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Résumeé

Etude de la peste et de la leptospirose par des méthodes moléculaires chez les

chiens et les chats errants de la région d’Alger

Généralités : Parmi les maladies infectieuses zoonotiques graves négligées et classées ces dernieres années
comme maladies émergentes et réémergentes nous citons la peste et la leptospirose, deux maladies sur
lesquelles nous avons peu d’informations en Algérie. Les chiens et les chats errants vivant dans des
conditions de non salubrité et en étant en contact avec des rongeurs, principaux réservoirs de ces zoonoses
assez redoutables, sont a leur tours exposés a ce genres d’agents pathogeéne et complétent le cycle
épidémiologique et ainsi transmettre ces maladies a I’homme et a d’autres animaux.

Nous avons mené une étude moléculaire, afin de mettre en évidence I’agent responsable de la peste et de la
leptospirose dans la population errante de 1’espéce canine et féline dans la région d’Alger et montrer ainsi

le r6le que peuvent jouer ces animaux en tant que réservoirs.

Méthodes et résultats : Des tests de PCR en temps réel ciblant les génes rrs et hsp étaient réalisés pour la
recherche de la leptospirose. Aucun des 107 échantillons d'urine de chats n'était positif tandis que 5/104
(4,8%) échantillons d'urine canine étaient positifs pour Leptospira. La positivité de ces échantillons a été
confirmée par le séquencage du gene partiel rpoB qui a donné une similarité de 100% avec le fragment de
géne homologue a I’espece L. interrogans sérogroupe Icterohaemorrhagiae. La prévalence de L.
interrogans était significativement plus élevée chez les chiens agés de moins d'un an (16,46% - 29,41%)
gue chez les adultes (0%) (P = 0,0001), avec une prévalence globale de (2,68% - 4,8%) (P = 0,0007) chez
la population canine.

Afin de rechercher ’agent de la peste chez les carnivores et leurs puces, une PCR en temps réel ciblant le
géne pla et une PCR nichée ciblant le géne glpD ont été utilisées. L’infestation des carnivores par les puces
indique une prévalence élevée, elle était de 327 (47,25%) puces chez les chiens et de 365 (52,74%) puces
chez les chats. Ctenocephalides felis était plus abondante chez les chats, par contre Ctenocephalides canis
était plus fréquente chez les chiens. La prévalence de Xenopsylla cheopis était importante chez les chiens.
Malgré que les contréles interne et externe de la PCR étaient positifs, aucun des 127 échantillons de rates

de chiens et 140 rates de chats, ni les 256 puces analysées, n’a été positif a Yersinia pestis.

Conclusion : Ces résultats suggerent que les chiens sont des hotes d'entretien de la leptospirose a Alger.
Pour faire face a cette situation, des stratégies efficaces de vaccination canine et une sensibilisation accrue
a la santé publique sont indispensables. Les chats et les chiens errants sont des sources peu probables de
peste. Ce rapport montre que I’épidémiologie de la peste n’est pas unique, mais suit des voies différentes
selon les régions. D'autres investigations incorporant un plus grand échantillon dans plus de localités
doivent étres entreprises pour documenter I'épidémiologie de ces zoonoses chez les animaux urbains en

Algérie dans son ensemble.

Mots-clés: Zoonose, leptospirose, peste, chien, chat, puce, Alger.



Abstract

Study of plague and leptospirosis by molecular methods in stray dogs and cats

in the region of Algiers

Background : Among the serious zoonotic infectious diseases neglected and classified in recent years as
emerging and re-emerging diseases we quote plague and leptospirosis, two diseases on which there is little
information in Algeria. Stray dogs and cats living in unsanitary conditions and in contact with rodents, still
the main reservoirs of these fairly dangerous zoonoses, are also exposed to this kind of pathogen and
complete the epidemiological cycle and consequently they transmit these diseases to humans and other
animals.

We conducted a molecular study, in order to highlight the agent responsible for plague and leptospirosis in
the wandering population of the canine and feline species in Algiers‘ region and thus show the role which

these animals can play as reservoirs.

Methods and Results : : Real-time PCR tests targeting the rrs and hsp genes were performed for the
research of leptospirosis. None of the 107 urine samples from cats were positive while 5/104 (4.8%) canine
urine samples were positive for Leptospira. The positivity of these samples was confirmed by sequencing
of the rpoB partial gene which have a 100% similarity with L. interrogans serogroup Icterohaemorrhagiae
homologous gene fragment. The prevalence of L. interrogans was significantly higher in dogs less than one
year old (16.46% - 29.41%) than in adults (0%) (P = 0.0001), with a prevalence overall (2.68% - 4.8%) (P
=0.0007) in the canine population.

In order to identify for the plague agent in carnivores and their fleas, a real-time PCR targeting the pla gene
and a nested PCR targeting the glpD gene were used. Carnivore infestation with fleas indicates a high
prevalence, it was 327 (47.25%) fleas in dogs and 365 (52.74%) fleas in cats. Ctenocephalides felis was
more abundant in cats, whereas Ctenocephalides canis was more common in dogs. The prevalence of
Xenopsylla cheopis was higher in dogs. Although the internal and external controls of the PCR were
positive, none of the 127 dog spleen samples and 140 cat spleens, nor the 256 fleas analyzed, were positive

for Yersinia pestis.

Conclusion : These results suggest that dogs are hosts for the maintenance of leptospirosis in Algiers. To
deal with this situation, effective dog vaccination strategies and increased awareness of public health are
mandatory. Cats and stray dogs are unlikely sources of plague. This report shows that the epidemiology of
the plague is not unique, but follows different routes in different regions. Further investigations
incorporating a larger sample in more localities should be undertaken to document the epidemiology of

these zoonotic diseases in urban animals in Algeria as a whole.

Keywords : Zoonosis, leptospirosis, plague, dog, cat, flea, Algiers.
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Liste des abréviations

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

C° : degré Celsius

C. canis : Ctenocephalides canis

C. felis : Ctenocephalides felis

Ct : Threshold cycle, seuil de cycle ou seuil de détection
dNTP : 2’-désoxyribose Nucléoside TriPhosphate
Ech : Echantillon

EDS : Eau distillée ultra pure exempte de ADNase et ARNase
EDTA : Ethyléne-Diamine-TétraAcétate

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Fig. : figure

g : gramme

Gr. : grossissement

IC : Intervalle de confiance

LPS : lipopolysaccharide

MAT : Test d'agglutination microscopique

MgCI2 : Chlorure de Magnésium

Min : minute

mmol/L : millimole/Litre

NS : non significatif

P : Primer ou amorce

pB: paires de Base

PBS : Tampon phosphate-buffered saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

PM : Poids moléculaire

gPCR: Real-time PCR

T+: Témoin positif

T- : Témoin négatif

Tab. : tableau

TBE : Tris Borique acide EDTA

Tm: Température de Melting (hybridation)

tr / min : tour par minute

Sec : seconde

UDG : Uracyl ADN Glycosilase

URMITE : Unité de Recherche sur les Maladies Infectieuses Tropicales Emergentes
UV : Ultra-violet

X. cheopis : Xenopsylla cheopis

ug : microgramme ; ul : microlitre ; pm: micrometre
% : pourcentage
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INTRODUCTION GENERALE




Les zoonoses représentent un taux important du total des déclarations annuelles des maladies
humaines a déclaration obligatoire en Algérie (INSP, Algérie). Les risques de transmission de
ces maladies restent élevés en raison de la présence de rongeurs, de chats et de chiens errants
mais aussi d'insectes, principaux vecteurs de transmission (Mani et Maguire, 2009). Ces
pathologies demeurent présentes, malgré les diverses campagnes d'information, de
sensibilisation et de prévention ; ce qui est bien sur inquiétant et considéré comme de véritables
problemes de santé publique. La recrudescence d’animaux errants est remarquée partout dans
le pays, particuliérement dans les grandes villes (EPIC-H.U.P.E). Le contact avec ces animaux
nocifs dont les antécédents médicaux et comportementaux sont inconnus devient important ces
derniéres années, parce qu’ils sont de plus en plus récupérés et adoptés par des propriétaires ;
qui ignorent malheureusement le danger que peuvent représenter ces animaux en leur
transmettant des maladies graves (Mayr, 1993). Parmi les maladies infectieuses zoonotiques
graves, négligées et classées ces derniéres années comme maladies émergentes et réémergentes
nous citons la peste et la leptospirose (Morse, 2014 ; Chikeka et Dumler, 2015), deux maladies
sur lesquelles nous avons peu d’informations en Algérie. Les chiens et les chats errants vivant
dans des conditions de non salubrité et en étant en contact avec des rongeurs, principaux
réservoirs de ces zoonoses assez redoutables, sont a leur tours exposés a ce genres d’agents
pathogene et compléte le cycle épidémiologique et ainsi transmettre ces maladies a I’homme et
d’autres animaux (Steneroden et al., 2011 ; Chomel, 2014 ; Rabiee et al., 2018).

Nous avons mené une étude, afin de mettre en évidence 1’agent responsable de la peste et de la
leptospirose dans la population errante de I’espéce canine et féline dans la région d’Alger et
montrer ainsi le rdle que peuvent jouer ces animaux autant que réservoirs. La recherche a été
réalisée en utilisant des méthodes moléculaires (PCR conventionnelle, PCR en temps réel et
séquencage), des techniques rapides, sensibles et spécifiques a la fois (Jaton et Greub, 2007).
L’avantage de ces techniques, consiste aussi dans leur capacité a traiter des prélévements de
choix, prenant en compte la notion du tropisme bactérien pour chaque maladie étudiée. Nous

avons choisi dans notre étude des tissus animaux, liquide biologie ainsi que des ectoparasites.
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Introduction

La leptospirose est une maladie émergente qui touche de nombreuses especes animales
domestiques et sauvages (Lim, 2001 ; Bharti et al., 2003 ; Levett, 2004 ; Guerra et al., 2009 ;
Adler, 2015). Elle affecte aussi la population humaine et reconnue comme la zoonose la plus
répandue dans le monde (Adler, 2015). C’est une maladie qui se produit dans les milieux urbains
et ruraux (Vinetz et al., 1996 ; Vinetz, 2001 ; Bharadwaj et al., 2002). Les personnes affectées sont
principalement des agriculteurs, des pécheurs, des vétérinaires et des personnes travaillant dans
les égouts et les abattoirs (Brown et al., 2011). Cette zoonose est provoquée par des spirochetes
pathogenes du genre Leptospira qui colonisent les tubules rénaux ou ils se reproduisent avant d'étre
excrétes par les urines (Levett, 2001). Les urines infectées ou l'eau contaminée sont des sources
d'infection par la leptospirose et Leptospira peut pénétrer dans le corps des hdtes mammifeéres par
des lacérations de la peau, la muqueuse, la conjonctive et I'inhalation d'aérosols (Baron, 1996 ;
Musso et La Scola, 2013). Certains animaux hotes tels que les chiens peuvent avoir une forme
asymptomatique ou peuvent souffrir d'un large éventail de manifestations cliniques, y compris une
insuffisance hépatique et rénale et une hémorragie pulmonaire sévére (Ko et al., 2009). Les chiens
porteurs asymptomatiques et chroniques peuvent étre des hétes d'entretien agissant comme des
sources d'infection et posent donc un probleme de santé publique (Mufioz-Zanzi et al., 2014 ;
Llewellyn et al., 2016). Auparavant, on pensait que les chats domestiques étaient résistants a la
leptospirose et de nombreux praticiens ne pensent pas a la leptospirose féline dans le diagnostic
différentiel avec d'autres maladies (Arbour et al., 2012). Cependant, des rapports récemment
publiés sur la leptospirose féline concluent que les chats sont exposés a Leptospira et peuvent jouer
un réle dans I'épidémiologie de cette maladie (Azdcar-Aedo et al., 2014 ; Rodriguez et al., 2014).
Le contrdle de la leptospirose est largement tributaire des mesures d'hygiéne générale et la lutte
contre les animaux réservoirs (Lim, 2001). Les vétérinaires jouent un role important dans la santé
publique en fournissant des conseils et des informations sur les facteurs de risque et les mesures
de prévention et de contrdle (Guerra et al., 2009). En tant que maladie tropicale négligee, la
leptospirose est de plus en plus observée dans les établissements urbains, en particulier dans les
bidonvilles des pays en développement (Ko et al., 2009). La prévalence de la leptospirose animale
en Algérie est inconnue. La difficulté de diagnostic de la maladie couplée a son impact sur la santé
animale aussi bien que sur la santé humaine nous a pousser a 1’étudier. Ainsi, déterminer le rdle
des chiens et chats errants dans la transmission de cette pathologie, étant donné la recrudescence

de ces animaux en particulier dans les pays en voie de développement.
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I. Aspect historique

Dans la langue chinoise, des noms anciens existaient pour désigner la leptospirose, tels que
"jaunisse des cultivateurs de riz". Au Japon, les noms traditionnels de la maladie étaient "fiévre
des sept jours™ ou "fiévre d'automne”. Ces fievres étaient associées avec la saison, la profession,
ou avec la région. Plus tard, en Europe, au Japon, en Australie et ailleurs, des associations entre la
maladie et la profession ou I'environnement ont été reconnues (“"Maladie des coupeurs de canne a
sucre”, "Maladie des élevages de porcs” ou "Fievre de la boue™), longtemps avant que I'étiologie
de la maladie ne soit connue (Faine et al., 1999). Dans ces dénominations empiriques apparaissent
déja des éléments essentiels de 1’épidémiologie de la leptospirose.

Sur le plan clinique, les premiéres individualisations de la maladie datent des annees 1880
(Landouzy, 1883). En 1886 a Heidelberg en Allemagne, Adolf Weil décrit pour la premiere fois
la maladie de maniére claire et irréfutable dans un article intitulé : « Au sujet d’une maladie
infectieuse caractéristique qui provoque splénomégalie, néphrite et ictere». Suite a la description
de la forme grave de la leptospirose humaine causée par le sérogroupe Icterohaemorrhagiae, elle
a eété nommée Maladie de Weil (Faine et al., 1999). En 1907, Stimson par observation a la
coloration argentique met en évidence pour la premiére fois dans les reins d’un patient décédé chez
lequel on pensait qu’il était atteint de la fiévre jaune, des organismes spiralés (Fig. 1) aux
extrémités munies de crochets qu’il nomme Spirocheta interrogans (Stimson, 1907 ; Levett,
2001).

Figure 1 : L'observation originale de
Stimson de Spirochétes dans le tissu rénal
(Adler, 2015)

Ce sont les Japonais Inada et Ido qui en 1916 ont identifié et cultivé I'agent étiologique sous le
nom de Spirochaeta icterohaemorrhagiae a partir de sang de mineurs présentant un ictéere
infectieux (Inada et al., 1916). Dans une remarquable série d’études, le méme groupe montrait,
entre 1916 et 1918, I’infection expérimentale et la protection passive du cobaye, les modes
d’infection, le role du rat comme réservoir, la distribution de la bactérie dans les tissus, son
excrétion, ainsi que ses caractéristiques morphologiques (Ido et al., 1917 ; Kobayashi, 2001). En
1917, Nuguchi a creé le terme Leptospira pour remplacer celui plus général de Spirochaeta.

(Levett, 2001). En 1918, Martin et Pettit démontrent la présence d’anticorps agglutinants dans le
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sérum des malades et décrivent la réaction d'agglutination lyse, rebaptisée plus tard "Micro
Agglutination Test" ou MAT, toujours méthode de réference pour le diagnostic sérologique de la
maladie (Lamrani, 2008). Il faut attendre 1933 et les travaux de Klarenbeek pour mettre en
évidence un premier agent de leptospirose chez les animaux domestiques : Leptospira interrogans
serovar canicola chez le chien (Klarenbeek et Schuffner, 1933). En 1938, I’infection chez le chat
et le portage rénal sont finalement décrits pour la premiere fois (Esseveld et Collier, 1940).

I1. Etiologie de la leptospirose

I1.1. Systématique

Les leptospires sont des bactéries appartenant au genre Leptospira. Ce genre appartient a 1’ordre
des Spirochaetales et a la famille des Leptospiraceae, qui est divisée en trois

genres : Leptonema, Leptospira et Turneria (Baraton, 1995).

11.2. Classification

11.2.1. Classification sérologique

Avant 1983, la classification était basée uniquement sur des criteres sérotypiques selon la réaction
de Martin et Pettit (Denis et al., 2016). Elle permettait de répartir les souches de leptospires en
plusieurs sérovars, eux-mémes regroupés en deux especes :

- L’espéce Leptospira interrogans comprenant tous les sérovars pathogénes pour I’homme
et/ou 1’animal.

- L’espéce Leptospira biflexa comprenant les sérovars non pathogénes isolées de 1I’eau, de
la boue, et parfois de I’homme ou de 1’animal (Perolat et al., 1994).

- L’espéce Leptospira parva, espéce non pathogéne isolée de 1’eau, était une troisieme
espece qui faisait partie de la classification. En 2005, cette espece a été classée dans un nouveau

genre avec la dénomination de Turneriella parva (Levett et al., 2005).

Il existe ainsi 250 sérovars regroupés en 25 sérgroupes au sein des leptospires pathogenes (Tab. 1)

(Adler et De la Pefia, 2010) et 60 serovars de leptospires saprophytes.


https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Leptonema&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Turneria
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Tableau 1 : Classification sérologique : Principaux sérogroupes et quelques sérovars de
Leptospira interrogans sensu lato (Levett, 2001)

Sérogroupes Sérovars
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Lai, Zimbabwe
Hebdomadis Hebdomadis, Jules, Kremastos
Autumnalis Autumnalis, Fortbragg, Bim, Weerasinghe
Pyrogens Pyrogenes
Bataviae Bataviae
Grippotyphsa Grippothyphosa, Canalzonae, Rathapura
Canicola Canicola
Australis Australis, Bratislava, Lora
Pomona Pomona
Javanica Javanica
Sejroe Serjoe, Saxkoebing, Hardjo
Panama Panama, Mangus
Cynopteri Cynopteri
Djasiman Djasiman
Sarmin Sarmin
Mini Mini, Georgia
Tarasovi Tarassovi
Ballum Ballum, Aroborea
Celledoni Celledoni
Louisiana Louisiana, Lanka
Ranarum Ranarum
Manhao Manhao
Shermani Shermani
Hursbidge Hursbidge

11.2.1. Classification génomique
Dans les dernieres années, I'utilisation de différentes techniques comme I’hybridation ADN-ADN,
I’¢électrophoreése en champ pulsé, I’amplification génétique et la comparaison de séquences
partielles des ARN ribosomaux 16S a donné lieu a une nouvelle classification basée sur la
génomique (Levett, 2001 ; Morey et al., 2006 ; Picardeau , 2013). Celle-ci a permis de reconnaitre
21 especes ou « genomospecies » (Denis et al., 2016). On définit une espece génomique comme

le regroupement de souches ayant entre elle un degrés d’homologie en hybridation ADN-ADN

5
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égal ou supérieur a 70% et un mésappariement inférieur a 5% parmi les hybrides (Kang et al.,
2007). Actuellement, plus de 300 sérovars de leptospires distincts sont reconnus et regroupés en
21 especes (Ko, 2009 ; Saito et al., 2013). Cette classification peut étre source de confusion car un
méme sérogroupe peut se retrouver dans plusieurs especes genomiques. Le serougroupe
« lcterohaemorrhagiae » est par exemple présent dans les espéces Leptospia interrgans, et
Leptospira Kirschneri (Tab. 2). Néanmoins, le manque de corrélation systématique entre les
especes génomiques et les sérovars fait que la classification sérologique est encore tres utilisée
dans les études cliniques et épidémiologiques (Bharti et al. 2003 ; Denis et al., 2016).

Les leptospires sont classés en trois sous-groupes : les especes pathogénes au nombre de neuf, les
espéces saprophytes au nombre de six et sont toutes non pathogenes et les espéces intermédiaires
au nombre de six et sont distinctes des souches pathogénes et saprophytes d’apres le séquencage
de leur ARN ribosomial 16S, et pour les quelles aucune activité pathogéne n’a été démontrée

expérimentalement (Cerqueira et Picardeau, 2009).

Tableau 2 : Classification Génomique de Leptospira : Quelques Génomospécies de Leptospira et
distribution de quelques sérogroupes (Levett, 2001)

Génomospécies Sérogroupes
Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona, Australis, Autumnalis, Pyrogenes,
L. interrogans Grippotyphosa, Djasiman, Hebdomadis, Sejroe, Bataviae, Ranarum, Louisiana,
Mini, Sarmin
L. noguchii Panama, Autumnalis, Pyrogenes, Louisiana, Bataviae, Tarassovi, Australis,
Shermani, Djasiman, Pomona
1 e[ @ Celledoni, Icterohaemorrhagiae, Sarmin, Javanica, Mini, Tarassovi,
§ Hebdomadis, Pyrogenes, Manhao, Sejroe,
I santarosai g Shermani, Hebdomadis, Tarassovi, Pyrogenes, Autumnalis, Bataviae, Mini,
& Grippotyphosa, Sejroe, Pomona, Javanica, Sarmin, Cynopteri
L borgpetersenii Javanl_ca, Ballum,_ Hebdomad|§, Sejroe, Tarassovi, Mini, Celledoni, Pyrogenes,
Bataviae, Australis, Autumnalis
L. alexanderi. Manhao, Hebdomadis, Javanica, Mini
L M Gripptyphosa, Autumnalis, Cynopteri, Hebdomadis, Australis, Pomona,
Djasiman, Canicola, Icterohaemorrhagiae, Bataviae
L. fainei g Hursbridge
%
. . €
L. inadai ko Shermani, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi, Manhao, Canicola, Panama, Javanica
=
L. bifexa @ | Semarranga, Andamana
- C
L. meyeri é %’v Ranarum, Semaranga, Sejroe, Mini, Javanica
I
L.wolbachii § Codice



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cerqueira%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19540362
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11.3. Caractéres morphologiques et structurales

Les leptospires ne prennent pas la coloration Gram, en raison de la structure particuliére de leur
paroi et leur observation se réalise qu’au microscope optique a fond noir (Fig. 2). Comme I’indique
leur étymologie : « lepto » = fin ou gréle et « spira » = spire. Les leptospires sont de petites bactéries
spirochétes. Elles sont hélicoidales, flexibles et gréles. Leur diamétre est de 0,1 a 0,2 um et leur
longueur est comprise entre 6 et 20 um (Hovind-Hougen, 1981 ; Frency et al., 2007). Les
leptospires sont des bactéries longues, leur corps est incurve a ses deux extrémités pour former des

crochets (Fig. 3).

Figure 2 : Observation des leptospires au Figure 3 : Observation des leptospires au
microscope a fond noir microscope électronique a balayage
(Gillespie et Hawkey, 2006) (Levett, 2001)

Les leptospires possedent une double membrane externe lipidique, qui entoure la cellule
bactérienne comme une gaine. L'espace entre la membrane cellulaire protoplasmique et cette gaine
est appelé périplasme, qui contient les flagelles périplasmiques ou endoflagelles (Fig. 4),
permettant la motilité (Charon et Goldstein, 2002). Chez les Leptospiraceae, le diamétre des deux
flagelles est d'environ 0,1 um pour 10-20 um de long (Charon et Goldstein, 2002). Les leptospires
peuvent faire trois types de mouvements (une rotation autour de leur grand axe, une translation et
une flexion/ondulation), ce qui leur permet des déplacements dans des milieux visqueux et semi-
solide (Wolgemuth, 2016).

Gaine de la
membrane
externe

Cylindre cellulaire Flagelle
protoplasmique périplasmiqu

Figure 4 : Diagramme schématique d'un spirochéte (Charon et Goldstein, 2002)
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Comme chez les bactéries Gram négatif, le lipopolysaccharide (LPS) est le composant lipidique
principal de la couche externe de la membrane externe de Leptospira (Haake et Matsunaga, 2010).
Il constitue son principal antigéne (Murray et al., 2010), tandis que les lipoprotéines sont les
protéines de surface de la membrane externe les plus abondantes et les plus exposées.

Le LPS est l'antigéne le plus immunogene de Leptospira et est responsable de la spécificité
sérovar/serogroupe. Le LPS est généralement composé d'un lipide A, responsable de l'activité
endotoxique et servant d'ancrage dans la membrane bactérienne, d'un core oligosaccharidique
conservé, et d'un oligosaccharide ou polysaccharide appelé antigene O (Raetz et Whitfield, 2002).
L'absence de génes codant pour des sphingomyélinases dans le génome de L. biflexa (Picardeau et
al., 2008) et par conséquent I'absence de ces protéines dans la membrane externe de cette bactérie
non pathogeéne (Lee et al., 2000) laisse supposer que ces protéines ont un réle dans la virulence de
la bactérie (Adler et al., 2011).

11.4. Caractéristiques bactériologiques
11.4.1. Métabolisme

Les leptospires sont des bactéries aérobies strictes (Adler et De la Pefia, 2010). Elles produisent a
la fois des catalases et des oxydases. Les acides gras insaturés a longue chaine sont la seule source
de carbone et d’énergie pour ces bactéries. Ces acides sont métabolisés par béta-oxydation
(HUbener et Reiter, 1915). Les sources d’azote pour ces bactéries sont ’ammoniac, les sels
d’ammonium et I’urée. Des facteurs de croissance sont indispensables tels que la vitamine B1, la

vitamine B12, la thiamine, le tryptophane, la proline.. (Levett, 2001).

11.4.2. Culture

Les leptospires sont des bactéries fragiles pour lesquelles la croissance et la survie ne sont possibles
que dans des conditions particuliéres. Leur culture in vitro est trés difficile et lente et se réalise
principalement sur le milieu EMJH (Ellinghausen-Mc-Cullough-Johnson-Harris), qui présente
dans sa composition le Tween 80 comme source d’acides gras et 1’albumine sérique bovine comme
détoxifiant (Ellinghausen et McCullough, 1965 ; Johnson et Harris, 1967).

Les souches pathogénes ont un temps de génération d'environ 20 heures, tandis que les souches
saprophytes ont une croissance plus rapide avec un temps de génération d'environ 5 heures (Faine,
1999). Ces deux groupes ont aussi des besoins nutritionnels différents et se distinguent sur d'autres
caractéres phénotypiques. La croissance des souches pathogénes est inhibée par la 8-azaguanine

(un analogue de la purine), alors que les souches saprophytes croissent normalement en présence
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de ce composé (Johnson et Rogers, 1964). La culture sur milieu solide est trés lente (colonies en
une vingtaine de jours au minimum), sauf pour les saprophytes (quelques jours) (Cinco, 1981).
Les saprophytes peuvent croitre a faible températures (11-13 °C), leur plage de croissance optimale
in vitro est de 28 a 30° C. Les leptospires pathogenes présentent également une croissance optimale
in vitro & 28-30 ° C, elles peuvent pousser a 37 ° C, mais au contraire elles ne présentent pas une
croissance a basse température. La plage de pH optimale pour la croissance est de 7,2 & 7,6 (Adler
et De la Pefia, 2010).

I11.5. Conditions de survie dans I’environnement

Les leptospires survivent dans le milieu extérieur essentiellement dans les sols boueux,
marécageux ou dans 1’eau a 1’abri des UV. Cette survie peut aller de quelques heures a quelques
mois, selon la température, le pH, I’humidité, ’ensoleillement, la salinité, la richesse en matiere
organique ou encore la présence de composés inhibiteurs (Alexander et al., 1975 ; Henry et
Johnson 1978). L’exposition des leptospires a une température de 40°C est délétére, et devient
létale a 56°C. Outre la chaleur, les leptospires sont détruits par la dessiccation et le froid (nocif a
4°C et létal a -20°C). Les leptospires peuvent par contre survivre dans un environnement tempéré
avec des tempeératures comprises dans une fourchette de 0 & 25°C et un pH neutre voire légérement
alcalin soit de 6,8 a 7,4 (Levett, 2001).

11.6. Le génome de Leptospira spp.

Il 'y a environ 15 ans, la base moléculaire et cellulaire de la pathogénie de la leptospirose était
pratiquement inconnue. La détermination de la premiére sequence génomique complete fut en
2003 et elle a été suivie ensuite rapidement par d'autres séquences du génome entier (Ren et al.
2003). Le génome de Leptospira spp. se compose de deux chromosomes circulaires qui ont une
longueur cumulée varie de 3,9 a 4,6 Mb, une variation plus grande que celle observée dans d'autres
spirochétes. Cette variabilité dans la longueur du génome confére aux bactéries une capacité a
vivre dans divers environnements et de s'adapter a une large gamme d'hétes (Picardeau et al.,
2008). Grace a la technologie, le séquencage d'ADN de nouvelle génération a été largement utilisé
pour effectuer plusieurs analyses comparatives de la diversité génétique entre les leptospires
saprophytes et les leptospires pathogénes (Picardeau et al., 2008) et entre différentes espéces de
leptospires pathogenes (Xu et al., 2016). Le séquencage de nouveaux isolats de Leptospira de
diverses sources mondiales génére des données supplémentaires qui peuvent faciliter une

meilleure compréhension de ce pathogéne.
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I11. Pathogénie
II1.1. Conditions de ’infection

111.1.1. Facteurs dépendants du pouvoir pathogéne des leptospires

v’ Spécificité des sérovars

Chaque serovar tend a étre associé a un héte particulier. Par exemple, le sérovar canicola est
généralement associé au chien. Les ratons laveurs seraient le réservoir pour le sérovar
grippotyphosa. Les rats pour icterohaemorragiae. Les cochons pour bratislava et pomona et les
chevaux pour bratislava (Sessions et Greene, 2004). Ces hotes sont donc une source potentielle
d’agent pathogeéne pour d’autres animaux dits hotes accidentels, dont la réceptivité est faible et la
sensibilité est forte. Cependant, un méme sérovar peut se trouver chez plusieurs especes et un
méme héte peut héberger plusieurs sérovars (Levett, 2001).

Chaque sérogroupe possede une virulence particuliere pour chaque espéce animale. Les sérovars
ayant une action hémolytique varient d’une espeéce animale a 1’autre. Par exemple, le sérovar
Canicola est associé a une phospholipase C et aura une virulence proportionnelle a la concentration
en phospholipides de la membrane érythrocytaire de 1’héte. La virulence des sérovars Pomona,
Ballum, Hardjo et Tarassovi est associée a une sphingomyeélinase (Levett, 2001).

En pratique, on associe les phénoménes hémorragiques et I’ictere a Icterohaemorrhagiae et la
néphrite & Canicola. Toutefois, les études cliniques chez le chien n’ont pas identifié d’association
directe entre les systemes affectés et les sérovars impliqués (Goldstein et al., 2006). Par contre, il
semble que lorsque 1’animal est infecté par le sérovar Icterohaemorrhagiae, il finit souvent par
développer une hépatonéphrite suraigué ou aigué. Si I’infection se fait par Canicola, les chiens

développent plutdt une néphrite aigué (Langston et Heuter, 2003 ; Sessions et Greene, 2004).

v Mobilité des leptospires
La grande mobilité est en partie responsable de la pathogénicité et de 1’échappement des
leptospires aux défenses immunitaires de I’hote, elles peuvent ainsi franchir les barriéres cutanéo-
muqueuses et se mouvoir dans des milieux tels que I’humeur aqueuse ou le corps vitré (Bharti et
al, 2003). Sur les 4768 genes identifiés dans la séquence génomique des leptospires, au moins 50

interviennent dans la motilité des leptospires (Bharti et al, 2003).

v Capacité invasive des leptospires
Un autre facteur qui semble avoir un réle important dans la pathogeénicité des leptospires est leur
capacité d’invasion. Une protéine se liant & la fibronectine est spécifiquement exprimeée a la surface

des souches virulentes de L. interrogans icterohaemorrhagiae. Cette protéine a un réle important
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dans I’adhésion initiale des leptospires et dans leur invasion cutanée ou muqueuse (Bharti et al.,
2003). Les leptospires virulents possédent une importante capacité a adhérer aux différentes
cellules voire de pénétrer a travers les cellules endothéliales et de dissocier les hépatocytes
(Miyahara et al., 2014). Elles peuvent se fixer a I’aide de certains types d’adhésines bactériennes
a des cadhérines endothéliales et induire 1’adhésion a des cellules hotes (Evangelista et al., 2014).
Les leptospires sont phagocytés par les macrophages en présence d'anticorps spécifique (Cinco et
al., 1981 ; Banfi et al., 1982). L'inhibition de I'activité des macrophages augmente la sensibilité a
I'infection (Isogai et al., 1986). Les leptospires virulents s'associent avec des neutrophiles, mais ne
sont pas tués (Wang et al., 1984). La phagocytose se produit uniquement en présence d’anticorps
et de complément (McGrath et al., 1984), suggérant que 1’enveloppe externe des leptospires

posséde un composant antiphagocytaire.

v" Substances élaborées et facteurs de virulence

- Substances élaborées :
Certaines substances produites par les leptospires tels que les toxines et les enzymes
contribueraient en partie a la pathogénicité de ces bactéries (Levett, 2001 ; Langston et Heuter,
2003). Par ailleurs, la réponse immunitaire de 1’hote peut participer a 1’installation de 1ésions.
Les toxines jouent un réle direct dans le pouvoir pathogene. Des toxines agissent sur les vaisseaux
capillaires entrainant des lésions endothéliales qui ont pour conséquence un cedéme tissulaire et
une diathése hémorragique et qui peuvent jouer un réle dans 1’installation d’une Coagulation Intra
Vasculaire Disséminée (CIVD). Celle-ci est a I’origine d’une thrombopénie et d’hémorragies, ce
qui engendre des lésions tissulaires ischémiques (Greene, 2013).
Les hémolysines sont des toxines qui ont un réle important dans la pathogénicité des leptospires
(Cullen et al., 2003). Elles lysent directement les érythrocytes. Deux types d’hémolysines ont été
identifiés chez les leptospires pathogenes. La premiere est une sphingomyélinase C et la seconde
une sphingomyeélinase H. Elles peuvent créer des pores dans les membranes des cellules cibles
(Hirsh et al., 2004).

