non
Cc27 10/02/2011 M Berger croisé jeune Mauvais - Pale Oui oui
Cc28 10/02/2011 M race commune adulte Bon - Rose Non oui
C29 10/02/2011 M race commune adulte Mauvais - Pale Non oui
C30 10/02/2011 F race commune adulte Bon - Rose Non oui
C31 10/02/2011 M race commune adulte Bon - Rose Non oui
C32 10/02/2011 F race commune adulte Mauvais - Pale Oui
C33 17/02/2011 M race commune jeune Bon N Rose Non oui
C34 17/02/2011 M race commune jeune Mauvais 3‘2’5 Pale Oui oui
C35 17/02/2011 F race commune jeune Bon N Rose Oui oui




C36 17/02/2011 M race commune adulte Bon N Rose Non oui
C37 17/02/2011 F race commune adulte Bon N Rose Non oui
C38 17/02/2011 F race commune adulte Mauvais N Pale Non oui
C39 17/02/2011 F race commune adulte Bon N Pale Non
C40 17/02/2011 M race commune adulte Bon N Rose Non
C41 24/02/2011 F Berger croisé jeune Bon N Rose Non oui
C42 24/02/2011 M Berger croisé jeune Bon N Rose Non oui
C43 24/02/2011 M race commune adulte Bon N Rose Oui
C44 24/02/2011 M race commune adulte Bon N Rose Non
C45 24/02/2011 M race commune adulte Bon 3‘?,’2 Rose Non
C46 24/02/2011 F race commune adulte Bon N Rose Oui oui
Cca7 03/03/2011 F race commune adulte Mauvais 3%’8 Pale Non oui
C48 03/03/2011 F race commune adulte Bon N Rose Non oui
C49 03/03/2011 F race commune adulte Bon N Pale Non oui
C50 03/03/2011 F race commune jeune Bon N Rose Non
Ch1 03/03/2011 F race commune adulte Bon N Rose Non
C52 10/03/2011 F race commune jeune Bon N Rose Non
C53 10/03/2011 M race commune adulte Bon N Rose Non
Ch4 10/03/2011 F race commune adulte Mauvais 3?,’5 Pale Oui
C55 10/03/2011 F race commune adulte Bon N Rose Non

Adulte : plus d’un an

Jeune : mois d’une année




Renseignements concernant les chats prélevés dans fourriere canine

'\é;gés Date de prélévement | Sexe Race Age Etatllgﬁ?g:r de | Muqueuses ;)ép;;g)l?grlg Rate/r,;xct:rsctlon—
F1 23/12/2010 F race croisée adulte Bon Rose Non oui
F2 23/12/2010 M race croisée | adulte Bon Rose Non oui
F3 23/12/2010 F race croisée | Adulte Mauvais Pale Oui oui
F4 30/12/2010 M race croisée | adulte Mauvais Rose Oui oui
F5 30/12/2010 M race croisée jeune Bon Rose Non oui
F6 30/12/2010 M race croisée adulte Mauvais Pale Oui oui
F7 30/12/2010 F race croisée | adulte Mauvais Pale Oui oui
F8 30/12/2010 F race croisée adulte Bon Rose Non
F9 30/12/2010 M race croisée jeune Mauvais Pale Oui
F10 06/01/2011 F race croisée adulte Bon Rose Non oui
F11 06/01/2011 F race croisée jeune Bon Pale Non oui
F12 06/01/2011 F race croisée | adulte Bon Rose Non oui
F13 06/01/2011 M race croisée adulte Bon Rose Non
F14 06/01/2011 F race croisée | adulte Bon Rose Non
F15 06/01/2011 F race adulte Bon Rose Non

européenne
F16 20/01/2011 F race croisée | adulte Bon Rose Non oui
F17 20/01/2011 F race croisée | adulte Bon Rose Non oui
F18 20/01/2011 M race croisée adulte Mauvais Pale Oui oui
F19 27/01/2011 M race croisée jeune Bon Pale Non
F20 27/01/2011 M race croisée adulte Bon Rose Non oui
F21 27/01/2011 M race croisée adulte Bon Pale Non oui
F22 27/01/2011 F race croisée | adulte Mauvais Pale Non
F23 27/01/2011 M race croisée adulte Bon Pale Non
F24 10/02/2011 F race croisée | adulte Bon Rose Non oui
F25 10/02/2011 F race croisée adulte Mauvais Rose Oui oui
F26 10/02/2011 F race croisée jeune Mauvais Rose Oui oui
F27 10/02/2011 M race jeune Bon Rose Non

européenne
F28 10/02/2011 M race jeune Bon Rose Non

européenne
F29 17/02/2011 F race croisée | adulte Mauvais Rose Non oui
F30 17/02/2011 F race croisée | adulte Bon Rose Non oui
F31 17/02/2011 M race croisée adulte Bon Rose Non
F32 24/02/2011 F race croisée | adulte Mauvais Pale Oui oui
F33 24/02/2011 M race croisée adulte Bon Rose Non oui
F34 24/02/2011 M race croisée adulte Bon Pale Non oui
F35 24/02/2011 M race croisee jeune Mauvais Pale Oui oui
F36 24/02/2011 F race croisée adulte Bon Rose Non oui
F37 24/02/2011 F race croisée jeune Bon Rose Non
F38 10/03/2011 M race croisée adulte Bon Rose Non




