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INTRODUCTION

L’anaplasmose a Anaplasma phagocytophilum est une maladie vectorielle zoonotique et
infectieuse évoluant sous forme aigué ou inapparente et selon un tableau épidémiologique

sporadigue ou endémique.

A.phagocytophilum a été tout récemment désignée en remplacement aux trois espéeces
bactériennes Ehrlichia phagocytophila, Ehrlichia equi ainsi qu’au variant correspondant a
I'agent de I'Ehrlichiose granulocytaire humaine. Les ARNr 16S de ces souches présentent de
|égeres différences de séquences (environ 5 pb) et leurs caractéres biologiques, notamment
leur spectre d'hétes, leur pouvoir pathogene et leur répartition géographique, ne sont pas
identiques. Il est maintenant admis qu'ils sont en fait des variants de cette méme bactérie gram
négatif intracellulaire obligatoire. A. phagocytophylum est donc une réforme de |'ancienne

taxonomie et qui remplace les trois especes de bactéries granulocytaire cité plus hauit.

Elle fut initialement décrite chez les ruminants, plus connu sous I’appellation, fievre des
patures ou fievres a tiques, par la suite chez le cheval sous le nom d’Ehrlichiose equine et

enfin chez I’homme, cette bactérie est transmise par des tiques dures du genre ixodes.

L’Anaplasmose canine a Anaplasma spp, est une maladie apparue a la deuxieme moitié
du XX éme siécle, on regroupe sous le genre Anaplasma chez |e chien, deux bactéries ayant un
tropisme pour les cellules sanguines: Anaplasma platys, responsable de la thrombopénie
infectieuse et A. phagocytophilum, cette derniere fera I’objet de notre étude.

L’un des aspects les plus fascinants de cette bactérie est qu'elle infecte et se développe
activement dans les neutrophiles en employant un éventail de mécanismes qui bouleverse leur
activité bactéricide. Elle est également capable de survivre dans un héte ayant une immunité
développée en utilisant un mécanisme complexe de variation antigénique. Chez I’homme et

les ruminants on observe un syndrome fébrile sévere.

L’Anaplasmose granulocytaire canine (AGC), est une maladie émergente, une
émergence qui s’explique par des récents progres dans les connaissances relatives a la
maladie. De plus, le changement climatique avec les modifications de température ont permis
aux vecteurs de s’étendre géographiquement aboutissant a une expansion de lamaladie.

Le chien souffrant d’Anaplasmose granulocytaire, présentera souvent un syndrome fébrile
durant la phase aiglie de |la maladie, gjouté a cela presgue toujours une thrombopénie.



De nombreux praticiens semblent mal connaitre I’Anaplasmose car il s’agit d’une
pathologie largement ignorée, sous-évaluée et sous-diagnostiquée. En effet, une enquéte
réalisée dans plus de 5000 cliniques vetérinaires en France I’en atteste. Prés de 87% des
véterinaires sondés ignoraient qu’il s’agissait d’une zoonose et que le chien contribuait au
cycle enzootique de la maladie. Cependant I’intérét porté a cette bactérie semble grandissant

au vu des publications et travaux réalisés ces derniéres années.

Concernant la chronologie de ce manuscrit, nous ferons dans une premiére partie une
synthese des données bibliographiques existant sur A. phagocytophilum avec le chapitre 1
consacré a I’histoire d’A. phagocytophilum, ses caracteres morphologiques et culturaux ainsi
gue sa pathogénie et son pouvoir antigénique et immunogéne, tout en abordant le volet
épidémiologique. Ce chapitre bibliographique sera conclu par les différentes méthodes de
diagnostic a disposition du clinicien, ainsi qu’une proposition de traitements et de mesures

prophylactiques.

Dans la deuxiéme partie, nous présenterons |’étude expérimentale que nous avons
meneée, tentant de déterminer la séroprévalence de I’ Anaplasmose granulocytaire canine dans
la région d’Alger réalisée a partir de données recueillies sur 208 chiens présentés en
consultation sur le site de I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d’Alger, au niveau de la
fourriére d’El-Harrach et dans divers cabinets vétérinaires privés entre les mois de décembre
et mai 2013.



PREMIERE PARTIE : SYNTHESE DES DONNEESBIBLIOGRAPHIQUE

l. ANAPLASMA DANS L’HISTOIRE

Anaplasma phagocytophila est la premiére nomenclature publié par Dumler en 2001 puis
corrigée en 2002 en tant qu’Anaplasma phacytophilum, cette espéce rassemble les trois sous
espéces de bactéries granulocytaires a savoir Ehrlichia phagocytophila, Ehrlichia equi et
I’agent de I’Ehrlichiose granulocytaire humaine du fait de la réorganisation des familles

Rickettsiaceae et Anaplasmataceae dans I’ordre des Rickettsiales.

Ehrlichia phagocytophila a été mise en évidence par des chercheurs Ecossais (Mc leod,
1932), lors d’une apparition de cas de fievre transmise par des tiques chez les ovins. Cette
pathologie a été reconnue 8 ans plus tard comme une maladie vectorielle transmise par les
tiques du genre Ixodes, ce méme agent a été décrit chez des ruminants dans d’autres parties du
Royaume Uni et autres région du monde (Hudson, 1950).

L’Ehrlichiose granulocytaire équine a été découverte chez les chevaux en 1969 par
Gribble en Californie et aussi dans d’autres régions des Etats Unis plus tard. Elle est

actuellement reconnue comme I’ Anaplasmose granulocytaire équine (lewis et al.,1975) .

L’Anaplasmose granulocytaire canine est due a A. phagocytophilum, elle fut découverte
en premier lieu aux Etats Unis (Madwell et Gribble, 1982) puis décrite par |a suite en Europe.
Au début, Les chercheurs pensaient que I’Ehrlichiose granulocytaire se limitait uniquement
aux animaux domestiques, jusgu'a la découverte de I’Ehrlichiose granulocytaire humaine
(Chen et al.,1994). En réalité, I’Ehrlichiose granulocytaire est causée par un agent étroitement

lié a I’agent causal de la fievre transmise par les tiques chez les ruminants et les équides.

II. TAXONOMIE

A.phagocytophilum a présenté plusieurs modifications taxonomiques due au développement et

a la découverte de nouvelles méthodes d’analyses qui ont abouti a la nomenclature actuelle.

En effet, de récentes améiorations dans les techniques moléculaires ont
significativement fait avancer les capacités a mener les analyses genétiques. Pour la premiére
fois on a clairement indiqué les propriétés et les positions phylogénétiques de la plupart des
espéces bactériennes dans la famille des Rickettsiales, Bartonellaceae et Anaplasmataceae
dans I’ordre des Rickettsiales (Wose et al., 1990 ; Wisburg et al., 1989 ; Bremer et al., 1990).



L'analyse des ségquences des genes gItA (codant pour la citrate synthétase), effectuée par
Inokuma et al., montre cependant que E.phagocytophila, E.equi et I'agent de I'ehrlichiose
granulocytaire humaine pourraient constituer un groupe proche mais différent du genre
Anaplasma. De plus, ces auteurs rappellent que les Anaplasma sp. infectent les globules
rouges alors que E.phagocytophila, E.equi et I'agent EGH infectent principalement les
granulocytes. Inokuma et al. estiment que ces différences génétiques et biologiques pourraient
justifier la création d'un nouveau genre destiné a accueillir E.phagocytophila, E.equi et I'agent
de I'EGH .Les articles de Dumler et al. et de Inokuma et al. ont é&é publiés de maniére
pratiquement simultanée (respectivement novembre 2001 et septembre 2001) si bien que les

résultats de Inokuma et al. n‘'ont pu étre pris en compte par Dumler et al.

Inokuma et al. ne font aucune proposition formelle concernant la nomenclature, mais il
n'est pas impossible que dans I'avenir de nouveaux changements soient proposés. Cependant,
Dumler et al. proposent de reconnaitre |'existence de variants au sein de cette espece : un
variant correspondant a I'espéce préalablement connue sous le nom de E. phagocytophila, un
variant correspondant a I'espéce préal ablement dénommée E. equi et un variant correspondant
a l'agent de I’EGH.

