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RESUME

La leptospirose est une zoonose a répartition mondiale causée par des
spirochetes pathogénes du genre Leptospira. Tous les mammiféeres sont
susceptibles d'étre réservoirs de cette bactérie en particulier le rat, qui est un
réservoir naturel des leptospires, et considéré comme l'une des sources la plus

importante de la leptospirose.

L’objectif de ce travail était de déterminer la fréquence de l'infection a
Leptospira chez le rat dans la région de Blida, qui a inscrit le plus grand nombre

de cas de leptospirose humaine au niveau national durant la derniere décennie.

Pour ce faire, une enquéte descriptive transversale a été menée chez le rat
dans la région de Blida. Au total 100 rats ont été capturés. Ces rats ont été
classés en fonction du sexe, I'dge, le mois et la région de capture. Des
prélevements sanguins ont été effectués sur animal vivant, aprés I'euthanasie, le

foie et les reins ont été prélevés dans des boites stériles.

Une sérologie par le test de microagglutination (MAT) a été réalisée sur les
sérums des rats avec 24 différents sérovars de Leptospira, et une culture
d’'organes sur milieu Ellinghausen, McCullough, Johnson et Harris (EMJH) pour

I'isolement des leptospires a été aussi réalisée.

Le MAT a mis en évidence une séroprévalence a Leptospira de 43%, cette
séroprévalence est estimée a un seuil fixé de 1:20, alors que la prévalence

obtenue par culture bactérienne était de 8%.

Les proportions des différents sérogroupes trouvés par le MAT sont:
Icterohaemorrhagiae 10% (10/100), Canicola 5% (5/100), Australis 3% (3/100), les
sérogroupes Grippotyphosa, Panama, Sarmin, et Louisiana représentent 2%
(2/100) chacun, et finalement les sérogroupes Automnalis, Bataviae, Sejroe,

Castellonis, Mini, et shermani représentent 1% (1/100) chacun aussi.

Le sérogroupe Icterohaemorrhagiae s’est montré le plus prévalent, alors

que le titre le plus élevé a été enregistré pour le sérogroupe Canicola.



En conclusion, I'enquéte réalisée confirme le réle du rat comme réservoir
de leptospires, constituant ainsi une source d’infection pour 'lhomme et pour les
autres animaux, et fournit des informations importantes sur I'épidémiologie de la
leptospirose chez cet animal dans la région de Blida, qui n’a pas été étudiée

auparavant.

Mots-clés : Leptospira, rat, MAT, culture, Icterohaemorrhagiae, Canicola, Blida.



ABSTRACT

Leptospirosis is a widely distributed zoonotic disease caused by the
pathogenic spirochetes of the Leptospira genus. All mammalians can be reservoir
of these bacteria in particular rat, which is a natural reservoir of leptospires and

considered to be the most important source of leptospirosis.

The main objective of this work was to determine the frequency for
Leptospira infection in rat in the city of Blida. This city who has registered the

highest number of human leptospirosis cases at national level in this last decade.

To realize this, we performed a descriptive transversal study sampling 100
rats. The rats were classified according to sex, age, month and region of capture.
They were than bled and killed, kidney and lever simple were taken.

Serology was conducted by microagglutination test (MAT) using a panel of
24 different serovars of Leptospira, and Supernatants of macerated kidneys and
liver were cultured on Ellinghausen, McCullough, Johnson and Harris (EMJH)

medium.

A reactive MAT was determined by a titer = 1: 20. From a total of 100 rats,

43% were serologically positive, and 8% were positive by culture.

The proportions of serogroups found by MAT are Icterohaemorrhagiae 10%
(10/100), Canicola 5% (5/100), Australis 3% (3/100), the sérogroupss
Grippotyphosa, Panama, Sarmin and Louisiana represent 2% (2/100) for each
one, finally the sérogroups Automnalis, Bataviae, Sejroe, Castellonis, Mini and

shermani represent for each one also 1% (1/100).

The serogroup Icterohaemorrhagiae was prevalent in the rat population of
this area; however the highest titer was recorded for serogroup Canicola.

This survey confirms the role of rat as reservoir of leptospires, so they
constitute a source of infection for human and animals, and provides also useful
information on the epidemiology of leptospirosis in this animal, which wasn’t

studied before.



Keywords: Leptospira, rat, MAT, culture, Icterohaemorrhagiae, Canicola.
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INTRODUCTION

La leptospirose est une importante zoonose a distribution mondiale,
causée par des spirochetes pathogenes du genre Leptospira. Le rble des rats
comme réservoirs a été investigué dans quelques pays, et différentes espéces de
rats ont été reportées comme réservoirs de différents sérovars pathogénes de
leptospires [1]. Les hétes de maintenance développent généralement une infection
chroniques des tubes rénaux a jeune age, ils restent asymptomatiques alors qu’ils

excretent les leptospires sur une longue période [2].

L’homme ainsi que les animaux peuvent étre exposés aux leptospires
durant leur activité journaliere, ou au travail a travers I'environnement contaminé
par les urines des rats contenant des leptospires, dans les zones urbaines et
rurales [3]. Les rats peuvent étre aussi exposés aux urines contenants différents
sérovars des autres rats cohabitant. La majorité de ces animaux reste porteurs
apres l'infection initiale et excrétent la bactérie dans I'eau de source et le sol [2].
La longue survie des leptospires pathogénes hors réservoir exige un

environnement humide tempéré et un pH proche de la neutralité [2] [3].