- Lipopolysaccharide (LPS) :
D’aprés Srivastava (2002), le LPS (lipopolysaccharide) des leptospires est un déterminant
important de la virulence des bactéries et serait un des éléments responsables des lésions
tissulaires. Le LPS est fortement immunogéne et majore 1’activité des macrophages et de
I’immunité non spécifique. Il stimule 1’adhérence neutrophilique et 1’activation des plaquettes

(Ettinger et Feldman, 2009) qui sont a 1’origine des anomalies inflammatoires et sanguines
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présentées par le chien atteint (Langston et Heuter, 2003). Il a été démontré que les LPS peuvent
induire une apoptose des lymphocytes de la rate (Isogai et al., 1998).

Barnett et al. (1999) ont démontré que les composants de la membrane externe des leptospires
pathogénes comme le LPS, la porine ompL1 et certaines lipoprotéines dont LipL41 sont toujours
présents dans la lumiére des tubules rénaux 10 a 28 jours post infection. Ils auraient donc un role
dans I’induction et la persistance des néphrites interstitielles leptospirosiques.

La production de complexes immuns pourrait conduire a une inflammation du systeme nerveux
central. D’importantes quantités de complexes immuns circulants sont associées a des symptomes

séveres (Tong et al., 1971).

111.1.2. Facteurs dépendants de la réceptivité et de la sensibilité de I’hote
v' Le statut vaccinal
La vaccination a un impact sur le développement et les conséquences de 1’infection : un chien
correctement vacciné présente des anticorps agglutinant la souche infectieuse, ce qui permet sa

phagocytose apres opsonisation (Fraga, 2011).

v' Le statut immunitaire et I’Age

Un individu immunodéprimé est plus sensible a une infection qu’un individu immunocompétent.
Le développement d’une réponse immunitaire peut entrainer une élimination des bactéries et la
guérison, mais le germe peut également persister dans des sites comme les tubes rénaux
proximaux, d’ou la leptospirurie (Fig. 5). L’expression clinique de la maladie dépend a la fois du
caractere pathogénique de la souche infectieuse mais aussi des pouvoirs de défense de 1’animal
infecté (Muller et al., 1999).

L’importance de I’infection leptospirosique augmente avec 1I’age du chien (Hennebelle et al.,
2014).

I11.2. Etapes de I’infection
L’infection leptospirosique passe par différentes étapes (Fig. 5). Elle débute par une phase de
contamination au cours de laquelle les germes vont pénétrer dans 1’organisme. Puis, par une
phase d’invasion ou les leptospires se multiplient dans le sang. Enfin, une phase de colonisation
de différents organes, dont les tubules rénaux dans lesquels les leptospires vont se multiplier et

étre excrétés.
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Figure 5 : Les différentes étapes de I’infection par des leptospires (Kosossey Vrain, 2004)

111.2.1. Phase de contamination

Les leptospires sont présents dans 1’eau, ’urine, voire dans la carcasse d’animaux infectés.
Anderson et al. (1993), relatent le cas particulier de I’isolation de Leptospira interrogans sérovar
grippotyphosa a partir de la peau d’un chien.

Les leptospires pénétrent 1’organisme, soit suite a un contact direct ou indirect. Les bactéries
entrent ainsi dans le corps principalement par la peau lésée ou par les muqueuses, telles la
conjonctive ou les voies digestives (Greenlee et al., 2005). Dans le systéme digestif, la pénétration
se produit probablement au niveau de la muqueuse buccale ou cesophagienne, car les leptospires
ne peuvent survivre dans un environnement acide. Les leptospires peuvent aussi traverser la peau
saine et leur mobilité contribue a leur diffusion dans les tissus. Il n’y a pas d’afflux de cellules
inflammatoires au niveau de la voie d’entrée de la bactérie (Abgueguen et Pichard, 2009). Des cas
d’infection ayant une origine vénérienne ou placentaire ont eté également rapportés (Ellis, 2015).
Apres avoir traverse la barriere muco-cutanée, les leptospires gagnent 1’espace vasculaire qui

constitue un milieu propice a leur multiplication.

13



Etude bibliographique Partie 1 : Leptospirose

I11.2.2. Phase d’invasion
Apres avoir pénétré dans 1’hote les leptospires pathogeénes se propagent rapidement par voie
hématogeéne (Fig. 5). La leptospirémie est variable et perdure de 4 a 12 jours suite a I’exposition
initiale (Krishna, 2004).
Des signes cliniques généraux apparaissent tels que 1’anorexie, 1éthargie et la fiévre.
Les toxines bactériennes entrainent des lésions des parois des capillaire sanguins ce qui provoque
des saignements, une hyperfibrinolyse et une trombocytopénie pouvant aller jusqu’en une
coagulation intravasculaire disséminés (Sessions et Greene, 2004 ; Chierakul et al., 2008).
La phase d’invasion est la seule phase durant laquelle une hémoculture est possible (Sessions et
Greene, 2004). Les leptospires non virulents peuvent étre lysées par le systeme
anticorps/complément. Par contre, les souches virulentes peuvent échapper au systéme
immunitaire de 1’hdte en exprimant des inhibiteurs du systéme du complément a leur surface et
des protéases qui clivent les protéines du systéme du complément (Meri et al., 2005, Barbosa et
al., 2009 ; Fraga et al., 2014).

111.2.3. Phase de colonisation

Généralement, les leptospires se répliquent rapidement. La colonisation des organes commencent
24h a peine aprés le début de la bactériémie (Sykes et al., 2011). La leptospirose est une maladie
touchant de nombreux organes. Elle affecte en particulier les reins et le foie ; moins fréquemment,
la rate, les pommons, les endothéliums, 1’uvée, la rétine, le squelette, le myocarde, les méninges,
le pancréas et les organes génitaux peuvent aussi étre atteints (Millet, 1998 ; Bernard, 1993).
L’interaction des leptospires avec les cellules est a 1’origine de coagulopathie, d’hypoxie tissulaire,
d’agrégation plaquettaire avec activation du systéme de coagulation et de fibrinolyse (Chierakul
et al., 2008).

Parallelement a cette infection tissulaire se développe une réaction immunitaire spécifique
(apparition d’anticorps de type IgG et IgM détectables aprés une dizaine de jours d’infection) (Fig.
6) (Levett, 2001). Cette réaction pourrait conduire a certains phénomenes immunopathologiques
comme l’uvéite couramment décrite chez le cheval, mais rare chez le chien, ou la néphrite
interstitielle par lésion glomérulaire. Dans certains cas, une importante élévation des IgM anti-
leptospires peut méme provoquer une activation excessive du complément. Celle-ci a pour
consequence un élargissement des réactions inflammatoires, une augmentation de la perméabilité
vasculaire, un cedéme interstitiel, une leucocytose et dans quelques cas une coagulation

intravasculaire disséminée (Hartman et al., 1986 ; Langston et Heuter, 2003).
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L’hote devient excréteur lorsque les leptospires atteignent les cellules épithéliales des tubules
rénaux. L'insuffisance rénale aigué (IRA) est fréquente puisque la colonisation rénale survient chez
la majorité des animaux infectés (Azdcar-Aedo et al., 2014). Méme si le chien survit a I’infection
et est cliniquement gueri, il peut rester porteur de leptospires pendant plusieurs mois (Fig. 6). Une
fois dans les tubules rénaux, les bactéries sont protégées des effets bactéricides des anticorps déja
en circulation et elles ne stimulent plus la production d'anticorps. Ce qui explique le fait que les

animaux puissent étre séronégatifs malgré une excrétion rénale confirmée (Harkin et al., 2003).

Organisme dans |'environnement

Pénétration (muqueuse)

Nombre croissant d'organismes sang Vaccination
Titre d'anticorps faible ou absent Titre d'anticorps intermédiaire Titre d'anticorps élevé
Multiplication (leptospirémie) Leptospirémie légére/courte Organismes éliminés
Dommages vasculaires/thrombocytopénie Pas de signes cliniques
Maladie clinique Signes cliniques bénins/inapparents
i -
Déces

Titre d'anticorps élevé

(débarrasser le sang et les tissus des organismes)
’ N

r b
Colonisation rénale hépatite chronique
(état sans anticorps)
v ¥

Leptospirurie (état de porteur) Eliminer I'organisme par les reins

Figure 6 : Exemple de variabilité de réponse immunitaire face a une contamination par des

leptospires (Sessions et Greene, 2004)

IV. Epidémiologie
IV.1. Epidémiologie descriptive

La leptospirose est une maladie bactérienne zoonotique. Dans la population humaine, les
personnes vulnérables sont les agriculteurs et les habitants des bidonvilles urbains (Costa et al.,
2015). La leptospirose est décrite dans certaines professions exposees aux morsures de rats.
L'homme se contamine le plus souvent par I'intermédiaire de milieux hydriques (étangs, rivieres)
lors d'activités de loisirs (baignade, péche, voile) (Denis et al., 2016). La leptospirose est une
maladie saisonniére et les épidémies animales et humaines coincident avec les périodes de
précipitations importantes ou d’inondations (Lee et al., 2014). Bien que la leptospirose entraine

des manifestations cliniques mettant en danger la vie, tel que le syndrome d’hémorragie
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pulmonaire, et qu’elle soit répandue dans le monde entier, le principal obstacle a la lutte contre

cette maladie négligée est I’insuffisance des données sur la morbidité (Costa et al., 2015).

IV.1.1 Répartition géographique
La leptospirose a une distribution mondiale et est plus répandue dans les régions tropicales que
dans les pays tempérés (Everard et al., 1993; Ratnam, 1994). Ceci est attribué principalement a la
longue survie des leptospires dans les environnements chauds et humides. La leptospirose n'est
pas limitée aux pays en développement. Des examens rétrospectifs de I'épidémiologie de la
maladie ont été rapportés en Irlande, au Danemark et en Italie (Pate et al., 2000 ; Holk et al., 2000
; Ciceroni et al., 2000).

IV.1.2 Prévalence de la maladie

La prévalence de la leptospirose varie en fonction du biotope : le climat, la présence d’eau douce,
et I’habitat qui jouent un réle important dans le cycle épidémiologique de cette maladie (Levett,
2001). Dans le monde entier, on estime que la leptospirose affecte plus d'un million de personnes
et entraine 58 900 déces chaque année (Costa et al., 2015). Ces estimations placent la leptospirose
en tant que la principale cause zoonotique de morbidité et de mortalité, qui restent plus élevées
dans les régions les plus pauvres du monde et dans les zones ou la surveillance n’est pas
systématique (Costa et al., 2015). Pour diverses raisons, la leptospirose est négligée et fait par
consequent I'objet d'une sous-notification dans de nombreuses régions du monde (Ristow, 2007).
Des études montrent une prévalence élevée de la leptospirose chez les animaux et chez I'homme
et I'Afrique présente une charge majeure a I'échelle mondiale (Pappas et al., 2008). L'incidence
annuelle moyenne la plus élevée de la leptospirose se situe en Afrique a 95,5 pour 100 000
personnes, suivie par le Pacifique occidental (66,4), I’Amérique (12,5), I'Asie du Sud-Est (4,8) et
I'Europe (0,5) (WHO, 2011).

En Afrique, la leptospirose a été signalée dans presque toutes les zones géographiques (Fig. 7).
Malgré sa charge élevée, la leptospirose n'est pas systématiquement diagnostiquée dans les
hopitaux africains. L'un des principaux facteurs limitant le diagnostic est la faible disponibilité
d'isolats vivants de Leptospira servant au test d'agglutination microscopique (MAT) (Mgode et
al., 2015). La sensibilisation a cette maladie fait également défaut parmi le personnel médical et
le grand public, y compris les populations a haut risque telles que les travailleurs des abattoirs et

les éleveurs (Mgode et al., 2015).
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. Données sur le reservoir animal et la maladie h
D Données sur le rervoir animal uniquement
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D Pas d'informations

Figure 7 : Distribution géographique de la leptospirose humaine aigué et de I’infection animale

a Leptospira spp. confirmée en Afrique (Allan et al., 2015)

En Algérie, la leptospirose humaine est une maladie & déclaration obligatoire selon 1’arrété

ministériel du 17 novembre 1990. Le nombre de cas humains rapporté par le ministere de la santé

et de la réforme hospitaliére est représenté dans la figure ci-dessous (Ministére de la santé) :
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Figure 8 : Nombre de cas humains touchés par la leptospirose en Algérie
(INSP Alger : Institut National de Santé publique)
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La leptospirose est un probléme de santé animale reconnu en Afrique (De Vries et al., 2014). Un
large éventail d'animaux sylvatiques et domestiques sont des réservoirs de Leptospira dans la
région (Moch et al., 1975 ; Halliday et al., 2013 ; Ajayi et al., 2017).

Bien que de nombreuses études de prévalence sur des chiens aient été réalisées dans d'autres
continents, & ce jour, des données tres limitées sur la leptospirose canine sont disponibles en
Afrique (Roqueplo et al., 2015). Le peu d’études sur la prévalence de la leptospirose canine en

Afrigue sont résumeées dans le tableau 3.

Tableau 3 : Enquétes de séroprévalence sur la leptospirose canine dans les pays d’Afrique

Echantillons
Région d’étude Annee o
Sérums | Résultats | Prévalence Références
(pays) d’étude o -
preleves | positifs (%)
Ethiopie 1975 8.3% Moch et al. 1975
Pretoria 1992 1,5% Myburgh et al., 1993
5% urgh et al.,
(Afrique du Sud) 400 6 YRurS
régions cotieres
) 2008-2009 530 25 4.7% Roach et al., 2010
d'Afrique du Sud ’
Mahalla (Egypte) | 2006-2007 25 3 12% Feltet al., 2011
Zimbabwe 2012 250 39 15,6% Dhliwayo et al., 2012
Maroc 2012 90 24 28% Benkirane et al., 2014
Egypte 2015 168 98 58.3% Samir et al., 2015

Chez les chats, plusieurs études sérologiques montrent que cette infection est assez répandue et la
séroprévalence dans différents pays du monde varie entre 4.9 et 33.3% (Azdcar-Aedo et al., 2014).
En Afrique, les données concernant la prévalence de la leptospirose féline sont trés limitées. La
seule étude sérologique disponible, a été réalisée en Egypte en 2007, confirmant ainsi la positivité

chez un chat parmi les deux examines (Felt et al., 2011).
IV.2. Epidémiologie analytique
IV.2.1. Source de ’infection

La source de contamination est représentée par la population d’animaux infectés par la
leptospirose. Ce sont des animaux malades mais surtout des animaux en incubation, porteurs sains

qui ont, soit guéris cliniqguement de la leptospirose, soit sont porteurs chroniques sans avoir jamais
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exprimé de symptdmes de la maladie (Ellis, 1981). La persistance des leptospires dans les reins
est liée vraisemblablement & leur localisation intracellulaire qui leur assure une protection efficace
contre les anticorps produits par la réaction immunitaire humorale de 1’hdte et contre des éventuels
traitements antibiotiques (Thiermann, 1984). Ainsi, I’urine constitue donc la matiére infectante par
excellence. D’autres secrétions et excrétions peuvent étre source de contamination, ex : le lait, le
sperme ou les sécrétions vaginales d’animaux infectés (Heinemann et al. 1999 ; Sessions et
Greene, 2004).

La leptospirose animale ou humaine est essentiellement liée a I’environnement contaminé qui joue
un role important dans 1’épidémiologie de la maladie en tant que source d’infection (ex : eaux

douces, eaux d’égouts, sols boueux et aliments souillés) (Aviat et al., 2004).

1VV.2.2. Mode de transmission

La contamination de I’homme se fait essentiellement de fagon indirecte, par contact avec le milieu
(eaux douces, eaux d’égouts..) contaminé par 1’urine d’animaux réservoirs (Daoudal et al., 1997 ;
Levett, 2001). Une contamination directe est possible (Merien et Berlioz-Arthaud, 2005), elle se
fait par contact avec les matieres virulentes, a savoir les urines d’animaux porteurs, le lait, le
sperme ou les sécrétions vaginales d’animaux infectés. Ce mode de transmission est possible lors
de la manipulation des animaux par des professionnels (éleveurs, vétérinaires, animaliers ou
personnel d’abattoir...) (Heinemann et al. 1999 ; Sessions et Greene, 2004).

Les mémes modalités de transmission existent chez les animaux. IIs se contaminent entre eux par
contact direct avec les urines des congéneres excréteurs, mais aussi par les eaux souillées (Faine,
1999). Les chiens par exemple deviennent infectés suite a I'exposition a I'urine contaminée des
animaux sauvages (Fig. 9) (Brown et Prescott, 2008 ; Goldstein, 2010). Chez certaines espéces
comme le porc ou les bovins, la transmission sexuelle est possible (Faine, 1999 ; Heinemann et al.
1999). La transmission verticale chez les bovins a été démontrée par 1’isolement de souches du
sérovar hardjo (sérogroupe Sejroe) chez des avortons mais aussi chez des foetus normaux (Levett,
2001). La contamination néonatale voire congénitale a été décrite chez les rongeurs et méme chez

les animaux de production (Faine, 1987 ; Michel et al., 2001).
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Figure 9 : Transmission de la leptospirose entre les especes réservoirs et les hotes accidentels
(Schuller et al., 2015)

I1VV.2.3. Voies de pénétration

Les leptospires pénetrent tres facilement dans les muqueuses ou dans la peau quand celle-ci est le
siege de micro-lésions (Faine et al., 1999). Les leptospires développent un chimiotactisme intense
pour I’hémoglobine et un chien porteur de 1ésions cutanées risque une contamination massive par
les leptospires (Yuri et al., 1993). La zone privilégiée de passage des leptospires est 1’espace
interdigité dont le tégument est fragile et souvent le siege de ces microlésions (Kosossey Vrain,
2004).

Les muqueuses pituitaire et oculaire sont des portes d’entrée efficaces mais nécessitent un contact
étroit de I’animal avec la matiére virulente et ne sont donc que tres rarement incriminées (Faine et
al., 1999).

IV.2.4. Réservoirs de la leptospirose
En tout, 160 especes de mammiferes ont été recensees comme pouvant étre infectées par les
leptospires (Bharti et al., 2003 ; Acha et Szyfres, 2005 ; Espinosa-Martinez et al., 2015). Pour
certaines d’entre elles, cette infection n’entraine pas de troubles cliniques ce qui rend

I’épidémiologie de la leptospirose tres complexe (Bharti et al., 2003).
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Les especes pouvant étre infectées par la leptospirose sont trés nombreuses (Marrie, 2001) :
mammifeéres (Dos Santos et al., 2017), oiseaux (Jacobs et al., 1986), reptiles (Lindtner-Knific et
al., 2013), amphibiens (Everard et al., 1990), poissons (Mgode et al., 2014), et invertébrés
(Gonzalez-Astudillo et al., 2015). Le réservoir varie selon les sérovars. Cette spécificité réservoir-
sérovar n’est pas exclusive et de nombreuses espeéces animales peuvent étre des réservoirs pour
différents sérovars (Annexe 1) (Praud, 2009).

Certains auteurs pensent que les études dans le continent Africain restent trés limitées et des études
sur I'isolement de nouveaux sérovars de Leptospira chez I'hnomme et chez I'animal en Afrique sont
nécessaires de maniére urgente pour générer un panel de sérovars de Leptospira spécifiques du
continent africain servant au diagnostic sérologique (Mgode et al., 2015). En raison de I'abondance
et de la diversité des hotes réservoirs en Afrique, des études sur un large éventail d'espéces
d'animaux terrestres et aquatiques sont aussi nécessaires afin d’améliorer la cartographie de la
répartition des sérovars de Leptospira et la charge réelle de cette maladie en Afrique (Mgode et
al., 2015).

- Les principales espéces réservoirs sont les petits mammiféres sauvages, surtout les petits
rongeurs (rat, souris, campagnol, ragondin..) (Vinetz et al., 1996 ; Bharti et al., 2003 ; Vanasco et
al., 2003). Mus musculus ou souris domestique est le réservoir habituel de Ballum. Rattus
norvegicus ou rat brun est en général le réservoir des sérovars Icterohaemorrahgiae et
Copenhageni. Rattus rattus ou rat noir est le réservoir habituel d’Icterohaemorrhagiae et Ballum.
Les leptospires pénétrent dans 1’organisme d’un rat, restent une période dans son systéme sanguin,
puis gagnent le rein. L’infection chez cet animal ne s’accompagne donc d’aucun symptome et les
bactéries sont régulierement éliminées dans les urines. Un rat peut rester infecté des mois voire
toute sa vie (Gomes-Solecki et al., 2017). 1l constitue ainsi un trés bon réservoir et son role est
donc primordial dans le cycle épidémiologique de la leptospirose (Bonilla-Santiago et Nally,
2011). Nous pouvons dire que I’efficacité d’un réservoir réside dans 1’équilibre de celui-ci avec
les leptospires. Cet équilibre est 1i¢ aux propres facteurs de limitation de I’invasion microbienne
de I’hote qui sont génétiques et/ou immunologiques (Peterson, 1996). Le taux d’infection des rats
par les leptospires est variable. Au Canada, par exemple, il est estimé entre 0 et 66,7 %,
(Himsworth et al., 2013) et au Brésil, a 36 % (Lilenbaum et al., 1993). Des études réalisées au
Canada et aux Etats-Unis montrent que les moufettes et les ratons laveurs sont aussi des réservoirs
primaires importants (Richardson et Gauthier 2003). Au Quebec, une enquéte sérologique sur des
ratons laveurs et des moufettes a démontré des séroprévalence importantes de 56,1% et 25%

respectivement (Rodriguez et al., 2014).

21


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bonilla-Santiago%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21400676
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nally%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21400676

Etude bibliographique Partie 1 : Leptospirose

- Les animaux de rente (bovins, ovins), le cheval et les cervidés sauvages font partie des espéces
tres peu sensibles. 1ls peuvent étre porteurs rénaux et excréter des leptospires dans leurs urines de
facon intermittente et sur des périodes plus ou moins courtes (Andreoli et al., 2014). Les
lagomorphes peuvent aussi étre infectés et excrétent les leptospires via les urines (Ayral et al.,
2016). Une espece sauvage peut étre un héte naturel pour certains sérovars et un héte accidentel
pour d’autres (Vieira et al., 2018).

- Ces dernieres années, les mammiferes marins (la loutre de mer [Enhydra lutris], 1’ours blanc
[Ursus maritimus], le phoque gris [Halichoerus grypus], le phoque commun [Phoca vitulina],
I’éléphant de mer du nord [Mirounga angustirostris] et I’otarie de Californie [Zalophus
californianus]), ont représenté un groupe faunique touché par certaines maladies infectieuses
émergentes, telle que la leptospirose, malgré I’importante concentration de 1’eau de mer en sel
(Roehl et al., 2016). Certains mammiferes marins transportent et transmettent la maladie en tant
qu'hotes secondaires. D’autres tombent malades et présentent des symptémes comme de la fiévre,
les vomissements, 1’ictére et I’avortement (Waltzek et al., 2012).

- Parmi les especes sensibles, considérées comme des hotes accidentels, I’homme et le chien
sont les deux especes qui développent le plus fréiguemment des formes cliniques graves (Rojas et
al., 2010). Cependant, récemment certaines études démontrent que I’homme comme d’autres
especes animales, peut se comporter comme un réservoir d’espéce pathogene de Leptospira en
excrétant des leptospires dans les urines sans présence de symptomes (Ganoza et al., 2010 ; Chow
etal., 2012).

Chez les chiens, les résultats des études sérologiques ont confirmé la circulation des mémes
sérogroupes de Leptospira impliqués dans des cas humains. Méme s’ils ne sont pas des réservoirs,
les chiens pourraient jouer un réle important pour la contamination humaine en établissant un lien
épidémiologique entre les réservoirs sauvages et les humains. Les chiens pourraient excréter
Leptospira dans leur urine et augmenter le risque de contamination humaine (Gay et al., 2014).
Chez les chien, [Pinfection était principalement associée aux sérovars Canicola et
Icterohaemorrhagiae. Depuis quelques années, il a été démontré que les chiens peuvent s’infecter
avec d’autres sérovars comme Gripothyphosa, Australis, et Serjoe (Ellis, 2010). D’aprés Brown et
al. (1996), la vaccination chez les chiens a fait diminuer 1’incidence de la maladie attribuée aux
sérovars Canicola et Icterohaemorrhagiae (sérovars utilisés dans la vaccination) alors que
I’incidence de la maladie attribuée aux autres sérovars tels que Grippotyphosa, Pomona et
Bratislava a augmenté. Le chien vacciné peut donc devenir un porteur excréteur urinaire

épidémiologiquement aussi dangereux que d’autres espéces (Brown et al., 1996).
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- Les chats et autres felins sont peu inclus dans les enquétes séro-épidémiologiques de la
leptospirose et il n’existe effectivement que peu de données de la littérature a ce sujet (Lilenbaum
et al. 2004). Le fait que le félin soit plus résistant aux leptospires est assez déconcertant, du fait de
la cohabitation du chat domestique avec les chiens et les humains. Donc, le réle des félins comme
réservoir possible reste a clarifier (André-Fontaine, 2006). L'incidence de la leptospirose féline est
trop faible pour identifier les sérotypes incriminés, mais les données disponibles concluent que les
chats peuvent étre des hotes accidentels pour une variété de sérotypes qui sont répandues chez les
animaux sauvages ou domestiques dans la région (Larsson et al., 1984 ; Dickeson et Love, 1993).
Felt et al. (2011), dans une etude visant & identifier les animaux réservoirs de la leptospirose en

Egypte, détectent la présence de Leptospira interrogans sérovar Grippotyphosa chez un chat.

V. Manifestations cliniques
La maladie chez 1’hote primaire est habituellement plus chronique ou asymptomatique avec une
faible réponse immunitaire, tandis que chez I’h6te accidentel, la maladie a tendance a étre aigue et

séveére, avec une production trés marquée d’anticorps (Langston et al., 2003 ; Levett et al., 2004).

V.1. Manifestations cliniques chez I’humain
La phase d'incubation de I'exposition a l'apparition des symptomes est en moyenne de 7 a 12 jours,
bien qu'elle puisse étre aussi courte que 3 jours ou aussi longue qu'un mois (Morgan et al., 2002).
Les manifestations cliniques sont tres variables, allant de signes non spécifiques (fievre élevée,
frissons, maux de téte, douleurs musculaires et articulaires diffuses) a des atteintes rénales,
hépatiques, pulmonaires ou méningées (Bharti et al., 2003). Malgré qu’il n’y a pas de signe
pathognomonique & la maladie, I’existence d’un ictére conjonctival et de myalgies est
particulierement évocatrice (Levett, 2001). La forme grave est I’ictéro-hémorragique ou maladie
de Weil, exprimée par un ictére, une insuffisance rénale aigue et des hémorragies plus ou moins
séveres (pulmonaires et digestives) (Seguro et Andrade, 2013). La convalescence est longue, mais
généralement sans séquelle. Des complications oculaires (uvéite et kératite) peuvent survenir

tardivement (Rathinam, 2005 ; Verma et Stevenson, 2012).

V.2. Manifestations cliniques chez I’animal
- Chez les animaux d’élevage (bovins, porcs, chevres et moutons), la leptospirose se manifeste
par des troubles de la reproduction : avortements, mortinatalité, infertilité et augmentation de
I’intervalle entre les mises bas (Lilenbaum et Souza, 2003 ; Ramos et al. 2006 ; Suepaul et al.,

2011). Chez le mouton, les formes frustres voire asymptomatiques sont les plus fréquentes
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(Ciceroni et al. 2000). On note une chute importante de la production de lait dans les élevages
bovins laitiers (Pearson et al. 1980 ; Kingscote, 1985).

- L'infection des chevaux est souvent asymptomatique, cependant les anticorps sont
fréguemment détectés chez des animaux sains (Donahue et al., 1995). Lorsque l'infection est
cliniquement exprimée, elle se traduit par des avortements, la naissance de prématurés (Poonacha
et al., 1993), des atteintes rénales, des atteintes hépatiques ou par des atteintes générales chez le
poulain. Toutefois, la forme clinique la plus fréquente est une uvéite (Hogan et al., 1996).

- La premiere description de la leptospirose canine était en 1899 (Mclintyre et Montgomery,
1952). La maladie chez le chien est inapparente dans la majorité des cas (Prescott, 2008). Lorsque
la maladie est exprimée cliniquement, elle est de sévérité variable, dépendante de la souche
infectante, et de la réponse immunitaire de I'néte (Van de Maele et al., 2008). La clinique
ressemble a celle retrouvée chez I'homme (Klopfleisch et al., 2010). La leptospirose aigiie est
caractérisée chez le chien par une hyperthermie, une anorexie, des douleurs abdominales, des
vomissements, une insuffisance rénale et hépatique avec ictéere (Van den Broek et al., 1991 ;
Rentko et al., 1992 ; Knopfler et al., 2017). On peut aussi observer une tachycardie, des
hémorragies pulmonaires ou digestives (Klopfleisch et al., 2010). On peut observer une uvéite ou
des troubles de la reproduction comme des avortements par exemple (Schuller et al., 2015). Les
anomalies pulmonaires sont tres fréquentes (dyspnée, radiographie pulmonaire anormale) et la
maladie est souvent fatale lorsqu'elle n'est pas traitée rapidement (Knopfler et al., 2017).

Les tableaux de 1’annexe 2 et 3 citent les différentes études concernant les signes cliniques et les
altérations biochimiques respectivement, constatés chez des chiens atteints de la leptospirose dans
différentes régions du monde (Schuller et al., 2015).

- Le premier cas de leptospirose féline a été rapporté en Indonésie en 1938 (Shophet, 1979).
Bien que les signes sérologiques suite a I’exposition des chats aux leptospires existent (Agunloye
et Nash, 1996 ; Mylonakis et al., 2005) ; la maladie clinique chez le chat est rarement signalée
(Arbour et al., 2012 ; Weis et al., 2017). L’infection experimentale des chats entraine une
leptospirémie et une leptospirurie, mais la maladie est généralement bénigne, bien que
histopathologiquement des signes d'inflammation rénale et hépatique peuvent étre présents
(Larsson et al., 1985).

Les chats peuvent étre exposés aux leptospires par contact avec les rongeurs (Agunloye et Nash,
1996). Le statut épidemiologique du chat envers la leptospirose et la mesure dans laquelle les chats
contaminent I'environnement sont inconnus (Sykes et al., 2011). Par conséquent, de nombreux

praticiens ne considérent pas la leptospirose féline dans la liste des diagnostics différentiels lors
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du traitement d'un chat malade et ne sont souvent pas conscients du risque zoonotique important

qu’elle pose, malgré les preuves publiées a I'effet contraire (Arbour et al., 2012).

V1. Diagnostic

Le manque de spécificité clinique aboutit freqguemment a une sous-estimation du diagnostic de la
leptospirose, le diagnostic clinique est donc insuffisant. La leptospirose étant une zoonose, sa
confirmation par des examens diagnostiques de laboratoire est primordiale en terme de santé
publique.

Les leptospires se multiplient dans le sang pendant la phase d’invasion. Entre 1-15 jours apres la
pénétration des leptospires dans I’organisme, une prise de sang sur tube hépariné peut étre réalisée
pour mettre en évidence une leptospirémie. Apres deux semaines les bactéries se répartissent dans
différents organes, en particulier dans les reins. A partir de 10 jours post-infection les leptospires
sont excrétés dans les urines (Fig. 10). Cette excrétion est maximale vers la troisieme ou la
quatriéme semaine d’infection (Bolin, 1996). Les urines doivent étre ensemencées dans 1’heure

suivant le préléevement ou conservées a + 4°C et a 1’obscurité. De plus les urines doivent étre

alcalinisées pour atteindre un pH compris entre 6,6 et 8 (Thiermann, 1980).

Température
4 SEROLOGIE
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Figure 10 : Chronologie d’apparition des leptospires dans les différents liquides biologiques
(Denis et al., 2016)

VI1.1. Diagnostic direct
V1.1.1. Observation bactériologique directe
La visualisation des leptospires au microscope, du fait de leur faible dimension (moins de deux
micrometres) se fera sur un microscope a fond noir (Fig. 11) (Dikken, 1980). Rien ne permet

morphologiquement de distinguer les leptospires pathogenes des saprophytes. Cet examen direct
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ne doit pas étre considéré que comme un examen d’orientation ; qui doit toujours étre confirmé
par la culture. Les leptospires peuvent étre observés dans le sang, ou le liquide cérébrospinal au
cours de la premiére semaine de la maladie, et dans les urines a partir du dixiéeme jour de la maladie
(Postic, 2000).

Pour les examens histologiques, on observe généralement les leptospires : apres coloration
argentique (Blenden et Goldberg, 1965), par immunofluorescence (Levett, 2001 ; Bharti et al.,
2003), par la coloration a la peroxydase ou a I’acridine orange (Terpstra et al., 1983).

Le diagnostic par observation directe manque de sensibilité et de spécificité (Levett, 2001) et
nécessite un observateur entrainé (Sharma et Kalawat, 2008 ; Dassanayake et al., 2009).

La technique d’observation au microscopie sur fond noir est déconseillée car son manque de
sensibilité et de spécificité la rend peu fiable (Musso et La Scola, 2013). Les techniques
immunohistochimiques et d’immunofluorescence peuvent étre intéressantes mais manquent de

sensibilité et ne sont pas trés disponibles en routine (Haake et al., 1991).