Rickettsia typhi Rickettsia rickettsii

Ehrlichia muris
Ehrlichia Ehrlichia chaffeensis

Orientia tsutsugamushi 2 . Ehrlichia ewingii
ruminantium

Ehrlichia canis

Neovickettsia heiminthoeca

Neorickettsia risticii

Neorickettsia sennetsu

0.1

Figurel : Classification taxonomique de la famille Anaplasmataceae (Dumler 2005).
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1. MORPHOLOGIE ET ELEMENT DE STRUCTURE

Les souches de A. phagocytophilum se présentent sous la forme de bactéries a Gram négatif,
de petite taille, souvent polymorphes (forme coccoide ou elipsoidale), infectant les cellules
de la lignée myéloblastique des mammiféres, notamment les granulocytes neutrophiles et,
dans une moindre mesure, les granulocytes éosinophiles. Les études de microscopie
électronique révelent I'existence de deux formes morphologiques au sein des morulas, des
corps élémentaires ou corps initiaux denses (ou dense-core forms) et des corps réticulés. Les
corps réticulés ont un diametre pouvant atteindre 2 um. Les morulas ne sont pas en contact
avec les mitochondries et elles ont généralement un diamétre compris entre 1,5 et 2,5 um

mais pouvant parfois atteindre 6 pm.

Des communautés anti géniques sont mises en évidence avec
Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffe-ensiset Ehrlichia ruminantium. La protéine majeure de
membrane externe présente un poids mol écu-laire compris entre 42 et 49 kDa et sa séquence
est comparable a celle des protéines homol ogues prés-entes chez A.
marginale, E.ruminantium, E.canis, E.chaffeensis et Wolbachiapipientis. Lataille du génome
est d'environ 1494 kb (A.phagocytophilum biovar EGH) et le G + C p. cent est estimé a 41.

A.phagocytophilumse cultiveinvitro dans les cellules IDES = ATCC CRL 11973
(cellules embryonnaires d’ Ixodes scapularis) ainsi que dans les cellules de la lignée HL-60
(lignée de promyélocytes leucémiques d'origine humaine) non différenciées ou différenciées

en granulocytes neutrophiles.
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Figure 2 : Morphologie d’A. phagocytophilum a I’intérieur des granulocytes infectés.
(Chimier 2006)

V. POUVOIR ANTIGENIQUE ET IMMUNOGENE

Le génome de la souche nord-américaine d’A. phagocytophilum HZ a été séquencé en 2006
par Dunning Hotopp et al. 1l s’agit d’un chromosome circulaire unique de 1 471 282 pb ; son
pourcentage en G+C est de 41,6%. Comme A. marginale, A. phagocytophilum ne possede
qu’un exemplaire de I’opéron de I’ARNr avec les trois genes du 5S, du 23S et du 16S. Son
génome est composé de 12,7% de répétitions, soit deux fois plus qu’A. marginale. L’espece
A. phagocytophilum possede des centaines de genes spécifiques absents chez les autres
bactéries du genre. Un grand nombre de ces genes uniques code des protéines de fonction
inconnue, ou des protéines et lipoproténes membranaires non caractérisées. Le gene p44,
présent en multiples copies plus ou moins compléetes dans le génome, est spécifique de
I’espéce (Dunning Hotopp et al., 2006). || code P44, une protéine de Surface immunoréactive
qui constitue un antigene majeur d’A. phagocytophilum (Murphy et al., 1998). A.
phagocytophilum ne dispose d’aucun géne de biosynthése du peptidoglycane, contrairement a
A. marginale ; Dunning Hotopp et al. (2006) interprétent cette perte comme un éément
facilitateur de I’infection des leucocytes des hétes vertébrés. Enfin, A. phagocytophilum est
dépourvu de génes de biosynthése du lipide A : elle ne possede pas de LPS (Lin et Rikihisa,
2003). La membrane externe est donc tres peu renforcée chez cette espéce. Notons que les
nombreuses protéines de surface de A. marginale forment des complexes qui pourraient
renforcer la membrane (Brayton et al., 2005). A. phagocytophilum dispose également de

nombreuses protéines similaires qui pourraient jouer ce role.
V. PATHOGENIE

A. phgocytophilum est une bactérie intra cytoplasmique stricte qui se multiplient al'intérieur
des granulocytes de I’héte infecté.( Dumler JS et al.,2001 ; Mayer-Scholl A et a.,2004). Le
principal mode de transmission est la morsure de tique qui a pour conséquence |’apparition du
pathogéne dans | e tissus périphérique ou apres |'afflux des granulocytes neutrophiles aux sites
de morsure, la bactérie va utiliser ces granulocytes pour sa dissémination. Toutefois d'apres
Woldehiwet, les neutrophiles ne sont infectés qu'une fois arrivé dans le sang circulant et donc
les premiéres étapes de la pathogenese d'A. phgocytophilum restent a jour non éucidées et ce



guel que soit I'hdte mammiféres infectés ( Woldehiwet Z et al.,2002) et plus particulierement
lors de la phase dincubation qui apparait aux 4 e et 7 e jours post-inoculation. De plus, on
note une bactériémie tout en ignorant la localisation exacte de la bactérie. Cependant des
études démontrent que la bactérie peut étre détectée dans les poumons durant cette phase{
Snodgrass, D.R., 1974) (Waker et Dumler, 1996).

A. phagocytophilum pénétre dans la cellule infectée et se réplique dans un autophagosome
like dépourvu de marqueurs endosomiales ou lysosomiaes. (Webster et al., 1998; Mott et al.,
1999).
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Figure 3: Inclusions d’A. phagocytophilum au sein du cytoplasme d’un granulocyte
neutrophile (Rikihisa., 2011)

En ralentissant les mécanismes d'apoptose induits et spontanés des neutrophiles, A.
phagocytophilum prolonge sa durée de multiplication (24 h aprés l'infection). Ainsi en
induisant le retard de I'apoptose on aura non seulement une sorte de niche, évitant au

pathogéne les actions du systeme immunitaire mais aussi une persistance et une augmentation



du nombre des neutrophiles infectés dans le sang qui seront susceptible d'étre transportés vers

un autre héte par d'autres arthropodes hématophages.

A.phagocytophilum a développé une capacité remarquable a contourner l'interdit et tromper
les neutrophiles et leurs mécanismes immunitaires innés. La bactérie atténue ou inhibe
activement un certain nombre de réponses immunitaires innées des cellules hotes de
mammiféres.  Pour cela, €elle inhibe la fusion phagosomes-lysosome comme cité
précédemment et limite les attagues oxydatives (Gokce et al., 1999 ; Choi et Dumler, 2003 ;
Ohashi et al., 2002). De plus €lle, remodéle le cytoplasme de la cellule héte et libére de
I'espace pour sa croissance et augmente son apport en nutriments ce créant ainsi un havre de
paix danslacellule hote (Y asuko Rikihisa., 2011)

Il semblerait également que la protéine p44 possede un réle majeur dans I’adhésion
ains que dans l'induction de la libération des cytokines pro-inflammatoires (IL-8,IL10,et
I'interféron gamma) ce qui suggere que cette proténe contribue fortement a la pathogenése de

I'anaplasmose granulocytaire canine.