Une variété de tests sérologiques a été développée pour mettre en
évidence les anticorps spécifiques aux différents leptospires [1] [2]. Le MAT est
sensible et spécifique, il est considéré comme le test sérologique standard pour le
diagnostic de la leptospirose, il est largement utilisé pour la détection des
anticorps anti-leptospire a partir du sérum [4]. Cependant La détection de
leptospires par la culture est considérée comme le diagnostic définitif de la

leptospirose [5].

Selon les données du Ministére de la Santé [6], la wilaya de Blida
enregistre le plus grand nombre de cas de leptospirose humaine comparée aux

autres wilayas, d’ou notre interét porté pour ce site.

Nous avons aussi été motivés pour travailler sur le rat car il s’agit bien de
'animal qui a été longtemps considéré dans la littérature comme le reservoir

principal des leptospires. Aucune étude n’a été entreprise auparavant chez cet
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héte dans la région. Par conséquent, il nous a semblé important d’avoir une
meilleure connaissance du roéle du rat comme réservoir zoonotique de leptospires
dans la région et surtout connaitre les sérovars présents ainsi que des facteurs de
risque de transmission de I'nfection dans le but d’évaluer les risques pour ’lhomme

et d’appliquer les mesures de contrdle.
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CHAPITRE 1
BACTERIOLOGIE DES LEPTOSPIRES

1.1. Historique

On préte a Larrey la premiére description correcte de la "fievre jaune" en
1812, parmi les troupes napoléoniennes a Héliopolis lors du siége du Caire en
1800 [7]. La maladie décrite par Larrey était semblable a celle déja connue sous le
nom de "typhus icterodes" par les nosologistes francais et anglais, ou sous le nom
de "vomito prieto" par les espagnols, et décrite comme "fievre jaune" par Humboldt
au Mexique en 1811 [7].

En 1886 a Heidelberg, Adolf Weil décrit pour la premiere fois un ensemble
de signes et symptébmes, aujourd'hui éponymiques du syndrome de Weil, forme
cliniue la plus connue de la leptospirose (son premier patient souffrait de
saignement nasal "nasenbluten” au second jour de la maladie) [8]. Néanmoins, il
semble qu'un syndrome identique ait été décrit chez un égoutier plusieurs années

auparavant [9]. Inada et Ido identifierent I'agent causal 30 ans plus tard [10].

Cependant, depuis bien longtemps en Chine et au Japon, existait une
maladie qualifiée de « fievre d’automne > présentant des symptdmes analogues

a ceux de la leptospirose [11].

L'agent étiologique de la leptospirose a donc été découvert "officiellement"
en 1915 par deux équipes indépendantes au Japon et en Allemagne. Au Japon,
Inada et Ido [12], et en Allemagne, deux équipes de médecins allemands,

Uhlenhuth et Fromme, et Hubener et Reiter [7].

Peu apres la découverte de I'agent de la leptospirose comme cause de la
maladie de Weil au Japon, la méme équipe a décrit le rble du rat comme porteur
de la bactérie [13]. Cette observation importante a permis la compréhension des
principes épidémiologiques de transmission de la bactérie par un animal porteur et
a ouvert la porte a la possibilité de mettre en place des mesures de controle de la

maladie ainsi qu'a I'expérimentation sur les réservoirs animaux potentiels [7].
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1.2. Classification

1.2.1. Classification historique

Les leptospires appartiennent a l'ordre des Spirochétales. Cet ordre a
longtemps été assimilé aux protozoaires. Il est désormais considéré comme un
ordre & part depuis le milieu du 20°™ siécle [14]. Cet ordre de bactéries est divisé

en deux familles : les Spirochaetaceae et les Leptospiraceae :

Dans la famille des Spirochaetaceae, on trouve les genres Treponema, Serpulina
et Borrelia.

Dans la famille des Leptospiraceae, on trouve les genres Leptonema et Leptospira
[15].

Avant 1989, on distinguait classiquement dans ce genre, deux especes
regroupant divers souches :
- Leptospira biflexa sensu lato, regroupant des souches saprophytes, non
pathogenes.
- Leptospira interrogans sensu lato, regroupant les souches pathogéenes pour

'Homme et/ou I'animal, et donc responsables de la leptospirose [16].

Les souches pathogénes ont un temps de génération d'environ vingt
heures, tandis que les souches saprophytes ont une croissance plus rapide avec
un temps de génération d'environ cing heures [7]. Ces deux groupes ont aussi des
besoins nutritionnels différents et se distinguent sur d'autres caractéeres
phénotypiques. Par exemple, 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 de ce composeé [17].

On différencie I'espéce Leptospira biflexa de Leptospira interrogans
€galement par sa capacité a croitre a 13°C, sa resistance dans les milieux
contenant de la 8-azaguanine a une concentration de 225 ug/ml et son incapacité

a prendre une forme sphérique dans les milieux a 1 mol/l de Na CI [11].
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1.2.2. Classification sérologique

Il s’agit de la classification la plus ancienne, datant des années 1980, mais
toujours la plus utilisée actuellement. Elle correspond a la notion de sérovars et de

sérogroupes. [18].

Cette classification est le reflet de I'expression des épitopes de surface au
sein des antigenes du lipopolysaccharide (LPS). Ainsi, L. interrogans s.l. et
L.biflexa s.I. sont divisées en nombreux sérovars définis dapres le test
d'absorption croisée avec des antigenes homologues. D'aprés la définition de

I'Organisation Mondiale de la Santé [19] :

Y

Deux souches sont considérées comme appartenant a des types
sérologiques distincts si, apres absorption croisée par une quantité appropriée
d'antigéne hétérologue, l'antisérum de chaque souche conserve régulierement,
lorsqu'on I'éprouve de nouveau par rapport a la souche homologue, un titre au

moins égal a 10% de celui qu'il accusait primitivement avec cette souche.