F39 10/03/2011 M race croisée adulte Bon Rose Oui
F40 10/03/2011 F race croisée | adulte Bon Pale Non
F41 10/03/2011 M race croisée adulte Bon Rose Non
F42 10/03/2011 M race croisée adulte Bon Rose Non
F43 10/03/2011 M race croisée | adulte Mauvais Pale Non
F44 10/03/2011 M race croisée jeune Mauvais Pale Non
F45 10/03/2011 F race croisée jeune Mauvais Pale Non

Adulte : plus d’un an

Jeune : mois d’une année
La Température na pas été prise chez les chats a cause de leur agressivité




Annexe n°3 : Matériels utilisés

Materiels de prélevement d’organe

Matériels de laboratoire

Matériel de rasage

Alcool chirurgical

Champs steériles

Coton

Ciseaux

Scalpel (bistouri)

Pinces

Ecarteurs

Tubes a vice stérils étiquetés

Glaciére

Hote a flux laminaire

Vortex

Ultracentrifugeuse (14000 tours/ minute)

Four & micro-onde

Thermocycleur

Cuve a Electrophorese (horizontal) avec

bloc d’alimentation électrique
Bain a sec

Transilluminateur a UV
Balance de précision
Autoclave

Agitateur magnétique
Micropipettes et leurs embouts
Fiole Erlenmeyer

Les portoirs

Tubes Eppendorf

Tubes collecteurs a filtre
Broyeurs

Pince

Boites de pétri

Parafilm




Hote a flux laminaire

Cuve a électrophorése

-

Transilluminateura uv

Foura micro-onde

Bain a sec

Matériels de laboratoire




Annexe n°4 : Préparation du TBE (tampon de migration)

Préparation du TBE 5 X (Tris, Borate, EDTA)
Le TBE est un tampon de migration utilisé en électrophorese

1. Dans une fiole Erlenmeyer, mélanger Tris, acide borique et I'EDTA
et 800ml d'eau distillée (Voir tableau ci-dessous).

2. Faire dissoudre le tout a l'aide d'un agitateur magnétique et un
barreau d'agitation magnétique, faciliter la dissolution en

appliquant de basses températures.

3. ajouterde |'eau distillée jusqu'a obtention de 1L de volume.

4, Stocker atempérature ambiante.

Préparationdu TBES X Les dilutions du TBE 5 X
Tris base 5.4g TBE 0.5 X (TBE de la cuve de migration) :
Acide hnrique 27 55 = 100 ml| 5X TBE + 900 ml HID
EDTA(pH=8) 20m|
distill VT TBE 1 X (TBE pour préparer le gel) :
Eau distillee Ajuste jusqu’all = 200 ml 5X TBE + 800 ml H,0
de contenance

Apreés plusieurs électrophoreses, la capacité du tampon TBE 0.5X est épuisée, le
changement de la solution s'avére nécessaire.




i Résumé q

La peste est une maladie zoonotique majeure d’une importance considérable dont le réservoir principal est le rongeur.

Les chiens et les chats errants étant en contact avec les rongeurs peuvent jouer le réle de réservoirs potentiels pour cette
pathologie et transmettre I’agent pesteux aux humains et aux autres animaux.

55 prélévements de rates de chiens et 45 de chats ont été réalisés dans la fourriére canine d’Alger de Décembre 2010 a
Mars 2011, pour la recherche de Yersinia pestis. 35 parmi les prélevements de rates de chiens et 25 de chats ont été
analysés par PCR.

Les résultats de la PCR montrent que les chats sont des réservoirs pour la peste avec un taux de 16% (4/25). Témoignant
ainsi le danger que peut jouer nos chats dans la possibilité de transmettre la peste. Concernant les chiens, les résultats de
PCR étaient néegatifs.

Les méthodes moléculaires (PCR) semblent étre le meilleur moyen de diagnostic pour surveiller et étudier cette
pathologie.

Mots Clés : Peste, Alger, fourriére canine, chiens errants, chats errants, Yersinia pestis, PCR, rates.

_ Abstract H

The plague is a major zoonotic disease of considerable importance which the pricipal reservoir is rodents. Dogs and cats

being in contact with rodents may be as potential reservoirs for this disease and transmit the pathogen to humans and
other animals.

55 spleens samples of dogs and 45 of cats were collected in dog pound of Algiers from December 2010 to March 2011,
to search Yersinia pestis. 35 among spleens samples of dogs and 25 of cats were analyzed by PCR (Polymerase chain
reaction).

The PCR results show that cats are reservoirs for plague with a rate of 16% (4/25). This result demonstrate that cats can
play a role in transmission of plague. About spleens samples of dogs, PCR results were negatives.

Molecular methods (PCR) appear to be the best diagnostic to control and study this disease.

Key words: Plague, Algiers, dog pound, stray dogs, stray cats, Yersinia pestis, PCR, spleens.
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