D’autre part, la pérennisation d’A. phagocytophilum est associée aux propriétés de sa
protéine de virulence AptA (A. phagocytophilum toxin A) qui active la protéine kinase des
mammifeéres Erk1/2. Cette activation agit sur la protéine de filament intermédiaire de type lll,
la vimentine, en provoquant sa réorganisation autour des inclusions bactériennes. Cette
modification prolonge la survie intracellulaire des bactéries (Sukumaran et al., 2011).
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Figure4 : Contournement desvoiesdereégulation dela cellule-hbte au coursde
I’infection par A. phagocytophilum. (Rikihisa., 2011)
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Figure5: Cycle de multiplication d’A. phagocytophilum dans le neutr ophile.(Zhang
2007)

IV.EPIDEMIOLOGIE
IV.1. Prévalence et facteursde risques

La prévalence d'A. phagocytophilum chez le chien a été étudiée dans différentes régions du
monde (tableau 1), a I’exception de I’hémisphére sud. La séroprévalence dépend de I’état de
santé des chiens échantillonnés et de leur éventuelle exposition a des tiques. La
séroprévalence d’A. phagocytophilum chez des chiens en provenance d’Amérique du nord et
d’Europe est élevée et peut atteindre 55% et 50 % respectivement (Beall et al., 2008, Barutzki
et al., 2006). Dans une étude réalisée en Suisse, 996 échantillons de sérum ont été prélevés
chez des chiens entre mars 1991 et mars 1998, dont 7,5% étaient séropositifs pour A.
phagocytophilum (Pusterla et al., 1998). Une étude de séroprévalence a été conduite en
Tunisie: sur les 286 chiens testés par immuno-fluorescence indirecte, 25% se sont révélés
séropositif pour A. phagocytophilum (M’ghirbi et al., 2009).



Pays Type Prévalence (%) Référence

d’enquéte

Allemagne S 50.1 Barutzki et al., 2006
Italie (centre) S 8.8 Ebani et al., 2011
Italie (Cécile) S 32.8 Torina et al., 2006
Pologne PCR 1.0 Skotarczak et al., 2004
Portugal S 55 Alves et al., 2009
Espagne  (nord- S 11.5 Amusategui et al., 2008
ouest)
Suede S 17.7 Egenvall et al., 2000
Suisse S 7.5 Pusterla et al., 1998
Angleterre PCR 0.8 Shaw et al., 2005
Brésil (sud-est) PCR 0 De Paiva Diniz et al., 2007
Japon PCR 0 Inokuma et al., 2001
Tunisie S 25.2 M’ghirbi et al., 2009
Canada S 0 Gary et al., 2006

USA(Minnesota) S/PCR 55.4 Beall et al., 2008

Tableau 1 : Prévalence d’Anaplasma phagocytophilum chez le chien dans différents pays.
V. 2. Co-infection

Des cas de co-infection a A. phagocytophilum et Borrelia burgdorferi ont été également
décrits. Une éude sérologique réalisée au Minnesota et portant sur 731 chien a montré que
29% des chiens testés étaient séropositifs a A. phagocytophilum, 11% a Borrelia burgdorferi
et 25% aux deux agents infectieux (Beall et al., 2008). Foley et al. (2001) ont constaté dans
leur enquéte sérologique gue les chiens qui éaient séropositifs a A. phagocytophilum étaient
18,2 fois plus susceptibles d'étre séropositifs & Bartonella vinsonii berkhoffii que les chiens

qui étaient Anaplasma séronégatifs.
V.3. Réservoirs

La musaraigne commune (Sorex araneus) qui est I'h6te de prédilection d'l. trianguliceps
pourrait représenter un héte réservoir important bien que négligé jusqu'a présent. Une étude
britannique montre en effet que 18,7 % dentre elles sont infectées par Anaplasma

phagocytophilum et 30,3 % par Babesia microti alors que le campagnol agreste (Microtus
10



agrestis) n'est infecté qu'a 6,4 % par A. phagocytophilum et a 30,4 % par Babesia microti. Les
2 espéces sont parasitées alafois par Ixodes ricinus et |. trianguliceps, mais les musaraignes
portent 6 fois plus de larves d'l. trianguliceps et 2 fois plus de larves d' I. ricinus, et
globalement 2 fois plus de nymphes des 2 especes. Ce qui suggere que la musaraigne pourrait
constituer un excellent réservoir de maladies a tiques qu'il serait judicieux d'étudier (Bown et
al., 2011)

Contrairement a ce qui a éé observé en Tchéquie, Slovénie et au Japon, Michalik et al.
rapportent une prévalence d'A. phagocytophilum a 12 % chez les sangliers en Pologne. Les
sequences identifiées sont identiques a celles trouvées chez I'homme et I. ricinus, ce qui
signifie que le sanglier pourrait, au moins dans certaines régions, étre le réservoir naturel dela
bactérie (DelaFuente et al., 2012)

V. 4. Transmission vectorielle

L’examen de tiques européennes confirme qu’elles sont bien porteuses d’ Anaplasma. En mars
1998, le Centre National de Référence des Rickettsioses a isolé I’ADN de I’agent de I’EGH
chez Ixodes ricinus collecté en France. En 1999, L. Schouls détecte I’ADN de différentes
especes d’Anaplasmataceae dans 45 % des tiques prélevées sur des cervidés hollandais.
A. phagocytophylum a été également retrouvé en Suisse chez les Ixodesricinus, ainsi que chez
136 des 220 hérissons testés (Erinaceus europaeus) et 413 des 563 . ricinus et 90 des 338 |I.
hexagonus qui les parasitaient (rtPCR) (Silaghi et al., 2012).

Une éude menée de mai a septembre 2006 en Baviéere, portant sur 2862 tiques
examinées par PCR, montre une prévalence moyenne d'A. phagocytophilum de 2,9%. En
outre, la prévalence de la bactérie est deux fois plus importante chez les tiques capturées dans
3 des jardins publics de la ville de Munich. Le réservoir animal de la bactérie y différe
notamment par la présence abondante de chiens. L'ADN d'A. phagocytophilum, d'Ehrlichia
sp, de Wolbachia sp ainsi que d'une Rickettsia proche de R.heilongjiangensis a été trouvé
parmi des tiques collectées en Meuse. Toutefois il n’est toujours pas possible de préciser si les

agents américain et européen sont identiques ou tres voisins (Silaghi et al., 2008).

Selon une étude espagnole, il semblerait que I'abondance des bovins augmente la
prévalence de B. burgdorferi d et A. phagocytophilum chez les nymphes d'l. ricinus la ou ils
cohabitent avec les ongulés sauvages, toutefois I'accroissement de la population des bovins
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n'augmente que le risque d'anaplasmose pour les hotes sauvages alors qu'elle le réduit pour la
borréliose de Lyme (Ruiz-Fons et al., 2012)

D'autres especes de tiques entretiennent probablement aussi des cycles sauvages tiques-
rongeurs de lamaladie. Au Portugal, 'ADN d'A. phagocytophilum a été retrouvé chez Ixodes
ventalloi, sans que la compétence de cette tique n'ait encore pu étre démontrée. Plusieurs
études des rongeurs forestiers britanniques suggerent par contre qu'lxodes trianguliceps
pourrait ére un vecteur compétent; il semble méme capable a lui seul d'entretenir le cycle
sauvage de I'anaplasmose. Tout comme les stases préimaginales d'l. ricinus, |. trianguliceps
parasite Microtus agrestis, le rongeur considéré comme le réservoir le plus probable
d'A. phagocytophilum. La coexistence des 2 parasites sur le méme hoéte contribue sans doute
largement a contaminer |. ricinus et a le transformer en vecteur secondaire, transmettant la
bactérie aux animaux domestiques et al'homme (Bown et al.,2006)

V. 5. Cycle biologique chez la tique

La famille des Anaplasmataceae, comme celle des Rickettsiaceae appartient a l'ordre des
Rickettsiales (sous-division alpha de la classe des Proteobacteria). Ces bactéries sont de petits
cocci dont la paroi est proche de celle des bacilles Gram-neégatif. Ce sont des parasites intra-
cellulaires obligatoires, nécessitant I’ATP d’une cellule hote afin de faire fonctionner leur
métabolisme. Elles ont évolué en étroite association avec les tiques, puces, arthropodes et les

douves des poissons.