Observation des leptospires au  Observation des leptospires a partir  Observation des leptospires a

microscope a fond noir d’urine de bovin au microscope a partir d'urine de bovin aprés
(Grossissement 10x20) fond noir (Grossissement 200X) coloration a I'acridine orange
(Fontana et al., 2016) (Ajaj et AL-Farwachi, 2013) (Ajaj et AL-Farwachi, 2013)
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Figure 11 : Observations microscopiques directes ou apres colorations des leptospires
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VI1.1.2. Culture
La mise en culture permet un diagnostic de certitude mais sa réalisation est trés délicate. Cette
mise en culture doit étre réalisée rapidement apres le prélévement (dans les quatre heures suivant
le prélevement et ne peut se faire sur échantillons congelés) (Saengjaruk et al., 2002). Les
leptospires peuvent étre isolés a partir du sang et parfois du liquide cérébrospinal dans la premiéere
semaine de la maladie, et a partir des urines lors des deux semaines suivantes (Bharti et al., 2003).
Plusieurs milieux de culture, a composition chimique complexe, compte-tenu des exigences
métaboliques de ces bactéries existent. Le plus connu est le milieu Tween-albumine ou EMJH, un
milieu qui permet I’isolement et ’entretien des souches de leptospires (Delarras, 2014).
Il a été rajouté au milieu EMJH des substances qui permettant d’éviter la croissance de
contaminants en méme temps que les leptospires (Dikken, 1981). La contamination peut étre
controlée par I’addition d’une variété d’agents sélectifs, tel que : 5-fluorouracil (Johnson et Rogers,
1964), fosfomycine (Perolat et al., 1993), et un mélange de rifamycine, polymyxine, néomycine,
5-fluorouracil, bacitracine, et actidione (Adler et al., 1986).
En général I’incubation des prélevements se fait a 30°C avec une humidité suffisante et a
I’obscurité et en maintenant une agitation réguliére pour faciliter leur croissance (Denis, 2007).
Chaque semaine ces prélévements sont observés au microscope a fond noir et un repiquage
systématique des tubes de culture primaire est recommandé aprés une incubation de quinze jours
(Denis, 2007).
Finalement, méme si la mise en culture donne un diagnostic de certitude, il tend a étre moins utilisé
pour le diagnostic de routine car il est lourd & mettre en ceuvre, puisque I’isolement des leptospires
a partir de ’hote demande plus de deux semaines et souvent une culture est obtenue aprés plusieurs

semaines (4 a 8 semaines) (Cinco, 1981 ; Bharti et al., 2003 ; Dassanayake et al., 2009).

V1.1.3. Techniques moléculaires
La nécessité d’un diagnostic rapide de la maladie a conduit au développement de nombreux tests
PCR. Leur avantage réside dans la possibilité d'obtenir un diagnostic définitif au cours de la phase
aigué de la maladie avant que les anticorps sont détectables, période dans laquelle le traitement
doit étre administré pour une bonne efficacité (Brown et al., 2003 ; Musso et La Scola, 2013). La
PCR permet la détection de I’ADN dans le sang dés le 4éme jour aprés I’apparition des premiers
signes cliniques, en 1’absence de traitement antibiotique (Katz, 2012). Ces méthodes sont plus
rapides et plus sensibles que l'isolement par culture ou I’examen au microscope a fond noir et ne
sont pas sujettes aux problemes de contamination des échantillons (Brown et al., 1995). Elles sont

de plus en plus utilisées et plus applicables aux échantillons de nature variée (sang, LCR, urine,
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humeur aqueuse), prélevés aux différents stades de la maladie (Denis et al., 2016). Pour déterminer
un risque zoonotique potentiel, les méthodes sérologiques sont a proscrire au profit des méthodes
directes telles que la PCR (Harkin et al., 2003).

La PCR consiste a amplifier une séquence d’ADN cible a I’aide d’amorces spécifiques. A chaque
couple d’amorces correspond un fragment amplifié de taille particuliére.

La PCR est basée sur la détection de génes présents universellement dans les bactéries telles que
gyrB (Slack et al., 2006), rrs (gene ARNr 16S) (Merien et al., 1992 ; Smythe et al., 2002) et secY
(Gravekamp et al., 1993 ; Ahmed et al., 2009) ; ou des génes limités a Leptospira spp. comme
lipL32, Ifbl (Merien et al., 2005), ligA et ligB2 (Palaniappan et al., 2005). La PCR classique
"conventionnelle", c'est-a-dire suivie d'une migration sur gel d'agarose n'a pas été bien évaluée,
laissant sa valeur de diagnostic peu claire (Merien et al., 1992 ; Brown et al., 1995). Elle a été
remplacée par la PCR quantitative en temps réel (qPCR), qui combine une amplification et une
détection de produit amplifié dans une méme étape avec une sensibilité et une spécificité
excellentes et un faible risque de contamination (Musso et La Scola, 2013).

Une PCR positive révele la présence de leptospires pathogenes dans I’échantillon, mais en aucun
cas ne permet I’identification directe du sérovar. Il faut analyser le produit d’amplification par
séquencgage pour identifier I’espéce et le sérovar ou le génotype (Natarajaseenivasan et al., 2011).
Le gene habituellement utilisé pour l'identification basée sur le séquencage de l'espéce de
Leptospira est le géne ARNr 16S (Hookey et al., 1993). D'autres genes peuvent étre utilisé, tel que
rpoB codant pour la sous-unité b de 'ARN polymérase (Renesto et al., 2000 ; La Scola et al.,

2006) ou gyrB codant pour la sous-unité b de I'ADN gyrase (Musso et La Scola, 2013).

V1.2. Diagnostic indirect
La plupart des cas de leptospirose sont diagnostiqués par sérologie. Les anticorps sont détectables
dans le sang environ 7 jours apres l'apparition des symptémes. Les méthodes sérologiques peuvent
étre divisées en deux groupes: celles qui sont spécifiques au genre (ELISA, immunofluorescence,
test de fixation du complément, agglutination sur latex, test de lyse des érythrocytes sensibilises
...) et celles qui sont spécifiques au serogroupe. Malgré que de nombreuses méthodologies ont été
appliquées au diagnostic sérologique, mais l'investigation sérologique définitive sur la leptospirose

reste le test d'agglutination microscopique (MAT) (Levett, 2001).

V1.2.1. Test d'agglutination microscopique (microscopic agglutination test, MAT)
Le MAT (ancienne réaction d'agglutination-lyse de Martin et Pettit), est actuellement le test

sérologique de référence pour le diagnostic de la leptospirose (Sykes et al., 2011). Certains auteurs
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signalent que la technique permet de déterminer le sérogroupe et le sérovar infectant (Bolin, 1996
; Muller et al., 1999 ; Postic, 2000 ; Acha et Szyfres, 2005), alors que d’autres pensent que le
MAT peut determiner le sérogroupe mais n’est pas suffisamment précis pour identifier les
sérovars, car la réactivité croisée se produit fréquemment entre les sérotypes au sein d’un
sérogroupe donné (Marquez et al., 2017).

Le MAT est une technique qui permet de mettre en évidence les anticorps agglutinants spécifiques
(IgM et IgG) présents dans le sérum d'un individu atteint en mettant en contact différentes dilutions
de ce sérum avec des leptospires vivants. La présence de 1’agglutination reflete une réaction
positive (Fig. 12) et la visualisation de cette agglutination ne peut se faire que sous microscope a
fond noir (Merien et al., 2005).

Figure 12 : Test d'agglutination microscopique positif (Isa et al., 2014)

Le MAT est une méthode sensible, spécifique et quantitative mais elle est trés lourde dans sa
réalisation et son interprétation est délicate (Denis et al., 2016). En effet, elle nécessite 1’entretien
d’un panel de souches vivantes de leptospires en culture (Legrand, 2007). Le panel de sérovars
testés devrait idéalement étre défini sur la base des donnees de prévalence d'anticorps pour 1’espéce
hote dans 1’emplacement géographique considéré (Schuller et al., 2015).

Le MAT permet un diagnostic tardif puisque les anticorps apparaissent vers le 7™ voir le 10°™
jour de la maladie (Sessions et Greene, 2004).

Chez les animaux, les seuils de positivité considerés sont trés variables en fonction des études.
Pour un animal non vacciné, le titre seuil de positivité varie de 1:100 a 1:3200 selon les auteurs
(Brown et al. 1991, Birnbaum et al., 1998 ; Scanziani et al., 2002 ; Harkin et al., 2003 ; Geisen et
al., 2007 ; Stokes et al. 2007).

Malheureusement, cette technique ne fait pas de distinction entre les anticorps derivés d'une
infection et ceux dérivés d'une vaccination. Il est donc important de connaitre les antécédents
vaccinaux de 1’individu, y compris pour le diagnostic vétérinaire de la leptospirose animale car la

vaccination est largement répandue, en particulier chez les chiens (Marquez et al., 2017).
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V1.2.2. Le test ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) IgM

L'ELISA IgM est un des tests serologiques de dépistage le plus précocement positif, soit 7 a 8
jours apres le début de la maladie (Denis et al., 2016). Ces tests donnent un résultat en quelques
minutes, mais souffrent des mémes limitations que celles du MAT en ce qui concerne I'éventuelle
absence d'anticorps lors d'une infection précoce ou leur présence due a la vaccination récente
(Schuller et al., 2015). Cependant, I’utilisation combinée des mesures d’IgM et d’IgG permet de
micux distinguer une infection d’une immunité vaccinale (Bizard, 2009). Cette méthode permet
de différencier une infection évolutive d’une maladie antérieure par la mise en évidence des IgM
(Brown, 1996). Ce test est avantageux dans le sens ou il ne nécessite pas le maintien de souches
vivantes en culture. Bien que les tests ELISA détectent les anticorps spécifiques des leptospires,
les résultats doivent étre confirmés par le MAT (Schuller et al., 2015).

Il existe des kits commercialisés, mais I'ELISA peut aussi étre développée au laboratoire par de
nombreuses préparations d'antigenes et par des lipoprotéines recombinantes leptospirales, telles
que LipL32 ou LigA (Marquez et al., 2017).

VII. Traitement

Le traitement de la leptospirose revét deux aspects : d’une part le traitement étiologique qui
consiste en une antibiothérapie. Les leptospires sont sensibles a beaucoup d’antibiotiques. Ainsi,
jusqu’alors on ne connait pas de mécanismes de résistances de ces bactéries (Legrand, 2007).
D’autre part, un traitement de soutien a visée symptomatique doit étre envisagé. Les symptomes
sur lesquels on peut agir sont les troubles digestifs, les signes secondaires a 1’insuffisance rénale
qui sont généralement des signes prédominants, ainsi que les troubles du métabolisme
phosphocalcique (Harkin et Gartrell, 1996 ; Langston et Heuter, 2003).

Les études sur le traitement de la leptospirose canine sont peu nombreuses. Schuller et al. (2015)
recommandent fortement 1’utilisation d’antibiotiques adaptés avant méme le résultat du diagnostic
de laboratoire puisque la précocité du traitement conditionne le pronostic. Cependant, une
antibiothérapie commencée au-dela de 4 a 7 jours de la maladie engendre une récupération clinique
moindre (Sykes et al., 2011). La recommandation d’un traitement le plus précoce possible est
justifiée a la fois par le nombre élevé de la forme aigué sévere et par le potentiel risque zoonotique
de la leptospirose.

Des études montrent que malgré le traitement, les chiens peuvent excréter des leptospires dans la
phase aigue de la maladie (Juvet et al., 2011 ; Prescott, 2011). La doxycycline par voie orale
(5mg/kg, deux fois par jour ou 10 mg/kg une fois, pendant 14jours) est intéressante car elle permet

d’éliminer a long termes le portage rénal des animaux infectés (Watt et al., 1988). Néanmoins, les
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chiens malades présentent genéralement des symptdmes gastro-intestinaux et ils peuvent donc mal
tolérer la doxycycline par voie orale. Raison pour laquelle, le traitement antibiotique doit étre initié
d’abord par une pénicilline par voie intra-veineuse (pénicilline G, ampicilline ou amoxicilline)
(Exemple : 20-30mg/kg d’amoxicilline, trois ou quatre fois par jour). Donc, I’amoxicilline est la
molécule de choix pendant les 15 premiers jours, suivie de la doxycycline pendant les 15 jours
suivants. Une autre étude a démontré 1’efficacité de la streptomycine en cas d’échec de traitement
a base de pénicilline-doxycycline (Juvet et al., 2011). Par ailleurs, il est recommandé de traiter de
facon prophylactique les chiens qui étaient en contact avec le chien atteint de leptospirose par la
doxycycline (5 ou 10 mg/kg, une fois par jour), cela n’a pas été recommandé chez les chats
(Sculler et al., 2015).

Les autres traitements a mettre en place dépendent des symptomes présentés par 1’animal. Dans
tous les cas, une fluidothérapie doit étre instaurée (Langston et Heuter, 2003). Elle doit tenir
compte de 1’état d’hydratation de 1’animal et de ses éventuelles pertes digestives et doit étre
adaptée a sa diurese. Elle permet également de traiter les déséquilibres électrolytiques et acido-
basiques engendrés par I’insuffisance rénale et les troubles gastro-intestinaux telles ’acidose
métabolique et I’hyperkaliémie (Langston et Heuter, 2003).

Dans le cas ou, I’insuffisance rénale est oligo-anurique, le rétablissement de la diurése est
primordial. Si la fluidothérapie ne permet pas d’obtenir une diurése correcte, 1’utilisation de
diurétiques (furosémide, mannitol) et/ou de dopamine est préconisée (Langston et Heuter, 2003).
En cas d’échec de ces molécules, et si 1’azotémie tend a s’aggraver, le recours a une méthode de
dialyse est nécessaire mais ne peut s’effectuer que dans des centres spécialisés (Adin et Cowgill,
2000 ; Beckel et al., 2005).

Des anti-acides (la famotidine, la ranitidine ou la cimétidine), des anti-émétiques
(métoclopramide) et du sucralfate permettent de traiter les troubles gastro-intestinaux (Langston
et Heuter, 2003). Enfin, le support nutritionnel de 1’animal doit étre envisagé le plus rapidement
possible (Hand et al., 2000).

Les facteurs pronostiques sont aujourd’hui mal connus. Suivant des études réalisées sur les chiens,
une survie de 52 a 83% est rapportée suite a I’infection spontanée. Les décés survenant de maniere
naturelle ou suite a une euthanasie (Brown et al., 1996 ; Harkin et Gartrell, 1996 ; Birnbaum et al.,
1998 ; Adin et Cowgill, 2000 ; Goldstein et al., 2006 ; Geisen et al., 2007 ; Mastrorilli et al., 2007).
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VII1. Moyen de lutte
La prophylaxie comprend a la fois un volet sanitaire et un volet médical qu’il est nécessaire

d’associer pour mettre en place une protection efficace contre la leptospirose.

VI11.1. Prophylaxie sanitaire
VI11.1.1. Prévention de la contamination du chien
Lutter contre les rongeurs dans les chenils et éviter la baignade ou 1’abreuvement du chien dans
des eaux stagnantes est considérée comme une approche importante dans la prévention de la
contamination (Ward et al., 2002). Il est important de surveiller les congénéres canins qui ont été

en contact avec le chien atteint de leptospirose (Sykes et al., 2011).

VI11.1.2. Prévention du risque de transmission a ’homme
» Propriétaires
Un aspect important de la maladie est son caractére zoonotique. Les étres humains sont facilement
exposés a cette bactérie assez dangereuse étant donné qu’ils sont en contact étroit avec les animaux
domestiques, dont le chien (Brown et Prescott, 2008). Les chiens sont considérés comme un
réservoir d'infection important et une source potentielle de contamination pour les humains
(Levett, 2001). L’ information des propriétaires est primordiale. IS doivent rester prudents avec les
urines de leur chien qui peuvent rester contaminantes pendant plusieurs semaines et le port de
gants dans ce cas-la est obligatoire. La consultation chez un médecin est recommandée pour une

éventuelle antibiothérapie préventive (Langston et Heuter, 2003).

= Vétérinaire et personnel du laboratoire
Les vétérinaires peuvent suivre des pratiques recommandées en matiére de réduire les risques de
contamination par des maladies zoonotiques en clinique. Ces pratiques incluent I'hygiéne des
mains comme le port de gants (surtout quand les animaux manipulés présentent des signes de
maladie ou avec un historique médical inconnu), la protection du visage et des voies respiratoires
et le port de masque ou autre (Elchos et al., 2008). L’installation d’un cathéter urinaire relié a un
sac est recommandée afin d’éviter d’entrer en contact avec I’urine des animaux infectés. Si 1’urine
contamine la table de travail, le nettoyage et la désinfection avec de I’hypochlorite de sodium ou
de ’ammonium quaternaire est nécessaires (Sykes et al., 2010).
Dans les laboratoires bactériologiques, lors d’une manipulation de souches virulentes et de
cadavres d’animaux, il est nécessaire de travailler sous une hotte pour assurer une protection en

cas de projection (Postic, 2001).
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VII1.2. Prophylaxie médicale
La faune sauvage joue le role de source d’infection constante pour les animaux domestiques et
I’éradication de cette faune est pratiguement impossible. Les animaux domestiques sont la source
d'infection la plus probable pour leurs propriétaires (Brown et Prescott, 2008 ; Goldstein, 2010).
Ces derniers doivent étre convaincus par 1I’importance de la vaccination du chien contre la
leptospirose (Birnbaum et al., 1998 ; Ward et al., 2002 ; Bengis et al., 2004 ; Brown et Prescott,
2008 ; Goldstein, 2010).
La protection des chiens par la vaccination contre la leptospirose et tres ancienne et date de plus
de 50 ans. Les vaccins dirigés contre la leptospirose chez 1’espéce canine ne contenaient que les
deux sérovars les plus répandu a savoir les sérovars Icterohaemorrhagiae et Canicola (Ellis, 2010).
La vaccination a permis un certain contrdle de la maladie, mais pas une maitrise complete et il a
été constaté par la suite une recrudescence de la maladie suite a une situation épidéemiologique
modifiée et de nombreux cas de leptospirose canine ont été rapporté malgré une protection avec
ce vaccin bivalent (Kalin et al., 1999 ; Ellis, 2010). Cependant, I’inclusion d’éventuels nouveaux
sérovars S’est avérée nécessaire (Arent et al., 2013). C’est pourquoi un vaccin quadrivalent
protégeant contre les sérogroupes Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa et Pomona a été
développé aux Etats-Unis en 2001. Depuis, plusieurs vaccins quadrivalents (Icterohaemorrhagiae,
Canicola, Bratislava et Grippotyphosa) ou trivalcnt (Icterohaemorrhagiae, Canicola et
Grippothyphosa) sont disponibles en Europe (Klaasen et al., 2013).
La réponse immunitaire contre les souches vaccinales est de courte durée et nécessite des rappels
périodiques. Ainsi, le protocole de vaccination chez le chien comprend une primovaccination en
bas age avec un rappel quelques semaines plus tard, puis des rappels annuels (Coyne et al., 2001 ;
Klaasen et al., 2003 ; Minke et al., 2009).
En pratique les vaccins employés contre la leptospirose peuvent étre associés ou non a d’autres
valences (maladie de carré, hépatite de Rubarth, Parvovirose et autres). Ces vaccins contre la
leptospirose ont la méme efficacité qu’ils soient ou non associés a d’autres valences (Strasser et
al., 2003).
Certaines auteurs ont révélé une leptospirurie inexistante chez les chiens vaccinés et par
conséquent, une protection contre I'excrétion urinaire de la bactérie (Klaasen et al., 2003 ; Minke
etal., 2009 ; Schreiber et al., 2005 ; Schreiber et al., 2012 ; Grosenbaugh et Pardo, 2018), alors que
d’autres ont observé que deux vaccins sur trois testés ne garantissaient pas une totale prévention
du portage rénal (André-Fontaine et al., 2003). Donc, le risque zoonotique existe avec des animaux
vaccinés présentant des infections sub-cliniques et I’incidence n’est pas totalement connue (André-

Fontaine et al., 2003).
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La prévention de la contamination humaine passe essentiellement par une prophylaxie sanitaire.
Dans certains pays, un vaccin a usage humain peut étre prescrit par le médecin du travail et il est
offert aux travailleurs tres exposés (vetérinaires, éleveurs, personnel d’abattoirs, égoutiers et
éboueurs) (Laurichesse et al., 2007). Actuellement, il n'y a que deux vaccins humains inactivés
disponibles dans le commerce. Le vaccin cubain (Vax Spiral®) qui contient des bactéries entiéres
des sérovars Canicola, Icterohaemorrhagiae et Mozdok et le vaccin frangais (Spirolept®) qui
contient que des bactéries inactivées du sérovar Icterohaemorrhagiae (Marquez et al., 2017).

Une antibioprophylaxie peut étre prescrite dans certains cas comme pour les militaires ou les
voyageurs parcourant des zones hautement endémiques (Trevejo et al., 1998). L'administration
orale de doxycycline a faible dose (200 mg par semaine) peut protéger pendant une courte période
dans les environnements a haut risque (Edwards et Levett, 2004 ; Brett-Major et Lipnick, 2008).
Schuller et al. (2015), indiquent que l'utilisation prophylactique généralisée d'antibiotiques peut
sélectionner des souches bactériennes résistantes et n'est pas recommandée pour les chiens. Alors
que, Sykes et al. (2011) pensent qu’en raison du potentiel risque zoonotique de la leptospirose, le
traitement a la doxycycline (5 mg / kg PO g12h pendant 14 jours) est recommandé chez des chiens

vivants avec un chien malade.
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Introduction

La peste est une zoonose affectant I’homme, les petits animaux et leurs puces (Dennis et al., 1999 ;
Gage et Kosoy, 2005 ; Duchemin et al., 2006). Chez I'hnomme, la peste est une maladie trés grave
avec un taux de létalité atteignant 30 a 60 % en absence de traitement (Carniel, 2002). Cette
maladie a donné 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 & 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 de trés
nombreux foyers qu'elle s'est créeé a travers le monde et ou elle a su s'enraciner. La peste peut a
tout moment s'étendre a la faveur d'une défaillance de la civilisation (Baltazard, 1971). C’est une
maladie qui n’a jamais pu étre éradiquée (Dennis et al., 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 (Khan, 2004). En Algérie, la peste est reapparue, dans la région de 1’Oranie
en 2003, apres une période de silence inter épidémique de 50 ans (WHO, 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’avére plus que jamais nécessaire. Des études antérieures ont révélé
que le contact avec les animaux domestiques tels que les chiens et les 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 ; Aragéo 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 (Gage et al., 2000 ; Nyirenda et al., 2017a). Le diagnostic de la peste dans notre
pays présente certaines contraintes. La culture qui est un moyen difficile a mettre en ceuvre,
nécessite un laboratoire d’une sécurité biologique niveau 3 (BL3) (Raoult et al., 2013 ; Yang,
2017). La sérologie qui par contre est un moyen de routine, ne peut étre utilisée si 1’infection est
récente (Prentice et Rahalison, 2007). Les méthodes moléculaires semblent étre le moyen de
diagnostic le plus adéquat par la facilité d’utilisation, par la rapidité d’obtention des résultats et
par la spécificité du test. Ces techniques peuvent étre réalisée dans un laboratoire standard car

1I’échantillon peut étre facilement décontaminé (Raoult et al., 2013).
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I. Aspect historique

Le mot «Peste» est un terme général souvent utilisé dans le passé pour décrire des événements
catastrophiques (Bramanti et al., 2016). Aucune maladie infecticuse n’a causé autant de ravages a
la population mondiale que la peste (Schaechter et al., 1999). Trois pandémies majeures ont
émaillé I’histoire de I’homme (Raoult et al., 2013).

La premiére pandémie décrite est appelée «peste de Justinien». Elle est survenue au 6°™ siécle et
a tué une population estimée a 100 millions de personnes en une cinquantaine d’années
(Schaechter et al., 1999). Elle a débuté en Egypte et s’étendit rapidement a 1’ensemble du bassin
méditerranéen. Aucune description, ni de traitements pour les malades n’ont pu étre mis en
évidence par les médecins de 1’époque (Bramanti et al., 2016).

La seconde pandémie majeure «la peste noire», originaire d’Asie. Elle 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 troisieme pandémie, ou peste orientale, Contrairement aux deux premiéres pandémies, elle fut
mondiale. Elle a débuté en Chine en 1894 et elle a rapidement touché les cing continents par
I’intermédiaire des rats infectés a bord des bateaux (Schaechter et al., 1999). Elle a finalement tué
plus de 12 millions de personnes en Inde et en Chine. Au cours de cette pandémie, la nature
infectieuse de la maladie fut élucidée et en quelques années, la bactérie responsable ainsi que son
réservoir, le rat, furent identifiés par Alexandre Yersin ainsi que son vecteur, la puce, par Paul-
Louis Simond (Yersin, 1894 ; Simond, 1898).

En 1896, Waldemar Haffkine trouva un vaccin anti-pesteux, qui ne prévenait pas de la peste mais
baissait sa mortalité (Haffkine, 1906). En 1933, Jean Robic développa un vaccin vivant atténué
permettant une réduction de plus de 65% de la mortalité pour la peste bubonique. Ce vaccin fut
utilisé jusqu’a la fin de la deuxieme guerre mondiale ou les antibiotiques, récemment découverts,
prirent le relais pour lutter contre ce fléau (Brisou, 1995).

Les mesures prophylactiques et thérapeutiques ont permis de reduire la mortalité et limiter la
contagion. On a constaté une diminution ou une disparition des cas de peste humaine dans de
nombreux pays et pendant plusieurs décennies, ce qui a pu faire croire que la maladie avait disparu
(Dennis et al., 1999).

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 peste comme
arme de guerre biologique lors du siége de Caffa en projetant les cadavres infestés de la peste par-

dessus le mur des assiégés (Wheelis, 2002). Dans les années 70 a 90, les soviétiques ont développé
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des méthodes permettant d’aérosoliser la bactérie sans altérer sa survie pour la fabrication de
bombes biologiques avec des souches résistantes aux antibiotiques (Miller et al., 2012).

Vu la présence de la peste dans le monde entier, la capacité de production en masse d’aérosol, le
taux de mortalité élevé du a la peste pneumonique et le potentiel de propagation secondaire rapide,
I’utilisation potentielle de la peste comme une arme biologique est une grande préoccupation et le
bacille de la peste fait partie de la liste des agents pathogénes les plus susceptibles d’étre utilisés

pour une arme biologique considérée comme une arme de destruction massive (Riedel, 2005).

- L’histoire de la peste en Algérie
Les manifestations de la peste en Algérie ont été plus fréquentes depuis 1911. Jusqu’a 1935, on
n’a observé que deux épidémies. En 1921, 185 cas ont été déclarés avec 97 déces ont été enregistrés
a Sour El Ghouzlane (Aumale). 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 4 : Nombre de cas de peste observés en Algérie depuis 1935

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

En juin 2003, la région Ouest du pays (Oran, Mascara et Ain Temouchent) a declaré la survenue
de la peste sur son territoire. Il s’agissait des cas de peste bubonique. Au cours des semaines

suivantes, 11 cas de peste confirmés et 7 suspects ont été signalés (WHO, 2003).

En 2008, une épidémie a touché des nomades dans la région de Laghouat, avec 4 cas (peste
bubonique) et un déces (peste pulmonaires). La peste a été confirmée par culture de 1’agent

pathogene aprés une ponction des bubons (Bitam et al., 2010a).
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I1. Etiologie de la peste
I1.1. Systématique

Alexandre Yersin (1863 — 1943) le bactériologiste franco-suisse se rend a Hong-Kong et, pourvu
de moyens dérisoires, réussit a identifier et a isoler en trois semaines le responsable du fléau
immémorial, qui porte depuis lors le nom de son découvreur : le bacille de Yersin «Yersinia pestis»
(Hawgood, 2008).

Yersinia pestis appartient a la famille des Enterobacteriacea. Le genre Yersinia comprend 15
espéces dont seulement trois sont pathogénes pour I’homme et les animaux : Y.

pseudotuberculosis, Y. enterocolitica et Y. pestis (Prentice et Rahalison, 2007).

11.2. Classification

Il est possible de classer les souches de Yersinia pestis en trois biovars selon la capacité de réduire
le nitrate et la fermentation du glycérol (Tab. 5) (Eyquem et al., 2000).

Tableau 5 : Classement des souches de Yersinia pestis en trois biovars

Biovars | Fermentation de Glycérol | Reéduction de nitrate en nitrite

Antiqua + +
Medievalis + -
Orientalis - +

On a longtemps considéré comme établi que chacune des trois pandémies était due a des biotypes
différents de Yersinia pestis : Le biovar Antiqua, toujours en Afrique et en Asie centrale,
Medievalis, limité a 1’ Asie centrale et Orientalis, presque dans le monde entier dans sa distribution
(Devignat, 1951). Cependant, Drancourt et al ont recemment montré, en utilisant une méthode de
génotypage basée sur le séquengage de plusieurs «spacers» intergéniques, qu’un seul biotype,
Orientalis, aurait causé les trois pandémies (Drancourt et al., 2004 ; Drancourt et al., 2007).
Actuellement, seul le biovar Orientalis est distribué dans le monde entier et est donc le seul biovar
pandémique (Raoult et al., 2013). Lors de I’épidémie survenue en Algérie en 2003, la sensibilité
aux bactériophages a éte utilisée pour identifier la souche qui circulait. Toutes les souches
identifiées appartenaient au biovar Orientalis (Lounici et al., 2005). Lors de 1’épidémie survenue
en 2009 dans la région de Laghouat, le séquencage a mis en évidence le biovar Orientalis (Bitam
et al., 2010a).

Cette distinction a une importance épidémiologique mais il n’y a pas de différence dans la

pathogénicité des biotypes (Acha et Szyfres, 2005).
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11.3. Caractéres morphologiques et structurales

Yersinia pestis est un coccobacille (batonnets courts aux extrémités arrondies) (Fig. 13 et 14) de
0,5 a 0,8 um de largeur sur 1 a 3 um de longueur, Gram négatif, aéro-anaérobie facultatif, non
mobile, ce qui le distingue des autres Yersinia spp qui sont mobiles a 25 ° C et non mobiles a 37 °
C. (Prentice et Rahalison, 2007). Y. pestis ne produit pas de capsule. Toutefois, lorsque la
température dépasse 33°C, cette espéce produit une enveloppe glucidique-protéique appelée
pseudocapsule, antigéne capsulaire ou fraction F1. Le lipopolysaccharide de la paroi bactérienne

est rugueux car dépourvu des chaines latérales d’antigene O (Perry et Fetherston, 1997).

Figure 13 : Observation sous microscopie Figure 14 : Observation sous microscopie
électronique & balayage de Yersinia pestis electronique a balayage de Yersinia pestis au
(Jarrett et al., 2004) Grossissement 5 000 X (Pawlowski et al., 2011)

11.4. Caractéres bactériologique
11.4.1. Métabolisme

La bactérie croit a partir de 4 °C jusqu’a environ 40 °C, avec un optimum situé entre 28 et 30 °C.
Le pH optimal pour la croissance est compris entre 7,2 et 7,6. Cependant elle tolére des pH variant
de 5a9,6 (Perry et Fetherson, 1997).
Yersinia pestis est positive pour certaines réactions métaboliques (la catalase, 1’hydrolyse de
I’esculine, ’ONPG (orthonitrophényl-p-galactoside)..) et négative pour d’autres (I’0xydase,
I’hydrolyse de 1’urée..). Yersinia pestis fermente le Glucose, le lactose, le fructose, le galactose, le
mannitol, le sorbitol et le tréhalose et ne fermente pas le lactose (Balows et al., 2012).
Y. pestis est un pathogéne intracellulaire facultatif. 11 se multiplierait dans les cellules seulement
au début de I’infection ; ensuite la croissance extra-cellulaire dominerait a des stades ultérieures
(Straley et al., 1993).
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11.4.2. Culture

Cette bactérie peut étre cultivée facilement sur des milieux usuels utilisés pour les entérobactéries
(Raoult et al., 2013) (agar peptoné, milieu au sang, agar de MacConey, milieu pour Salmonella-
Shigella). Elle nécessite une incubation de 48 heures pour faire croitre des colonies de 1 mm entre
25 et 37 ° C (Prentice et Rahalison, 2007). L’isolement de Yersinia pestis par culture peut se faire
sur gelose au sang 5%, bouillon coeur-cervelle ainsi que sur milieux Cefsulodine-irgasan-
novobiocine (CIN) incubés a 28°C pendant 72 heures (Pourcel et al., 2004).

I1.5. Conditions de survie dans I’environnement

Yersinia pestis est sensible a la chaleur, a la dessiccation et a tous les antiseptiques usuels. Elle
possede par contre une grande résistance dans le milieu extérieur. Selon Eisen et al. Y. pestis peut
survivre pendant au moins 24 jours dans un sol contaminé dans des conditions naturelles (Eisen et
al., 2008b). Une étude a été menée par Ayyadurai et al. (2008) montre que Y. pestis peut rester
viable et pleinement virulente aprés 40 semaines dans le sol montrant ainsi que le réservoir
tellurique pourrait représenter un mécanisme alternatif pour l'entretien de foyers de peste
(Ayyadurai et al., 2008).

11.6. Le génome de Yersinia pestis

Le séquencage complet du génome de Yersinia pestis a été réalisé en 2001 par I'équipe britannique
dirigée par Julian Parkhill de I'institut Sanger a Cambridge. Il est constitué de 4 653 728 bp paires
de bases d'ADN (Parkhill et al., 2001).

I11. Pathogénie

I11.1. Facteurs de virulence

Yersinia pestis est l'une des bactéries les plus pathogénes connues. Bien qu’il s’agisse d’un
pathogéne intracellulaire facultatif qui se développe normalement dans les environnements
extracellulaires, la virulence dépend en partie de I’invasion et de la multiplication dans les cellules,
y compris les phagocytes qui transportent la bactérie dans les phases initiales de 1’infection
(Hinnebusch, 1997 ; Perry et Fetherston, 1997).

Les produits géniques codés par les chromosomes et les plasmides de la bactérie sont associés a
son adaptation a ses differents hotes et sa virulence (Carniel, 2003 ; Hinnebusch, 1997 ;
Hinnebusch et al., 2002a ; Perry et Fetherston, 1997). Les génes chromosomiques de Yersinia
pestis expriment une endotoxine lipopolysaccharidique puissante qui active le complément et

déclenche la libération de kinines et d'autres médiateurs pro-inflammatoires. Un facteur qui
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controle I'absorption du fer exogene est aussi exprimé par les génes chromosomiques (Fong
et Alibek, 2010).

La majorité des souches de Y. pestis quel que soit leur biotype ou leur origine contiennent trois
plasmides :

- Un plasmide appelé pPCP1, sa taille est de 9,5 kb, il est propre a Y. pestis et code pour un
activateur du plasminogeéne (Pla) qui est une protéase a surface unique qui dégrade la fibrine et
d’autres protéines extracellulaires, facilitant ainsi la propagation systémique de Y. pestis (Fong
et Alibek, 2010). Ce plasmide code aussi pour une coagulase et une pesticine qui est une
bactériocine qui interrompe la synthése de I’ADN et dégrade I’ARN des bactéries voisines, elle
échappe a cette lyse a ’aide de la protéine d’immunité a la pesticine (Elgat et Ben-Gurion, 1969).
C'est grace a ces protéines que la bactérie de la peste a un tel pouvoir invasif.