Plus de 60 sérovars sont décrits pour les leptospires saprophytes, et plus
de 260 pour les pathogéenes [5]. Les sérovars proches antigéniquement sont
regroupés en sérogroupes. La classification sérologique présente néanmoins de
nombreux inconvénients, lidentification est codteuse, lourde, lente (parfois
plusieurs mois pour déterminer le sérovar) et complexe, ce qui la réserve a
quelques laboratoires de référence [11]. De plus, les sérogroupes et méme les
sérovars regroupent le plus souvent des souches appartenant a des espéces
génétiquement distinctes. Néanmoins, méme si les sérogroupes n'ont qu’une
valeur taxonomique limitée, ils sont extrémement utiles pour les études

épidémiologiques [11].

Cette classification sérologique reste cependant tres utilisée car elle est
etroitement liee a la méthode de référence pour le diagnostic sérologique de
leptospirose (test de microagglutination ou MAT) [20].
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Tableau 1.1 : Sérogroupes et quelques serovars de L. interrogans sensu lato [11].

Serogroupes Serovar(s)

Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, lai,
Zimbabwe

Hebdomadis Hebdomadis,Jules, Kremastos

Autumnalis Autumnalis, Fortbragg, Bim,
Weerasinghe

Pyrogenes Pyrogenes

Bataviae Bataviae

Grippotyphosa Grippotyphosa, Canalzonae, Ratnapura

Canicola Canicola

Australis Australis, Bratislava,Lora

Pomona Pomona

Javanica Javanica

Sejroe Sejroe, Saxkoebing, Hardjo

Panama Panama, Mangus

Cynopteri Cynopteri

Djasiman Djasiman

Sarmin Sarmin

Mini Mini, Georgia

Tarassovi Tarassovi

Ballum Ballum, Aroborea

Celledoni Celledoni

Louisiana Louisiana, Lanka

Ranarum Ranarum

Manhao Manhao

Shermani Shermani

Hurstbridge Hurstbridge

1.2.3. Classification génomigue

La proximité des souches révélée par le MAT qui permet de définir des
sérogroupes ne reflete pas toujours une proximité génomique: des sérovars
appartenant au méme sérogroupe sont dispersés au sein de plusieurs especes, et

une méme espéece peut comporter de nombreux sérogroupes [20].

Depuis 1987, des études d'hybridation ADN - ADN ont modifié radicalement
la taxonomie des leptospires, les classant cette fois en génomospecies selon des
criteres génétiques. Les génomospecies ou especes génomiques sont des

espéeces déterminées par des méthodes génétiques [21] [22].

Les leptospires sont classés en trois sous groupes : les especes

pathogenes au nombre de (9), les especes saprophytes (6) et les especes
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intermédiaires (6). Toutes les espéeces du sous groupe « pathogéene » sont
pathogénes, celles du sous groupe « saprophyte » sont toutes non pathogenes.
Les especes intermédiaires sont distinctes des souches pathogénes et
saprophytes d’aprés le séquencage de leur ARN ribosomial 16S, et pour
lesquelles aucune activité pathogéne n’a été démontrée expérimentalement [23]
[24] [25] [26].

Tableau 1.2 : Classification génomique de leptospira.

Classe Especes génomiques

Pathogenes L. interrogans sensus stricto

. hoguchii

. weillii

. santarosai

. borgpetersenii

. alexanderi

. kirschneri

. alstonii

. kmetyi

Intermédiaires . fainei

. inadai

. broomii

. licerasiae

. wolffii

Non pathogénes . meyeri

. wolbachii

. biflexa sensus stricto

. vanthielii

. terpstrae

. yanagawae

-\ |||\

. idonii

La cohabitation des deux classifications ne manque pas d’entrainer des
confusions. Ainsi les especes L. biflexa et L. interrogans a la base du modele
phénotypique sont aussi des génomospecies dans le modeéle génotypique. Il a
donc été proposé de les differencier en employant la terminaison sensu lato (s.l.)
pour citer ces souches dans le modele phénotypique et sensu stricto (s.s.) pour

les citer dans le modéle génotypique [26].
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1.3. Biologie des leptospires

1.3.1. Caractéristigues morphologigues et structurales

Le mot leptospire vient du grec « leptos » qui veut dire fin, gréle, et « spira »
signifie spire, tour. Les leptospires sont en effet des bactéries spiralées,

hélicoidales, extrémement fines et flexibles [27].

Ce sont les plus petits spirochetes connus. Leurs extrémités sont pointues
et, une ou les deux, sont repliées en forme de crochets distinctifs. Leur taille varie
selon les souches entre 6 et 20 um de long, parfois plus, pour environ 0.1 um de
diamétre [11] [28].

La bactérie prend ainsi la forme d’'une spirale, dextre avec une trentaine de
spires régulieres et tres serrées malgré quelques zones plus laches. La
morphologie des leptospires dépend du sérovars, par exemple,
Icterohaemorrhagiae est plus grand qu’Harjo. Elle dépend également de I'age de
la culture ; Les spires bien resserrées au début, se relachent ensuite a quelques
endroit avant de donner des formes allongées, sphérulées ou amassées les unes

aux autres [11] [5].

Enfin les leptospires sont indistinguables entre elles du point de vue

morphologique [28].