A.phagocytophilum se multiplie chez les tiques, notamment au moment des mues et des
périodes d’engorgement. Contrairement a d’autres Rickettsiales qui se maintiennent par
transmission verticale, le maintien d'A. phagocytophilum dans la nature impose une
transmission horizontale gréce au cycle animal-vecteur (absence de transmission

transovarienne) (Levin et al., 1999)

A défaut de constituer un réservoir de germes, les tiques jouent un important role
d'amplification en permettant la multiplication des bactéries. La transmission de la bactérie

nécessite que la tique reste fixée au moins 24 heures, dle est dautant plus importante que la
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durée d'attachement est prolongée. Ce délai de transmission relativement bref sexplique par le
fait que A. phagocytophilum se localise essentiellement dans les glandes salivaires de la tique
(Nodaet al., 1994)

Les tiques ont développé différents moyens pour survivre a des conditions de difficiles de
dessiccation et de froid. Elles ont notamment dével oppé des protéines réduisant la croissance
des cristaux de glace en formation [antifreeze glycoproteins (AFGPs)] (Doucet, 2009). 1l vient
d'ailleurs d'étre montré qu'A. phagocytophilum optimisait ses chances de survie en stimulant
les genes induisant I'expression de ces fameuses AFGPs qui protegent son hote (Neelakanta et
al., 2010).

Figure 6 : Cycle de transmission d’A. phagocytophilum (Nicholson et al., 2010).

VII. SIGNES CLINIQUES

VI1I1.1. Incubation

En pratique, il est toujours difficile de déterminer avec certitude la durée d'incubation de

I'Anaplasmose Granulocytaire Canine (AGC). La durée est alors variable en fonction d'une
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inoculation naturelle ou expérimentale et dépendrait de la dose infestante. Elle est de 5 jours
chez un chien infecté par transfusion de sang contaminé et de 12 jours chez des souris
inoculées experimentalement. Par ailleurs, il a été constaté que la durée d’incubation était de
18 jours lors d’une infection véhiculée par la tique adulte mais de 8 jours par la nymphe
(Ewing et al.,1997).

Une étude expérimental e réalisée chez des agneaux a montré que la période d'incubation
était significativement plus courte si la quantité de I’agent pathogéne inoculée était plus
importante. Ainsi, cette étude confirme que la durée d’incubation est étroitement liée a la dose

inocul ée (Stuen et Artursson ,2000)

VII. 2. Symptémes

L'infection a I’AGC échappe généralement au clinicien. En effet, le chien présente peu ou pas
de symptémes. Lorsqu’ils existent, ils ne sont pas spécifiques et rendent le diagnostic difficile
(Kohn et al., 2008 ; Bedll., et al.,2008)

La séropositivité chez de nombreux chiens en bonne santé indique que I'infection peut
étre trangitoire et sans signes cliniques. L'infection peut persister chez les animaux inoculés
expé&rimentalement pendant des mois, mais elle est inconnue chez des animaux infectés

naturellement et présentant des signes cliniques (Engvall et al. ,2002).

D'autres symptdébmes pour le moins atypiques ont été noté en 2011 par Eberts et ses
collaborateurs. Dans un effectif de 18 chiens, ils observerent de I'épistaxis et des
vomissements ainsi qu’un acces paroxystique d’une durée de 3 jours pouvant persister jusqu’a
14 jours. La température oscillait entre 39.4 a 40,88 et plus de la moitié des chiens
présentaient de I’arthrite et une lymphodénopathie. D’autres signes plus atypiques ont été
également relevés et il s’agissait principalement d’un dysfonctionnement cérébral se
traduisant par une incoordination motrice avec mouvement circulatoire orienté vers la gauche
et enfin d’une gastrite aigue une hypertrophie utérine ainsi qu’un saignement chez la femelle
( Ebertset al.,2011).
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L’anomalie biologique la plus constante est une thrombopénie (80 a 90% des cas). Les
autres anomalies de I’hémogramme constatées sont principalement une lymphopénie, et
parfois une anémie. Parmi les paramétres biochimiques, on note une tendance a
I’hypoalbuminémie, une hyperglobulinémie et une élévation modérée des enzymes hépatiques
(phosphatases alcalines principalement (Greig B et al., 1996).

VIII. DIAGNOSTIC

Le diagnostic des infections dues aux bactéries Anaplasmataceae chez le chien repose sur le
croisement de données concernant la probabilité d’exposition aux tiques, I’observation de
signes cliniques compatibles et les résultats d’analyses de laboratoire (hématologie,
biochimie, sérologie et/ou PCR). Un résultat de sérologie et/ou PCR positif doit toujours étre
interprété avec précaution car d’autres agents pathogenes peuvent également étre présents.
Les tiques peuvent en effet étre porteuses et donc transmettre a leurs hotes plusieurs agents

pathogenes simultanément.
VII1.1. Epidémio-clinique

Ces données épidémiologiques serait appuyés lors de |'examen clinique par une
hyperthermie (>40°), un abattement, de I’inappétence voire de I’anorexie et des signes de

myalgie qui s’exprimeraient par une apprehension aux deplacements en raison des boiteries et
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une adénopathie modérée. Plus rarement une toux séche non productive ainsi qu’une
polydipsie, des troubles digestifs (vomissements, hépatomégalie, splénomégalie) et un
dysfonctionnement nerveux peuvent étre des é éments indicateurs (Chabanne 2009)

VI1I1.2. Bilan hématologique et biochimique

En biochimie, on relévera une tendance a I’hypoalbuminemie et une hyperproteinemie ainsi
gu’une augmentation des enzymes hépatiques phosphatases alcalines. La moitié des chiens
présentent une augmentation de I’activité de I’amylase (Bakken, et al.,1994). En hématologie,
on observera une lymphopénie (Cockwill et al.,2009) et une forte thrombopénie, le taux des
plaguettes serait de I’ordre de 51.000 / pl (Mazepa, €t al.,2010).

VI111.3. Cytologie : recherche des morulaes sur frottis sanguin

Le diagnostic peut étre établi lors d’un examen direct d’un frottis sanguin par I’observation
des morulae dans les lymphocytes, monocytes, granulocytes ou plaquettes. La sensibilité de
I’examen direct peut étre améliorée en effectuant un concentré leucocytaire ou un frottis sur
sang capillaire. Les morulae peuvent également étre observées sur des ponctions de nceuds
lymphatiques ou de rate. La détection des morulae reste une méthode relativement difficile et

chronophage qui doit étre réalisée par un personnel expérimente.

Lors d’une inoculation expérimentale chez un chien, on a observé au 4° jours PI, des
inclusions intra cytoplasmique dans des granulocytes du sang périphérique avec une
persistance de 4-8 jours (Egenvall et al.,1998).
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Figure 8 : Morulaeintra-granulocytaires a partir d’un frottis sanguin provenant d’un
chien atteint d’AGC (Lester et al., 2005).

V111 .4. Culture et isolement

A.phagocytophilum est une bacterie intracellulaire stricte dont la culture et I’isolement sont
difficiles, car ils ne sefont pas sur milieux inertes tels que les milieux gélosés. Elle se cultive
sur des cellules leucocytaires humaines HL-60 : human promyelocytic leuke-mia cell lines
(HL-60), sur des cellules de lignée de tique (Aguero-Rosenfeld et al.,2002) et sur des cellules
CML (Bayard-Mc Neeley M et al. ,2004). Selon une éude mener par Bayard et a., (2004) il a
été décrit que la croissance d’A.phagocytophilum est meilleure sur les cellules CML en
comparaison aux cellules HL-60, ceci suggére qu’ A. phagocytophilum infecte

préférentiellement les granul ocytes matures.

Bien que la culture peut étre le diagnostic le plus sensible pour la détection de I'infection
aigué chez I'hnomme, cette méthode n'est pas systématiquement utilisé chez les chiens pour des
fins de diagnostiques et cela en raison des contraintes ainsi que des difficultés liées a la
méthode (Bayard-McNeeley et al.,2004).