- Un deuxiéme plasmide appelé pCD1, sa taille est de 70-75 kb, conférant une dépendance au
calcium, il code pour les produits qui activent les antigénes V et W dont le role est de bloquer la
phagocytose de Y. pestis, I'antigéne V favorise la survie de Y. pestis dans les macrophages. Ce
plasmide code aussi pour les protéines de la surface externe Yops (Yersinia outer membrane
proteins), indispensables a I’expression de la virulence, ils inhibent la phagocytose et 1’agrégation
plaquettaire et bloquent une réponse inflammatoire efficace. Ce plasmide est commun avec les
autres especes pathogenes de Yersinia (Chu et al., 1998 ; Fong et Alibek, 2010).

- Un troisieme plasmide appelé pMTL1, sa taille est de 100-110 kb, il code pour la toxine
murine (une phospholipase D qui est indispensable a la survie dans le proventricule de la puce et
semble protéger Y. pestis des facteurs antibactériens produits lorsque la puce digére le plasma
sanguin) (Hinnebusch et al., 2002b). Ce plasmide code aussi pour I’antigéne F1, un antigéne
capsulaire synthétisé lorsque le bacille est a 37 °C et qui n’est pas présent lorsque le bacille est
dans la puce. C’est un antigéne protecteur et il permet au bacille de résister a la phagocytose en
I'absence d'anticorps opsonisants (Du et al., 2002 ; Fong et Alibek, 2010).

Selon les souches, on peut trouver d’autres plasmides de tailles variables (Perry et Fetherson,
1997).

111.2. Etapes de I’infection
La peau constitue la porte d’entrée habituelle de la peste bubonique. Les bactéries inoculées a
travers la peau ou les muqueuses sont généralement transportees dans des vaisseaux lymphatiques
vers des neeuds régionaux afférents, ou ils se multiplient. Au cours des stades d'infection ultérieurs,

les ganglions atteints présentent une congestion vasculaire, un cedéme et des infiltrats
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inflammatoires (Fong et Alibek, 2010). Toutefois, les ganglions peuvent ultérieurement contenir
un nombre considérable de bactéries et présenter des lésions vasculaires, une nécrose
hémorragique et une infiltration par des leucocytes neutrophiles. Ces nceuds atteints (bubons) sont
généralement entourés d’une collection de liquide séreux, souvent teintée de sang (Fong et Alibek,
2010). Une fois que la bactérie pénétre dans la circulation sanguine, elle migre vers d’autres
ganglions lymphatiques. La capacité de Yersinia pestis a inhiber la phagocytose permet d'éviter sa
destruction par les cellules du systéme immunitaire comme les macrophages et ainsi proliférer
dans les ganglions lymphatiques, provoguant une adénopathie (Adjemian et al., 2007).

Lorsque plusieurs ganglions lymphatiques adjacents sont atteints, une masse cedémateuse et
pateuse peut en résulter. Par la suite, une formation d’abceés et une rupture spontanée des bubons
peuvent se produire (Fong et Alibek, 2010).

Y. pestis peut envahir et provoquer des maladies dans presque tous les organes, et une infection
non traitée entraine généralement une destruction étendue et massive des tissus. On peut observer
la myocardite interstitielle diffuse avec dilatation cardiaque, la nécrose multifocale du foie, la
nécrose hémorragique diffuse de la rate et les ganglions lymphatiques, ainsi que les thrombi de
fibrine dans les glomérules rénaux qui sont fréquents dans les cas mortels (Finegold et al., 1968 ;
Butler et al., 1974 ; Nelson et Horsburgh, 1998). La pneumonie, la pleurite et la méningite sont
moins fréquentes. Les abcés peuvent se former dans les organes affectés. La coagulation
intravasculaire disséminée (CID) est associée a la génération de micro-thrombi, de
thrombocytopénie, de nécrose et de saignements dans les tissus affectés (Butler, 1974). Pétéchies
et ecchymoses apparaissent couramment dans la peau, ainsi que sur les surfaces muqueuses et
séreuses. Une ischémie et une gangrene des extrémités, telles que des doigts et des orteils, peuvent
survenir aux derniéres étapes de ce processus (Pollitzer, 1954 ; Nelson et Horsburgh, 1998).

Dans la peste pulmonaire primaire, la pneumonie primaire résulte de l'inhalation de particules
respiratoires infectantes et commence généralement par un processus lobulaire, puis s'étend par
confluence pour devenir lobaire puis multilobaire. En régle générale, les bactéries sont nombreuses
dans les alvéoles et dans les sécrétions pulmonaires (Fong et Alibek, 2010). La peste pulmonaire
secondaire fait suite a une peste bubonique ou une peste septicémique non ou mal soignée. Le
bacille envahit les poumons par voie sanguine et infecte directement le parenchyme pulmonaire
(Fong et Alibek, 2010). Dans les cas non traités de peste pulmonaire primaire et secondaire, la
maladie progresse en congestion pulmonaire diffuse, en nécrose hémorragique du parenchyme

pulmonaire et en infiltration par des leucocytes neutrophiles (Fong et Alibek, 2010).
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IV. Epidémiologie
IV.1. Epidémiologie descriptive

Quoique la peste ne soit plus de nos jours le fléau qu’elle a été dans le passé, grace en particulier
a la découverte de ’agent causal, du cycle de transmission, et surtout grace a ’utilisation des
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 des 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 géographique
L’ Afrique est le continent le plus touché suivie d’Asie puis d’Amérique (Fig. 15 et 16). Aucun cas
de peste n’a été signalé récemment en Océanie ou en Europe. L’Afrique venant en premiere
position tant par le nombre total de cas et de déces, que par le nombre de pays touchés. 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 (1995-2008) sont : Algérie, République
démocratique du Congo, Madagascar, Malawi, Mozambique, Namibie, Tanzanie, Ouganda et
Zimbabwe (Neerinckx et al., 2010). L’ Asie vient en deuxieme position. De 1980 a 1997, la peste
humaine a été signalée dans sept pays : Chine, Inde, Kazakhstan, Mongolie, Myanmar, Laos et
Viet Nam (Dennis et al., 1999). En Amérique, la peste humaine a été signalée dans cing pays :
Bolivie, Brésil, Equateur, Etats-Unis d’ Amérique et Pérou, dont trois (Brésil, Etats-Unis et Pérou)
ont notifi¢ des cas chez I’homme pratiquement chaque année au cours de la période de 18 ans entre

1980 et 1997 (Dennis et al., 1999).
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Figure 15 : Carte géographique illustrant les pays touchés par la peste (Bitam et al., 2010b)
43



Etude bibliographique Partie 2 : Peste

Cas:

@  0-100cas
B 100-500cas
500- 1000 cas Ny,
- » ;
PR A v
. 1000 5000 cas
(L
7
_c/

5000- 15000 cas

Figure 16 : Carte géographique illustrant la répartition géographique avec nombre de cas de la
peste au cours des 20 dernieres années (Raoult et al., 2013)

IV.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 I’on croyait complétement éteints (Tab. 6)
(Dennis et al., 1999). Cela a été le cas au niveau de la zone c6tiére de Mahajanga (Madagascar)
en 1991, apres 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 paralysé 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, ou elle est réapparue en 1994 aprés 16 ans d’absence, la maladie
s’est propagée au Zimbabwe et au Malawi (Barreto et al., 1995). 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, apres plus de 80 ans
des cas recensés dans ce pays (Arbaji et al., 2005). En 2003, la peste est revenue dans la région
d’Oran en Algérie (Fig. 17) (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 aprés un silence de 25 ans (Tarantola et al., 2009).
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Tableau 6 : 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
Libye 1984 2009 25 ans

Ces données indiquent que Yersinia pestis peut rester viable et pleinement virulente pendant
plusieurs années dans le sol. Selon Ayyadurai et al. (2008), le réservoir tellurique pourrait

représenter un mécanisme alternatif pour I'entretien de foyers de peste (Ayyadurai et al., 2008).
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Figure 17 : Distribution géographique des cas de peste, région d'Oranie, juin-juillet 2003
(Bertherat et al., 2007)

IV.2. Epidémiologie analytique

IV.2.1. Source d’infection et mode de transmission
La peau constitue la porte d’entrée habituelle de la peste bubonique. L’infection étant produite
dans la plus part des cas par piqlire des puces d’animaux infectés, rarement par 1’intermédiaire

d’autres insectes hématophages, ou directement par contact avec les animaux infectés. La
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pénétration par les muqueuses telles que les amygdales et les conjonctives est possible mais rare
(Pollitzer, 1954).
La peste humaine peut étre contractée dans les cas suivants (Fig.19) :

- Suite a une piqglre de puces de rongeurs qui peuvent étre : soit des rongeurs sauvages en milieu
rural ; c’est le cas qui a été observé dans le sud-ouest des Etats-Unis (Gage et al., 1995 ; Levy et
Gage, 1999), et en Algérie dans la région de Laghouat (Bitam et al., 2010a) ; soit des rongeurs
commensaux qui se déplacent librement entre les villages et les habitats forestiers, c’est le cas qui
a constaté en Tanzanie (Kaoneka et Solberg, 1994).

- Par la manipulation de chats infectés, c’est ce qui a été constaté en Afrique et aux Etats-Unis
(Kaufmann et al., 1981 ; Gage et al., 2000). Les étres humains peuvent étre infectés par I'inhalation
des sécreétions respiratoires des chats atteints de peste pneumonique ou par morsure (Tuzio, 2005).

- Apres contact avec des chiens malades, c’est ce qui a été la cause de I’épidémie déclenchée
en chine (Wang et al., 2011). Ou suite a un contact avec d’autres animaux sensibles tels que les
cochons d’inde ; ¢’est I’exemple des épidémies du Pérou et de I’Equateur (Gabastou et al., 2000 ;
Ruiz, 2001).

- Aprés consommation de viande d’animaux infectés tels que des chameaux qui ont contracté
la maladie par pigdre des puces de rongeurs ; citant dans ce cas 1’épidémie qui a été déclarée en
Asie centrale et le Moyen-Orient (Bin Saeed et al., 2005 ; Stenseth et al., 2008).

- Latransmission se fait aussi d’homme a homme, directement par des gouttelettes respiratoires

(Fig. 18) (Pollitzer, 1954 ; Blanc, 1956).

' Xenopsylla cheopis
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Figure 18 : Voies de transmission de la peste dans un foyer épidémique (Raoult et al., 2013)
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Figure 19 : Voies de transmission de la peste illustrant méme les cas de transmission sporadique
(Raoult et al., 2013)

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
particulierement 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 pulmonaire
(Eidson et al., 1988).

IV.2.2. Réservoirs de la peste

- Les rongeurs et les lagomorphes

Alors que plus de 200 especes de mammiféres en 73 genres ont été signalées a étre naturellement
infectées par Yersinia pestis (comprenant diverses especes de souris, campagnols, gerbilles,
écureuils terrestres, marmottes et chiens de prairie) (Pollitzer, 1954 ; Dennis et al., 1999 ; Salkeld
etal., 2010) ; les rongeurs constituent d’importants hotes pour la peste, ils sont considérés comme
hotes enzootiques (Beran, 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 et apres analyse moléculaire de leurs rates, les résultats

montrent un taux de positivité de 16% (Bitam et al., 2010a).
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Les lagomorphes transmettent la maladie aux étres humains plus probablement par contact direct
que par piqdre de puces (Pollitzer, 1954). Aux Etats-Unis, 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. Tous les cas signalés de peste associée aux lapins aux Etats-Unis ont ensuite
été examinés. Huit personnes ont contracté la maladie apres un contact direct avec des lapins lors
de la chasse alors que trois autres cas ont contracté la maladie aprés un contact indirecte (Von
Reyn et al., 1976).

- Carnivores domestiques

e Les chats et autres carnivores domestiques peuvent étre infectés aprés ingestion des
rongeurs ou lagomorphes infectés par Yersinia pestis (Christie et al., 1980 ; Tuzio, 2005). Les
chiens et les chats domestiques peuvent transmettre Yersinia pestis a I'nomme 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 muqueuses
ou des Iésions cutanées avec des sécrétions ou des exsudats d’animaux malades (Tuzio, 2005).
De nombreux cas de transmission humaine par exposition a des animaux domestiques en
particulier des chats ont été documentés (Tuzio, 2005). C’est le cas en particulier des Etats-Unis
pendant ces derniéres années (Chomel, 2015). Les chats domestiques aux Etats-Unis sont
récemment devenus d'importantes sources de peste humaine (Werner et al., 1984 ; Gasper et al.,
1993 ; Doll et al., 1994 ; Dryden et Rust, 1994 ; Kassem et al., 2016). De 1977 a 1985, 60 cas de
peste féline étaient enregistrés au Nouveau-Mexique (Eidson et al., 1988) et de 1977 a 1998, 23
cas de peste humaine (7,7% du total des cas) ont été provoqués suite au contact avec des chats
infectés aux USA (Gage et al., 2000). Les zones de peste peuvent étre surveillées au moyen
d’enquétes sérologiques sur les chats, qui, aprés s'étre nourris de rongeurs infectés par la peste,
peuvent développer des formes Iégeres a graves de la maladie et produire des anticorps de longue
duree (Sousa et al., 2017). Des études de surveillance sérologique de la peste chez les chats furent
réalisées dans différentes régions du monde, les résultats sont resumeés dans le tableau de I’annexe
04.

e Les chiens sont fréguemment exposés a Yersinia pestis dans les zones ou il y a 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). En Juillet 2009, un foyer de peste a été signalé chez 12
personnes & la province du Qinghai, en Chine, trois d'entre elles sont mortes. L’enquéte sur le

terrain a révélé que cette épidémie a débuté par un chien décédé. Sept souches de Y. pestis ont été
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isolées & partir des chiens et des patients (Wang et al., 2011). Les chiens peuvent jouer un role
dans l'infection humaine par le transport des puces de rongeurs dans les maisons (Gould et al.,
2008). Le chien produit des anticorps qui peuvent étre détectés pendant plusieurs mois apres
I’infection, sans développer des symptoémes dans la plus part des cas. Il est considéré donc comme
un animal indicateur ou sentinelle pour la surveillance de la peste (Chomel et al., 1994 ; Wang et
al., 2011 ; Nyirenda et al.,, 2017a). 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 ; Sousa et al., 2017). Des
études de surveillance sérologique de la peste chez les chiens furent réalisées dans différentes
régions du monde, elles sont résumées dans le tableau de 1’annexe 05.

- Autres mammifeéres
La peste naturelle a été confirmée ou soupgonnée chez un certain nombre d’animaux appartenant
a divers ordres de mammifeéres autres que les rongeurs, lagomorphes et carnivores domestiques
(Pollitzer, 1954).

Des études montrent que le chameau et la chevre sont sensibles a I'infection naturelle par la peste
et ont un réle dans la diffusion de la peste aux humains (Christie et al., 1980).

e Quelques observateurs dans le sud-est de la Russie ont anciennement 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 suite a des piqlres de puces de rongeurs, a des pigdres de tiques ou
suite a la consommation d’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
(Christie et al., 1980). En 1994, le chameau était incriminé comme la source de la contamination
de cing personnes vivant en Arabie Saoudite. La contamination a été effectuée suite a la
consommation du foie de chameau. Yersinia pestis a été isolée a partir de la moelle osseuse et les
puces (Xenopsylla cheopis) prélevées a partir du chameau atteint (Bin Saeed et al., 2005). En 1997,
une épidémie de peste a été rapportée chez 12 personnes en Jordanie. Ces mémes personnes ont
rapporté qu’ils avaient consommé la viande d'un méme chameau quelques jours avant 1’apparition
des symptémes (Arbaji et al., 2005). Des constatations similaires ont été observées sur le territoire
du Kazakhstan (Aikimbajev et al., 2003) et en Afghanistan (Leslie et al., 2011) ou le chameau
était la source de la contamination humaine soit suite a sa consommation ou a sa manipulation.
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o Certaines études ont rapporté que la chevre peut contracter la peste. En Libye, Six
personnes sont tombees malades apres avoir tué 2 chévres, le sérum d'une chévre contenait des
anticorps dirigés contre Y. pestis (Christie et al., 1980). Une étude sérologique réalisée chez
plusieurs especes animales dans des villages qui ont déja connu des épidémies de peste en Zambie,
montre une positivité de 4,7% chez des chevres (Nyirenda et al., 2017b).

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

e Les carnivores sauvages sont exposés a la peste suite a des piqlres de puces ou en
consommant des proies infectées et jouent le role 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). En
2007, un biologiste est décédé aux Etats-Unis par la peste pulmonaire apres avoir effectué une
autopsie sur un lion mort, les analyses confirment par la suite que le lion était atteint de la peste et
était la source de I’infection (Wong et al., 2009).

IVV.2.3. Vecteurs de la peste

- Les puces (Siphonaptéres)
La puce joue un r6le important dans la transmission et la virulence de Yersinia pestis (Duchemin
etal., 2006). Plus de 1500 espéces de puces ont été identifiées, alors que seulement un petit nombre
(plus de 31) d'entre elles sont des vecteurs de la peste (Beran, 1994). La majorité des especes de
puces vectrices de la peste sont des ectoparasites des rongeurs commensaux ou péeridomestiques.
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).

o En raison de son réle dans les précédentes pandémies, Xenopsylla cheopis (la puce du rat
d'Orient) (Fig. 20) est considérée comme le vecteur principal pour transmettre 1’agent de la peste
(Beran, 1994). En Algérie, Beaucournu et Kowalski (1985) et Bitam et al. (2006) ont étudié 1’agent
de la peste sur les puces. Aprés la réapparition de la peste humaine en Algérie en 2003, 95
Xenopsylla cheopis ont été testées pour la recherche de Yersinia pestis par la méthode PCR, neuf
puces était infectées (Bitam et al., 2006).

e La puce de I'nomme que I'on appelle (Pulex irritans) (Fig. 20) est considérée comme un
vecteur trés pauvre pour Yersinia pestis (Blanc, 1956). L’importance vectorielle de Pulex irritans
au sein de la population humaine fut d’ailleurs mise en évidence au Maroc dans un environnement

proche de celui de I’Europe lors de la 26™ pandémie (Blanc, 1956). Cependant, Pulex irritans était
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le vecteur idéal pour la peste par sa trés grande abondance sur I’homme et dans ses habitations
(Beaucournu, 1995).

e Lapuce du chat (Ctenocephalides felis) et celle du chien (Ctenocephalides canis) (Fig. 20)
peuvent transmettre la peste a 1’étre humain (Dennis et al., 1999 ; Graham et al., 2013). Cependant
elles sont considérées comme des vecteurs pauvres et ne causent que rarement la maladie humaine
(Pollitzer, 1954). Au nord-ouest d'Ouganda, lors des derniéres épidémies de peste, en Chine et aux
Etats-Unis, les puces de chat (Ctenocephalides felis) ont été signalées comme les puces les plus
courantes dans I'environnement familial humain (Eisen et al., 2008a ; Yinetal., 2011 ; Tametal.,
2014). Les études de laboratoires montrent que Ctenocephalides felis est un vecteur compétent
pour Yersinia pestis, mais I'efficacité est faible par rapport aux autres especes (Bland et
Hinnebusch, 2016). Cependant, ces résultats indiquent que les puces de chat ne doivent pas étre
négligées par les programmes de contrdle car elles peuvent jouer un rdle important comme

vecteurs secondaires (Eisen et al., 2008a).

Pulex irritans Xenopsylla brasilensis Nosopsylla fasciatus

Figure 20 : Différentes especes de puces (Mathison et Pritt, 2014)

Une étape clé 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 I’exclusion
de toutes les autres bactéries et n’existe que chez les puces. Apres pigdre 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 1'cesophage et 1'estomac), formant le bouchon
bactérien qui bloque finalement le passage du sang aspiré dans I’estomac (Dryden et Rust, 1994).
Ce blocage affame la puce et I'oblige a piquer son héte plusieurs fois pour se nourrir. Lors d'une

nouvelle piqdre, la puce aspire du sang qui arrive dans le proventricule, au contact du bouchon
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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 héte (Schotthoefer et al., 2011).

- Autres arthropodes

Certains auteurs ont évoqué I’intervention d’autres arthropodes autres que les puces, comme les
poux, les punaises, les tiques, les acariens, les mouches et les moustiques, dans 1’acquisition de
I’agent pesteux mais la possibilité de le transmettre aux animaux sensibles reste a prouver
(Pollitzer, 1954). Selon certains auteurs, seuls les poux et les tiques de rongeurs méritent d’étre
pris sérieusement en considération. 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 déclarés au Maroc dans les années 40 (Houhamdi
et al., 2006). Les tiques aussi ont montré leur réle comme vecteur de Yersinia pestis. Cing espéces
de tiques appartenant au genre Ornithodoros étaient infectées aprés avoir pris un repas sanguin a
partir d’hotes infectés (Thomas et al., 1990).

V. Manifestations cliniques
V.1. Manifestations cliniques chez I’humain

L'inoculation par piglre de puce peut provoquer une lésion cutanée, pas systématiquement
présente. En fonction du site d'inoculation, I’infection du ganglion régional qui draine le site
d'inoculation peut étre observé (bubon). Inoculation a travers la peau aprés manipulation un animal
infecté par la peste entraine également la fiévre bubonique (Raoult et al., 2013). L'inhalation
entraine principalement une pneumonie. L’ingestion principalement de la viande ou le foie de
chameau (Butler, 2009) entraine une pharyngite avec bubons cervicaux (Raoult et al., 2013).

Le tableau clinique de la peste dépend du mode de I’infection et des cas signalés ((Butler et al.,
1976 ; Crook et Tempest, 1992 ; Butler, 2009).

- Dans la forme bubonique, en plus de la présence du bubon, les patients présentent
généralement une forte fiévre, une hypotension artérielle, des frissons et une fatigue (ce qui
différent ces bubons a d’autres causes de lymphadénite). Dans certains cas, ils présentent une toux,
une douleur thoracique et une dyspnée. Le bubon peut étre situé dans I'aine, dans l'aisselle et plus
rarement dans le cou ou la téte (Raoult et al., 2013). Certains patients présentent une septicémie et
une pneumonie graves et peuvent présenter un expectorat sanguinolent (Ratsitorahina et al., 2000).
En Inde, certains patients ont présenté des symptémes similaires a ceux des infections gastro-

intestinales ou des infections des voies urinaires (Campbell et al., 1995).
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- Dans la forme pulmonaire, la pneumonie peut étre primaire ou secondaire a une septicémie
et peut survenir avec ou sans bubons. La pneumonie primaire peut résulter d’une contamination
via un aérosol de patient atteint de pneumonie ou de matieres animales infectées (telles que celles
du chat et du chien) (Weniger et al., 1984 ; Wang et al., 2011) ou bien suite a une manipulation de
Y. pestis au laboratoire (Frieden et al., 2011). Les cas sans bubon sont difficiles a diagnostiquer
car les patients présentent une maladie non spécifique qui peut étre associée au syndrome de
dysfonctionnement de plusieurs organes (Raoult et al., 2013). La mortalité aprés pneumonie non
traitée est supérieure a 50%. Elle est trois fois plus élevée que la mort par la peste bubonique. Ce
taux élevé de mortalité peut étre causé par I’absence de diagnostic, la rapidité de 1'évolution et
I'absence de traitement précoce (Butler, 2009). Le risque de transmission pulmonaire interhumaine

(méme trés faible) a conduit a la suggestion d'isoler strictement les patients (Inglesby et al., 2000).

V.2. Manifestations cliniques chez I’animal

- Les différentes espéces de rongeurs présentent des degrés de sensibilité trés différents a la
peste. La maladie peut revétir trois formes : aigué, chronique ou inapparente. Dans la forme aigué,
les cadavres de rongeurs présentent des bubons hémorragiques et une splénomégalie. Dans les cas
subaigus, les bubons sont caséeux et la rate, le foie et les poumons présentent des points de nécrose
(Acha et Szyfres, 2005).

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. lls peuvent développer des symptémes
tels que : la fievre, la léthargie, le gonflement des ganglions lymphatiques, des signes d’ordre
digestif comme le vomissement et la diarrhée et ils peuvent devenir porteurs asymptomatiques de
la bactérie (Orloski et Eidson, 1995 ; Gage et al., 2000 ; Nichols et al., 2014). Les chiens
développent des anticorps contre 1’agent pathogene et peuvent jouer le réle d’animaux sentinelles
pour la peste dans les zones endémiques (Chomel et al., 1994 ; Wang et al., 2011; Nyirenda et al.,
2017a).

- Les chats sauvages et domestiques peuvent étre infectés par la peste (Eidson et al., 1988 ;
Eidson et al., 1991 ; Gage et al., 2000). Cependant certains auteurs suggérent 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 (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 et les nceuds
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lymphatiques affectés ou bubons sont hémorragiques, nécrotiques et entourés d’cedéme. Suite a
I’ingestion de rongeurs contaminés, les bubons sont fréquents au niveau de la téte et du cou
(Desachy, 2005 ; Pennisi et al., 2013). Environ 50% des chats infectés par Yersinia pestis meurent
peu de temps aprés avoir développé la maladie (Gage et al., 2000). L'histopathologie chez les chats
malades est comparable a celle décrite pour la peste humaine, on observe une inflammation nécro-
suppurative dans les ganglions lymphatiques pour la peste bubonique et une pneumonie dans le
cas de la peste pulmonaire (Watson et al., 2001 ; Orloski et Lathrop, 2003).

La forme pulmonaire des chats malgré qu’elle n’est pas tres fréquente, elle est la plus redoutable,
puisque c’est une source d’infection importante pour 1I’étre humain (Rust et al., 1971b ; Gasper et
al., 1993 ; Chomel et al., 1994 ; Gage et al., 2000).

- Les bovins, les chevaux et les moutons ne sont pas connus pour développer la peste
(Orloski et Lathrop, 2003). Les chévres et les chameaux atteints de peste développent une maladie
clinigue et peuvent étre source des épidémies humaines de peste suite a I'ingestion de viande dans
plusieurs pays du Moyen-Orient (Christie et al., 1980 ; Arbaji et al., 2005 ; Bin Saeed et al., 2005).
En 1999, un lama est mort de peste au Nouveau-Mexique (Orloski et Lathrop, 2003).

- Des preuves d'infection chez des espéces sauvages autres que les rongeurs ont été
rapportées, chez des cerfs mulets, des antilopes a cornes et des primates non humains (Orloski et
Lathrop, 2003). On pense que la morbidité et le taux de mortalité chez les chats sauvages, comme

le puma et le lynx roux, sont similaires a ceux des chats domestiques (Orloski et Lathrop, 2003).

V1. Diagnostic

Le diagnostic de la peste doit étre évoqué chez 1’étre humain quand il présente de la fievre avec
prostration, avec exposition a des rongeurs ou un chat malade (Chanteau et al., 2003).

Les prélévements destinés a la recherche de Yersinia pestis doivent étre manipulés avec

précautions, dans un laboratoire d’une sécurité biologique niveau 3 (Didier, 1998).

V1.1. Diagnostic direct
V1.1.1 Examen microscopique
Le produit de ponction est coloré par la coloration de Gram (Fig. 21) 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 (Fig.

22), la coloration de Wayson ou la coloration de Giemsa (Perry et Fetherston, 1997 ; Parija, 2009).
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Figure 21 : Yersinia pestis dans un frottis Figure 22 : Yersinia pestis dans un frottis
sanguin coloré au Gram sanguin coloré a la Wright (coloration bipolaire)
(Engelkirk et Duben-Engelkirk, 2008) (Engelkirk et Duben-Engelkirk, 2008)
VI1.1.2. Culture

Yersinia pestis se développe sur milieux gélosés usuels (Drigalski, Mac Conkey, etc), et dans des
milieux liquides classiques (eau peptonée..). Le milieu sélectif CIN (Cefsulodine-irgasan-
novobiocine) (Fig. 24) permet d’éliminer les bactéries présentes dans des prélévements contaminés
tels que les expectorations (Rasoamanana et al., 1996 ; De Revel et al., 2005). Y. pestis est
facilement envahi par les contaminants en raison de sa croissance lente (Prentice et Rahalison,
2007). La température optimale est de 25-28°C et les colonies apparaissent le plus souvent apres
48 heures sur milieu gélosé. Les hémocultures doivent étre conservées 4 a 5 jours a 25°C. En
milieu liquide (Fig. 25), le trouble est inhomogene avec un voile en surface et un aspect floconneux

en profondeur (Denis et Poly, 2007).

Figure 23 : Clonies de Yersinia  Figure 24 : Colonies de Yersinia pestis Figure 25 : Colonies
pestis sur gélose au sang aprés 72 isolées a partir de puces entiéres sur  filamenteuses de Yersinia pestis
heures d’incubation (Engelkirk et gélose CIN (cefsulodin, irgasan, dans un bouillon de NaCl

Duben-Engelkirk, 2008) novobiocin) (Sarovich et al., 2010) (Malek et al., 2017)
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Un bactériophage spécifique qui ne lyse que Y. pestis est disponible. Les cultures pourraient étre
specifiquement lysées par le phage & une température de 22 a 25 ° C. Il est utilisé comme test de

diagnostic rapide dans les laboratoires de référence (Garcia et al., 2003 ; Yang, 2017).

V1.1.3. Techniques moléculaires

La détection moléculaire est un test rapide, sensible et spécifique. C’est une alternative plus sire
pour l'identification de Yersinia pestis (Engelthaler et al., 1999). Plusieurs tests de PCR ont été
développés pour le diagnostic de la peste (Hinnebusch et Schwan, 1993). Ils sont capables de
mettre en évidence la présence de différentes cibles sur les plasmides et sur le chromosome
bactérien (Tomaso et al., 2003). Les génes ciblés par PCR en temps réel ou conventionnelle ou
méme en séquencage sont différents selon les études et le type du prélevement. Les génes les plus
utilisés pour la recherche de Y. pestis sont le gene pla, géne glpD, geéne rpoB.. (Riehmetal., 2011 ;
Malek et al., 2015). L'application de la PCR sur des échantillons dentaires a permis de confirmer
que Y. pestis était la cause du déces dans des échantillons archéologiques datant de 400-600 ans
aprés J.C. (Drancourt et al., 1998 ; Seifert et al., 2013).

Des études récentes montrent que la PCR en temps réel pourrait étre 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 dans 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 ou le foie (Shivaji
et al., 2000 ; Bitam et al., 2010a ; Nyirenda et al., 2017b).

Les techniques sérologiques et moléculaires utilisées pour la recherche de Y. pestis peuvent étre

effectuée dans un laboratoire de biosécurité niveau 2 (Yang, 2017).

V1.2. Diagnostic indirect

Il existe un diagnostic sérologique pour la detection d'anticorps destinés contre l'antigéne

capsulaire F1 spécifique de Yersinia pestis (Chanteau et al., 2003 ; Bianucci et al., 2007).

Chez les animaux réservoirs, la recherche d’anticorps peut étre réalisée comme une approche de

surveillance dans les zones endémiques (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 et du chien (Kilonzo et al., 1992 ; Chomel et al., 1994 ; Leighton et al., 2001 ; Aragéo et al.,
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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 méthodes 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 al., 1999 ; Carniel, 2002 ; Acha et
Szyfres, 2005).

Un test immunochromatographique rapide a été mis en évidence. C’est une méthode alternative a
la méthode ELISA pour la détection des anticorps. Il peut détecter les anticorps dirigés contre
I'antigene 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).

VII. Traitement

- Une antibiothérapie précoce est un élément essentiel pour un bon pronostic chez les
patients atteints de peste (Hinnebusch et al., 2002a). Depuis son introduction en 1948, la
streptomycine a été I'antibiotique de choix pour le traitement de la plupart des formes de la peste
chez I’lhomme (Butler, 1995). Outre la streptomycine, il y a un nombre limité d'antibiotiques dont
I'efficacité est démontrée pour le traitement de la peste chez I'hnomme. Elle peut étre remplacée par
la gentamicine a raison de 3 mg par kg par jour ou par la doxycycline a raison de 200 mg par jour,
avec une premiére dose de 200 mg suivie de 100 mg toutes les 12 heures (Mwengee et al., 2006 ;
Prentice et al., 2007).

- Lagentamicine est le médicament de choix en médecine vétérinaire, en particulier pour les
cas graves. La doxycycline est un choix approprié pour les cas moins compliqués (Orloski et al.,
2003). La tétracycline et le chloramphénicol sont d’autres options de traitement. Les sulfamides
peuvent étre utilisés, mais seulement si d’autres antimicrobiens ne sont pas disponibles. La durée
recommandée du traitement est de 10 a 21 jours (Orloski et al., 2003). La streptomycine est
réservée a ’homme. La réponse a 1’antibiothérapie est généralement bonne. Si le traitement est
précoce, il y a seulement 10% d’échec. Lorsque la maladie évolue vers une forme pulmonaire,
I’animal doit étre euthanasi¢ (Desachy, 2005).

- Résistance 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 pour le traitement de la peste ont été isolées (Chanteau et al.,
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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.,
2002a) et que le plasmide de multi-résistance 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 1’expansion de souches de Yersinia pestis multi-résistantes, ce qui
constituerait une menace majeure en santé publique. Une vigilance redoublée dans les efforts de
surveillance sur le terrain et de recherches en laboratoire doit étre constamment soutenue (Guinet
et Carniel, 2000).

VII1. Moyens de lutte
La prévention de I'infection par la peste est importante car il est souvent difficile de diagnostiquer

la maladie en temps voulu pour un traitement efficace (Eidson et al., 1988).