La bactérie comprend différentes structures, un cylindre protoplasmique,
une enveloppe externe et un organe locomoteur sous forme de deux flagelles
internes (aussi nommees filaments axiaux). Dans I'espace périplasmique, entre la
membrane peptidoglucidique du cylindre protoplasmique et I'enveloppe externe,
sont insérés les deux flagelles a chacune des extrémités sub-terminales du
cylindre. Flagelles et cylindre sont entrelacés sur environ un tiers de la longueur

de la bactérie, sans chevauchement central [26].
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Gaine de la membrane externe Flagelle périplasmique

Cylindre cellulaire protoplasmique

Figure 1.1 : Diagramme schématique d'un spirochéte illustrant la gaine de la
membrane externe, le cylindre cellulaire protoplasmique et un

flagelle périplasmique [29].

Au microscope électronique, chaque bactérie se compose d’'une enveloppe
externe trilamellaire, souple, élastique et peu résistante, constituée de
lipopeptides, de lipopolysaccharides (LPS) et de mucopeptides antigéniques.
Celle-ci engaine totalement le cylindre protoplasmique et les flagelles. L’enveloppe
externe posséde une grande quantité de lipoprotéines comme LipL32, LipL36,
LipL41 et LipL48 fixées par I'extrémité N-terminal de leurs acides gras [30]. LipL32
aussi appelé Hap1 ou Lip32 est la lipoprotéine majeure de I'enveloppe externe
[31].

Cette enveloppe recouvre une couche plus rigide de peptidoglycanes elle-
méme accolée par sa face interne a la membrane cytoplasmique. Bien que sa
composition soit proche de celle des bactéries Gram -, le peptidoglycane des
leptospires gene a la fixation de la coloration utilisée classiquement chez les
bactéries. Ainsi, 'observation classique des leptospires se fait au microscope
optique a fond noir. Le peptidoglycane interviendrait dans la stimulation de la

phagocytose et la production de cytokines par les monocytes [32].
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Figure 1.2 : Modéle architectural des membranes des leptospires [33].

Les leptospires possédent deux flagelles internes situés sous I'enveloppe
externe ce qui leur confére une grande mobilité [34]. Les leptospires peuvent
réaliser trois types de mouvements : une rotation autour de leur axe central, une

progression linéaire, des mouvements circulaires [14].

Figure 1.3 : Mouvement des leptospires (A) [29] et microscopie électronique de
Leptospira biflexa (B) [35].

1.3.2. Caractéristiques bactériologiques : métabolisme et culture

1.3.2.1. Métabolisme des leptospires

Les leptospires sont des bactéries aérobies strictes, avec une température

optimale de croissance de 28 a 30°C. lls produisent catalase et oxydase, et se
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développent dans des milieux enrichis avec des vitamines (les vitamines B2 et
B12 sont des facteurs de croissance), des acides gras a longue chaine, et des
sels d'ammonium. Les acides gras a longue chaine (et non les glucides) sont

utilises comme source unique de carbone et sont métabolisés par B oxydation [11].

Le métabolisme original des leptospires oblige le bactériologiste a utiliser
des milieux de culture complexes comme le milieu EMJH (Ellinghausen-
McCullough modifié par Johnson et Harris) qui est le plus utilise pour I’ isolement

(incubation a 30 °C) et | ‘entretien des souches de leptospires [36].

1.3.2.2. Conditions de survie et de culture

Les leptospires sont tres fragiles in vitro et sont également sensibles dans

les milieux biologiques [15].

Les leptospires sont détruites par la chaleur, la dessiccation, le froid (létal &
-20°C). Elles sont également sensibles a un pH acide. Ainsi leur survie ne peut
s’établir qu’a un pH neutre voire alcalin (de 6.8 a 7.4). De plus les leptospires sont
trés sensibles aux ultraviolets. Dans des circonstances particuliéres, telles qu’un
milieu aqueux légérement alcalin, il est possible d’observer de fortes résistance

des leptospires pendant plusieurs mois voire plusieurs années [26].

Des conditions doivent étre rassemblées pour permettre la croissance des
leptospires : un pH compris entre 6,8 et 7,4 ; une protection vis-a-vis de la lumiére;
une source d’azote fournie par l'ion ammonium et une source d’énergie et de
carbone fournie par des acides gras a longue chaine ; une température comprise
entre 28 et 30°C. [26]. la présence d’hbtes réservoirs est indispensable a la

réplication de la bactérie en milieu naturel [11].
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CHAPITRE 2
POUVOIR PATHOGENE DES LEPTOSPIRES

2.1. Pathogénie et Iésions

La contamination s’effectue a l'issue du passage de leptospires vivants a
travers des muqueuses saines (oculaires, oro-pharyngées, nasales, génitales),
mais aussi de la peau, a la faveur de micro Iésions (excoriation, ou peau macérée

dans 'eau) [5].

Une fois dans l'organisme, les leptospires vont migrer vers le compartiment

sanguin avant d’entrer dans la phase de multiplication [26]

Apres la phase de leptospiremie, les bactéries vont ensuite migrer vers les
organes cibles et notamment dans les organes du systeme réticulo-endothélial
[15].

La réplication initiale tissulaire concerne cependant essentiellement les
reins et le foie. En outre, I'extension et la gravité des symptémes dépendent de la
virulence de la souche et de la sensibilité de I'héte [3]. En effet, un hdte possédant
un taux d’anticorps modéré ou élevé présentera une phase de leptospirémie plus

courte accompagnée d’une clinique modérée a absente [2].

Cela engendra l'apparition d’'une néphrite interstitielle [37] accompagnée
d’'une intense infiltration cellulaire (polynucléaire) et d’'une nécrose des tubes
rénaux, ainsi qu'une hépatite. Les parois des tubes rénaux sont épaisses, les
cellules de la bordure en brosse des tubes sont absentes ou réduites et les
glomérules sont atteints, ce qui expliquerait la protéinurie observée cliniguement
en cas de leptospirose [11]. Mais les porteurs chroniques n'ont généralement pas
de pathologie rénale [14].