Figure 9: Cell Celule HL-60 infectée par A. phagocytophilum. (Bayard-McNeeley et al.,
2004)

VI11.5. METHODES DE BIOLOGIE MOLLECULAIRE (PCR)
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Les techniques de biologie moléculaire rendent le diagnostic plus précis car ils nous offrent
I'avantage de différencier d’une maniére trés précise les maladies infectieuses qui présentent

les mémes manifestations cliniques et hématologiques (Beall., et al,2008)

La détection d’ADN d’A. phagocytophilum par PCR est réalisée dans les laboratoires
spécialisés. Un résultat PCR positif permet de confirmer, avec quasi-certitude, une infection.
A I’inverse, un résultat PCR négatif n’exclut pas la possibilité d’une infection. En effet, un
résultat peut étre négatif si I’échantillon testé n’est pas prélevé dans un organe infecté. La
localisation des bactéries peut étre réduite a certains compartiments de I’organisme et un
résultat peut également apparaitre négatif s la PCR est réalisée a un moment ou la charge
bactérienne est en forte décroissance, par exemple aprés le début d’un traitement. (Granick, et
al.,2009; Egenvall et al.,1998; Bedll, et al.,2008)

VII1.6. Méthodes de sérologies

Diverses techniques sérologiques ont été développées a des fins de diagnostic. En 1993,
Corstvet et ses collaborateurs ont décrit un test immuno-enzymatique, utilisant des anticorps
monoclonaux et capable de détecter des antigenes d’A. phagocytophilum dans le plasma de

chevaux expérimentalement infectés (Corstvet et al., 1993).

Les anticorps specifiques peuvent étre également détectés par immunofluorescence
indirecte, en utilisant des antigenes d’A. phagocytophilum ou moins fréquemment d’A. platys.
La séroconversion est observée dans un délai de 1 a 4 semaines aprés I’inoculation. De plus,
en zone d’enzootie, la séropositivité peut étre le reflet d’une exposition ancienne et n’avoir
aucun rapport avec une infection aigué. Il est donc recommandé, dans ces cas, de répéter la
sérologie a une ou plusieurs semaines d’intervalle. Des réactions croisées peuvent étre
observeées selon la zone géographique et les agents pathogenes prédominants dans la région.
Le titre d’anticorps contre A. phagocytophilum diminue en 6 & 9 mois aprés un traitement
antibiotique approprié. Si le titre d’anticorps est suivi au cours du temps, les tests serologiques
doivent étre réalisés par le méme laboratoire pour autoriser une étude comparative. Les
examens sérologiques font appel a une souche de I'un des trois biovars d’A. phagocytophilum
cultivée sur des cellules HL-60. La nature de la souche a utiliser pour obtenir les meilleurs
résultats reste a déterminer et elle pourrait varier en fonction de I'espece animale testée.

Le diagnostic nécessite I'examen de 2 voire méme de 3 sérums, I'un prélevé au tout

début de lamaladie, un deuxieme prélevé 3 a4 semaines plus tard et un troisieme prélevé 6 a
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8 semaines apres |'apparition des premiers symptomes. Les tests les plus utilisés sont des tests
dimmunofluorescence  mais I'existence de communautés antigéniques entre A
phagocytophilum, E. canis, E. chaffeensis et E. ruminantium complique l'interprétation des
résultats. (Breitshwardt et al 1998 ; Poitout et al 2005 ; Barutzki et al 2006 ; Severo et al.,
2012)

D’autres méthodes sérologiques ont été développées telles que les techniques immuno-
enzymatiques (ELISA). En utilisant un antigéne recombinant p44, cette technique est adaptée
pour tester le sérum des chiens mais auss des chevaux (Magnarelli et al., 2001). Des
réactions croisées entre les différentes especes d’Anaplasma peuvent survenir. En effet
I’utilisation des anticorps monoclonaux ((Msp5) a montré d’importantes réactions croisees
entre A. phagocytophilum et A. marginale au test ELISA, mais aucune réaction croisée n’est
détectée lors de I"utilisation d’un test ELISA compétitif (Strik et al., 2007 ). Par ailleurs, les
chiens positifs a A. platys ont montré une positivité sérologique a A.phagocytophilum en
utilisant le test recombinant MSP2 (Bowman et al., 2009)

Des techniques immuno-enzymatiques, utilisant comme antigenes des protéines de
surface obtenues par recombinaison, sont en cours d'évaluation et semblent donner des
résultats prometteurs notamment pour différencier les infections a A. phagocytophilum a
cellesd’E. (Severo et al. ,2012)

Par ailleurs, des kits de détection développés par IDEXX sont mis ala disposition des
praticiens. Ils utilsent une proténe recombinante Msp2/p44 pour la détection d'anticorps
contre A. phagocytophilum. Néanmoins des résultats positifs en utilisant ce test ne
responsabiliserait pas catégoriquement A. phagocytophilum et comme pour le test IFI, des
résultats négatifs peuvent survenir chez des chiens présentant une maladie aigué. (Chabanne
2009)
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Figure 10: Dispositif SNAP® 4Dx® (notice d’utilisation du SNAP® test 4Dx IDEXX 2012).
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Figure 11: Les cing spots permettant I’interprétation du SNAP® test 4Dx® (IDEXX
Laboratoires., 2012).

X. PRONOSTIC

Il n‘a pas été décrit des cas de mortalité contrairement a I'AGH humaine ou une infection
avérée chez des sujets agés pourrait &tre mortelle. L’euthanasie est rare mais parfois proposée,
méme lorsqu’un traitement a été entrepris (TOZON et al. 2003 ; BEXFIELD et al. 2005).
Dans lamajorité des cas, quand le traitement est entrepris, il conduit & une amélioration rapide
de I’état de I’animal, en deux a trois jours. L’existence d’un portage chronique
asymptomatique a été prouvée uniquement expérimentalement, mais les cas de rechutes sont

rares, la possibilité de réinfection existerait pour les chiens vivant dans des zones endémiques.
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(GREIG & ARMSTRONG 2006). En [I’absence de traitement, [I’infection a A.
phagocytophilum peut persister jusqu’a 5 mois et demi apres I’inoculation (EGENVALL et al.
2000)

XI. TRAITEMENT

Le traitement de I’anaplasmose granulocytaire repose sur I’utilisation d’agents anti-
rickettsiens et d’une thérapeutique de soutien (Horowitz et al., 2001 ;Maurin et al.,2003).
Ainsi, des etudes ont montré qu’une injection unique d’une forme a libération prolongée de
doxycycline, protége completement les souris contre les infections a A. phagocytophilum
véhiculée par destiques (Zeidner et al., 2004, Massung et al.,2005)

De plus, différents auteurs ont décrit une sensibilité a la doxycycline, la rifampicine, la
levofloxacine, I'ofloxacine et la trovafloxacine (Klein et al., 1997 ; Horowitz et al.,2001
Cohn et al.,2003; Poitout et al.,2005) et une absence de sensibilité aux macrolides
(clarithromycine), a la pénicilline (amoxicilline), a la gentamicine, a la clindamycine et enfin
aux triméthoprime sulfamides (Horowitz et al.,2001; Maurin et al.,2003 ;Branger et al.,2004).

Les tétracyclines restent la classe d’antibiotique de choix pour le traitement de
I’anaplasmose granulocytaire canine et permettent un rétablissement spectaculaire pour les
formes aigués en 24 a 48 heures,dans la plupart des cas. Elles inhibent la synthése des
protéines au niveau ribosomia (Chopra & Roberts 2001). Apres traitement, le taux
plaguettaire se normalise en une a deux semaines (Caron & Hernandez 2011). La molécule
employée par consensus est la doxycycline (5 a 10 mg/kg/j par voie oral€) une a deux fois par
jour pendant 2 semaines. La doxycycline posséde en outre I’avantage d’étre active contre
Borrelia burgdorferi, I’agent de la maladie de Lyme, qui est fréquemment co-transmise avec
I’anaplasmose granulocytaire entrainant des manifesations plus longue (Andelson et
a.,2004 ;Stafford et a.,1999 ; Duffy et a.,1997 ; Krause et al.,2002) et demeure donc le
traitement de choix. Cependant, dans certains cas on préconise la rifampicine (Klein et
al.1997, Harold W. Horowitz et al 2001) ou des quinolones (Iévofloxacine) (Martin 2004).
Comme alternative pour les sujets jeunes, les femelles gestantes ou présentant une intol érance

aladoxycyline.
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Molecule Dose(mg/kg) Voie d’administration Intervalle Durée du

d’administration traitement/jours
Tetracycline 22 PO 8 14-21
Doxycycline 5-10 PO(IV) 12-24 10-21
Minocycline 10 PO(IV) 12 10
Chloramphenicol 25-50 PO(IV,SC) 8 14-21

Tableau Il : Traitement requis lors d’AGC.