VII1.1. Prophylaxie sanitaire
VI11.1.1. Prévention de la contamination des animaux de compagnie
Les mesures a prendre envers les animaux de compagnie sont les suivantes : Traiter les chiens et
les chats domestiques par insecticides, les colliers a puces ne sont pas considérés comme trés
efficaces (Kaufmann et al., 1981). Manipuler les chats malades avec précaution et isoler les cas
suspects pour empécher leur contact avec 1’étre humain ou avec d’autres animaux (Eidson et al.,
1988). Les locaux et le matériel avec lesquels I’animal malade a été en contact doivent étre
désinfectés avec des composes iodés ou phénoliques. La litiere des animaux doit étre incinérée
(Desachy, 2005). Les propriétaires qui vivent dans les zones d'endémie de peste devraient
empécher leurs chats de sortir et restreindre 1’accés des chiens et des chats aux carcasses de

rongeurs ou de lapins morts (Eidson et al., 1988 ; Orloski et Lathrop, 2003).

VI11.1.2. Prévention du risque de transmission a 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 (Yang, 2017). Pour le personnel
de laboratoire, la manipulation des produits biologiques doit étre conduite en laboratoire avec un
degré de confinement de niveau 3, tout en respectant les consignes suivantes : manipulation sous
hote et port de masque et de gants (Raoult, 1998 ; Raoult et al., 2013).

Les veétérinaires et leurs aides doivent étre informés du risque de la peste dans les régions ou des
cas ont été diagnostiqueés (informations appropriées sur les symptémes chez les chats). Ils doivent
porter des gants, une blouse et des lunettes de protection lors de la manipulation d’un animal
suspect (Gage et al., 2000 ; Desachy, 2005).
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VI1I1.1.3. Lutte contre les rongeurs et le vecteur

Pour lutter contre une éventuelle épidémie de peste, une mobilisation doit étre mise en place pour
éduquer la population en matiére d’hygiene de I'environnement (utilisation de rodenticides contre
les rats et d’insecticides contre les puces) (Ngulube et al., 2006). Certaines chercheures indiquent
que ’utilisation de rondenticides sans 1’utilisation concomitante des insecticides peut aggraver la
situation, puisque les puces vectrices quittent les carcasses de rongeurs morts et cherchent un autre
hote, en propageant la maladie plus largement, cependant ce phénomeéne n’a pas été confirmé sur
le terrain (Butler, 2012).

La sensibilité des puces aux insecticides utilisés doit étre mise en ceuvre périodiquement puisque
plusieurs résistances sont apparues. La résistance chez Xenopsylla cheopis au DDT
(Dichlorodiphényltrichloroéthane) a été confirmée pour la premiere fois en Inde (Patel et al., 1960)
et sa résistance multiple aux organochlorés, organophosphorés et carbamate pour la premiére fois
au Madagascar (Coulanges et Randrianantoanina, 1985). Par la suite, d’autres études ont évalué la
résistance de Xenopsylla cheopis aux différentes insecticides et ont révélé la présence de plusieurs
résistances (Ratovonjato et al., 2000 ; Shyamal et al., 2008 ; Miarinjara et al., 2017). Le
développement de la résistance peut étre di a l'utilisation intensive d'insecticides dans le secteur
agricole ou les rongeurs retrouvent leurs habitats naturels (Shyamal et al., 2008). Cette découverte
est alarmante, sachant que l'efficacité de la lutte contre les puces pourrait étre compromise par la
résistance aux insecticides. Afin d’établir un contréle plus précis des puces, les principales
recommandations sont basées sur une surveillance continue de la sensibilité des puces aux

insecticides et une rotation dans 1’utilisation des insecticides (Miarinjara et al., 2017).

VI11.2. Prophylaxie médicale

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 ; Carniel, 2008) ou avec des animaux
infectés (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 I’arrét de la
vaccination (Titball et Williamson, 2001 ; Prentice et Rahalison, 2007 ; Carniel, 2008 ; Butler,
2013). Le vaccin a cellules entieres tuées ne protégeait pas contre la peste pneumonique primaire
et les vaccins vivants conservaient suffisamment de virulence (Kadlec et al., 1997). Les recherches
s’orientent vers des vaccins acellulaires ou recombinants mais ils n’ont pas encore été testés dans
les conditions naturelles de foyers de peste endémiques et épidémiques (Titball et Williamson,
2001 ; Prentice et Rahalison, 2007 ; Carniel, 2008).

59


https://fr.wikipedia.org/wiki/Dichlorodiph%C3%A9nyltrichloro%C3%A9thane
http://www.google.fr/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Florence+Desachy%22

MATERIELS & METHODES




L’objectif de ce travail est de rechercher, par des techniques moléculaires,
la présence des agents bactériens responsables de la peste et de la leptospirose chez les chiens et
les chats errants provenant de la wilaya d’Alger, prouvant ainsi leur réle réservoirs de ces
animaux et le risque qu’ils peuvent jouer dans 1’épidémiologie de ces maladies zoonotiques assez
redoutables. La recherche a été réalisée dans des urines de carnivores pour détecter Leptospira,
et sur des rates et des puces prélevées chez les mémes especes animales pour la détection de

I’agent pesteux.

I. Site de I’étude
I.1. Lieu de I’étude

L’étude a été menée dans la région d’Alger, la capitale de I'Algérie et la ville la plus peuplée.
Située au nord-centre du pays. Elle est constituée de 13 Dairas et de 57 communes, son territoire
s’étend sur une superficie de 1190 Kmz2. Alger est limitée par la mer Méditerranée au Nord, la
Wilaya de Blida au Sud, la Wilaya de Tipaza a I’Ouest et la Wilaya de Boumerdes a I’Est (Fig.
26). Cette région se caractérise par un climat méditerranéen tempéré. Elle est connue par ses
longs étés chauds et secs. Les hivers sont doux et humides. Les pluies sont abondantes et peuvent

étre diluviennes (Source internet 1).

Mer méditerranée
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9 Emplacement de la fourriére canine

Figure 26 : Lieu de I’étude : Willaya d’Alger (Source internet 2)
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Les prélevements ont été réalisés au niveau de la fourriere canine, cette derniére est située dans la
commune d’EL-Harrach et dépend du bureau d’hygiéne communal de la ville d’Alger (EPIC
H.U.P.E).
Elle est en activité depuis plus d’un siécle et ayant en charge la lutte contre les zoonoses qui
présentent un probleme de santé publique.
Au niveau de cet établissement, des médecins vétérinaires sont responsables de veiller sur la
bonne santé des animaux capturés, en leur donnant les traitements requis. Leurs assistants sont
formés sur les méthodes a utiliser pour attraper soigneusement les animaux errants. Une fois
capturés, les chiens et les chats sont logés dans des cages réguliérement nettoyés et désinfectés.
Ils sont nourris et inspectés quotidiennement.
La fourriére a pour réles de :

- Capturer et de prendre en charge les animaux dangereux ou errants ;

- Mettre en observation les animaux suspects de maladies contagieuses telle que la rage ;

- Euthanasier ces animaux en cas de maladies incurables ou sénilité ;

- Restituer les animaux capturés réclamés par leurs propriétaires ;
Les champs d’action de la fourriére canine :
Pour capturer les chiens et les chats errants, les agents interviennent dans les voies publiques
au niveau de toutes les communes de la wilaya d’ Alger en collaboration avec :

- Les bureaux communaux d’hygiene ;

- Les collectivités (hdpitaux, hotels, cités universitaires, sociétés privées ou étatiques..).

1.2. Evaluation éthique et scientifique
Tous les animaux introduits dans cette étude ont été capturés dans le contexte du programme
national pour la Ilutte contre la rage. L'étude a été soumise et approuvée par
le comité national d'éthique et la décision de ’EPIC- H.U.P.E (EPIC: Entreprise publique a
caractére industriel et commercial; H.U.P.E : Hygié¢ne Urbaine et Protection de I’environnement)
de la ville d’Alger (Ex : HURBAL). L’EPIC- H.U.P.E est une institution affiliée au Ministere de
I'Intérieur et des collectivités locales et au Ministére algérien de ’environnement et des
ressources en eau. HURBAL a été créé en 1994 avec un nouveau statut: EPIC-H.U.P.E sous le
numéro de registre: 16/00-0013132B00. Selon le décret interministériel du 01/04/1994, ’EPIC
H.U.P.E a le droit de capturer les chiens et les chats errants et de les euthanasier quand le délai

de mettre en garde s’expire, le travail sur ces animaux adhere a cette loi.
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I1. Population étudiée
11.1. Animaux prélevés et période de préléevement

L’essai a concerné la population canine et féline de la région d’Alger. Les prélevements réalisés
étaient soit des urines, des tissus (rates) ou des ectoparasites (puces), selon 1’agent pathogéne
recherché.

Les échantillons de rates et de puces ont été prélevés durant une période s’étalant du mois
Fevrier 2015 au mois de Septembre 2016 et les prélevements d’urine ont été prélevés durant une
période s’étalant du mois d’Avril 2017 au mois de Novembre 2017. Les prélevements étaient
réalisés au niveau de la fourriére canine de la wilaya d’Alger. Pour faciliter le travail de terrain,
des collaborations ont été établies avec les médecins vétérinaires et leurs assistants travaillant au
niveau de la fourriere canine. Les animaux choisis de fagon aléatoire ont fait 1’objet d’un examen
général. Une fiche de renseignement a été établie pour chaque animal, sur laguelle sont notés,
notamment 1’espece, la race, le sexe et I’age de I’animal ainsi que les signes cliniques observés.
L’évaluation de I’4ge des animaux était basée sur ’'usure des dents (Fig. 27) et les animaux

étaient classés dans des tranches d’ages [<lan] ou [>1an] (Annexe 6, 7).

Figure 27 : Identification des animaux préleves

11.2. Types de prélévement et leur conservation
11.2.1 Prélevements pour la recherche de Leptospira
Le prélevement choisi pour rechercher ’ADN des leptospires était I’urine. Un total de 104
chiens et de 107 chats ont été préleves. La collecte d’urine a été effectuée immédiatement apres
I'euthanasie de ces derniers, le prélévement d’urine a été effectué par cytosynthése de fagon

aseptique (Fig. 28).
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Figure 28 : Prélévement d’urine par cytosynthése

Les urines collectées étaient codifiées et conservées dans du tampon phosphate-buffered saline
(PBS, pH 7.2) sous froid a une température de -20 °C (Sant'anna et al., 2017).
Ces derniers ont été acheminés par la suite a 1’unité de recherche sur les maladies infectiecuses

et tropicales émergentes (URMITE) a Marseille, en vue de les analyser.

11.2.2 Prélevements pour la recherche de Yersinia pestis

Le prélevement choisi pour rechercher I’ADN de Yersinia pestis était des rates de chiens et de
chats ainsi que leurs puces. Un total de 140 rates de chats et 127 rates de chiens était prélevé. Un
total de 692 puces était prélevé chez ces mémes animaux. La collecte de rates et de puces a été
effectuée immediatement apres I'euthanasie de ces derniers.

L autopsie a eté effectuée apres préparation de 1’animal (rasage, désinfection et dépot de champs
stériles) et du matériel nécessaire. Des fragments de rate ont été prélevés de maniére aseptique a
I'aide de scalpels adaptés puis introduits directement dans des tubes stériles (Fig. 29).

Figure 29 : Prélévement de la rate
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La collecte des ectoparasites a été également pratiquée en ciblant des zones bien précises sur
le corps de I’animal (zones de prédilection : la téte, le cou et la croupe). La technique consiste
a examiner visuellement en écartant le pelage des chiens et des chats. Le prélevement a été
réalisé a ’aide d’une pine, une loupe et une source de lumiére facilitent la tiche (Fig. 30). Le
nombre de puces prélevées varie d’un animal a 1’autre en fonction du taux d’infestation des
animaux (de 1 a 5 puces étaient récoltées de chaque animal). Il faut noter qu’aucune substance

chimique n’a été appliquée sur ces parasites avant la collecte.

Figure 30 : Recherche des puces sur les animaux

Les matériaux biologiques collectés étaient codifiés et conservés dans 1’éthanol 70 %.
Ces derniers ont été acheminés par la suite a 1'unité de recherche sur les maladies infectieuses

et tropicales émergentes (URMITE) a Marseille, en vue de les tester.

I11. Analyses moléculaires
I11.1. Recherche de Leptospira (la leptospirose)
111.1.1. Extraction de I’ADN
Avant I’extraction de I’ADN, les urines étaient décongelées puis centrifugées a 15000 tours/min
pendant 20 min. 200uL de tampon PBS a été rajouté dans chaque tube contenant le culot d’urine
(le surnageant a été jeté). Les échantillons ont été agités au vortex et le contenu a été transféré
dans des tubes a extraction (Fig. 31).

Toute la manipulation a été menée dans une hotte de biosécurité a flux laminaire.
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Figure 31 : Centrifugation des urines pour récupérer le culot et ajout du PBS

Un total de 200uL de I'ADN a été extrait a partir des urines par le kit QlAamp Tissue (Qiagen,
Hilden, Allemagne). Ce kit contient des réactifs qui permettent la purification d’ADN a partir
des tissus en utilisant un robot automatique EZ1 (Fig. 32) (QIAGEN-BioRobot® EZ1, Tokyo,
Japon). Les étapes de ’extraction d’ADN ont été suivies Selon les instructions du fabricant.

L’EZ1 réalise une extraction d’ADN a partir de 14 échantillons durant 15 minutes.

Figure 32 : Extracteur automatique EZ1

L'ADN génomique a été stocké a -20 °C dans des conditions stériles jusqu'a son utilisation dans
les plaques de PCR.

Le controle de la qualité d’extraction d’ADN a été réalisé a 1’aide du spectrophotometre /
Nanodrope (Thermo Scientific, Pennsylvania, USA) lié a un microordinateur. Ce dernier permet
la quantification des acides nucléiques sous forme de spectre.
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111.1.2. PCR en temps reel (QPCR)

Apres I’extraction, tous les échantillons d’ADN ont fait 1I’objet d’une amplification par qPCR.

111.1.2.1. Préparation du mix

Cette opération doit étre faite sous des conditions aseptiques dans une piéce isolée et sous

une hotte a UV pour éviter la contamination du mix, avec le port de gants stériles. Les réactifs

du mix doivent étre maintenus sous froid dans une boite contenant de la glace.

Nous avons préparé le mix avec I’addition de Mix Roche (Roche Diagnostics, Meylan, France)

contenant la Tag polymérase, des amorces (primers) et de la sonde (Tab. 7).

Tableau 7 : Produits du mix de gPCR

Volume pour un seul

Produits Concentration schantillon
Mix Roche (LightCycler® 480 Probes
Master) 1X 10l
Eau distillée stérile 3l
(exempte de ADNase / ARNase)
Primer 1 20 uM 0,5 ul
Primer 2 20 uM 0,5 ul
Sonde 2,5uM 0,5ul
Uracyl ADN Glycosilase (UDG) 0,5 ul
Total du mix 15 pl

Le calcul se fait en multiplier la quantité de chaque composant par le nombre de prélévements a

analyser. Ensuite, mettre une quantité de 15 pl du total préparé (Mix) dans chaque puits dans des

plaques PCR a 96 puits (Fig. 33).
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Figure 33 : Etapes de la préparation du Mix

Les systemes de gPCR (amorces et sondes) spécifiques du genre ou d’espéce bactérienne ciblées

dans notre recherche sont présentés dans le tableau 8.
111.1.2.2. Systémes utilisés lors de la gPCR
a. Détection de Leptospira pathogénes (1" systeme)

En utilisant la qPCR, les échantillons d'/ADN ont été testés pour tous les leptospires pathogénes
en ciblant la région intergénique du géne 16S rRNA. Ces amorces permettent d’amplifier un
fragment d'environ 88 pb (Smythe et al., 2002) (Tab. 8).

b. Détection de Leptospira interrogans (2¢™ systéme)

La détection moléculaire de Leptospira interrogans était basée sur [’amplification
de la séquence partielle du géne Lint_hsp_MB. Ces amorces permettent d’amplifier un fragment
d'environ 103 pb (Appelt et al., 2014) (Tab. 8).
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Tableau 8 : Amorces et sondes utilisées pour 1’identification des pathogénes lors de la gPCR

Bactéries | Geénes ciblés Primers et sondes Séquences
) rrs gene 5-CCCGCGTCCGATTAG-3’
Leptospira 16SrRNA _F
. 5-TCCATTGTGGCCGRACAC-3'
pathogénes | (Smythe et al., 16SrRNA _R
6-FAM-CTCACCAAGGCGACGTCGGTAGC-
2002) 16SrRNA P
TAMRA
hsp gene Lint_hsp_MB_F 5-TTCTCGCTCCCAGAGTAGACA-3'
Leptospira | (appelt et al, Lint_hsp_ MB_R 5-TTTTCCAATTGAACTTGAACGTC-3'
interrogans 2014) Lint_hsp_ MB_P 6-FAM-ACTGGCCGACCTTCCAGGTGTAGA-
TAMRA

F: Amorce Forward (sens), R: Amorce Reverse (anti sens), P: sonde (probe)

111.1.2.3. Ajout des ADNs au mix
Dans une autre salle, les ADN de nos prélevements ont été ajoutés au mix en raison de 5 pL
d'ADN a partir de chaque échantillon.
Les controles négatifs utilisés dans toutes les réactions de qPCR étaient de 1’eau distillée stérile.
Le mix seul peut étre aussi considéré en tant que témoin négatif. Un plasmide fait maison
(laboratoire de ’'URMITE) contenant des séquences spécifiques de Leptospira spp. a été utilisé
comme controle positif. L’addition des témoins positifs a été effectuée dans un box a part. Un

total de 20 puL du mélange réactionnel est contenu dans chaque puis de la plaque PCR.

111.1.2.4. Programmation et lancement de la qPCR
La plaque PCR est d’abord recouverte avec un film adhésif puis mise dans un appareil de PCR
quantitative en temps réel (Fig. 34) (QPCR CFX96™, Bio-Rad, California, USA). Ce dernier est
piloté par un ordinateur qui permet ’acquisition et le suivi en temps réel des données ainsi

que leur traitement.

Figure 34 : Equipement de qPCR utilisé 8 "URMITE
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Le programme de qPCR (protocole Roche) était le suivant (Fig. 35): les mélanges réactionnels
ont été maintenus a 50 °C pendant 2 min, puis 95 °C pendant 5 min et ensuite mis a travers 39
cycles de 95 °C pendant 30 secondes et 60 °C pendant 1min. Les résultats sont considérés
comme positifs lorsque le seuil de cycle (Ct) était inférieur a 36. Tous les résultats positifs sont

confirmés par un deuxiéme systéeme qPCR et par la réaction de séquencage.

1
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95.0C

3
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/ 200
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Figure 35 : Programme de la PCR en temps réel (protocole Roche)

111.1.3. PCR standard
111.1.3.1. Préparation du mix

Nous avons préparé le mix avec I’addition de Mix de la de PCR standard (Ampli Taqg Master
Mix) (qui est constitué de : Tampon (Buffer), désoxynucléotides (dNTPs), MgCl,, Taq
Polymérase) (Qiagen, Hilden, Allemagne), de 1’eau distillée stérile et des amorces
(un reverse et un forword) (Eurogentec, Seraing, Belgium). La quantité de chaque composant
est indiquée dans le tableau 9.
Les amorces utilisées lors de la PCR classique sont spécifiques du gene rpoB des bactéries de
I’espéce Leptospira interrogans. Ces amorces permettent d’amplifier un fragment d'environ 592

pb comme a été décrit précédemment par La Scola et al. (2016).

Dans cette méthode les volumes nécessaires pour un seul échantillon sont présentés dans

le tableau 9.
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Tableau 9 : Volumes des produits du mix en utilisant le master mix

Produits Volume pour un seul échantillon
Ampli Tag Master Mix 12,5 ul
Primer 1 0,75 ul
Primer 2 0,75 ul
Eau distillée stérile 6 ul
Total du mix 20 pl

111.1.3.2. Systéme utilisé lors de la PCR
La détection moléculaire de Leptospira interrogans était basée sur [’amplification
de la séquence partielle du gene rpoB. Ces amorces permettent d’amplifier un fragment d'environ
592 pb (Tab. 10) (Appelt et al., 2014).

Tableau 10 : Amorces utilisées pour I’identification des leptospires lors de la PCR standard

Bacteérie Géne ciblé Primers Séquences

rpoB gene Lept 1900 _F | 5- CCTCATGGGTTCCAACATGCA-3'
(La Scolaetal., 2016) | Lept 2500 R | 5'- CGCATCCTCRAAGTTGTAWCCTT-3'

Leptospira

interrogans

Chaque constituant de ce mix est multiplié par le nombre d’échantillons étudiés. Le témoin
positif et le témoin négatif doivent étre pris en compte dans les calculs. Tous les constituants sont
mélangés dans un seul tube eppendorf pour garantir une distribution homogéne de tous
les réactifs de la PCR. Par la suite, 20ul de ce mélange est distribué dans chaque microtube
de barrettes PCR (barrettes a 8) stériles prealablement numérotees.

111.1.3.3. Ajout des ADNs aux mix
Ajouter les échantillons d’ADN issus de I’extraction ainsi que les Témoins dans les barrettes
PCR contenant le mix en raison de 5ul. Donc le volume total dans chaque microtube sera
de 25ul.
Les melanges réactionnels sont introduits dans le thermocycleur. Ce dernier doit étre programme

selon I’espece bactérienne.
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111.1.3.4. Programmation et lancement de la PCR standard

Les échantillons subissent une amplification en chaine par polymérase dans un appareil

programmable appelé thermocycleur (Fig. 36) (PCR system 2700, AB Applied biosystems,

California, USA).

Figure 36 : Equipement de la PCR standard (Thermocycleur)

Le programme du thermocycleur pour ’amplification du geéne rpoB est détaillé dans le Tableau

11.

Tableau 11 : Programme du Thermocycleur de la PCR standard

. Temps i
Température Etapes
(minute)
Premier cycle 95 °C 15 min Dénaturation initiale
95°C 0.5 min Dénaturation
35 cycles ) -
Tm* 0.5 min Hybridation
72°C 1 min Elongation
Dernier cycle 72 °C 5 min Elongation finale
Conservation _
) _ 4°C + oo Fin
des échantillons

* La température d’hybridation des

les amorces du géne rpoB.

amorces dépend de celle-ci, La Tm est de 51°C pour
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111.1.3.5. Electrophorése

Cette étape est effectuée dans une salle destinée a I'électrophorese.

Le

a. Préparation du gel d’Agarose 1,5%

Peser 3 g d'agarose, la mettre dans un Erlenmeyer de 500 ml de contenance,

Ajouter ensuite 200 ml du tampon TBE 0.5X (Tris, Borate, EDTA).

Faire chauffer dans un four & Micro-onde a 460 W, pendant 2 a 5 minutes jusqu’a ce
que le liquide devient limpide (Fig. 37).

Laisser le gel se refroidir a température ambiante.

TBE est un tampon de migration utilisé en électrophorese, il est préparé préalablement

au laboratoire.

Préparation du tampon d’électrophorése TBE 5X (Tris Borate EDTA), pour 1 litre se fait en suivant les

étap

es suivantes :
Peser 54 g de Tris-HCL et 27,5 g d'acide borique dans un bécher. Les dissoudre dans 800 ml d’eau

déminéralisée puis mélanger trés bien la solution a 1’aide d’un agitateur magnétique

- Ajouter 20 ml d'EDTA (pH 8).

- Ajustez le volume final de 1000 ml avec de I'eau distillée. Mélangez tres bien.

- Il n’est pas nécessaire de steriliser la solution, le TBE peut étre stocké a température ambiante

Pou

pendant plusieurs mois.

r une électrophorése sur gel, le TBE 5X doit étre dilué avant son utilisation a :

- 0.5X TBE : 100 ml de TBE 5X + 900 ml d’eau distillée.
- 1X TBE : 200 ml de TBE 5X + 800 ml d’eau distillée.

3g agarose
200mL TBE 0,5X

=
/
a __’ﬁ_)

/ gel d’agarose

f SYBR Safe DNA Gel Stain
=

\

Figure 37 : Schéma illustrant les étapes de la préparation du gel d’ Agarose
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b. Coulage des gels dans la cuve a électrophorése horizontale

Nettoyer la cuve avec son peigne a I’eau courante.

Apreés refroidissement du gel, ajouter 2ul de SYBR Safe avec précaution (Fig. 37).

Le SYBR Safe est un produit tres cancérigéne (mutagéne) et doit étre manipulé avec une extréme

prudence sous une hotte et avec des gants de protection chimique.

Le coulage du gel dans la cuvette se fait apres avoir positionner le peigne de fagon
a former des puits complets (Fig. 38).
Aprés polymérisation du gel au bout de 15 a 20 minutes a température ambiante,
retirer soigneusement le peigne.
Immerger le gel et son support dans la cuve de migration contenant au préalable du TBE
0,5X.

c. Dépot des échantillons dans les puits du gel
Prendre un morceau de parafilm sur lequel est mis pour chaque échantillon a part :
7ul de produit de PCR et 3ul de tampon de charge 10 x (Bleu de Bromophénol) qui assure
le maintien du dép6t en immersion dans le puits.
Meélanger a 1’aide d’une micropipette 1’échantillon et le tampon de charge puis mettre
le mélange dans un micro-puits du gel.
Déposer de préférence dans le premier et le dernier puits 4ul du marqueur de poids
moléculaire (PM) d’une concentration de 0.25ug/ul sans ajout de bleu de charge.
Un marqueur de PM est une solution de molécules d'’ADN, il sert comme référence pour
estimer le poids moléculaire des fragments d’ADN amplifiés, dont la taille est inconnue.
Les deux avant derniers puits du gel sont réservés pour le témoin positif et le témoin
négatif.

Déposer les échantillons dans les autres puits (Fig. 38).

d. Migration et visualisation de ’ADN
Fermer la cuve. Brancher les cordons de la cuve a I’alimentation de maniere a ce que
les depdts soient coté cathode (-).
La molécule d’ADN est chargée négativement, ce qui lui permet de migrer vers 1’anode (+)
une fois le champ électrique est appliqué.
Appliquer une tension de 135 volts pendant environ 30 minutes de migration (Fig. 38).
Débrancher le générateur de la cuve et récupérer le gel dans son support a 1’abri

de la lumiére.
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Figure 38 : Préparation du gel d’ Agarose et dép6t des échantillons

La révélation du profil électrophorétique a été réalisée a 1’aide de I’imageur moléculaire (Fig.39)

(Invitrogen Life Technologies E-Gel Imaging System, USA).

Figure 39 : Imageur moléculaire pour la lecture du gel d’électrophorése

En fonction de la taille des fragments d’ADN recherchés, les bandes visibles et leurs tailles

sont repérées respectivement par rapport au témoin positif et au marqueur de PM (Fig. 40).

Figure 40 : Visualisation du gel
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NB: Il est important de conserver les ADN amplifiés a 4°C en vue de faire le séquencgage
des échantillons positifs.

111.1.4. Séquencage de PADN
Le séquencage de I'ADN consiste a déterminer I'ordre d'enchainement des nucléotides pour
un fragment d’ADN donné. Seuls les échantillons positifs au Leptospira avec les deux systemes de
gPCR et avec le systeme de la PCR standard ont fait I’objet d’un séquencage dans le but d’une

confirmation.

111.1.4.1. Protocole
Avant de commencer le séquencage proprement dit il faut d’abord réaliser une PCR standard

car ce sont les échantillons d’ADN amplifiés (positifs) par PCR qui sont destinés a étre séquencer.

lere étape : Purification des produits de PCR (Fig. 41)

- Ajouter 50 pl d’eau distillée ultra pure exempte d’ADNase et ARNase (EDS) aux produits de
PCR a purifier.

- Déposer la totalité du mélange de chaque échantillon dans un puits a part sur une plague
d’ultrafiltration des fragments de PCR (plaque de 96 puits, Macherey-NagelTM Nucleo Fast).

- Mettre la plaque en aspiration sur une pompe a vide (MilliporeTM MultiScreenTM HTS Vacuum
Manifold) pendant 10 minutes, nanométre a 25.

- Récupérer la plague, la sécher sur du papier filtre puis ajouter encore une fois 50 ul d’EDS a tous
les spécimens.

- Mettre la plague sur un agitateur de microplaques (HeidolphTM Titramax 100) pendant
10 minutes a une vitesse de 600 tr/min.

- Récuperer la plaque et transférer pour chaque échantillon toute la quantité du produit
de PCR purifié (50 ul) dans un tube préalablement identifié.

NB : Dans le cas de purification de nombreux produits de PCR, utiliser de préférence

les barrettes de 8 microtubes.
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Mettre la plaque sur un agitateur
de microplaques

Produits de PCR
. o +———— Plaque d'ultrafiltration L l! 1
A Th
Ajout de 50 pl d’eau distillée + Dépot des échantillons  Ajout de 50 ul d’eau IYIet.tre la plaque en
dans une plaque d’ultrafiltration des fragments de PCR distillée ESpEdUOn SUpYnS ponipe

avide

Barrettes de 8 microtubes

Ajout de 50 pl d’eau distillée

Figure 41 : Purification des produits de PCR

2eme étape : Préparation du mix de séquence

Un mélange réactionnel prét (BigDye Terminator version 1.1 Sequencing Kit, Californie, USA)

est utilisé pour une amplification séparée des brins d’ADN. Pour cela deux mix ont été préparés,

un contient I’amorce sens (Forward) et 1’autre contient ’amorce anti sens (Reverse).

Sous une hotte PCR, le milieu réactionnel a été préparé comme suit (Tab. 12) :

Tableau 12 : Produits du mix de séquence

Produits Volume pour un seul échantillon
BigDye 1l
Tampon de séquencage 1,5 ul
Amorce Fou R 0,5 ul
Eau distillée sterile
(exempte de ADNase / ARNase) 3l
Total du mix 6 pl
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Chaque constituant de ce mix est multiplié par le nombre de produits de PCR purifiés. Tous
les composants sont mélangés dans deux tubes un contient ’amorce F et 1’autre I’amorce R.
Par la suite, 6 ul de chaque tube est distribué séparément dans les microtubes de barrettes PCR
stériles préalablement codifiées (deux couleurs différentes pour les deux types de mix).

Dans une autre salle, les produits de PCR purifiés ont été ajoutés en raison de 4 pl dans les deux
types de barrettes PCR. Il est important de bien fermer les barrettes avant de les introduire dans

le thermocycleur.

3eme étape : Programmation et lancement de la réaction de séquence
La seconde amplification des produits de PCR purifiés doit se faire selon le programme du
tableau 13.

Tableau 13 : Programme du Thermocycleur pour I’amplification des produits de PCR purifiés

Température | Temps Etapes
Premier cycle 96 °C 1 min | Dénaturation initiale
96 °C 10 sec Dénaturation
25 cycles 50 °C 5sec Hybridation
60 °C 3 min Elongation
Conservation des échantillons 4°C + Fin

La température d hybridation est constante quelle que soit I’amorce utilisée.

4éme étape : Préparation de la plaque de Sephadex (Fig. 42)
Cette étape a pour but de purifier par filtration sur gel sur colonne de Sephadex les produits
de réaction de séquence afin d’améliorer la qualité du séquencage.
La résine Sephadex utilisée permet d’éliminer les nucléotides non incorporés et les amorces
de PCR en exceés. La limite d’exclusion de la résine est d’environ 20 bases. La plaque
MultiScreen HV est utilisée comme support inerte de la résine.
- Deéposer la resine Sephadex (poudre blanche) dans chaque puits (45ul) du chargeur
de colonne (plague noire en aluminium a 96 puits, Multiscreen™ columm loader MACL).
- Retirer I’excés de résine avec la raclette.
- Placer la plague de Sephadex MultiScreen HV (MAHVN, plaque de filtration a 96 puits)
a I’envers sur le chargeur jusqu’au butoir et retourner I’ensemble.

- Taper sur le chargeur pour évacuer la résine vers la plaque.
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- Ajouter 300 pl d’eau ultra pure (EDS) dans chaque puits contenant de la résine, fermer

la plaque avec son couvercle et laisser incuber 3 heures a température ambiante.

Plaque de Sephadex MultiScreen HV

Chargeur de colonne

1. Déposer la 2. Retirer I'excés de 3. Placer la plaque de Sephadex MultiScreen HV a
résine Sephadex résine avec la raclette  J’envers sur le chargeur et retourner 'ensemble
.|
\ Couvercle
Plaque « poubelle »
3ha
température
il §
4. Taper sur le chargeur pour 5. Ajouter 300 pl 6. fermer la plaque avec son couvercle et
évacuer la résine vers la plaque d’eau ultra pure laisser incuber

Figure 42 : Préparation de la plaque de Sephadex

Une fois que les mini-colonnes sont gonflées dans la plaque de Sephadex, cette derniére peut étre

directement utilisée ou bien stockée pour une longue durée a 4 °C entourée de parafilm.
NB : Cette opération doit étre faite minimum trois heures a 1’avance.

5éme étape : Purification de la réaction de séquence (Fig. 43)
- Placer la plague de Sephadex MultiScreen HV avec son couvercle sur une plaque
« poubelle » (Fig. 42).
- Centrifuger I’ensemble pendant 5 minutes a 13000 tr/min (Centrifugeuse, Thermo Fisher

Scientific, USA), veiller a I’équilibrage.
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Jeter la plague poubelle avec le produit précipité.

Ajouter 10 ul d’eau extra pure (EDS) aux produits de séquence.

Poser la plaque de Sephadex MultiScreen HV sur une plaque de polypropyléne au format
standard de 96 puits (MicroAmp Optical 96-Well reaction plate) qui doit étre
préalablement identifiée.

NB : Veiller & bien faire coincider les Al des deux plaques.

NB :

Déposer delicatement les 20 pl de produits de séquence bien au centre des mini colonnes
de la plague MultiScreen HV, sans toucher les parois. Ne laisser aucune cupule vide sur
un run de 16 échantillons, mettre de 1’eau (EDS) dans la ou les cupules vides en raison
de 20 pl.

Une plague a 96 puits contient 6 runs (12 colonnes), et un run comporte 8 produits de

séquence pour le forward et 8 autres pour le Reverse sur deux colonnes.