Les reins et le foie peuvent étre ictériques par défaut d’élimination de la
bilirubine (cholestase) et ou hémorragiques (action des hémolysines des

leptospires).
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Au niveau cardiaque, une myocardite interstitielle s’installe, avec infiltration

lymphocytaire, inflammation des coronaires et effusions dans le péricarde [11].

Les muscles squelettiques sont également atteints d’'une myosite, en
particulier ceux des membres postérieurs, avec infiltrat cellulaire et parfois
nécrose [11]. Enfin le cerveau peut étre atteint d’un infiltrat inflammatoire

périvasculaire.

Les cas d’uvéites récurrentes, fréquemment observés chez le cheval et
chez certaines personnes, seraient dus a une réaction auto-immune permettant la

persistance des leptospires dans I'humeur aqueuse [14].

Par la suite, la mise en place de la réponse immunitaire de I'héte lors de
'apparition des anticorps protecteurs s’accompagne d’une disparition des
leptospires dans la plupart des organes exceptés les reins dans lesquels I'agent
infectieux peut persister des semaines voire des mois [38]. La leptospirémie est de
ce fait de courte durée, contrairement a la leptospirurie qui peut, elle, persister
pendant une longue période. Cette leptospirurie peut méme exister chez des

animaux n’ayant présenté aucun signe clinique [39].

2.2. Facteurs de pathogénicité

La virulence d’une bactérie est sa capacité a persister dans un organisme
hote et a contourner les systemes de défense immunitaires pour ne pas étre
éliminée [40]. L'extréme mobilité des leptospires est un des éléments de leur
pouvoir pathogene. Cette mobilité, qui correspond a la capacité a se développer
dans des milieux de densité élevée, est aussi caractérisée par la possibilité de
traverser les membranes biologiques. C’est ainsi que les leptospires sont doués
de propriétés invasives. Cette mobilité est dite « en tire-bouchon > : elle leur
permet de se mouvoir au niveau du point d’entrée sans créer de dégats et de
réaction inflammatoire. Leur détection a I'entrée est donc trés difficile. Elle leur
permet d’échapper au systéeme immunitaire non spécifique de I'’héte notamment

les monocytes [26].

Les leptospires ne sont pas des bactéries intracellulaires mais elles ont la
capacité d’entrer dans les cellules hétes [41] puis d’en ressortir sans altérer la
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membrane cellulaire [42] [43]. Ce sont donc des « résidentes transitoires » des
cellules hotes, pouvant échapper a la réponse immunitaire. Plusieurs études
menées sur des cellules hépatiques ou rénales d’animaux infectés se sont
attachées a rechercher des facteurs d’adhésion des leptospires a la matrice
extracellulaire [44]. Beaucoup étudiés mais peu connus, les facteurs de virulence
des leptospires résident essentiellement dans les protéines de membranes
externe (OMPs) et dans le lipopolysaccharide (LPS), bien gqu'il soit moins toxique

que celui des autres bactéries Gram négatif [40].

En cas d’infection par des bactéries gram négatif, le LPS de leur paroi est
reconnu par le récepteur TLR4 (toll-like receptor) des cellules immunitaires
humaines. Mais dans le cas de leptospira interrogans, le LPS échappe a ce
systeme de reconnaissance habituel et emprunte plutét la voie du TLR2. Cela
serait d0 a la particularité du lipide A qui le compose et qui est certes reconnu par
les cellules de I'immunité innée des espéces de rongeurs réservoirs de
leptospires, mais pas par 'homme [45]. Les rongeurs, contrairement a ’homme,
ne développent donc aucune forme clinique de leptospirose grace a leurs
récepteurs TLR2 et TLR4 qui permettent de neutraliser les bactéries pénétrant
dans [lorganisme. Des mutants pour ces deux récepteurs deéveloppent
immanquablement une leptospirose aigle a L. interrogans avec atteinte hépatique
et rénale sévere et inflammatoire pulmonaire, comme ce qui est observé chez
I'homme [46]. Ainsi, c’est davantage par la réaction immunitaire incompléte qu’il
induit chez I'néte que par son rble dans linvasion et la dissémination de
'organisme que le LPS peut étre considéré comme un facteur de virulence des
leptospires. Cependant sa mutation expérimentale entraine une perte de virulence
et empécherait les leptospires de survivre plusieurs semaines dans

I'environnement [47].

En revanche, les adhésines, qui font partie des OMPs, ont un réle important
dans les premiéeres phases d’invasion de I'organisme. Un certain type d’adhésine,
les endostatines, ont été étudiées pour leurs interactions avec la fibronectine et la
laminine de la matrice extracellulaire d’'une part, et pour leur liaison avec le facteur
H du complément d’autre part, car c’est un des mécanismes de virulence des
souches pathogenes [48]. La capacité des adhésines a se lier au facteur H permet

d’endiguer la voie alternative d’activation du complément et protége donc les
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leptospires de l'opsonisation par le complément. Ces protéines endostatine-like
different selon le sérovar impliqué et présentent un mimeétisme structural avec les
endostatines de mammiféres facilitant I'invasion de I'héte par les bactéries. Le fait
gu’elles soient absentes du génome des souches saprophytes de leptospires

confirme I'hypothése d’'un avantage sélectif a posséder de telles protéines [40].