Legendes: 1V : voie intraveineuse; PO : voie orale; SC : voie sous-cutanée; Tableau :
Traitement antibiotigue de I’anaplasmose granulocytaire canine (d’aprés Diniz &
Breitschwerdt., 2012)

12) PROPHYLAXIE

Aucun vaccin n’est disponible dans le commerce, du fait de la présence de régions
hypervariables dans le genome d’A. phagocytophilum. Cette caractéristique confére a I’agent
pathogene la possibilité d’avoir des protéines de surface changeantes et donc d’échapper au
systeme immunitaire. Ainsi, il est trés difficile d’envisager I’élaboration d’une vaccination.
Cependant, la découverte de protéines de surface stables permet d’espérer I’élaboration d’un
vaccin dans les années a venir comme cela a pu étre possible pour A. marginale chez les
bovins (De Andrade et al.,2004)

Actuellement, aucun moyen medical de prévention n’est disponible contre les infections dues
a A. phagocytophilum chez le chien. La méthode principale de prévention de ces infections est
basée sur une protection active contre les tiques. Grace notamment a I’ utilisation de molécules
antiparasitaires. Les molécules les plus utilisées sur le terrain sont la deltaméthrine en collier
(Scalibor®) suivie par le fipronil (Frontline®)(Drouffe 2007). On peut également utiliser de
I’imidaclopride associée a de la perméthrine (Advantix®) (Blagburn et al., 2004). De plus, il
convient de faire attention au facteur de risque principal, a savoir la morsure de tique, surtout

dans les périodes a forte activité de tiques (printemps et automne)

Une autre orientation serait I’élaboration d’un vaccin qui contrélerait I’infestation des tiques

ou qui empécherait les tiques d’en étre vecteur (De la fuente et al.,2006) a titre d’exemple
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A.phagocytophilum ne peut pas infecter les glandes salivaires des nymphes d’l. Scapularis en
absence du gene de la 1.3-fucosyltransferase (Pedraet al .,2008)

En conclusion, I’éradication totale de la maladie semble difficilement envisageable, étant

donné son réservoir qui est principalement constitué de bovins et d’animaux sauvages.

23



DEUXIEME PARTIE MATERIELSET METHODES

l. INTRODUCTION

Nous avons tenté a travers cette étude de rechercher une association significative entre
séropositivité a Anaplasma phagocytophilum et | es facteurs de risque suivants :

- Etat de santé de I’animal,

-les signescliniquesque nous avons regroupé en classes comme suit : troubles

généraux (C1), troubles respiratoires (C2), troubles dermatologiques (C3) et troubles

digestifs (C4),

- &ge de I’animal,

- sexe de I’animal,

- origine du chien,

- présence ou absence d’ectoparasites.

Un objectif supplémentaire a été de mettre en évidence la présence d’une co-infection
a Anaplasma phagocytophilum et Borrelia burgdorferi sensu lato. Seul 12 chiens ont été
testés.

. POPULATION D’ETUDE

Pour cette éude, nous avons effectué des prélevements sanguins sur 206 chiens dans les
différents services de médecine des petits animaux domestiques sur le site de I’école
Nationale Supérieure Vétérinaires ainsi que dans divers cabinet privé a travers la région
d’Alger mais aussi sur le site de la fourriere d’El Harrach sise a Alger, durant la période de
décembre 2012 a avril 2013.

Parmi les 206 chiens, 104 étaient des chiens errants, prélevés en post-mortem, la plupart
étaient sans surprise porteurs de nombreux ectoparasites telles que tiques et puces. Le sexe et
I’age ont ete evalués sur des criteres morphologiques. D’autre part parmi les chiens prélevés,
102 chiens étaient des chiens de propriétaires dont I’antécédent médical éait connu. A travers
cette enquéte nous avons essayé de déterminer le statut sérologique des chiens vis-a-vis de
I’anaplasmose granulocytaire canine, dans la région d’Alger (wilaya d’Alger). Cependant

seul 69 échantillons ont pu étre exploités.
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1. MISE EN PLACE D’UNE FICHE D’ENQUETE

Une fiche d’enquéte fut établie pour chaque chien prélevé que ca soit au niveau de I’école ou
ils ont subi un examen clinique rigoureux, qu’au niveau des différents cabinets privés ou de la
fourriére. La fiche d’enquéte nous a permis de nous renseigner sur une exposition antérieure a

des tiques, mais aussi d’obtenir des données elémentaires telles que la race, I’age et le sexe du

chien ainsi que son suivi médical (voir annexe)

[11.1. Matériels utilisés

Lames commerciales MegaScreen Fluoanaplasma ph. et MegaScreen

Fluoborrelia (MegaCorDiagnostik, Autriche).

Conjugué anticorps anti-lg G chien marqué au fluorochrome (Jackson

immunoresearch, USA).

Eau distillée stérile.

PBS Phosphate Buffer Saline a reconstituer (biomérieux).
Bleu d’evans (BioMerieux, Marcy I’Etoile, France).
Fluoprep (BioMerieux, Marcy I’Etoile, France).
Lamelles 35x60 mm.

Vortex .

Pipettes délivrant des volumes variables 200ul et 1000pul.
Etuve.

Centrifugeuse.

Boite pour incubation.

Agitateur.

Microscope aimmunofluorescence (Merck, Darmastadi, Allemagne).
Tubes sec.

Tubes eppendorff.

Seringue stérile.

VI. PRELEVEMENT SANGUIN
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Figure 13 : Ponction intra-cardiaque, réalisée au niveau de la fourriere d’el
Harrach, Mars 2013.

La prise de sang a été réalisée a partir de la veine radiale pour les chiens de propriétaires, les
chiens errants pour leurs part, ont subi une ponction intra-cardiaque, les deux méthodes de
ponction ont été effectuées de facon stérile aprés une désinfection minutieuse de la zone de
ponction & I’aide d’alcool a 70°. 5 millilitres (mL) de sang ont été recueillis via des seringues
stériles dans un tube sec puis centrifugés au laboratoire & 3000 tour/mn pendant 10 minutes.

V. RECOLTE DU SERUM

A I’aide d’une pipette délivrant des volumes variable nous avons récolté le sérum tout en
veillant a ne pas toucher le culot. Par la suite, les sérums ont été conservés dans des tubes de
type eppendorf puis référencés en fonction des fiches d’enquéte correspondante. Les tubes ont

été conservés a-25°C jusqu’a analyse par immunofluorescence.
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Figure 14 : Sérumsde chiens.

IV. ANALYSE DES ECHANTILLONS PAR LA  TECHNIQUE
D’IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE (IFI)

La recherche des anticorps anti-Anaplasma phagocytophilum a été réalisée en utilisant des

lames commerciales.
IV.1. A proposdelalame

Mettre les lames a température ambiante une demi-heure avant le début des manipulations et
de I’analyse. Déposer les lames a I’intérieur de la boite d’incubation, cette derniére a été
préal ablement humidifiée.
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Figure15: Lames|FI de Borrelia burgdorferi sensu lato et d’Anaplasma

IV.2. A propos du protocole d’analyse

Les sérums sont décongelés a température ambiante. Une homogénéisation au vortex
est réalisée pour chague tube avant de prélever le sérum pour effectuer la dilution.
Le criblage des sérums a été réaisé a la dilution du 1/50 (10uL de sérum dans 490

uL de PBS). Chaque lame de douze puits comporte un sérum témoin positif et un

serum témoin négatif.

phagocytophilum.
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Figure 16 : Lame pour IFI

Figure 17 : Dépbt du sérum.



ey |
i Afy T
T I '-
e \ D e e
IRV Y -, i’ e
e 7 W
ot N \ ik
e epiralan =2 N
'i_ = i S .ir \
[ a0l
[T et —
NE e T
Figure 18 : Lavage au PBS. Figure 19 : Séchage au papier filtre.
WS .
T £ S— .
-35 - LY e _:,r - \L .-.\II
f I )
e AN~
G 9 i _.f/f? P “{
3T [ —y N
3 f CERREl S — N
b yi Vi :
7 N
Figure 20 : Séchage. Figure 21 : Dépdt du conjugué.