Plaque de Sephadex
MultiScreen HV

—_—

Plaque MicroAmp

Dépot de la plaque de Sephadex Dépot de 20 pl de produits Fermeture avec un couvercle

MultiScreen HV sur une plaque MicroAmp de séquence spéciale

Figure 43 : Purification de la réaction de séquence

Centrifuger I’ensemble des deux plaques avec couvercle pendant 5 minutes a 13000 tr/min
sans oublier de vérifier I’équilibrage.

Jeter la plaque Sephadex MultiScreen HV.

Récupérer la plague MicroAmp contenant les produits de séquence filtrés qui sera destinée
au sequencage, la fermer hermétiqguement avec un couvercle spéciale (MicroAmp 96-Well
Full Plate Cover) pour prévenir I’évaporation et la fixer sur un support

(The standard plate adapter for the ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer).
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6°™ étape : Lancement de ’opération du séquencage d’ADN
L’ensemble (plaque-adaptateur) est placé convenablement sur le séquenceur capillaire (Fig. 44)
(Genetic Analyzer, ABI PRISM 3130 XL, Applied Biosystems, USA).

Figure 44 : Equipement du séquencage

Le chargement de la plaque, la création d’un plan de plaque, la programmation

et I’identification des runs sont réalisés selon le guide d’utilisation du séquenceur.

111.1.4.2. Traitement et analyse des données
Un séquenceur de génes sert a déterminer I’ordre des bases nucléiques d’un échantillon d’ADN
et a le présenter, aprés traitement, sous forme d’une suite de lettres, appelée read ou lecture,

représentant des nucléotides.

- Toutes les séquences (reads) obtenues ont été récupérées puis assemblées et éditées

en utilisant le logiciel Chromas Pro (version 1.7.7) (Technelysium pty. Ltd., Australie).

- Par la suite, les séquences corrigées ont été analysées par le BLAST de NCBI (Fig. 45)
(Basic Local Alignment Search Tool) :
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&L INK

LOC=blasthome
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Figure 45 : Analyse des séquences par le BLAST de NCBI

Comparer avec les séquences disponibles sur la base de données de GenBank.
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111.2. Recherche de Yersinia pestis (la peste)
Un nombre de 140 rates de chats et 127 rates de chiens et un nombre de 321 puces récupérees a
partir de ces carnivores ont été analysé par biologie moléculaire en ciblant les deux génes pla et

glpD spécifiques de Yersinia pestis.

111.2.1. Identification des ectoparasites
L'identification des ectoparasites au niveau du genre et d’espéce était réalisée a 1’aide
d’un stéréomicroscope (Fig. 47) (ZEISS Axio Zoom V16, Thornwood, USA), en se basant sur
des critéres morphologiques et des clés taxonomiques normalisées.
Au laboratoire de 1’entomologie, la manipulation de ces ectoparasites était effectuée dans
une boite de pétri a I’aide d’une pince fine. Pendant 1’observation, le corps de I’arthropode
est humidifié¢ avec de I’alcool a 70° pour éviter sa dessiccation et enlever les débris qui I’entoure

(Fig. 46).

Figure 46 : Préparation et traitement des puces pour 1’identification morphologique

L’identification des puces est rendue plus facile grace a la technique d’éclaircissement et cela

en suivant le protocole de I’insectarium a "'URMITE, cela a permis de monter des lames de

références, les étapes sont les suivantes :

- Laver la puce avec de I’eau distillée.

- Plonger I’insecte dans un bain de I’hydroxyde de potassium (KOH) a 20% pour
I’éclaircissement, pendant 24h a 48h a température ambiante.

- Rincer abondamment avec de I’eau distillée pendant 30 a 40 min.

- Mettre la puce dans une solution d’acide Acétique (CH3COOH) a 5% pendant 15 a 30 min

pour stopper la réaction de macération.
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Le spécimen doit étre déshydraté a 1’aide de concentrations croissantes d’éthanol
(30%, 50% et 90%, & 10-15 minutes d’intervalle) afin de prévenir les distorsions. Ensuite la
puce est immergée dans 1’éthanol absolu pendant au moins 24 heures.

En fin pour le montage, fixer la puce sur la lame et ajouter une goutte de liquide d’inclusion
rapide (Le baume de Canada) et couvrir d’une lamelle.

La puce doit étre positionnée comme suit: la téte tournée vers la droite et les pattes vers
le haut de la lame.

Bien que le spécimen puisse étre observé dés la fin du montage, il est recommandé d’attendre
que celui-ci soit complétement sec et solidifié. Juste aprés le montage, un poids est posé sur la
lamelle pour toute une nuit afin que le montage se consolide suffisamment. Ensuite, le
séchage est accéléré par le passage au four a 50-55°C. La chaleur va aussi favoriser

I’élimination d’éventuelles bulles d’air emprisonnées sous la lamelle.

Figure 47 : Equipement de I’identification morphologique des puces

La reconnaissance du genre et de ’espéce est faite selon les clés d’identification de Beaucournu

et Launay (1990) et de Whitaker (2007) en se basant sur plusieurs caractéres, les plus importants
sont (Fig. 48, 49, 50) :

La forme de la téte.

La présence ou I’absence de cténidies génales et pronotales ; le nombre et le caractére
des épines.

La présence, le nombre et I’aspect des soies oculaires et frontales ou des soies

sur les autres parties du corps de la puce (sternite, tarses...).
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- La présence ou I’absence de baguette verticale sur le mésothorax.

- La forme de spermatheque.

- Le nombre d’encoches sur le tibia des pattes postérieures.

Tote Thorax
L]

s : sensilium

Ctg : cénidie génale

Ctp . cténidie pronotale
Pro : prothorax

Méso : mésothorax

Méta : métathorax

Abdlomen

Prt I prosternum
H : hanche

Tr : trochanter
Feé : fémur

Ti : tibia

Spt : spermathéque

Figure 48 : Morphologie externe d’une puce femelle « Ctenocephalides felis » (Franc, 1994)

- Absence de cténidies génale et pronotale

- Présence d’une soie oculaire prenant naissance devant I’ ceil

- Front arrondi
- (Eil bien développé
- Cténidies génale réduite a une seule dent (parfois absente)

- Cténidie pronotale absente

Figure 49 : Principaux criteres de diagnose de Xenopsylla chéopis (Puce du rat), a gauche ;

et de Pulex irritans (puce de ’homme) a droite (Critéres d’aprés Beaucournu et Launay,

1990)
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Morphologie

C. felis

C. canis

Téte, Cténidie

génale et pronotale

-Front long et oblique
-Deux premieres épines de la cténidie
génale de longueur équivalente
-Présence de cténidies pronotales

- Front arrondi
- Premiére épine de la cténidie génale 2
fois plus courte que la 2eme et la 3éme
- Présence de cténidies pronotales

Meétépisternum

2 soies

o 200 pm

3 soies

Face externe

des tibias

1% encoche

éme
6~ encoche

6 a 7 encoches

1% encoche

8™ encoche

8 encoches

Figure 50 : Principaux criteres de diagnose de C. felis et C. canis (Bouhsira, 2014 ; Criteres

d’aprés Beaucournu et Launay, 1990)
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111.2.2. Extraction de ’ADN
- Les rates et les puces conservées dans 1’éthanol ont été rincées deux fois pendant 5
minutes dans I'eau distillée puis séchées sur un papier filtre stérile.
- Toute la manipulation a été menée dans une hotte de biosécurité a flux laminaire.
- Les spécimens ont été incisés a l'aide d'un scalpel (Fig. 51) et écrasés individuellement
dans des tubes stériles.

Figure 51 : Incision des puces sur deux parties

- Les échantillons ont été par la suite immergés dans 180 pL de tampon G2 (30 mM de
Tris-Cl; 30 mM d'EDTA, 5% de Tween 20; 0,5% de Triton X-100; 800 mM GuHCI) et 20 ul de
protéinase K (activité = 600 mAU / ml de solution ou 40 mAU / mg de protéine),

- Puis ils ont été incubés pendant toute la nuit a 56 °C (Fig. 52).

Figure 52 : Incubation des échantillons dans un bain sec a 56°C pendant toute la nuit (over-
night)

- Apreés cette étape de pré-lyse, un total de 100 uL de I'ADN a été extrait a partir de la
moitié de chaque puce et d’un petit fragment de chaque rate a l'aide du kit QIAamp Tissue
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(Qiagen, Hilden, Allemagne). Ce kit contient des réactifs qui permettent la purification d’ADN a
partir des tissus en utilisant un robot automatique EZ1 (QIAGEN-BioRobot® EZ1, Tokyo,
Japon).

- L'ADN extrait a été stocké a -20°C dans des conditions stériles jusqu'a son utilisation
dans les tests PCR.

111.2.3. PCR en temps reel (QPCR)
Apres I’extraction, tous les échantillons d’ADN ont fait 1’objet d’une amplification par qPCR.

111.2.3.1. Préparation du mix
Cette opération a été réalisée sous des conditions aseptiques dans une piece isolée et sous
une hotte a UV pour éviter la contamination du mix.
Nous avons préparé le mix avec I’addition de Master mix contenant la Taq polymérase,
des amorces (primers) et de la sonde (kit de qPCR Takyon, Qiagen, Hilden, Allemagne) (Tab.
14). Une quantité de 15 ul Mix a été déposée dans des plaques PCR a 96 puits.

Tableau 14 : Produits du mix de gPCR

Produits Concentration | Volume pour un seul échantillon
Master mix 1X 10 ul
Eau distillée stérile 35yl
(exempte de ADNase / ARNase)
Primer 1 20 uM 0,5 ul
Primer 2 20 uM 0,5 ul
Sonde 2,5uM 0,5 ul
Total du mix 15 pl

Les systemes de qPCR (amorces et sondes) spécifiques de I’espéce bactérienne ciblée dans notre

recherche sont presentés dans le tableau 15.

111.2.3.2. Systémes utilisés lors de la gPCR
111.2.3.2.1. Systéme pour la détection de de Yersinia pestis
En utilisant la gPCR, les échantillons d'ADN ont été testés pour la recherche de Yersinia pestis
en ciblant le géne activateur du plasminogéne (gene pla) situé dans le plasmide pPCP1. Ces

amorces permettent d’amplifier un fragment d'environ 98 pb (Tab. 15) (Tran et al. 2011).
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Tableau 15 : Amorces et sondes utilisées pour I’identification de Yersinia pestis lors de la g°PCR

. . o Primers et .
Bacterie Geénes ciblés Séquences
sondes
5- ATGGAGCTTATACCGGAAAC -3’
Yesinia pla gene Yper_Pla_F
] 5-GCGATACTGGCCTGCAAG-3
pestis Yper_Pla_R
(Tran et al. 2011) v Pla P 5-6FAM-TCCCGAAAGGAGTGCGGGTAATAGG-
per_Pla _
TAMRA-3'

F: Amorce Forward, R: Amorce Reverse, P: sonde (probe)

111.2.3.2.2. Systemes de controles
Comme I’utilisation d’un témoin positif de Yersinia pestis est a proscrire (afin d’éviter toute
possibilité de contamination), des qPCR de controle, paralleles ont été réalisées sur les ADN

extraits pour confirmer le bon déroulement de la PCR.

a. Controle interne : Beta-actine

La Béta-actine est une protéine non-musculaire que nous trouvons chez plusieurs espéces. Sa
recherche a un but de contr6le interne indiquant la présence d'ADN animal. Un résultat positif de
la B-actine nous renseigne sur le bon déroulement de I’extraction et de 1’amplification. Nous
avons utilisé la Béta-actine humaine, comme elle est homologue a celle du chien et du chat.

Les amorces utilisées pour identifier la séquence Béta-actine sont décrites dans le tableau 16. Ces
amorces permettent d’amplifier un fragment d'environ 172 pb comme a été décrit précédemment
par Mediannikov et al., 2010.

Tableau 16 : Amorces et sonde utilisées pour I’identification de 1’ Actine lors de la gPCR

Organismes . o )

] Nom Séquences Dilution Amplicon
cibles

Actine_F CATGCCATCCTGCGTCTGGA 1nmol/ul puis 1/50&me
Actine | Actine_R CCGTGGCCATCTCTTGCTCG Lnmol/ul puis 1/508me | 175 pjy

- 6FAM- 0,1nmol/ul puis
Actine_P | CGGGAAATCGTGCGTGACATTAAG- ! np
Tamra 1/40éme

b. Controle externe : TISS
Le Tiss est une séquence d’ADN synthétique qu’on rajout avant I’extraction servant de témoin
externe. Sa présence a la fin de la réaction nous indique qu’il y a absence d'inhibiteurs de la PCR

et nous renseigne sur un bon déroulement de I’amplification. Les amorces utilisées pour
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identifier la sequence TISS sont décrites dans le tableau 17. Ces amorces permettent d’amplifier
un fragment d'environ 135 pb comme a été décrit précédemment par Sow et al., 2017.

Tableau 17 : Amorces et sonde utilisées pour I’identification du TISS lors de la qPCR

Organismes ) o .
] Nom Séquences Dilution Amplicon

cibles

TISS - Tiss_F CTGAGTCGTA(CZ:gTAATGCATGA 1nmol/ul puis 1/50éme

Temoin Tiss_R | GTATCGCGATTCGCTAAAGTTC | nmol/ul puis 1/50éme | 135 ph
d'inhibition -

: 6FAM 0,1nmol/ul puis
synthétique Tiss_P | TCGAGACTCGACGCATGCACG- " / 40émep
Tamra

11.2.3.3. Ajout des ADNs au mix
Dans une autre salle, les ADN de nos prélevements ont été ajoutés au mix en raison de 5 pL
d'ADN a partir de chaque échantillon.
Les contrbles négatifs utilisés dans toutes les réactions de gPCR étaient de I’eau distillée stérile.
Cependant, le mix seul peut étre aussi considéré comme un témoin négatif. Le contrdle positif
n’a pas été utilisé pour éviter toute contamination (Malek et al., 2015). Un total de 20 pL du

mélange réactionnel est contenu dans chaque puits de la plaque PCR.

111.2.3.4. Programmation et lancement de la qPCR
La plaque PCR est d’abord recouverte avec un film adhésif, centrifugé a 1300 tours/min pendant
3 minutes puis mise dans un appareil de PCR quantitative en temps réel (QPCR CFX96™, Bio-
Rad, California, USA).
Le programme de gPCR (protocole Takyon) était le suivant: les mélanges réactionnels ont été
maintenus a 50 °C pendant 2 min, puis 95 °C pendant 3 min et ensuite mis a travers 39 cycles
de 95 °C pendant 10 secondes et 60 °C pendant 1 min. Les résultats sont considérés comme

positifs lorsque le seuil de cycle (Ct) etait inférieur a 36.

111.2.4. PCR nichée « nested PCR »
Les préléevements déja traités par une qPCR pour la recherche de Yersinia pestis etaient
confirmés par une PCR nichée.
La PCR nichée est une PCR qui se déroule en deux étapes successives et le produit issu de la
premiére PCR est de nouveau amplifié au cours d'une deuxieme PCR. Deux couples d’amorce
différents sont successivement utilisés, le second liant des séquences situées a 1’intérieur (nichée)

du premier amplicon.
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Le couple d’amorces externes permet tout d'abord d'obtenir un premier fragment d'ADN
amplifié, selon une PCR classique. Les fragments d'’ADN obtenus servent alors de matrice pour
une seconde PCR. Le couple d'amorces internes donnera des fragments de taille inférieure a ceux
obtenus avec la lere PCR. Cette technique de « double PCR emboitée» permet donc a la fois une
plus grande sensibilité et une plus grande spécificité.

Cette technique doit cependant étre réalisée avec une extréme précaution, le risque de
contamination étant encore augmenté du fait de l'existence de deux PCR successives et de la

nécessité d'ouvrir le tube a la fin de la premiere PCR pour ajouter le deuxiéme couple d'amorces.

111.2.4.1. Préparation du mix et rajout des ADN

Dans cette méthode la quantité du mix était de 50 uL, contenant 10 pmol de chaque amorce, 200
umol/L de chaque désoxyribonucléotide triphosphate (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France), 1,5
U Taq polymérase (Invitrogen) et 2,5 uL d’une solution a 50 mmol/L de MgCI2 diluée dans du
tampon Taqg 1X.

2 uL d’ADN a été rajouté par la suite pour une éventuelle amplification (1 puL pour la PCR
nichee).

Les contrdles négatifs utilisés dans toutes les réactions de gPCR étaient de 1’eau distillée stérile.

Le contrdle positif n’a pas été utilisé pour éviter toute contamination (Malek et al., 2015).

111.2.4.2. Systéme utilisé lors de la PCR
La deuxieme détection moléculaire de Yersinia pestis était basée sur 1’amplification du
géne glpD codant pour la glycérol-3-phosphate déshydrogénase. Le couple d’amorces utilisé

pour cette PCR est représenté dans le tableau 18 (Drancourt et al., 2014).

Tableau 18 : Le couple d’amorces utilise pour I’identification de Yersinia pestis

Bactérie Genes ciblés Primers Séquences
glpD-F1 5'-GGCTAGCCGCCTCAACAAAAACAT-3
Yesinia
m glpD gene gIpDR2 5-GGTGCCAGTTTCAGTAACAC-3
pestis (Drancourt et al., 2007)
glpD-F3 5'-CGCTGTTTCGAACATTCAGA-3'
glpD-R3 5'-GGCCAAGGCTTCACTTACCA-3"'
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111.2.4.3. Programmation et lancement de la PCR
Les PCR ont été effectuées dans un thermocycleur T3 (Biolabo, Archamps, France). Le

programme du thermocycleur est mentionné dans le tableau 19.

Tableau 19 : Programme du Thermocycleur de la PCR

Température Temps Etapes
Premier cycle 95 °C 2 min Dénaturation initiale
94 °C 30 sec Dénaturation
38 cycles o
58 °C 30 sec Hybridation
68 °C 90 sec Elongation
Dernier cycle 68 °C 7 min Elongation finale
Conservation )
_ 4°C + oo Fin
des échantillons

IV. Analyses statistiques

Le calcul des proportions et prévalences ainsi que le traitement des résultats sous forme
de tableaux et histogrammes ont été effectués a I’aide du logiciel informatique EXCEL 2013.
L’analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel IBM® SPSS® Statistics version 20
et MEDCALC® online software MedCalc's Comparison of proportions calculator par
I’application des tests suivant : Tests de x> d’homogénéité, d’indépendance, Test de Fisher
exact. L’intervalle de confiance (IC) a 95% a été également calculé. Les valeurs de « p » ont été
calculées séparément pour chaque variable, la différence est considérée significative au risque

d’erreur de 5 %.
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Résultats

I. La leptospirose :

Cette enquéte a pour objectif principal de déterminer le statut infectieux des populations canine
et féline vis-a-vis de la leptospirose dans la région d’Alger. Pour cela nous avons identifié grace
a la PCR en temps réelle, PCR standard-séquencage 1’agent pathogéne chez les réservoirs

animaux.

I.1. Description de la population animale étudiée
Au cours de I’¢tude, 104 chiens et 107 chats, provenant de la fourriere canine d’Alger,

ont été échantillonnés.

1.1.1 Répartition des animaux prélevés en fonction du sexe
Sur les 104 chiens prélevés, 69 (66.34%) étaient des males et 35 (33.65%) étaient des femelles.
Parmi les 107 chats, 66 (61.68%) étaient des males et 41 (38.31%) étaient des femelles (Annexe
6).

920
69 (66,34%) 66 (61,68%)
75

41
35 (38,31%)

(33,65%)

60
H Males

45 H Femelles

30

15

Nombre des animaux

CHIENS CHATS

Figure 53 : Répartition de la population étudiée en fonction du sexe

La distribution des chiens par rapport a la variable « sexe » est non homogene en appliquant le
test Khi-2 d’homogénéité (p = 0,00085). Le méme constat a été noté par rapport a 1’espéce féline
ou la différence est considérée comme significative (p = 0,015).

1.1.2 Répartition des animaux prélevés en fonction de 1’age
L’age des chiens prélevés variait entre 2 mois et 11 ans, 17 (16,34%) sujets étaient des jeunes (<
1 an) 87 (83,65%) étaient des adultes (> 1 an). La majorité de la population féline prélevee a été

estimee agée de moins de 3 ans en fonction de leur aspect physique et leur dentition.
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18 (16,82%) chats avaient un age inferieur a un an et 86 (80,37%) avaient un age supérieur a un
an (Annexe 6).
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Figure 54 : Répartition de la population étudiée en fonction de I'age

La distribution des animaux prélevés que ¢a soit des chiens ou des chats par rapport a la variable
« &ge » est non homogeéne en appliquant le test Khi-2 d’homogénéité (p < 0,00001). Les animaux
agés de moins d’une année étaient peu nombreux. IIs peuvent mourir & cause des conditions

defavorables du milieu extérieur ou bien adoptés par des propriétaires d’animaux.

1.1.3 Répartition des animaux preélevés en fonction de la race
La population canine prélevée était constituée principalement de chiens batards avec un nombre
de 86 (82,69%) contre 18 (17,30%) pour les autres races (Annexe 6). Les chats appartenaient
tous (107) a des races mixtes, les autres races félines étaient absentes.

107 (100%)
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86 (82,69%)

100
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Figure 55 : Répartition de la population étudiée en fonction de la race
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La distribution des animaux par rapport au critére « race » n’est pas homogéne en appliquant
le test Khi-2 d’homogénéité (p < 0,00001). Ces animaux sont errants et n’appartiennent pas
a des races pures puisque ils proviennent de plusieurs croisements entre eux (hybrides), donc

leur origine reste inconnue.

1.1.4 Répartition des animaux preélevés en fonction du statut clinique
Tous les animaux préelevés apparaissaient sains, aucun symptome clinique n’a été signalé. Cela

peut étre lié a leur résistance dans le milieu extérieur.

1.2 Résultats des analyses de laboratoire

1.2.1 Echantillons analysés
Les prélevements d’urine étaient collectés a partir de 104 chiens et de 107 chats et ont été testés

pour la recherche de L’ ADN de Leptospira pathogenes.

1.2.2 Détection moléculaire par gPCR
Tous les échantillons d’urine ont fait 1’objet d’une PCR en temps réel (qPCR) avec deux
systemes (16S rRNA et hsp). Les résultats positifs ont été par la suite confirmés et identifiés par
un systeme spécifique de PCR standard et de séquencage de I’ADN pour le géne rpoB.
Les contréles positifs ont produit les résultats prévus. Aucun signal n'a été obtenu a partir

des témoins négatifs.

1.2.2.1 Les résultats obtenus chez les chiens
Au total 05 sur 104 (4,8%, P = 0.0007, IC : 7,1929 - 48,2975%) chiens étaient positifs aux deux

systémes de Leptospires.

a. Systeme 16S rRNA :
L’ADN de Lpetopira sp. a été détecté par la g°PCR dans 05/104 (4,8%) échantillons avec les Ct
suivants : (Echantillon 1: Ct = 26,63 ; Echantillon 2 : Ct = 23,71 ; Echantillon 3 : Ct = 23,47 ;
Echantillon 4 : Ct = 25, 26 ; Echantillon 5 : Ct = 17,54) (Fig. 56).
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Figure 56 : Les courbes d’amplification du gene 16S rRNA de Leptospires pathogenes par qPCR

chez les chiens

b. Systeme hsp :
L’ADN de Lpetopira interrogans a été détecté par la g°PCR dans 05/104 (4,8%) échantillons avec

les Ct suivants : (Echantillon 1 : Ct = 27,66 ; Echantillon 2 : Ct = 24,58 ; Echantillon 3: Ct =
24,63 ; Echantillon 4 : Ct = 25,46 ; Echantillon 5 : Ct = 17,67) (Fig. 57).
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Figure 57 : Les courbes d’amplification du
géne hsp de Leptospira interrogans chez les

chiens par gPCR
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1.2.2.2 Les résultats obtenus chez les chats
Parmi les 107 chats testes, tous étaient négatifs pour les deux systemes spécifiques de qPCR.

1.2.3 Détection moléculaire par PCR Standard et séquencage
Les résultats positifs aux deux systemes de gPCR (16S rRNA et hsp), ont été confirmés avec la

PCR standard et le séquencage.

a. PCR standard :
Apres visualisation des bandes d’ADN lors de la migration sur gel d’agarose 1,5%, 1’analyse par
PCR révele la positivité sur les cing échantillons déja positifs a la g°PCR (Fig. 58). Cette
migration d’ADN amplifi¢ par PCR rév¢le la présence d’ADN de Leptospira interrogans, avec
des bandes homogenes, uniformes de méme poids moléculaire (592 pb), pour le géne rpoB.
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Figure 58 : Gel de PCR montrant les bandes positives apres amplification du gene rpoB

b. Séquencage
Apres la récupération des résultats a partir de ’ordinateur 1i€¢ au séquenceur, les séquences ont
été assemblées, visionnées et corrigées par le logiciel Chroma-spro (Fig. 59), avant de réaliser le

BLAST sur NCBI. Les séquences obtenues sont mentionnées dans le tableau 20.
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Figure 59 : Correction des séquences obtenues par le logiciel Chroma-spro

Tableau 20 : Séquences prétes pour I’analyse et 1’alignement sur le BLAST NCBI

Nom de la

séquence

Séquences corrigées par le logiciel Chroma-spro

Lipto_26

ACGCCGCGAGAACGTTTCTTCCCAGAGCGAGAACTCCGTTGTCGACCGCAGGACCATCAGCAAGAACGGTTCCTTTTACGAGGATATTTCCCATCTCATCCAACTTCTC
ACCTACAACAACTTGTCCTGCGAGAGTCGATCCTCTTTTTACTTCTTCGCCTGCAGAGACGATCGGAGAATATTGTTTGCTTCCGATTTGAAGAACATATTCTTTCAGTTC
ACCGTTTTCACCAGTGACTTCGATTTTTTCTTTGGAAACCTTGGAAACCTTTCCATTGATCTCGGAGTGAACCACTCCTACAATCGGCTTCTGATTAAAGCAGGTTCCTTG
GTTTGTCTTTTTGAATTTCGTAAGTTGATACGTATCGGATTCTTTTCCGCCCTTTCTTTCTACAACGATGTTTTCCGCATCGACGGAAGTTACGACACCGTCGTGTTTGTTT
ACGATACAAATTCTGGAATCGTAAGCGGCTCTGGTTTCCATACCAGTTCCTACAAAAGGAGCTTCTTCACGGAGAAGAGGAACCG

Lipto 87

AACGCCGCGAGAACGTTTCTTcCCAGAGCGAGAACTCCGTTGTCGACCGCAGGACCATCAGCAAGAACGGTTCCTTTTACGAGGATATTTCCCATCTCATCCAACTTCTC
ACCTACAACAACTTGTCCTGCGAGAGTCGATCCTCTTTTTACTTCTTCGCCTGCAGAGACGATCGGAGAATATTGTTTGCTTCCGATTTGAAGAACATATTCTTTCAGTTC
ACCGTTTTCACCAGTGACTTCGATTTTTTCTTTGGAAACCTTGGAAACCTTTCCATTGATCTCGGAGTGAACCACTCCTACAATCGGCTTCTGATTAAAGCAGGTTCCTTG
GTTTGTCTTTTTGAATTTCGTAAGTTGATACGTATCGGATTCTTTTCCGCCCTTTCTTTCTACAACGATGTTTTCCGCATCGACGGAAGTTACGACACCGTCGTGTTTGTTT

ACGATACAAATTCTGGAATCGTAAGCGGCTCTGGTTTCCATACCAGTTCCTACAAAAGGAGCTTCTTCACGGAGAAGAGGA

Lipto 06

CGTCAGGCGGTTCCTCTTCTCCGTGAAGAAGCTCCTTTTGTAGGAACTGGTATGGAAACCAGAGCCGCTTACGATTCCAGAATTTGTATCGTAAACAAACACGACGGTG
TCGTAACTTCCGTCGATGCGGAAAACATCGTTGTAGAAAGAAAGGGCGGAAAAGAATCCGATACGTATCAACTTACGAAATTCAAAAAGACAAACCAAGGAACCTGCT
TTAATCAGAAGCCGATTGTAGGAGTGGTTCACTCCGAGATCAATGGAAAGGTTTCCAAGGTTTCCAAAGAAAAAATCGAAGTCACTGGTGAAAACGGTGAACTGAAAG
AATATGTTCTTCAAATCGGAAGCAAACAATATTCTCCGATCGTCTCTGCAGGCGAAGAAGTAAAAAGAGGATCGACTCTCGCAGGACAAGTTGTTGTAGGTGAGAAGTT
GGATGAGATGGGAAATATCCTCGTAAAAGGAACCGTTCTTGCTGATGGTCCTGCGGTCGACAACGGAGTTCTCGCTCTGGYJAAGAAACGTTCTCGCGGCGTTCAWGCC

Lipto 100

CGGTTCCTYTTCTCCGTGAAGAAGCTCCTTTTGTAGGAACTGGTATGGAAACCAGAGCCGCTTACGATTCCAGAATTTGTATCGTAAACAAACACGACGGTGTCGTAAC
TTCCGTCGATGCGGAAAACATCGTTGTAGAAAGAAAGGGCGGAAAAGAATCCGATACGTATCAACTTACGAAATTCAAAAAGACAAACCAAGGAACCTGCTTTAATCA
CAAGCCGATTGTAGGAGTGGTTCACTCCGAGATCAATGGAAAGGTTTCCAAGGTTTCCAAAGAAAAAATCGAAGTCACTGGTGAAAACGGTGAACTGAAAGAATATGT
TCTTCAAATCGGAAGCAAACAATATTCTCCGATCGTCTCTGCAGGCGAAGAAGTAAAAAGAGGATCGACTCTCGCAGGACAAGTTGTTGTAGGTGAGAAGTTGGATGA
GATGGGAAATATCCTCGTAAAAGGAACCGTTCTTGCTGATGGTCCTGCGGTCGACAACGGARTTCTCGCTCTGGAAGAAACGTTCTCGCGGCGTT

Lipto 194

GCGGTTCCTCTTCTCCGTGAAGAAGCTCCTTTTGTAGGAACTGGTATGGAAACCAGAGCCGCTTACGATTCCAGAATTTGTATCGTAAACAAACACGACGGTGTCGTAA
CTTCCGTCGATGCGGAAAACATCGTTGTAGAAAGAAAGGGCGGAAAAGAATCCGATACGTATCAACTTACGAAATTCAAAAAGACAAACCAAGGAACCTGCTTTAATC
AGAAGCCGATTGTAGGAGTGGTTCACTCCGAGATCAATGGAAAGGTTTCCAAGGTTTCCAAAGAAAAAATCGAAGTCACTGGTGAAAACGGTGAACTGAAAGAATATG
TTCTTCAAATCGGAAGCAAACAATATTCTCCGATCGTCTCTGCAGGCGAAGAAGTAAAAAGAGGATCGACTCTCGCAGGACAAGTTGTTGTAGGTGAGAAGTTGGATG

AGATGGGAAATATCCTCGTAAAAGGAACCGTTCTTGCTGATGGTCCTGCGGTCGACAACGGAATTCTCGCTCTGGGAAGAAACGTTCTCGCGGCGTTCATGCCTTGGG
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Aprés 1’analyse des séquences obtenues du gene rpoB sur le BLAST NCBI et comparaison aux
séquences disponibles dans la base de données GenBank, les résultats positifs par PCR ont été
confirmés. L'analyse BLAST a donné une homologie de séquence de 100% avec le fragment de
gene homologue a I’espéce L. interrogans sérogroupe Icterohaemorrhagiae. L’homologie était de
100% avec trois sérovars: le sérovar Copenhageni souche FDAARGOS 203 (numéro
d'accession GenBank CP020414.2), le sérovar Icterohaemorrhagiae (numéro d'accession
GenBank DQ296133.1) et le sérovar Copenhageni souche Fiocruz L1-130 (numéro d'accession
GenBank AE016823.1). Comme I’homologie était de 100% avec 02 sérovars différents et 03
souches différentes, nous ne pouvons pas préciser le sérovar incriminé mais nous pouvons dire

que I’espéce génomique en cause est L. interrogans et le sérogroupe est Icterohaemorrhagiae.

1.3 Interprétation des résultats obtenus
1.3.1 Etude de ’effet de quelques paramétres sur le taux de positivité chez ’espéce
canine
1.3.1.1 Répartition des positifs en fonction du sexe
Le taux d’infection par les leptospires était supérieur chez les males (4,34 % ; IC : 2,43 - 4,34%)
par rapport aux femelles (5,71 % ; IC : 3,19 - 5,71%). Statistiquement, cette différence est non
significative (P = 0,758).

Tableau 21 : Récapitulatif de I’infection a Leptospira chez les chiens selon le sexe

o o Taux de positivité
Sexe N° de cas positifs N° de cas Négatifs N° total %) P
0
Femelles 2 33 35 571
p > 0,05
Males 3 66 69 4,34
69
70
2 60
)
‘e 50
(8]
o 40 B Femelles
T 30
o H Males
o 2 3
€ 10 2
o 4
2 o
Cas positifs Effectif total

Figure 60 : Répartition des chiens positifs en fonction du sexe
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1.3.1.2 Répartition des positifs en fonction de I’age

Résultats

La prévalence de la maladie chez les chiens jeunes moins d’une année était de 29,41 % (IC :

12,73 - 53,13%) contre 0% chez les chiens adultes. La différence statistique en fonction de 1’age
est significative (P = 0.0007).

Tableau 22 : Récapitulatif de I’infection a Leptospira chez les chiens selon 1’age

Taux de positivité

Age N° de cas positifs N° de cas Négatifs N° total %) P
0
<lan 5 12 17 29,41
p < 0,05
>1an 0 87 87 0
87
70
c 60
2
£ 50
(8
% 40 E<lan
o 30 E>1an
E
s 2 :
TP e
0
Cas positifs Effectif total

Figure 61 : Répartition de la leptospirose en fonction de 1’age

1.3.1.3 Répartition des positifs en fonction de la race

Les chiens positifs a la leptospirose étaient tous des chiens de race mixte (100 %).

1.3.1.4 Répartition des positifs en fonction du statut clinique

Les chiens positifs a la leptospirose étaient tous en bon état général (100 %).
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Il. La peste :
Cette enquéte a pour objectif principal de déterminer le statut infectieux des populations canine
et féline vis-a-vis de la peste dans la région d’Alger. L’étude a été réalisée par une PCR en temps

réelle et une PCR nichée.