D’autres protéines parmi les OMPs permettent 'adhésion des leptospires
aux parois des endothéliums et des cellules de I'héte : les protéines de surface
immunoglobuline-like (ligA, ligB, ligC), qui se lient aux composants de la matrice
extracellulaire, principalement la fibronectine, la laminine, le collagéne et I'élastine.
La protéine LigB en particulier a la capacité de se lier au fibrinogéne et de réguler
la thrombose et la fibrinolyse, ce qui pourrait expliquer les symptdémes observés
en cas de leptospirose aigie (hémoptysie, thrombocytopénie) [49]. Cependant ces
protéines immunoglobuline-like, pourtant présentes uniquement chez les especes

pathogenes, ne sont pas indispensables a la virulence [50].

Parallélement, la lipoprotéine de surface Loa22 (la seconde lipoprotéine la
plus abondante apres LipL32) a fait I'objet d’étude par mutation du géne codant
chez Leptospira interrogans qui ont montré qu’en son absence la virulence était
atténuée : absence de signes clinigues et survie de tous les cochons d’'Inde testés
[51]. Il s’agit d’'une protéine ayant un domaine C-terminal de type OmpA, une
protéine de surface d’Escherichia coli retrouvées chez de nombreuses bactéries
Gram négatif. Agissant comme une adhésine, elle facilite les premieres phases de
pénétration dans [l'organisme, notamment dans les vaisseaux sanguins.
L’expression induite de Loa22 chez les mutants loa22 a montré des Iésions
nécrotiques renales, hépatiques, pulmonaires, accompagnées de splénomégalie.
Cela reproduit donc les lésions observables en cas d’infection par des souches
« sauvages » de L.interrogans et confirme le role majeur de Loa22, protéine trés
conservée au sein des leptospires, dans la virulence des souches pathogenes ; a
ce jour c’est la seule protéine réellement identifiée comme facteur de virulence
chez les espéces pathogeénes de leptospires. Cependant il n’a pas été démontré
gu’en son absence les leptospires n’étaient pas capables d’infecter 'héte et de
pénétrer dans les tissus cibles. La protéine Loa22 étant conservée chez L.biflexa,
il semblerait que de nombreux mécanismes de résistance (dans I'environnement

ou chez I'héte) soient communs aux espéces saprophytes et aux espéces
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pathogénes de leptospires [47]. La lipoprotéine LipL 32, est quant a elle la
protéine majeure de membrane externe. Elle représente 75% du complexe
protéiques des OMPs. C’est la plus abondante des protéines exposées en surface
[47]. La lipoprotéine LipL32 est exprimée durant I'infection des mammiféres hétes
[52], en phase aigiie comme en phase chronique [53] et posséde un pouvoir
hautement antigénique puisque 95% des personnes atteintes de leptospirose
produisent des anticorps anti-LipL32 [54], d’ou son utilité dans le diagnostic par

test ELISA [40]. Elle ne semble pas constituer un facteur de virulence majeur [53].

Enfin outre les OMPs et le LPS, les seules toxines répertoriées chez les
leptospires sont des hémolysines, notamment des sphingomyélinases, une
collagénase et des protéases. Une derniére catégorie d’hémolysines, des
protéines homologues a des protéines animales jouant un rdle clé dans
'némostase (acétylhydrolase du facteur PAF [Platelet Activating Factor], facteur
Von Willebrand) ont été découvertes et expliquent les cas séveres d’hémorragie et

d’hémoptysie observés lors d’infection par L. interrogans [55].
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Figure 2.1 : Schéma pathogénique général de la leptospirose d’aprés [56].

2.3. Réponse immunitaire de I'hote

La dose minimale infectieuse expérimentale nécessaire au déclenchement
de linfection chez le hamster varie entre 10° et 10® bactéries. Elle dépendrait de

I'héte, du sérovar et de la souche en question [57].
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Lorsqu'il est infecté, un animal synthétise des anticorps qui lui permettent
généralement d'éliminer la bactérie des principaux organes et du systeme
circulatoire ("clairance") excepté les reins, ou la bactérie peut se loger
durablement [58] [59]. L'animal peut alors devenir porteur rénal de leptospires. S'il
devient un porteur chronique ("animal réservoir"), il peut ensuite excréter la
bactérie : de fagon continue ou discontinue, toute sa vie ou transitoirement puis

I'éliminer [59].

La réaction immunitaire a médiation humorale est caractérisée par deux
vagues successives danticorps. La premiere est composée d’IgM
(Immunoglobulines M) qui arrétent la prolifération des leptospires sans cependant
détruire les populations bactériennes présentes. La deuxieme vague est
composée d’'IgG qui sont a l'origine d’une réponse immunitaire plus spécifique, et

détruisent les leptospires présents [15].

Si aprés une premiere réponse immunitaire (synthése d'anticorps) I'hote
n'est jamais recontaminé, son taux d'anticorps baisse et il peut redevenir
séronégatif [60] [61] [62], alors méme que ses reins peuvent étre colonisés par

des leptospires et qu'il peut étre excréteur urinaire [63].

Lors d'une infection ultérieure due au méme sérovar que celui impliqué
dans la primoinfection, le taux d'anticorps vis-a-vis de ce sérovar augmente plus
rapidement que lors de la primo-infection par ce sérovar (mémoire immunitaire)
[64].

by

Si la seconde infection est due a un sérogroupe différent de la primo-
infection, le test seérologique (MAT) peut refléeter deux types de réponses
immunitaires :

- Seul le titre en anticorps dirigés contre le sérogroupe infectant augmente.
- Le titre en anticorps dirigés contre le sérogroupe infectant augmente mais le/les
taux d'anticorps dirigés contre le/d'autres sérogroupe(s) impliqué(s) dans les

infections précédentes augmente(nt) aussi (réponse anamnestique) [11].