IV.3. Lecturedeslames

Chaque lame est lue par deux opérateurs, de maniere indépendante (lecture en double

aveugle) et selon un bareme prédéfini comme indigqué dans | e tableau ci-dessous.

VII. OUTILS DE STATISTIQUES

L’analyse statistique des données a été réalisée a I’aide du logiciel Sata (version 12). Tout
d’abord, nous avons établi les valeurs de fréquence et de prévalence. La différence entre les

variables a été testée a I’aide du test Fisher exact. Nous avons choisi comme variable: I’age, le
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sexe, I’origine, la présence d’ectoparasites et I’état de santé du chien. La différence a été

considérée comme significative si p<0.05.
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TROISIEME PARTIE : RESULTATS

DESCRIPTION DE LA POPULATION CANINE ETUDIEE

69 chiens sont inclus dans cette éude. 29 étaient des chiens de fourriére et 40 des chiens de
propriétaires. Le statut médical de ces derniers était connu. L’age moyen des chiens est de 66

mois, avec une fourchette de 3a 146 mois (Tableau ci-dessous).

1. ETUDE SEROLOGIQUE

La présence d’anticorps anti-A. phagocytophilum a été recherchée par IFI, selon le mode
opératoire recommandeé par le fabricant du kit employé. Les 69 sera caninsont éécriblésala
dilution 1/50 dans une solution de PBS (phosphate-buffered saline, de pH 7,3), sur des lames
composees de 12 puits contenant des granulocytes neutrophiles équins infectés par A.
phagocytophilum (MegaCor Diagnostik® Megascreen Fluo Anaplasma ph., Autriche). Des
anticorps de lapin anti-immunoglobuline G (chaines lourdes et 1égéres) de chien, conjugués a
de I’isothiocyanate de fluorescéine, a Img/mL (Bethyl laboratories, Inc., Etats-Unis) ont é&é
dilué au 1/50 dans du PBS pour la révéation. Le témoin négatif a été réalisé en déposant du
tampon PBS dans I’un des puits de chaque lame ; le témoin positif correspondait a un sérum
de chien infecté par A. phagocytophilum et séropositif en IFIl. Suite a ce criblage, tous les
échantillons négatifs au 1/50 ont eté considérés seronégatifs et écartés de la suite de I’étude.

26 animaux sur les 69 testés par |Fl sont séropositifs soit un pourcentage de 37.68%

I1l.  CO-INFECTION A ANAPLASMA PHAGOCYTOPHILUM ET BORRELIA
BURGDORFERI

Le nombre de chiens séropositifs pour les agents infectieux A. phagocytophilum et Borrelia
burgdorferi est de 4 soit un pourcentage de 33.33%. (A+B+ :4/12, A-B+ : 8/12 soit 66.66%)

VI. ETUDE DESFACTEURS DE RISQUE

La question que nous nous sommes posées était de savoir quels étaient les facteurs qui
influencaient positivement ou négativement la séroprévalence. Les facteurs considérés sont
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les suivants: I’age, la race, le sexe, la présence d’ectoparasites et I’état général du chien.
Ainsi, si on analyse les chiens selon leur état général et la présence d’ectoparasites on ne
constate pas de différence significative pour A. phagocytophilum de méme avec les facteurs
sexe et age (p>0.05). De fagon intéressante, le nombre de chiens séropositifs A.
phagocytophilum, est plus important chez les chiens de fourriere que chez les chiens de

propriétaires (P<0.05).

MALE FEMELLE

A.phagocytophilum 9 17

+
A.phagocytophilum 2 21
31 38

Tableau 6 : Séroprévalence selon le sexe.

MALADE
A.phagocytophilum + 7

A.phagocytophilum - 25 18

Tableau 7 : Séroprévalence selon le statut médical du chien.
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A.phagocytophilum
+

A.phagocytophilum

Tableau 8 : Séroprévalence selon les pathologies décrites.

FOURIERE PROPRIETERE

A.phagoci/tophllum 14 12
A.phagoc?/tophllum 15 08
29 40

Tableau 9 : Séroprévalence selon I’origine du chien.
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ABSENCE

PRESENCE ECTO ECTO*

A.phagocytophilum
+

A.phagocytophilum

*ectoparasites

Tableau 10 : Séroprévalence selon la présence ou I’absence d’ectoparasites.

I ++++, ++H[++++

O +++, +++++, ++

[ +f+1, 3,0

Figure 28 : Répartition géographique selon le bareme de lectur es des lames
d’immunofluorescence.



QUATRIME PARTIE : DISCUSSION

Ce n’est pas un hasard si la description de I’ Anaplasmose Granulocytaire Humaine a été faite
initialement aux Etats-Unis. Toutes les conditions y éaient réunies pour voir cette maladie se
dével opper, et les moyens technologiques disponibles permettaient sans difficulté de mettre a
jour ces émergences. Les foyers sont tous apparus dans des zones giboyeuses infestées de
tiques, et déa touchés par la borréliose de Lyme et par la babésiose. Ixodes et Anaplasma
phagocytophilum peuvent toucher de nombreuses espéces de mammiféres, dont le chien et
I’Homme, et les rongeurs sauvages semblent jouer un réle de réservoir. A. phagocytophilum
est présente dans le monde entier, tout comme son vecteur, dont |es especes différent selon les
régions du monde, et atteint les chiens de tous &ges. Le diagnostic de cette infection
bactérienne étant souvent difficile, compte tenu du tableau clinique peu évocateur et de
I’existence de nombreux cas asymptomatiques, peu de données sont disponibles quant a leur

prévalence en Afrique du nord et en Algérie.

Le niveau de prévaence obtenue pour A. phagocytophilum était de 37.8 %. Ainsi ce
pourcentage est comparable a celui décrit par Azzag et ses collaborateurs en 2012 (40.4 %) et
dans lalittérature (Banet et al., 1998 ; Mircean et al., 2012 ; Cardoso et al., 2012). Cependant,
notre pourcentage était nettement plus élevé que celui décrit dans une étude espagnole
(11.5%)( Solano-Gallego et al., 2006).

Dans ce contexte, il aurait également été plus judicieux pour chague cas de réaliser une
PCR Ceélle-ci reste I’outil de diagnostic le plus pertinent pour détecter une infection précoce.
Il aurait aussi été intéressant de réaiser un frottis sanguin de fagon systématique pour
optimiser le diagnostic et préciser le moment de I’infection: les morulas apparaissent des 4
jours post-inoculation, persistent jusqu’a 8 jours (CARRADE et al. 2009) et précedent de
quelques jours I’apparition des anticorps. Dans le cas d’un frottis positif et d’une sérologie

positive nous aurions donc pu déterminer si le chien était atteint ou non de lamaladie.

D’autre part, un pourcentage de 33.33 % de co-infection a Borrelia burgdorferi et
Anaplasma phagocytophilum a été retrouve sur cette base sérologique, ce qui est comparable
a la fréquence rapportée de co-infection des chiens avec ces deux agents dans la littérature
(Mircean et al., 2012).

Enfin, certains prélevements n’ont malheureusement pas pu étre exploités, faute de

moyens materiels au cours de I’étude (lames IF pour A. phagocytophilum).
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CONCLUSION ET RECOMANDATIONS

l. CONCLUSION GENERALE

Ce travail nous a permis de déterminer par immunofluorescence indirecte la présence
d’Anaplasma phagocytophilum, vectorisée par des arthropodes hématophages dans la

population canine de la région d’Alger.

La comparaison de la séroprévalence a Anaplasma phagocytophilum, entre les chiens

domestiqués et les chiens errants, fut sans surprise, bien plus importante chez ces derniers.

Par ailleurs, notre étude n’a pas permis de mettre en évidence une relation entre le statut
serologiques des chiens et leur &ge, leur race ou leur état de santé. Il semblerait que la bactérie

sevisse tout en engendrant un portage asymptomatique.