I1.1. Description de la population animale étudiée
Au cours de 1’étude, 127 chiens et 140 chats, provenant de la fourriére canine d’Alger,

ont été échantillonnés.

11.1.1 Répartition des animaux prélevés en fonction du sexe
Sur les 127 chiens prélevés, 65 (51.58%) étaient des males et 62 (48.81%) étaient des femelles.
Parmi les 140 chats, 78 (55.71%) étaient des males et 62 (44.28%) étaient des femelles (Annexe
7).

90 78 (55,71%)

b5 85 (BL58%) 62 (48,81%) 62 (44,28%)

60
W Mailes

4
3 o Femelles

30

15

Nombre des animaux

CHIENS CHATS

Figure 62 : Répartition de la population étudiée en fonction du sexe

La distribution des animaux que ce soit chiens ou chats par rapport a la variable « sexe »

est homogéne en appliquant le test Khi-2 d’homogénéité (p > 0,05).

11.1.2 Répartition des animaux prélevés en fonction de I’4ge
L’age des chiens prélevés variait entre 2 mois et 11 ans, 48 (37,79%) sujets étaient des jeunes (<
1 an) 79 (62,50%) étaient des adultes (> 1 an). La majorité de la population féline prélevée a été
estimée agée de moins de 3 ans en fonction de leur aspect physique et leur dentition. 40
(31,42%) chats avaient un age inferieur a un an et 96 (68,57%) avaient un age superieur a un an
(Annexe 7).
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Figure 63 : Répartition de la population étudiée en fonction de I'age

La distribution des chiens prélevés par rapport a la variable « dge » est non homogéne en
appliquant le test Khi-2 d’homogénéité (p = 0.0059). Elle est considérée aussi comme non
homogéne par rapport la population féline (p < 0,00001). Les petits animaux peuvent mourir a
cause des conditions défavorables du milieu extérieur ou bien adoptés par des propriétaires

d’animaux.

11.1.3 Répartition des animaux prélevés en fonction de la race
La population canine prélevee était constituée principalement de chiens batards avec un nombre
de 99 (77,95%) contre 28 (22,04%) pour les autres races. 136 (97,14%) chats appartenaient a des

races mixtes et seuls 4 (2,85%) appartenaient a d’autres races (Annexe 7).

136 (97,14%)
120 99 (77,95%)
x
S
o 100
g 80 W Race mixte
©
7] 28 W Autres races
o 60 (22,04%)
° PIR0
@ 40
e 4 (2,85%)
€ 2
O
z 0
CHIENS CHATS

Figure 64 : Répartition de la population étudiée en fonction de la race
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L’absence d’homogénéité par rapport au critere « race » a été constaté en appliquant
le test Khi-2 d’homogénéité et la différence est considérée comme hautement significative (p <
0,00001). Ces animaux sont errants et n’appartiennent pas a des races pures puisque ils

proviennent de plusieurs croisements entre eux (hybrides) et leur origine est inconnue.

11.1.4 Répartition des animaux prélevés en fonction du statut clinique
Parmi ces animaux, 22 (17,32%) chiens et 13 (9,28%) chats étaient malades
au moment du prélevement présentant un des symptdmes suivants : amaigrissement
et abattement, dépilation, démangeaisons ou autres manifestations dermatologiques, péaleur
des muqueuses, signes digestifs et respiratoire...ect. 105 chiens (81,67%) et 127 chats (90,71%)

étaient en bon état général a I’examen clinique.

127 (90,71%)
105 (81,67%)

120
5
T 100
= H Sains
‘'S 80
© B Malades
S 60 22
© (17,32%) 13
Qg 40 (9,28%)
el
€ 20
()
< 0

CHIENS CHATS

Figure 65 : Répartition de la population étudiée en fonction du statut clinique

La distribution des animaux par rapport au statut clinique n’est pas homogéne (p < 0,00001).
La plupart de ces derniers étaient sains. Cela peut étre lie a leur résistance

dans le milieu extérieur.

11.1.5. Répartition des animaux en fonction de ’infestation par les ectoparasites
Un total de 102 (80,31% ; IC : 73,4 - 87,2%) chiens et 114 (81,43% ; IC : 74,9 — 87,8%) chats
était infesté par des puces contre 25 chiens (19,68% ; IC : 12,7 - 26,6%) et 26 chats (18,57% ;
IC : 12,13 - 25,01%) qui n’étaient pas infestés par des puces.
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Figure 66 : Répartition de la population étudiée en fonction de la présence ou 1’absence de puces

La distribution des chiens et des chats par rapport au facteur « présence ou absence d’infestation
parasitaire » n’est pas homogeéne en appliquant le test Khi-2 d’homogénéité (p < 0,00001).
Ces animaux qui vivaient dans des zones urbaines et rurales, passaient la plupart de leur temps a
I’extérieur et ne recevaient aucun traitement ou prophylaxie médicale, ce qui explique le nombre

important d’individus porteurs d’ectoparasites dans notre étude.

11.2. Résultats de I’identification morphologique des ectoparasites

Un total de 692 puces a été récolté a partir de nos animaux. Deux genres et trois espéeces ont
été identifiés : Ctenocephalides felis qui était la plus abondante, suivie Xenopsylla cheopis et
Ctenocephalides canis.

Le nombre de puces identifiées pour chaque espece est le suivant: 391 (56,50%)
Ctenocephalides felis, 163 (23,55%) Xenopsylla cheopis et 138 (19,94%) Ctenocephalides canis.
Le nombre de puces identifiées réparti par chagque espéce animale est représenté dans le tableau
23.
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Tableau 23 : Comparaison entre les effectifs des différentes puces récoltées chez les chiens et les

chats de la wilaya d’ Alger.

Chez les chiens | Chez les chats
Type de puces Total P
(Nbr,%, IC) (Nbr,%, IC)
) ) 51 (13,04%) 340 (86,96%)
Ctenocephalides felis 391 <0,0001
[9,7 - 16,4%)] [83,6 - 90,3%]
) 151 (92,63%) 12 (7,36%)
Xenopsylla cheopis 163 < 0,0001
[88,6 - 96,6%] [3,3 - 11,4%]
_ _ 125 (90,57%) 13 (9,42%)
Ctenocephalides canis 138 <0,0001
[85,7 - 95,4%] [4,5 - 14,3%]
Nombre total de 327 (47,25%) 365 (52,74%) - NS
puces [43,4 - 51,1%)] [48,9 - 56,5%] P=0.15

De 1 a 5 puces étaient récoltées de chaque animal, selon le taux d’infestation. Certains animaux

prélevés avaient une infestation mixte (les trois espéces de puces). Ctenocephalides felis était la

puce la plus abondante chez les chats et la puce du rat Xenopsylla cheopis était la puce la plus

abondante chez les chiens (Test d’indépendance : p <0.0001).

163 (23,55%)

138 (19,

94%)

391 (56,50%)

m Ctenocephalides felis mXenopsylla cheopis & Ctenocephalides canis

Figure 67 : Répartition des puces récoltées et identifiées chez les chiens et les chats
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| \
LR % 5

Figure 70 : Puce male (a gauche) et puce femelle (a droite) de Xenopsylla cheopis observées

au Gr. 100x sous stéréomicroscope
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Figure 71 : Puce avant (a gauche) et aprés (a droite) la technique d’éclaircissement

11.3. Résultats des analyses de laboratoire

11.3.1 Echantillons analysés

Dans la présente étude un échantillonnage ciblé a été analysé. Sur les 327 puces récoltées a partir

des 127 chiens infestés, nous avons analysé 149 (45,57%) et sur les 365 puces récoltées a partir

des 140 chats infestés, nous avons analysé 107 (29,32%) (Tab. 24). Sur chaque animal nous

avons analysé au minimum une puce. Le nombre de puces analysées était en corrélation positive

avec le taux d’infestation.

Tableau 24 : Effectifs des puces de chiens et les chats destinés aux analyses moléculaires

. Chez les chiens Chez les chats Total
Type de Puces analyseés
(Nbr/%) (Nbr/%) (Nbr/%)
Ctenocephalides felis 32/51 (62,75%) 92/340 (27,06%) 124/391 (31,71%)
Xenopsylla cheopis 65/151 (43,05%) 7/12 (58,33%) 72/163 (44,17%)
Ctenocephalides canis 52/125 (41,60%) 8/13 (61,54%) 60/138 (43,48%)
Nombre total de puces 149/327 (45,57%) | 107/365 (29,32%) | 256/692 (36,99%)
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11.3.2. Résultats moléculaires
Tous les échantillons de rates ou d’ectoparasites sélectionnés pour les analyses ont fait I’objet

d’une PCR en temps réel (qPCR), puis confirmée avec une PCR nichée.

11.3.2.1. Résultats de la qPCR
Les résultats de la PCR en temps réel ciblant le gene pla realisée sur les rates de chiens et de
chats errants et les puces collectées a partir de ces animaux étaient tous négatifs. Aucun signal

n'a été obtenu a partir des témoins négatifs (Fig. 72, 73).

Les controles positifs Tiss et actine étaient bien positifs indiquant ainsi une bonne extraction et le
bon déroulement de la PCR (Fig. 74, 75).
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Figure 72 : Résultats de la Qpcr apres amplification du gene pla de Yersinia pestis dans les rates
de chiens et de chats
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Figure 73 : Résultats de la Qpcr apres amplification du géne pla de Yersinia pestis dans les

puces de chiens et de chats
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Figure 74 : Les courbes d’amplification du systéme TISS par gPCR
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Figure 75 : Les courbes d’amplification du systéme B-actine par g°PCR

11.3.2.2. Résultats de la PCR nichée

Résultats

Les résultats de la PCR nichée en ciblant le couple d’amorce glpD realisé sur les rates des chiens

et chats errants et les puces collectés a partir de ces animaux étaient tous négatifs. Aucun signal

n'a été obtenu a partir des témoins négatifs.
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Discussion

Dans cette étude, nous avons réalisé une investigation sur la présence des maladies zoonotiques
dangereuses chez ’espéce canine et féline en Algérie en utilisant des techniques moléculaires.
Au total, 211 urines de chiens et de chats étaient analysés pour la recherche de I’ADN bactérien
de Leptospira et un total de 267 rates de chiens et de chats avec 256 puces étaient analysés pour
la recherche de I’ADN bactérien de Yersinia pestis. Notre investigation était basée sur des
méthodes et des techniques rigoureuses avec des équipements sophistiqués utilisés en routine

dans le centre de référence URMITE.

I. Leptospirose

En Algérie, il y a trés peu d’études réalisées sur la leptospirose humaine. En 1975, une étude
basée sur la sérologie a rapporté sept cas dans un groupe militaire dans la banlieue d'Alger
(Aubry et al., 1975). Deux études plus récentes ont rapporté des cas de leptospirose chez des
patients hospitalisés dans la région de Tizi-Ouzou. La premiére enquéte réalisée entre 2006 et
2007 dans la zone rurale de Tala-Athmane a révélé une positivité de plus de 60% (29/48). Les
cas ont été confirmés par le test de Microagglutination et le sérogroupe incriminé était
Icterohaemorrhagiae. Les patients positifs vivaient en contact étroit avec deux décharges
envahies par des rongeurs (Afiri et al., 2013a). Dans la méme région, une deuxieme étude
prospective a été menée entre 2005 et 2008 sur des patients hospitalisés et a rapporté 173 cas
positifs. Les sérovars prédominants déetectés étaient Icterohaemorrhagiae et Grippotyphosa (Afiri
et al., 2013Db).

Comme la leptospirose humaine est une maladie a déclaration obligatoire en Algérie selon
I’arrété ministériel du 17 novembre 1990 ; le nombre annuel de cas humains atteints par la
leptospirose confirmés par I’Institut Pasteur d’ Algérie est rapporté par le ministére de la santé et
de la réforme hospitaliére. Par ailleurs, la prévalence réelle de la leptospirose reste sous-estimee
puisqu’elle n'est pas systématiquement diagnostiquée dans les hopitaux. L'un des principaux
facteurs limitant le diagnostic de laboratoire est la faible disponibilité d'isolats vivants de
Leptospira servant au test d'agglutination microscopique (MAT). Les autres meéthodes de
diagnostic semblent étre soit indisponibles soit difficiles a réaliser. La sensibilisation a cette
maladie fait également défaut parmi le personnel médical et le grand public, y compris les
populations a haut risque telles que les travailleurs des abattoirs et les éleveurs (Mgode et al.,
2015).

Cependant, la prévalence de cette zoonose chez les réservoirs animaux est totalement inconnue

en Algérie. La seule étude publiée date de 1950, dans laquelle des leptospires ont été observés
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par microscopie sur des coupes histologiques du foie chez des chiens présentant un ictére sévere,
des hémorragies sous-cutanées et une néphrite aigué (Donatien et al., 1951).

Dans le but d’éclaircir 1’épidémiologie de leptospirose animale en Algeérie, nous avons réalisé
une enquéte sur la population canine et féline en Algérie. Le type de prélevement choisi pour une
éventuelle analyse moléculaire était I’urine. Plusieurs chercheurs ont choisi dans leurs études
I’'urine comme prélévement afin de mettre en évidence I'ADN leptospiral chez les animaux
réservoirs comme le chien (Oliveira et al., 2012a ; Fraune et al., 2013 ; Calderon et al., 2014 ;
Gay et al., 2014 ; Gentilini et al., 2015 ; Llewellyn et al., 2016 ; Delaude et al., 2017 ; Sant'anna
et al., 2017). Certaines auteurs confirment que I'ADN des leptospires est retrouvé plus longtemps
dans les urines que dans le sang (Bal et al., 1994 ; Villumsen et al., 2012).

L'approche diagnostique de la leptospirose canine est principalement basée sur des études
sérologiques, généralement obtenues par le test d'agglutination microscopique (MAT)
(Picardeau, 2013). L'utilisation du MAT présente toutefois plusieurs limites et les résultats
sérologiques doivent étre interprétés avec délicatesse. C’est une méthode qui présente une faible
sensibilité au début de la maladie, il est genéralement nécessaire de prélever plusieurs
échantillons en phase aigué pour confirmer l'infection (Levett, 2001). De plus, les titres sériques
peuvent ne pas différencier entre une exposition des chiens a l'agent pathogéne et une
immunisation récente (Levett, 2001). L’identification d’individus chroniquement infectés par le
MAT peut également poser probléme, étant donné que les titres sériques peuvent ne pas
nécessairement étre associés a un portage rénal asymptomatique des leptospires (André-
Fontaine, 2006). Bien que la culture des leptospires soit toujours considérée comme le test
permettant de confirmer sans équivoque ’infection a Leptospira ; les leptospires viables issus
des milieux de culture sont confrontés a des inconvénients, tels qu'une contamination fréquente,
une croissance fastidieuse de l'agent pathogene et une faible sensibilité diagnostique, qui rend
son utilisation moins fréquente dans les études cliniques et épidémiologiques (Miotto et al.,
2017). D'autre part, la nécessité d'un diagnostic rapide de la leptospirose a conduit au
développement de nombreux tests de PCR. La PCR en temps réel ou gPCR, est une méthode qui
révolutionne le diagnostic des maladies infectieuses dans les laboratoires et semble plus
applicable dans la détermination des risques zoonotiques (Harkin et al., 2003 ; Espy et al., 2006).
Cette méthode est rapide, sensible, spécifique et robuste a la fois. Les résultats sont souvent
disponibles en quelques heures au lieu de jours ou de mois (Smythe et al., 2002 ; Espy et al.,

2006). La sensibilité de la PCR rend le recours a 1’isolement ou a la culture non indispensable.
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Discussion

La PCR a eté utilisée avec succés pour confirmer l'infection a Leptospira et permettre un
diagnostic précoce de la leptospirose clinique ou pour l'identification des chiens présentant une
excrétion urinaire asymptomatique des leptospires (Zakeri et al., 2010 ; Gay et al., 2014). De
nombreux tests de PCR ont été développés pour détecter des genes universels de Leptospira tels
que gyrB (le géne codant pour la sous-unité b de I’ADN gyrase), rrs (ARNr 16S) et secY (Merien
et al., 2005 ; Smythe et al., 2002 ; Slack et al., 2006 ; Musso et La Scola, 2013). D’autres essais
ciblent des genes restreints a des espéeces pathogenes telles que lipL32, Ifbl, ligA et ligB2
(Palaniappan et al., 2005 ; Musso et La Scola, 2013).

Dans la présente étude, nous avons utilisé pour la gPCR deux systémes, le premier est spécifique
a tous les leptospires en ciblant la région intergénique du géne 16S rRNA d’une taille d'environ
88 pb (Smythe et al., 2002). Le second systeme est spécifique a Leptospira interrogans
permettent d’amplifier la séquence partielle du géne Lint_hsp_MB d’une taille d’environ 103 pb
(Appelt et al., 2014). Les échantillons positifs étaient confirmés par une PCR standard couplée
au séquencage pour la détection de Leptospira interrogans en amplifiant la séquence partielle du
gene rpoB d’une taille d'environ 592 pb (La Scola et al., 2016). Le tableau 25 expose les
différents systemes utilisés dans les études moléculaires réalisées sur les urines de chiens dans le
monde. Le géne LipL32 est le systéme qui a été utilisé dans de nombreuses études. Gentilini et
al. (2015) concluent dans leur étude que le lipL32 et le rrs (16S rRNA) sont des cibles
appropriées pour la gPCR dans la détection de I’ADN des leptospires dans I’urine canine.
Néanmoins, dans une étude cas-témoins réalisée par Thaipadungpanit et al. (2011), il a été
démontré que dans la qPCR le systéeme rrs (16S rRNA) avait une plus grande sensibilité et une

spécificité similaire, en comparaison directe avec le systeme LipL32.

La présence de L. interrogans a éte confirmée dans les urines de chiens errants d’Alger en
utilisant la qPCR et le séquencage ciblant les génes universels et pathogénes. Nous avons
observé une prévalence globale de 4,8% (5/104). De nombreuses études épidémiologiques sur le
portage rénal de la leptospirose canine a l'aide d'outils moléculaires étaient menées dans le
monde, indiquant ainsi une prévalence mondiale allant de 0,2% a 22% (Cai et al., 2002 ; Harkin
et al., 2003 ; Vicari et al., 2007 ; Rojas et al., 2010 ; Zakeri et al., 2010 ; Oliveira et al., 2012a ;
Fraune et al., 2013 ; Calderdn et al., 2014 ; Gay et al., 2014 ; Gentilini et al., 2015 ; Llewellyn
et al., 2016 ; Delaude et al., 2017 ; Sant'anna et al., 2017). Les résultats soulignent I’importance
mondiale de la leptospirose canine et son potentiel zoonotique. La Figure 76 illustre les

differentes prévalences de la maladie et la région géographiqgue de chaque étude.
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Figure 76 : Détection moléculaire de I’ADN de Leptospira spp. dans les urines de chien dans le monde
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Tableau 25 : Différentes études moléculaires réalisées sur les urines de chiens dans le monde

Espéce (s)

Références Taux de PCR Standard/séquencage : génomique (s) PCR en temps réel :
P N e A e s
positivité (%) Géne amplifié détectée (s) Geéne amplifié
Les multiplexes G1/ G2 et
B64-1/B64-11 :
Cai et al., 2002 11% - flaB - L. kirschneri
(542-563ph) - L. borgpeterseni
- secY
(264-285ph)
Harkin et al., 2003 8.2% 235 rDNA (482 bp) Tous les sérovars
possibles
Vicari et al., 2007 7 8% rrs (16S ribosomal RNA) Espéce
' (551pb) pathogenes
Rojas et al., 2010 7.05% lipL32 (57 bp)
PCR nichée :
Zakeri et al., 2010 2904 rrs (16S ribosomal RNA) - L. interrogans
(525 pb) - L. wolffi
(289 pb)
Les multiplexes G1/ G2 et
B64-1/B64-11 :
Oliveiraet al., 2012a - flaB
§ 14.2% (542-563pb) /
- secY
(264-285ph)
Calderoén et al., 2013 0 lipL32
3.7% 423 pb /
PCR nichée :
Fraune etal., 2013 0 lipL32
5% (519 pb) /
(286 ph)
lipL32 (242 pb
Gay et al., 2014 7.6% P (242 pb)
Ifb1 (331pb)
rrs (16S ribosomal RNA)
Gentilini et al,, 2015 2 7% (88ph)
lipL32
Llewellyn et al., 2016 1.5% lipL32
Delaude etal., 2017 0.2% lipL32 (87pb)
Sant'anna et al., 2017 19.8% lipL32 (242pb) /
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La prévalence de 4,8% obtenue dans notre étude sur le portage rénal chez les chiens est
considérée comme une prévalence faible par rapport aux prévalences constatées dans la majorité
des autres études (Fig. 76). La différence dans la prévalence de la leptospirose canine dans notre
études et celle des autres études pourrait étre due a plusieurs raisons, notamment les différences
de sensibilité et de spécificité des systemes utilisés, les variations annuelles de la prévalence de
la leptospirose canine, la situation géographique, 1’état de santé des chiens préleves et I'excrétion

urinaire des leptospires qui est transitoire et/ou intermittente (Fink et al., 2014).

Des prévalences élevées ont été constatées aux Brésil avec un taux de 14,2% (Oliveira et al.,
2012a) et de 19,8% (Sant'anna et al., 2017). Cela peut s’expliquer par le fait que le Brésil est une
région tropicale et il convient de noter que les régions tropicales offrent d'excellentes conditions
pour la survie et la propagation des leptospires, en raison du climat et en particulier des
précipitations. Ces conditions sont souvent associées a de mauvaises pratiques de gestion (zones
rurales) ou a de mauvaises conditions sanitaires (cycle urbain) et il a été clairement démontré
qu’elles étaient fortement associées a la survenue de I’infection (Lilenbaum et Souza, 2003 ;
Oliveira et al., 2012b).

Des prévalences plus élevées que la prévalence obtenue dans notre étude ont été notées aussi aux
USA avec un taux de 8.2% (Harkin et al., 2003) et en Iran avec un taux de 22% (Zakeri et al.,
2010). Cela peut s’expliquer par le volume important d’urine prélevé et analysé dans ces deux
études et qui a atteint un volume de 6-20 ml dans 1’étude réalisée par Harkin et al. (2003) et un
volume de 10 ml dans 1’étude menée par Zakeri et al. (2010), contre un volume de 3-4 ml utilisé
dans notre étude. Selon Rojas et al. (2010), un volume d’urine important augmentera la quantité
d’ADN de Leptospira dans les échantillons d'urine de chiens infectés. Par conséquent, une plate-
forme de PCR hautement sensible est nécessaire pour obtenir un diagnostic précis doit étre
adoptée pour maximiser I'échantillon d'ADN dans la PCR en augmentant le volume d'urine
utilisée dans I'extraction de I'ADN. Cela pourrait étre réalisé par une sédimentation a grande
vitesse d'un volume important d'urine et par I'extraction d'’ADN du sédiment complet (Xu et al.,
2014).

D’autres études n'ont pas pu détecter I’ADN de Leptospira dans les urines de chiens, c’est le cas
de I’étude effectuée aux Etats-Unis sur 100 chiens et celle réalisée en Egypte sur 25 chiens ou la
présence des anticorps anti-Leptospira était la seule preuve de I'exposition a la maladie (Fink et
al., 2014 ; Felt et al., 2011). Des prévalences tres faibles ont été constatées dans d’autres études,

c’est le cas de I’étude réalisée en Suisse par Delaude et al. (2017) avec un taux de 0.2%,
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montrant que I'excrétion urinaire chez les chiens asymptomatiques est rare dans la région malgré
une seroprévalence élevée chez ces mémes chiens. A cet effet, l'influence de I'excrétion
intermittente doit également étre prise en compte et pourrait potentiellement conduire a une sous-
estimation du niveau réel du portage rénal de Leptospira pathogéne dans la population canine
(Gay et al., 2014).

Dans notre étude, l'analyse BLAST a donné une homologie de séquence de 100% avec le
fragment de géne homologue a 1’espéce L. interrogans sérogroupe Icterohaemorrhagiae.
L’homologie était de 100% avec trois sérovars: le sérovar Copenhageni souche
FDAARGOS 203, le sérovar Icterohaemorrhagiae et le sérovar Copenhageni souche Fiocruz
L1-130. Comme I’homologie était de 100% avec 02 sérovars différents et 03 souches différentes,
nous ne pouvons pas préciser le sérovar incriminé mais nous pouvons dire que 1’espéce
génomique en cause est L. interrogans et le serogroupe est Icterohaemorrhagiae. Dans les études
moléculaires menées par d’autres chercheurs sur les urines de chiens, il a été remarqué que les
espéces génomiques détectées étaient : L. interrogans, L. kirschneri, L. borgpeterseni et L. wolffi
(Tab. 25). La taxonomie moléculaire s’impose difficilement auprés des cliniciens et des
spécialistes de la leptospirose malgré plusieurs avantages des méthodes génétiques

reproductibilité, rapidité, faible colt, ces méthodes sont accessibles de plus en plus aux
laboratoires car les réactifs sont commercialisés et la nécessité de posséder une collection
compléte d’antigénes vivants comme fOt le cas pour la sérologie est remplacée par la

comparaison a des bases de données accessibles sur Internet (La Scola et al., 2006).

Nos chiens vivaient exclusivement a ’extérieur, en contact étroit avec d’autres chiens et des
rongeurs infectés qui étaient probablement la source d'infection. Scanziani et al. (2002),
rejoignent notre hypothese en confirmant que le surpeuplement des animaux errants dans les
quartiers insalubres est associé a une forte prevalence de l'infection, car les animaux peuvent

contracter la maladie par contact avec des urines de chiens ou de rongeurs infectés.

Les chiens positifs a la leptospirose dans notre étude étaient tous en bonne santé, indiquant ainsi
que ces chiens sont des porteurs asymptomatiques. Une leptospirose latente et subclinique chez
le chien était régulierement rapportée et peut également étre observéee chez les animaux vaccinés
(Klopfleisch et al., 2010). Plusieurs auteurs ont rapporté dans leurs études que les chiens
cliniguement asymptomatiques peuvent étre des porteurs chroniques, excrétant Leptospira par
I'intermédiaire de leurs urines dans I'environnement (Brown et al., 1996 ; Harkin et al., 2003 ;
Vicari et al., 2007 ; Oliveira et al., 2012a ; Gay et al., 2014 ; Llewellyn et al., 2016 ; Sant'anna et
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al., 2017). Deux études menées au Brésil, ont rapporté une prévalence importante sur 1’excrétion
urinaire chez des chiens qui apparaissaient en bonne santé, avec un taux de 19,8% (26/131)
(Sant’anna et al., 2017) et un taux de 20% (13/65) chez des chiens errants récupérés dans un
refuge (Oliveira et al., 2012a). Dans 1’étude moléculaire effectuée par Harkin et al. (2003) aux
USA sur I’excrétion urinaire des chiens, uniquement 7% (3/41) des chiens positifs étaient
malades. Il semble que les chiens ont excrété les leptospires dans leur urine pendant une certaine
période apres l'infection, méme s'ils ne développaient pas de maladie clinique. Il est possible que
parmi les autres chiens qui perdaient activement des leptospires aient des signes cliniques
transitoires non remarques par le propriétaire (Harkin et al., 2003). Les leptospires excrétés via
les urines représentent un risque pour I'nomme et les autres animaux. Notre étude ainsi que les
autres études citées ci-dessus soulignent I'importance des mesures d'hygiene générales dans la

pratique vétérinaire lors de la manipulation de I'urine de tous les chiens (Llewellyn et al., 2016).

Les chiens positifs dans la présente étude étaient tous des chiens trés jeunes de moins d'une
année avec un taux de 29,41% (5 positifs sur 17 chiots prélevés) contre 0% (0 sur 87 chiens
adultes prélevés). Cette prévalence chez les trés jeunes chiens est considérée comme une
prévalence élevée et contredit beaucoup d’études citées dans la littérature (Ward et al., 2002 ;
Desvars et al., 2013 ; Hennebelle et al., 2014). Citant par exemple 1’étude qui a menée sur 677
chiens aux Etats-Unis et au Canada pendant une période allant de 1970 a 1998 ou le taux de la
leptospirose était plus élevé chez les chiens d'age moyen entre 4 et 10 ans en comparaison avec
les chiens de moins d'un an (Ward et al., 2002). Au cours d’une autre étude réalisée sur 36 chiens
diagnostiqués et traités contre la leptospirose au Collége de médecine vétérinaire de 1’Université
de Cornell des Etats-Unis pendant la période allant de 1995 a 1998, I'age moyen des chiens
atteints était de 7,4 ans (Birnbaum et al., 1998). Des études similaires réalisées a I’université de
Californie (Adin et Cowgill, 2000) et a I’université de Wisconsin aux USA (Forrest et al., 1998),
ont souligné que I'dge moyen des chiens atteints par la leptospirose était de 5,7 et 6,9 années,
respectivement. Au cours d’une autre étude menée a la Réunion, seuls les chiens adultes étaient
positifs a la leptospirose (Desvars et al., 2013). Sant’anna et al. (2017) rapportent dans leur
recherche réalisée au Brésil, que les chiens de plus de 5 ans présentent plus de risque d’étre
porteurs et excréteurs des leptospires via leur urine par rapport aux jeunes chiens de moins d’une
année. Contrairement au résultat trouvé dans notre enquéte, les études citées ci-dessus montrent
que la tranche d'age de quatre ans et plus est certainement la tranche d'age la plus touchée. Cela
peut s’expliquer par le fait que les chiens d'dage moyen peuvent étre plus actifs a I’extérieur et en

dehors de leur environnement familial normal que les chiens jeunes ou vieux, ce qui augmente le
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risque d'exposition aux différents sérovars pathogénes de leptospira (Ward et al., 2002). De plus,
les chiens d'age moyen sont moins susceptibles d'étre vaccinés contre la leptospirose par rapport
aux chiens jeunes ou vieux chez lesquels la vaccination est pratiquée automatiqguement puisque
ils sont considérés comme une population a risque (Ward et al., 2002). D’autre part, les chiens
atteints dans les deux études réalisées par Ward et al. (2002) et Desvars et al. (2013) et qui
étaient majoritairement des chiens adultes s’explique par le fait que la population canine étudiée
dans ces deux enquétes était composée de chiens domestiques exposés a des facteurs de risque
différents et qui étaient probablement en contact avec d'autres especes hdtes d'entretien.

Par contre, une étude réalisée en Californie sur 102 chiens a donné des résultats contradictoires,
ou les animaux positifs étaient soit des jeunes chiens de moins d’une année soit des vieux de plus
de 8 ans d’age (Ghneim et al., 2007). Les auteurs ont justifier ce constat par le fait que les
animaux jeunes ont un statut immunitaire naif et les vieux chiens chez les quels la vaccination
était interrompue constituent la tranche d’age la plus sensible a la leptospirose (Ghneim et al.,
2007).

Par ailleurs, la prévalence élevée de I’excrétion urinaire chez les jeunes chiens notée dans notre
enquéte peut s'expliquer par le fait que ces animaux sont exposés a un age précoce aux
leptospires pathogenes dans leur environnement avec un statut immunitaire qui est
malheureusement encore naif. De plus, ces chiens sont des animaux errants et ils n'‘ont recu
aucune immunisation contre cette pathologie. Des observations similaires ont été rapportées dans

I’étude réalisée par Vicari et al. (2007).

Le taux d’infection de la leptospirose canine dans notre enquéte était élevé chez les femelles
5,71% (2/35) par rapport aux males 4,34% (3/69), cette différence est statistiguement non
significative. Contrairement a ces résultats, plusieurs études ont mis en évidence une prévalence
plus élevée chez les males que chez les femelles (Rentko et al., 1992 ; Scanziani et al., 2002 ;
Ward et al., 2002 ; Ghneim et al., 2007 ; Vicari et al., 2007).

La race mixte était la race exclusivement citée chez les chiens positifs a la leptospirose dans
notre investigation, constatation qui est tout a fait logique puisque les chiens de race mixte
étaient prédominants parmi les chiens prélevés 82,7% (86/104) par rapport aux chiens de
d’autres races 17,3% (18/104). Dans une étude américaine realisée sur 677 chiens, les chiens de
travail, les chiens de chasse et les chiens croisés sont plus susceptibles d’étre atteints par la

leptospirose (Ward et al., 2002).
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Dans le present travail, tous les prélévements d’urine des chats analysés par gPCR étaient
négatifs a la leptospirose, indiquant ainsi que les chats sont résistants a la maladie et n’excretent
pas des leptospires. Ils ne sont donc pas considérés comme réservoirs et ne jouent pas un réle
dans la transmission de la maladie dans la région d’Alger.

Les études réalisées sur la leptospirose féline étaient beaucoup plus des études sérologiques.
Elles étaient menées dans différents pays du monde, indiquant une séroprévalence comprise
entre 4% et 30%. C’est le cas de 1’étude réalisée en Australie (Dickeson et Love, 1993), en
Ecosse (Agunloye et Nash, 1996), en Gréce (Mylonakis et al., 2005), en Iran (Jamshidi et al.,
2009), en Espagne (Millaan et al., 2009), au Canada (Lapointe et al., 2013), au Taiwan (Chan et
al., 2014), au Chili (Azécar-Aedo et al., 2014) et au Breésil (Dos Santos et al., 2017).