2.4. Signes clinigues chez les especes sensibles

La leptospirose est une maladie pour laquelle les manifestations cliniques

sont protéiformes et semblables a ce qui peut étre observé pour beaucoup
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d’autres maladies infectieuses [11]. La durée d’incubation est en moyenne d’une a

deux semaines (entre deux jours et trois semaines pour les extrémes) [65].

Il existe des formes subcliniques sans qu’aucun symptéme ne soit rapporté.
Les formes cliniques habituellement décrites sont une forme ictérique

possiblement, une forme anictérique et une forme chronique [40].

2.4.1. Leptospirose aiglie et subaiglie

L’expression clinique de la leptospirose aigie est la plupart du temps
biphasique, débutant par un syndrome fébrile non pathognomonique. Les
manifestations qui s’ensuivent sont : maux de téte, baisse d’appétit voire anorexie,

faiblesse et/ou douleur musculaire, conjonctivite, vomissements et diarrhée [11].

Ensuite, selon les organes atteints, et aussi selon I'espéce de mammifére

concernée, différentes formes aiguies de leptospirose sont observables :

La thrombocytopénie est un signe caractéristique de la leptospirose avec atteinte

rénale, et témoigne avec l'oligurie, de la gravité de l'insuffisance rénale aigle.

Des formes de méningites aseptiques sont observées chez 'lhomme dans 25%
des cas de leptospirose, caractérisées par des maux de téte et des

vomissements.

En cas de forme fulminante de leptospirose, un syndrome fébrile prolongé
s’installe, suivi d’un ictére accompagné d’hémoglobinurie (forme cliniquement : la
« jaunisse »). Cette forme de la leptospirose est appelée maladie de weil, et la

mortalité est de 5 a 15% chez 'homme selon la sévérité de I'atteinte [14].

L’atteinte respiratoire serait en fait plus fréquente que ce qui est rapporté avec une
incidence chez 'lhomme variant entre 20 et 70%. Les signes cliniques sont une

dyspnée, de la toux avec hémoptysie, et une détresse respiratoire [14].

Une atteinte cardiaque est possible mais reste le plus souvent non diagnostiquée

car seul un électrocardiogramme permet d’en attester.
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e |’atteinte oculaire est variable et débute par une conjonctivite. L’ictére scléral
serait pathognomonique de la forme de weil. Une uvéite antérieure s’installe

ensuite et peut conduire a la cécité (homme et cheval) [11].
e Des cas d’avortements sont décrits, principalement chez la vache [40].

2.4.2. Leptospirose chronique

L’infection par Leptospira spp sans développement de signes cliniques est
possible chez 'homme ou chez les animaux domestiques dans les zones
d’endémie [14].
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CHAPITRE 3
DIAGNOSTIC

3.1. Les méthodes directes

3.1.1. Examen au microscope a fond noir

Pour que I'observation des leptospires soit visible du fait de leur diametre
inférieur a deux micrometres, il faut utiliser un microscope a fond noir au
grossissement 250 et les observer entre lame et lamelle. Les leptospires ne sont
pas visibles avec un microscope ordinaire [15]. Leur morphologie caractéristique
en filament incurvé et leur mobilité par rotation, flexion et translation les rendent
reconnaissables par des yeux expérimentés [15]. Cette technique a une sensibilité
et une spécificité faibles [11]. Environ 10* leptospires / ml est le seuil de détection
[66]. Le risque de faux positifs dus a une mauvaise interprétation de fibrine ou de
fils de protéines, débris cellulaires et autres objets peut étre élevé, méme pour les
experts [7] [67]. La technique souffre d'autres inconvénients, tels que des
difficultés techniques avec l'obtention de spécimens appropriés (spécimens
devraient étre pris de maniére aseptique et envoyés a un laboratoire sans retard),
I'exigence d'un niveau élevé de compétence de l'opérateur, cette méthode ne

fournit aucune information sur le sérovar infectant [7] [14].

Finalement cet examen direct des leptospires n’est pas un examen de
certitude car peu spécifique et peu sensible, mais un examen d’orientation rapide

préalable a d’autres examens [15].

3.1.2. Mise en culture

La détection de leptospires par la culture est considérée comme le
diagnostic définitif de la leptospirose [5]. Cette mise en culture doit étre réalisée
rapidement apres le prélevement [15]. Au cours de la premiére semaine de la
maladie, les leptospires peuvent étre isolés a partir du sang, du LCR et du liquide
de dialysat [68]. Pour les cas mortels chez les humains et les animaux, les
leptospires peuvent étre cultivés a partir d'échantillons de tissus a l'autopsie. Les

tissus les plus couramment utilisés sont les reins, le foie et le cerveau [69]. Les
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échantillons ne doivent pas étre congelés avant la culture [14]. Les leptospires
peuvent également étre cultivés a partir des avortons, des mort-nés, du placenta

et des produits d'avortement [7].

Un milieu couramment utilisé pour la culture est Ellinghausen- McCullough-
Johnson-Harris (EMJH) qui contient 1% d'albumine de sérum bovin et du
polysorbate 80 (source d'acides gras a longue chaine) [70]. Antibiotiques 5-
fluorouracile, la gentamicine, l'acide nalidixique ou rifampicine pour inhiber la
contamination [7] [11]. La préparation du milieu de culture est colteuse et
techniqguement difficile [14]. En raison de I'exigence d'incubation prolongée et
supports spéciaux, la culture n’est pas souvent exécutée comme une méthode de
diagnostic de routine [71] [72]. Cependant, elle est largement utilisée dans la
recherche [7] [14]. Les Cultures doivent étre incubées a 28-30 ° C et examinées
chaque semaine au microscope a fond noir. Méme si les conditions optimales
sont fournies, les organismes peuvent se développer lentement et les cultures
doivent étre examinées pour un maximum de 13 semaines avant d'étre
considérées comme négatives [11] [14]. Un repiquage systématique des tubes de
culture primaire est recommandé apres une incubation de quinze jours [15]. La
culture des leptospires a partir de spécimens humains et animaux peut étre
influencée par de nombreux facteurs, comme le type d'échantillon et ['état
d'échantillon prélevé [7]. La nature de certains leptospires (par exemple
L.borgpetersenii serovar Hardjobovis est relativement difficile a cultiver) [73].