A la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons conclure qu’A. phagocytophilum est
transmise au meilleur ami de I’lhnomme. Compte tenu de son pouvoir pathogene potentiel pour
les especes domestiques et de son potentiel zoonotique, cette maladie bactérienne devrait
systématiquement figurer dans le diagnostic différentiel des maladies infectieuses vectorisees

chez les carnivores.
I. RECOMMANDATION

Notre modeste travail s’inscrit dans I’optique de servir comme point de départ a divers
travaux qui pourraient jaillir par la suite a partir des résultats que nous avons obtenu.
L’importante séroprévalence a A. phagocytophilum nous pousse a nous poser certaines
questions et nécessite d’autres travaux de recherche:

La séropositivité a A. phagocytophilum qui a été observée chez certains chiens,
nécessite la recherche d’A. phagocytophilum dans le sang par biologie moléculaire.
Dans ce contexte, il serait donc judicieux pour chague cas de réaliser une PCR : celle-
ci reste I’outil de diagnostic le plus pertinent dans la détection d’une infection. D’autre

part, cela permettrait de faire ladistinction entre A. phagocytophilum et A. platys.
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Ces nouvelles approches permettront d’améliorer les connaissances que I’on a du

risque de transmission de I’ Anaplasmose granulocytaire canine en Algérie.
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Résumé

L’anaplasmose granulocytaire canine est une maladie émergente a travers le monde. Elle est causée par une
bactérie Gram - appartenant au genre Anaplasma et a la famille des Anaplasmataceae. ,Anaplasma
phagocytophilum est une bactérie intracellulaire obligatoire infectant principalement les granulocytes
neutrophiles, transmise par les tiques dures Ixodes ricinus. Le chien infecté présentera le plus souvent un
syndrome fébrile. Le diagnostic repose sur des arguments épidémio-cliniques et doit étre confirmé par des
méthodes directes (PCR, culture) et indirecte (sérologie). L’ AGC est considérée comme une zoonose. Le chien
contribuerait au cycle enzootique chez I’homme et présente donc un impact et un intérét en santé public, il serait
alors utile d’évaluer les zones qui seraient a risque et d’en faire une cartographie.

Ce projet de fin d’étude présente une investigation réalisée sur les échantillons sanguins de 69 chiens dans la
région d’Alger, permettant ainsi d’évaluer la séroprévalence de L’anaplasmose granulocytaire canine en réalisant
un test d’IFI. Les résultats sont en faveur d’une séroprévalence assez importante, prés de quatre chiens sur dix
seraient infectés ou auraient contracté la bactérie a un moment ou a un autre. Avec une prévalence de 37.8%, il
semblerait a la lumiére des résultats obtenus, qu’il n’y ait pas de relation entre le statut sérologique des chiens et
leur age, leur race ou leur état de santé ainsi que le portage d’ectoparasites. Par ailleurs, Notre travail nous a
aussi permis de mettre en évidence I’existence d’une coinfection A. phagocytophilum et Borrelia burgdorferi
avec un taux de 33,33%, parmi un effectif de 12 chiens.

MOTSCLES: - Anaplasma phagocytophilum.— Chien-- IFI- sérums- Tiques.

Summary

The Canine Granulocytic Anaplasmosis is an emergent disease across the world due to Gram- bacteria of the
Anaplasma Genius that belongs to the family of Anaplasmataceae, genospecies: Anaplasma phagocytophilum ,
Obligate intracellular bacteria, it infects mainly neutrophil granulocytes and it is a vector borne disease
transmitted by hard ticks Ixodes ricinus.. Most of the time, the infected dog will present a febrile syndrome. The
diagnosis is based on the epidemio-clinical arguments and confirmed by direct methods (PCR, culture) and
indirect ones (serology). The canine granulocytic anaplasmosis is considered as a zoonosis, dogs contribute to
the enzootic cycle in human therefore it represents an impact and a major interest in public health, it would be
subservient to eval uate (measure) the extant of risk areas and to map them.

This project consists of an investigation realized on 69 blood samples of dogs through Algiers, permitting
the evaluation of the Seroprevalence of canine Granulocytic Anaplasmosis, by carrying out indirect
immunofluorescence antibody test (IFA). The results are in favor of an important seroprevalence, about four out
of ten dogs would be infected or had contracted the bacteria at one time or another with a prevalence of 37.8%.
According to the results it seems that there is no connection between the serological statues of dogs and their
age, their breed state of health and the presence of ectoparasites. Moreover, our work permitted us to put into
evidence the existence of a coinfection to Anaplasma phagocytophilum and Borrelia burgdorferi in a population
of 12 dogs with a prevalence of 33,33%.

Key words: Anaplasma phagocytophylum — Dog - IFA — Serum — tick.
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Résumé

L anaplasmose granulocytaire canine est une maladie émergente a travers le monde. Elle est causée par une bactérie
Gram - appartenant au genre Anaplasma et a la famille des Anaplasmataceae. ,Anaplasma phagocytophilum est une
bactérie intracellulaire obligatoire infectant principalement les granulocytes neutrophiles, transmise par les tiques dures
Ixodesricinus. Le chien infecté présenterale plus souvent un syndrome fébrile. Le diagnostic repose sur des arguments
épidémio-cliniques et doit étre confirmé par des méthodes directes (PCR, culture) et indirecte (sérologie). L’AGC est
considérée comme une zoonose. Le chien contribuerait au cycle enzootique chez I’homme et présente donc un impact et

un intérét en santé public, il serait alors utile d’évaluer les zones qui seraient a risque et d’en faire une cartographie.

Ce projet de fin d’étude présente une investigation réalisée sur les échantillons sanguins de 69 chiens dans la région
d’Alger, permettant ainsi d’évaluer la séroprévalence de L’anaplasmose granulocytaire canine en réalisant un test d’IFI.
Les résultats sont en faveur d’une séroprévalence assez importante, prés de quatre chiens sur dix seraient infectés ou
auraient contracté la bactérie a un moment ou a un autre. Avec une prévalence de 37.8%, il semblerait alalumiére des
résultats obtenus, qu’il n’y ait pas de relation entre le statut sérologique des chiens et leur &ge, leur race ou leur état de
santé ainsi que le portage d’ectoparasites. Par ailleurs, Notre travail nous a aussi permis de mettre en évidence
I’existence d’une coinfection A. phagocytophilum et Borrelia burgdorferi avec un taux de 33,33%, parmi un effectif de

12 chiens.
MOTSCLES: - Anaplasma phagocytophilum.— Chien-- | Fl- sérums- Tiques.
Summary

The Canine Granulocytic Anaplasmosis is an emergent disease across the world due to Gram- bacteria of the
Anaplasma Genius that belongs to the family of Anaplasmataceae, genospecies. Anaplasma phagocytophilum, Obligate
intracellular bacteria, it infects mainly neutrophil granulocytes and it is a vector borne disease transmitted by hard ticks
Ixodes ricinus.. Most of the time, the infected dog will present a febrile syndrome. The diagnosis is based on the
epidemio-clinical arguments and confirmed by direct methods (PCR, culture) and indirect ones (serology). The canine
granulocytic anaplasmosis is considered as a zoonosis, dogs contribute to the enzootic cycle in human therefore it
represents an impact and a major interest in public health, it would be subservient to evaluate (measure) the extant of

risk areas and to map them.

This project consists of an investigation realized on 69 blood samples of dogs through Algiers, permitting the
evaluation of the Seroprevalence of canine Granulocytic Anaplasmosis, by carrying out indirect immunofluorescence
antibody test (IFA). The results are in favor of an important seroprevalence, about four out of ten dogs would be
infected or had contracted the bacteria at one time or another with a prevalence of 37.8%. According to the results it
seems that there is no connection between the serological statues of dogs and their age, their breed state of health and
the presence of ectoparasites. Moreover, our work permitted us to put into evidence the existence of a coinfection to

Anaplasma phagocytophilum and Borrelia burgdorferi in a population of 12 dogs with a prevalence of 33,33%.

Key words. Anaplasma phagocytophylum — Dog - IFA — Serum — tick.
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