Contrairement a nos résultats, certaines études ont pu détecter I'ADN de Leptospira dans des
échantillons d'urine de chats indiquant un portage rénal de la leptospirose chez cette espece
animale. C’est I’exemple de 1’étude réalisée au Québec ou I'ADN de Leptospira pathogéne était
détecté dans les urines de 3,2% parmi 250 chats échantillonnés (Hartmann et al., 2013).
L’excrétion urinaire a été confirmée par PCR chez 67,8% (80/118) chats au Taiwan, ou 71 chats
étaient des chats errants et 9 était des chats domestiques (Chan et al., 2014). Au Canada, 'ADN
de Leptospira était détecté dans les urines de 6 chats parmi 113 chats malades et dans les urines
de 2 chats parmi 125 chats sains, ce qui correspond a une prévalence totale de 3,3% (8/238)
(Rodriguez et al., 2014). Les résultats d’une PCR effectuée sur des urines de chats en Allemagne
a donné une positivité de 3,2% (7/215) (Weis et al., 2017). L’infection expérimentale réalisée sur
des chats par Fessler et Morter (1964) et Larsson et al. (1985) a confirmé que les chats peuvent
rester porteurs de leptospires pendant plusieurs semaines. Weis et al. (2017) ont suivi des
échantillons d'urine d'un chat ayant libéré I'ADN de Leptospira, la PCR était positifs 8 mois
apres la premiere excrétion. Par conséquent, le fait d’excréter les leptospires via les urines, les
chats peuvent jouer un réle important en tant que réservoirs ou en tant qu'héte accidentel et
contribuer ainsi a la contamination continue de l’environnement (Rodriguez et al., 2014).
Cependant, une réinfection peut également se produire dans la mesure ou le chat sort
régulierement a I'extérieur (Weis et al., 2017).

D’autres chercheurs, pensent que 1’acidité de 1’urine du chat diminue la survie des leptospires
chez cette espece par rapport aux autres espéeces animales (Fessler et Morter, 1964 ; Everard et
al., 1979). Le role des chats dans la transmission de la leptospirose devrait étre réévalué, car il

pourrait en fait étre sous-estimé (Rodriguez et al., 2014).
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I1. La peste

Le changement climatique (réchauffement planétaire) a favorisé 1’apparition de plusieurs
maladies vectorielles a 1’échelle mondiale. La température élevée joue un role important dans le
maintien et ’activité des ectoparasites qui transmettent les maladies d’un réservoir a un autre. La
réapparition de la peste dans plusieurs pays du monde aprés 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 (WHO, 2003). En 2008, un
nouveau foyer est apparu dans la région de Laghouat ou 1’épidémie a touché des nomades. Dans
le but de rechercher les réservoirs responsables de cette épidémie, des rongeurs de plusieurs
especes ont été capturés en 2009. L’amplification par PCR du géne activateur du plasminogéne
(Pla) était réalisée sur les rates de ces rongeurs, la positivité révélée était de 16% (Bitam et al.,
2010a). Récemment, au cours d’une étude réalisée sur des rongeurs pour la recherche de de
Yersinia pestis, le séquencage des genes pla, glpD et rpoB a révélé une positivité de 8% (18/237)
dans douze régions d’Algérie réparties comme suit: Tlemcen (0/5), Ain Témouchent (0/2),
Mascara (4/14). Laghouat (1/6), Djelfa (0/16), M’Sila (7/61), Biskra (2/16), Batna (0/7), Alger
(0/2), Boumerdes (0/6) et Cap Djinet (4/102) (Malek et al., 2015).

Malgré que 1’ Algérie soit declarée parmi les pays a foyers de peste par I’OMS, nous n’avons pas
de données épidémiologiques sur cette pathologie sur les espéces animales susceptibles d’étre
une source de contamination pour les humains. Les seules études réalisées étaient effectuées sur
des rongeurs et pendant les foyers de peste déclarés. La peste féline est la source de 1’infection
humaine dans plusieurs régions du monde et plusieurs cas de chats atteints de cette infection ont
été constateés (Gage et al., 2000). Le rdle du chien comme source d’infection pesteuse n’a pas été
bien élucidé par les scientifiques, malgré que cette espece animale était incriminée comme

source de contagion plusieurs fois (Wang et al., 2011).

Dans le but de connaitre si les chiens et les chats errants pourraient véhiculer cet agent pathogéne
si dangereux dans la région d’Alger ; une région qui a connu des foyers de peste dans le passé et
comme ces especes animales vivent dans des conditions de non salubrité et en étant en contact
avec des rongeurs, les principaux réservoirs de la peste ; un total de 267 rates de chiens et de
chats avec 256 puces étaient analysés pour la recherche de I’ADN bactérien de Yersinia pestis.
Notre investigation était basée sur des méthodes moléculaires ciblant deux systemes, le premier
étant le gene pla pour une PCR en temps réel et le deuxieme est le géne glpD pour une PCR

nichée. Le choix de la rate comme type de prelevement dans notre étude se justifie par le fait
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qu’elle soit hautement perfusée et agit en tant que filtre pour épurer le sang. Cet organe est
également impliqué dans le contréle immunologique et I'élimination des pathogénes a vecteur
(Agar et al., 2009 ; Movilla et al., 2017).

Les resultats de la PCR en temps réel et de la PCR nichée étaient tous négatifs. Les controles
interne (B- actine) et externe (Tiss) et étaient bien positifs indiquant ainsi une bonne extraction et
le bon déroulement de la PCR.

Nos résultats négatifs sur les chats suggerent que ces derniers ne constituent pas un danger
comme source de peste a Alger, comme fut le cas dans certaines régions du monde.

L’exposition aux chats infectés par Yersinia pestis est un risque connu depuis longtemps, le chat
peut étre une source d’infection pour les étres humains suite a des griffures ou des morsures ou
méme un simple contact (Kaufmann et al., 1981). La peste pulmonaire primaire contractée chez
des chats est devenue de plus en plus fréquente (Doll et al., 1994). Le premier facteur de risque
pour la peste féline semble étre la chasse et 1’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).

La peste féline était la source de I’infection humaine dans plusieurs régions du monde. 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 contracté la
peste a partir d'un chat domestique infecté (Shepherd et al., 1983). La peste bubonique a été
transmise a une fillette 4gée de 10 ans aux Etats-Unis par une griffure d’un chat domestique. Le
chat a été probablement infecté par contact avec des rongeurs sauvages infectés ou leurs puces.
Yersinia pestis a été identifiée par la suite parmi des puces de I’espéce Diamanus montanus
recueillies dans un terrier abandonné prés du domicile de la patiente (Weniger et al., 1984). 60
cas de peste féline étaient constatés au Nouveau-Mexique entre 1977 et 1985 (Eidson et al.,
1988). 297 cas de peste féline étaient déclaré a 1’ouest des Etats-Unis dans la période allant de
1977 a 1998 dont 23 (7.7%) étaient associes aux cas humais. Les cas humains étaient causes par
des morsures et des griffures dans la plupart des cas. Cing cas de pneumonie primaire étaient
causé par l'inhalation de sécrétions respiratoires des chats (Gage et al., 2000 ; Butler, 2009). Une
épidémie de peste était signalée chez des chasseurs 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 pas été
identifiée ce qui suggere que la cause était probablement liée a I’inhalation de particules

infectantes aprés contact avec des chats sauvages et domestiques.
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En 2016, dans la région d’Idaho aux USA, des prélévements de rate, de foie et de sang chez 12
chats ont été testé par la PCR en temps réel et confirmés par des tests de culture et de lyse sur
phage. Y. pestis a été isolée chez six chats parmi les 12 chats analyses. Les chats positifs étaient
ageés de 10 mois a 14,5 ans ; 67% étaient des males et 83% étaient des chats qui habitaient a la
fois a l'intérieur et a I'extérieur. La fiévre et les adénopathies étaient les signes de maladie les
plus souvent signalés. Les six chats étaient tous en contact avec des écureuils terrestres et

d’autres rongeurs sauvages ou des lapins avant de tomber malades (Kassem et al., 2016).

L’atteinte des chats par Yersinia pestis apres ingestion de souris ou de rongeurs infectés a été
déja prouvee expérimentalement par Gasper et al. (1993) et par Watson et al. (2001). D’apreés
Gasper et al. (1993), 38% des chats exposés a Yersinia pestis, ont eu un issu fatal, 44% ont
développé une forme passagere 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, ces deux formes étaient observées chez tous les chats inoculés, la
forme pulmonaire était observée seulement chez 28% des cas, autrement dit les chats sont les
seuls carnivores qui peuvent présenter les trois formes apres une exposition a Yersinia pestis. Les
chats infectés par voie orale présentent les mémes symptdomes que les chats infectés
naturellement (ingestion de rongeurs infectés), avec 1’apparition de nombreuses 1ésions dans les

ganglions de la téte et du cou (Watson et al., 2001).

Lors d'une infection pesteuse, les chats peuvent jouer le r6le de sentinelles et développent des
anticorps qui peuvent étre détectés pendant plusieurs mois. Le dépistage sérologique d'une telle
infection est particulierement utile pour les enquétes et programmes de surveillance
épidémiologique ou lors d'une suspicion clinique animale ou humaine (Kaufmann et al., 1981).
Des études sérologiques ont été menées dans plusieurs régions du monde avec des taux de
prévalence différents d’une région a une autre (Annexe 4) : 5,4% au Canada (Leighton et al.,
2001), 3,22% en Californie (Chomel et al., 1994), 26,5% en Chine (Li et al., 2008). Au Brésil la
séroprévalence a touché 170 chats (Aragao et al., 2002), elle était de 0,8% dans une autre étude
(Aragdo et al., 2009) et de 0.7% au cours d’une troisiéme enquéte (Sousa et al., 2017).

Comparés aux chiens, les chats sont tres sensibles a la peste et peuvent transmettre directement
la maladie a I'homme par I'exposition a des gouttelettes respiratoires et a des fluides corporels
infectieux associés a des morsures ou des griffures. Les chats peuvent également transporter des
puces infectées dans les maisons. Ils présentent le plus grand risque pour les propriétaires

d’animaux domestiques et les membres du personnel vétérinaire. Pour pouvoir réduire le risque
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de la peste chez les animaux domestiques, les auteurs recommandent aux propriétaires de
contrdler I'itinérance de leurs animaux, en mettant en ceuvre un programme de contrdle des puces

et en minimisant les habitats des rongeurs (Kassem et al., 2016).

Nos résultats sur les chiens étaient tous négatifs. Nos résultats concordent avec les résultats
obtenus par 1’étude réalisée par Kassem et al. (2016) dans la région d’Idaho aux USA, ou des
prélevements de rate, de foie et de sang chez 05 chiens étaient testé par la PCR en temps réel et
confirmés par des tests de culture et de lyse sur phage. Les résultats étaient négatifs suggerant

ainsi gue le chien est une espece résistante a la peste.

Le role du chien comme source d’infection pesteuse n’a pas été bien €lucidé par les scientifiques.
Dans les régions endémiques le chien peut avoir un role important dans I’épidémiologie de cette
pathologie (Ge et al., 2005). Cela a été constaté au cours de 1’épidémie qui a été déclarée en
2009 a la province du Qinghai, en Chine chez 12 personnes, ou un chien décéde semblait étre la
source de I’infection. La premiére personne touchée était un berger expose a ce chien malade.
Les autres cas étaient des personnes qui ont été en contact avec le berger. Y. pestis a été isolée a
partir des patients et du chien. La bactérie a été identifiée par coloration de Gram, essais
biochimiques, test de lyse sur phage et par PCR ciblant les genes cafl et pla (Wang et al., 2011).
Cette épidémie était remarquable car il s'agissait de la premiére épidémie de peste pneumonique
chez I’espéce canine étant donné que les chiens sont considérés naturellement résistants a la
maladie malgré I'ingestion de rongeurs infectés dans des zones d'endémie (Butler, 2013).

Dans une étude menée par Gould et al. (2008) dans I’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 suggerent que les chiens
peuvent faciliter le transfert de puces infectées des rats pesteux dans les habitations. De plus, les
activités ou 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 ; Raoult et al.,
2013). Les chiens pourraient constituer une source d'infection humaine pour leurs propriétaires

lorsqu’ils sont exposés a des animaux sauvages infectés (Li et al., 2009 ; Li et al., 2016).

Les chiens domestiques développent une forme relativement bénigne ou asymptomatique a
I’infection pesteuse (Li et al., 2009 ; Li et al., 2016). Au cours d'une étude rétrospective réalisée
sur 62 chiens atteints de la peste au Nouveau-Mexique entre 2003 et 2011, les résultats ont
montré que les chiens exposes a Y. pestis peuvent développer une maladie modérée a severe voir

une mortalité et la source potentielle d'exposition a Y. pestis comprenait la chasse, I'exposition a
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des rongeurs ou des lapins et la résidence en zone rurale (Nichols et al., 2014). Les vétérinaires
sont souvent les premiers a reconnaitre les signes de la peste parmi les populations sentinelles et
ont la possibilité d’intervenir et de prévenir la transmission de la maladie (Nichols et al., 2014 ;
Runfola et al., 2015).

Dans certains pays oU la peste sévit de fagcon endémique tel que l'ouest des Etats-Unis et oU les
chiens sont fréquemment exposés a Yersinia pestis ; Orloski et Eidson (1995) indiquent dans
leurs recommandations que la peste doit étre comprise dans le diagnostic différentiel avec
d’autres pathologies lorsque l'on examine les chiens avec de la fievre non spécifique et la

léthargie.

Les chiens domestiques semblent étre trés résistants a la peste, cependant ils peuvent développer
des titres d'anticorps élevés détectables apres plusieurs mois, sans apparition de symptomes.
Donc, le chien est considéré comme un animal indicateur pour la surveillance de la peste et
I'étude sérologique peut nous renseigner sur les zones ou I’infection est active (Rajerison et al.,
2009 ; Wang et al., 2011). Plusieurs études sérologiques ont été menées dans différentes régions
du monde, confirmant ainsi que les chiens sont des sentinelles utiles pour donner une idée sur la
prévalence de la peste (Annexe 5). Les résultats différent d’une région a une autre : 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), 55% au
Lushoto (Tanzanie) (Kilonzo et al., 1993), 2,09% en Californie (USA) (Chomel et al., 1994) ;
35% en Equateur (Gabastou et al., 2000), 2,0% a Karatu et Ngorongoro (Tanzanie) (Kilonzo et
al., 2006), 2,7% en Californie (Henn et al., 2007), 23,5% en Chine (Li et al., 2008), 2,3% a
I’Etat du Ceara (Brésil) (Aragao et al., 2009), 23,8% en Madagascar (Rajerison et al., 2009),
3.42% en Iran (Esamaeili et al., 2013), 21,68% en Chine (Wang et al., 2014), 3% en Zambie
(Nyirenda et al., 2017a) et 1.5% au Brésil (Sousa et al., 2017). L’étude sérologique menée par
Saavedra et al. (2011) chez les chiens a I’Etat de Bahia au Brésil a été révélée négative, mais
d’aprés les auteurs, 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 contréle

adéquates s’avérent nécessaires (Saavedra et al., 2011).

L’infestation par les puces des carnivores étudiés dans notre enquéte indique une prévalence
élevée. Elle était de 327 (47,25%) puces chez les chiens et de 365 (52,74%) puces chez les chats.
Ce résultat suggére que les conditions écologiques et climatiques, I’habitat extérieur, le contact
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avec d'autres animaux et la non-utilisation des antiparasitaires préventifs ou thérapeutiques sont
des facteurs associés a une grande exposition des chiens et chats errants d’Alger aux vecteurs

arthropodes.

Les trois especes de puces identifiées parmi les puces prélevées a partir des chiens et des chats
étudiés étaient: Ctenocephalides felis, Ctenocephalides canis et Xenopsylla cheopis.
Ctenocephalides felis était plus abondante chez les chats, par contre Ctenocephalides canis était
plus fréquente chez les chiens. Ces résultats peuvent étre légerement modifiés par le déplacement
des puces d’un individu a un autre puisque les animaux sont en promiscuité comme ils sont
regroupés dans une cage unique avant 1’euthanasie. Concernant les différentes espéces de puces
qui parasitent les carnivores domestiques, Farkas et al. (2009) ont constaté que la prévalence de
Ctenocephalides canis était plus élevée chez les chiens par rapport aux chats, par contre le taux
d’infestation par la puce Ctenocephalides felis était nettement supérieur chez les chats. Ce
constat concorde avec nos résultats. La prévalence de Xenopsylla cheopis était importante chez
nos chiens. Cette espece de puce est spécifique aux rongeurs mais peut affecter les chiens surtout

si ces derniers sont errants (Koutinas et al., 1995 ; Cafidn-Franco et Pérez-Bedoya, 2010).

Les résultats de la PCR pour la recherche de Y. pestis dans les puces étaient tous négatifs. Ces
résultats concordent avec les résultats obtenus par Nyirenda et al. (2017b), ou 82 puces
collectées sur des chiens (C. canis) et des rongeurs (X. cheopis) en Zambie et analysées par PCR
ciblant le gene pla, étaient toutes négatives (Nyirenda et al., 2017b).

Par ailleurs, une étude moléculaire était réalisée sur des populations de puces domestiques
prélevées a partir d’animaux des pays d'Afrique tropicale et subtropicale (le Bénin, la Tanzanie
et le Congo) ou les échantillons d'ADN étaient analysés par gPCR ciblant le gene Pla puis
confirmeés par une PCR nichée et sequencage ciblant le géne glpD. L’ADN de Y. pestis a été
détecté dans 3.25% (4/126) des puces collectées au Congo (Leulmi et al., 2014). Au cours de la
réapparition de la peste humaine en Algérie en 2003, 95 Xenopsylla cheopis ont été testées par

PCR pour la recherche de Yersinia pestis, neuf puces était infectées (Bitam et al., 2006).

Malgré que de nombreuses especes de puces peuvent transmettre Y. pestis, le vecteur de la peste
le plus commun et efficace est la puce du rat oriental Xenopsylla cheopis. Cette derniére est plus
susceptible de transmettre la maladie que d’autres puces gréce a sa capacité de bloquer un repas
sanguin contenant Y. pestis dans son proventricule, le régurgitant ainsi lors d’un nouveau repas
(Butler, 2009).
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La puce du chat (Ctenocephalides felis) et celle du chien (Ctenocephalides canis) peuvent
transmettre la peste a 1’étre humain (Dennis et al., 1999 ; Graham et al., 2013). Cependant elles
sont considérées comme des vecteurs pauvres et ne causent que rarement la maladie humaine
(Pollitzer, 1954). C. felis est une puce domestique et péri-domestique commune dans certaines
régions d’Afrique et de Chine ou la peste est endémique. Au nord-ouest d'Ouganda, en Chine et
aux Etats-Unis, cette puce a été signalée comme la puces les plus courante dans I'environnement
familial humain (Eisen et al., 2008a ; Yin et al., 2011 ; Tam et al., 2014). C. felis se nourrit d'une
variété d'hotes, y compris ’homme, elle se nourrit aussi des rongeurs sauvages ; réservoirs
principaux de Y. pestis et peut jouer donc un réle dans la transmission de la peste a I'homme (Yin
et al., 2011 ; Graham et al., 2013). C. felis devient infectieuse apres que son hote meurt de peste
septicémique, ce qui donnera un potentiel de transmission tardif de plusieurs jours (Bland
et Hinnebusch, 2016). Les études de laboratoires montrent que C. felis est un vecteur compétent
pour Yersinia pestis, mais l'efficacité est faible par rapport aux autres especes (Bland et
Hinnebusch, 2016). Ces résultats indiquent que les puces de chat ne doivent pas étre négligées
par les programmes de controle car elles peuvent jouer un réle important comme vecteurs

secondaires (Eisen et al., 2008a).
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ET PERSPECTIVES




Conclusion et perspectives

Ce document a fourni de nouvelles informations intéressantes sur la leptospirose et la peste, des
zoonoses émergentes et négligées chez les animaux de compagnie en Algérie. Les résultats de
I’enquéte indiquent ainsi un nombre élevé de porteurs asymptomatiques des leptospires chez les
jeunes chiens excrétant ainsi la bactérie via leurs urines dans I’environnement, avec absence de
la maladie chez les chats. La recherche concernant la peste a indiqué I’absence de 1’agent

pesteux chez les chiens et chats errants et leurs puces.

La détection urinaire des leptospires chez I’espéce canine est une premiere description en
Algérie. La mise en place d'un systeme de surveillance de la leptospirose canine, en appliquant
des mesures prophylactiques, vaccination et chimio-prophylaxie doivent étre entreprises en
Algérie pour un meilleur contréle de la maladie.

La réapparition récente de plusieurs foyers de la peste restés silencieux pendant plusieurs
décennies, indique que 1’éradication d’un foyer de peste établi ne peut jamais étre tenue pour
acquise. Dans cette étude, nous n’avons pas confirmé le role réservoir des chats et chiens errants
dans la région d’Alger par rapport a la peste. Ce rapport montre que 1’épidémiologie de la peste

n’est pas unique, mais suit des voies différentes selon les régions.

Des données épidémiologiques supplémentaires en examinant un nombre plus important
d'animaux domestiques a partir de plusieurs localités sont nécessaires afin de déterminer la
prévalence et la distribution réelle de ces maladies en Algérie. L’introduction des méthodes de
diagnostic rapides et faciles a mettre en ceuvres telles que les techniques moléculaires, restent
plus que jamais nécessaires, afin d’établir un diagnostic approprié et fournir un traitement

efficace et précoce.

Les opérations de désinsectisation, de dératisatisation et d'élimination des animaux nocifs tels
que les chats et les chiens errants doivent se faire a travers toute I'Algérie et de fagon permanente
afin de limiter la propagation de certaines maladies zoonotiques. La création de plusieurs
fourrieres canines s’avere nécessaire. Une attention toute particuliére doit étre accordée aux

zones défavorisées de I'Algérie profonde, la ou il y a un manque flagrant d'hygiéne.
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ANNEXES




ANNEXE 01

Tableau illustrant les différents sérovars appartement a L. interrogans sensu lato qui infectent I’homme et les animaux

(Sessions et Greene, 2004)

Hotes connus comme

Hotes accidentels

Sérovar réservoirs primaires Animaux domestiques et humains Animaux sauvages
Bratislava Rat, porc, cheval Chien, homme, vache, cheval Souris, raton-laveaur, opossum, campagnol, renard,
moufette, belette, ragondin
Autumnalis Souris Chien, homme, vache Rat, raton-laveaur, opossum
incterrohaemorrhagiae | Rat Chien, chat, homme, vache, cheval, porc Souris, raton-laveaur, opossum, renard, marmotte,

singe, mouffette

Vache, porc, mouffette,

Pomona Chien, chat, homme, cheval, mouton, chévre, lapin Souris, raton-laveaur, loup, renard, lion de mer, cerf
opossum
Canicola Chien Chien, chat, homme, vache, cheval, porc Rat, raton-laveaur, tatou, mangouste, ragondin,
campagnol, chacal, mouffette
Bataviae Chien, rat, souris Chien, chat, homme, vache Hérisson, campagnol, tatou, musaraigne, léopard
Hardjo Vache Chien, homme, porc, cheval, mouton Bovidés Sauvages
Grippotyphosa Campagnol, raton laveur, | Chien, chat, homme, vache, porc, mouton, chevre, Souris, rat, renard, ecureuil, lynx roux, musaraigne,

mouffette, opossum

lapin, gerbille

hérisson, rat musqué, belette, taupe, l1éopard




ANNEXE 02

Tableau illustrant les signes cliniques chez le chien atteint de leptospirose (Schuller et al., 2015)

P Rentko et al. Harkin et| Birnbaum | Adinetal.| Prescottet Goldstein et Steger-Lleb Mastrorilliet | Gelsen et al. Gerlach et Kohn et al. Tangeman et
Référence 1992 al. 1996 | etal. 1998) 2000 al. 2002 al. 2006 etal. 1999 al. 2007 2007 al. 2007 2010 Littman 2013
Pays USA NUSA USA USA USA USA Suisse Italie Sud de Nord de Nord-est de Nouvelle
Massachusettes Jers?:\l/ New York Californie Ontario New York I’Allemagne I’Allemagne I’Allemagne Orléans
Nombre de chiens n=17 n=17 n=36 n=36 n=31 n=55 n=11 n=16 n=42 n=39 n=50 n=51
Anorexie % (n) NR NR 67 (24) 68 (24) 81 (25) 75 (41) 73 (8) 69 (11) 76 (32) R 84 (42) 57 (29)
Vomissement % (n) NR NR 50 (18) 88 (33) 81 (25) 64 (35) 82 (9) 81 (13) 57 (24) R 72 (36) 41 (21)
Léthargie % (n) 24 (4) 88 (15) 58 (21) 65 (23) 90 (28) 78 (43) 18 (2) 87,5 (14) 81 (42) R 90 (45) 43 (22)
Douleurs abdominales % (n) 29 (5) 35 (6) 33 (12) 42 (15) 65 (20) 22 (12) 45 (5) 37,5 (6) 19 (8) NR 36 (18) NR
Diarrhée % (n) 24 (4) 6 (1) 33 (12) NR NR 29 (16) 36 (4) 38 (6) 40 (17) NR 50 (25) 12 (6)
Ictére % (n) NR 35 (6) 11 (4) NR 29 (9) 13 (7) 36 (4) 17 (2) 45 (18) R 10 (5) NR
Déshydrations % (n) NR NR 36 (13) NR 52 (16) 26 (14) 27 (3) NR 31(13) NR 6 (3) NR
Raideur / douleur musculo- 12 (2) 17 (3) 25 (9) 23 (9) 35(11) NR NR 44 (7) NR NR 8 (4)
squelettique % (n) 2(1)
Fievre (temp. rectale NR
1 1 11 (4 15(4 13 (4 18 (2 1 1 R 4
(3950) 3 () 6(1) 6 (1) @) | 1504 3(4) 9 (5) 8(2) 9 (3) 36 (15) 8 (4)
Hypothermie ( temp. rectale 12 (2) 12 (2) NR 22 (8) NR NR 36 (4) 38 (6) 17 (7) NR 6(3) NR
<38°C) % (n)
Oligurie/ anurie % (n) NR NR 6(2) 39 (14) NR NR 18 (2) 44 (7) NR NR 20 (10) 4(2)
Dyspnée/ tachypnée % (n) 6(1) NR 3(1) NR 35(11) NR NR 44 (7) NR NR 38(19) 2 (1)
Faiblesse % (n) NR NR 39 (14) NR NR NR 18 (2) NR 52 (21) NR NR NR
PU/PD % (n) NR NR 50 (18) NR NR 31(17) 27 (3) NR NR NR NR NR
Perte de poids % (n) NR NR 44 (16) NR NR 35 (19) 9(1) NR 17 (7) NR NR NR

NR : non rapporté. R : rapporté, pas de nombre.




ANNEXE 03

Tableau illustrant les altérations biochimiques constatées chez des chiens atteints de leptospirose (Schuller et al., 2015)

Référence Rentko et al. Harkinet | Birnbaum| Adinetal.| Prescottet| Boutilieretal.| Goldstein| Steger-Lleb | Mastrorilli Gelssen et Gerlach et | Kohnetal. Tar:lgeman
1992 al. 1996 | etal.1998| 2000 al. 2002 2003 etal.2006| etal. 1999 | etal.2007 |  al. 2007 al. 2007 2010 et 2:‘1':3"
Pays USA USA USA USA USA Canada USA Suisse Italie Sud de Nordde | Nord-estde| Nouvelle
Massachusettes | New Jersey | New York | Californie Ontario | Saskatchewan| New York PAllemagne | P'Allemagne |[PAllemagne| Orléans
Nombre de chiens n=17 n=17 n=36 n=31 n=31 n=15 n=54 n=11 n=16 n=42 n=39 n=50 n=51
Augmentationdelal g4 (54 82(14) | 83(30) | 100(36)| 87(27) 80 (12) 93 (50) 55(6) | 100(16) | 57(24) 72(28) | 88(44) 71(36)
créatinine % (n)
Augmentation de 100 (17) 82(14) | 81(29) | 100(36)| 94(29) 73 (11) 93 (50) 54 (6) 100 (16) | 62 (26) 72(28) | 88(44) 75 (38)
'urée % (n)
Augmentation de 35 (6) 35 (6) 33(12) NR 26 (8) 33(5) 32(17) 55 (6) 69 (11) 74 (31) 28 (11) 78 51 (26)
I'ALAT % (n)
Augmentation de 29 (5) NR 39 (14) NR NR NR 56 (30) 55 (6) 69 (11) | 61(22/36) | 28(11) NR 47 (24)
'ASAT % (n)
Augmentation de la 59 (10) 65(11) | 56 (20) 19 (7) 58 (18) 33 (5) 57 (31) 55 (6) 63 (10) 69 (29) 28(11) |90(42/47)| 59 (30)
PAL % (n)
Hyperb"'r(“';"”em'e 24 (4) 42 (7) 17 (6) 22 (8) 68 (21) 33 (5) 41 (22) 55 (6) 56 (9) 79 (34) 15(6) |73(35/48)| 37(19)
% (n
Hypoalbunémie 18 (3) NR NR NR NR NR 35 (19) 64 (7) 75 (12) NR NR NR NR

% (n)

NR : non rapporté.




ANNEXE 04

Tableau citant les enquétes de séroprévalence de I’infection féline a Yersinia pestis

. Nombre de : Positifs
Région géographique L ffzzle;ede sérums Tii?l?slgeue Références
preleves Prévalence %
Afrique du Sud 1982 6 HP 2 33,3% Shepherd et al., 1983
Alberta et Saskatchewan
1995 242 HP 13 5,4% Leighton et al., 2001
(Canada)
Californie (USA) 1979-1991 466 HP 15 3,22% Chomel et al., 1994
Etat de Ceara (Brésil) 1990-1999 . HA 170 _ Aragdo et al., 2002
Province du Yunnan (Chine) 2006 151 HP 40 26,5% Lietal., 2008
Etat du Ceara (Brésil) 1997-2006 50 849 HA 395 0,8% Aragdo et al., 2009
Etat de Ceara (Brésil) 1990-2014 61 135 HP et Hin 426 0.7% Sousa et al., 2017

HA : Hémagglutination. HP : Hémagglutination passive. HIn : Hémagglutination par inhibition.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sousa%20LLF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29340453

ANNEXE 05

Tableau citant les enquétes de séroprévalence de I’infection canine a Yersinia pestis

L . Loife | DB Technique Positifs e
Région géographique de I’étude de sérums Utilisée - Références
u prélevés Prévalence %
Epidémies dans des
différentes régions du _ 1556 HA 336 21,6% Rust et al., 1971a
monde (USA et Asie)
Afrique du Sud 1982 5938 HP 21 0,35% Shepherd et al., 1983
Montagnes d’Usambara ) 0 .
occidentaux (Tanzanie) 1980-1990 176 HP 11 6,3% Kilonzo et al., 1992
Lushoto (Tanzanie) _ 201 HP 11 5,5% Kilonzo et al., 1993
Californie (USA) 1979-1991 4115 HP 86 2,09% Chomel et al., 1994
Equateur 1998 14 HP 5 35,7% Gabastou et al., 2000
Alberta (eé :ﬁ;{';aa)“’hewa“ 1995 240 HP 24 10% | Leighton et al., 2001
Etat de Ceard (Brésil) 1990-1999 . HA 720 _ Aragéo et al., 2002
Jordanie (Frontieres HA et 0 .
Saoudiennes) 1997 17 ELISA 3 17,6% Arbaji et al., 2005
Kara“(‘Teatn';'gr?if)”gom . 38 ELISA 1 26% | Kilonzo et al., 2006
Californie (USA) 2004-2005 183 HP 5 2,7% Henn et al., 2007
Pro"'”fgrﬂ‘rjle\)(””“a” 2006 689 HP 162 23,5% Lietal., 2008
Etat du Ceara (Brésil) 1997-2006 95 883 HA 2234 2,3% Aragdo et al., 2009
Madagascar 1999 63 Eﬁg:t 15 23,8% Rajerison et al., 2009
Etat de Bahia (Brésil) 2009 480 HA 0 0% Saa"e%alit Dias,
Ouest d’Iran 2011-2012 117 ELISA 4 3,42% Esamaeili et al., 2013
Nouveau Mexique (USA) | 2003-2011 | 62 malades _ 62 100% Nichols et al., 2014
Pgl"r:gﬁzf (Cé?]ri‘zz)et _ 226 HI 49 21,6% | Wangetal., 2014
Californie (USA) 2001-2003 80 HP et Hin 1 1,25% Ste'[’hezngfg etal,
Zambie 2012-2013 165 ELISA 5 3% Nyirenda et al., 2017
Etat de Ceara (Brésil) 1990-2014 203 311 HP et HIn 3023 1.5% Sousa et al., 2017

HA : Hémagglutination. HI : Hémagglutination Indirecte. HP : Hémagglutination passive. Hin :

Hémagglutination par

inhibition. TICR : Test immuno-chromatographique rapide. ELISA : Dosage d'immunoabsorption par enzyme liée.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Henn%20JB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Saavedra%20Rda%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dias%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dias%20JP%22%5BAuthor%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sousa%20LLF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29340453

ANNEXE 06 :

Les informations relatives aux animaux prélevés pour I’étude de la leptospirose

Variable/ Catégorie

Nombre de chiens testés

Nombre de chats testés

Nombre Total 104 107
Sexe
Male 69 (66.34%) 66 (61.68%)
Femelle 35 (33.65%) 41 (38.31%)
Age
<1an 17 (16,34%) 18 (16,82%)
>1an 87 (83,65%) 86 (80,37%)
Race
Race mixte 86 (82,69%) 107 (100%)
Autres races 18 (17,30%) 0 (0%)

Races canines
- Berger allemand
- Berger croisé

- American Staffordshire

Autres races félines

8 (7,69%)
8 (7,69%)
2 (1,92%)




ANNEXE 07 :

Les informations relatives aux animaux prélevés pour I’étude de la peste

Variable/ Catégorie Nombre de chiens testés | Nombre de chats testés
Nombre Total 127 140
Sexe
Maile 65 (51,58%) 78 (55,71%)
Femelle 62 (48,81%) 62 (44,28%)
Age 48 (37,79%) 44 (31,42%)
<1an 79 (62,50%) 96 (68,57%)
>1 an
Race
Race mixte 99 (77,95%) 136 (97,14%)
Autres races 28 (22,04%) 4 (2,85%)
Races canines
- Berger allemand 9 (7,08%) -
- Berger croisé 11 (8,66%) -
- American Staffordshire 5(3,93%) -
- Pitbull croisé 3 (2,36%) -
Races félines
- Siamois croisé - 4 (2,85%)
Statut clinique
Sain 105 (81,67%) 127 (90,71%)
Malade 22 (17,32%) 13 (9,28%)
Présence de puces
- Ou 102 (80,31%) 114 (81,42%)
- Non 25 (19,68%) 26 (18,57%)