3.1.3. Amplification génétigue

La technique de polymerase chain reaction (PCR) est aujourd’hui une
technique de routine pour le diagnostic précoce de la maladie. La PCR peut étre
"conventionnelle”, c'est-a-dire suivie d'une migration sur gel d'agarose, ou en
temps réel. Différents génes peuvent étre ciblés : rrs (ADNr 16S) [74] [75], IS1533
[76], lipL32/hapl [75] [31] [77] [78], secY [79], ADNr 23S [80], Ifbl [81], etc.

3.2. Les méthodes indirectes

3.2.1. La sérologie

La sérologie est la méthode de diagnostic le plus frequemment utilisé pour

la leptospirose [82]. Les tests seérologiques disponibles sont basées



38

principalement sur la détection de limmunoglobuline IgM et les anticorps de
classe IgG. Les modeles de réponses d'IgM et les anticorps de classe 1gG trouvés

dans les cas humains et des animaux sont similaires [83].

Les anticorps IgM apparaissent en premier (des la deuxieme journée de
I'apparition des symptébmes) au cours de linfection, suivie par des anticorps de
classe IgG [84] [85] [86] Les deux anticorps IgM et IgG persistent généralement
aprés linfection, mais la persistance des anticorps IgM est généralement plus
courte que les anticorps 1gG [73] [87] [88] [89].

3.2.1.1. La sérologie par la méthode de microagglutination (MAT)

Le MAT reste la méthode de référence pour le diagnostic sérologique de la
leptospirose pour les humains et les animaux [90] [91]. Au cours de cette
procédure, les sérums sont titrés avec des suspensions d’antigénes vivants de
sérotypes de leptospires et inspectés pour la recherche d’agglutination avec la
microscopie a fond noir [69].

La détermination optimale du cut-off pour ce diagnostic présomptif dépend
de la prévalence de la maladie dans la population d'intérét [11].

Le critére global contemporain est I'utilisation d'un seul titre = 400 pour la
confirmation au laboratoire d'une infection actuelle a Leptospira [92]. Pour un
méme échantillon prélevé sur un animal cliniguement normal, un titre = 100 est
souvent considéré comme indicatif d'une infection [93]. Il est suggéré qu'un titre
cut-off de 50 devrait étre utilisé pour indiquer I'exposition a Leptospira spp, a la
fois pour les animaux et pour I'homme [94] [7] [95]. Comme le MAT détecte a la
fois les IgM et les IgG, les anticorps peuvent étre détectés pendant une période

prolongée apres la récupération [96].

Bien que le MAT soit couramment utilisé pour le diagnostic de la
leptospirose chez les animaux, ce test détecte les anticorps dans le sérum, plutot
que la présence de leptospires directement dans l'urine et les reins, et donc ne
reflete pas le statut de porteur de I'hdte [97] [98]. La corrélation entre le statut

sérologique d'un animal et de son statut de porteur est signalée d'étre pauvre [99].
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Le MAT peut donner une impression générale des sérogroupes / sérotypes
circulant au sein d'une population, et considéré comme le test le plus approprié

d'utiliser dans des enquétes séro-épidémiologiques [11].

Si le MAT peut fournir un guide précis du sérogroupe / sérotypes infectant
de Leptospira, il dépend aussi de la couverture adéquate des sérotypes circulant
localement dans la batterie d'antigenes [100]. Les laboratoires utilisent
couramment un minimum de six a 15 sérotypes qui sont représentatives des

sérogroupes localement enzootique et endémiques [7].

La performance du MAT nécessite le maintien d'une collection de souches
vivantes [93]. La subculture répétée d'un grand nombre de souches présente des
risques pour le personnel de laboratoire [68]. Autres problemes potentiels
associés a l'entretien des cultures antigéne sont la contamination de souche et les
erreurs d'étiquetage ou d'échange de souches. Cependant, ces problemes sont
plus susceptibles de se produire dans les laboratoires pour lesquels la capacité de
contrble de la qualité et du stockage a long terme des collections de cultures est
limitée [101]. En outre, en raison de I'effet subjectif de variation d'observateur, les
résultats du MAT sont couramment variés entre les laboratoires [11] [102].

En fin une réaction sera considérée comme positive si, a une dilution
donnée et pour I'antigéne testé, au moins 50% des leptospires sont agglutinés (la
lecture est assurée par comparaison avec un antigene témoin qui fixe le seuil de

positivité [26].

3.2.1.2. La sérologie par la méthode ELISA

La complexité de la réalisation du MAT a conduit au développement de
tests qui donnent des résultats rapides, sans la nécessité d'une culture ou d'un
MAT [14]. L'enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) est souvent utilisé
comme une alternative pour le dépistage de la leptospirose chez ’lhomme comme
chez les animaux [103] [104].

En plus d'étre facile a réaliser, 'ELISA est peu colteux, sdr (car il utilise
I'antigéne tué et donc réduit le risque d'infection pour le personnel de laboratoire),
et donne un résultat moins subjectif que le MAT [105] [106].
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Un autre avantage de I'ELISA sur le MAT est que la réponse sérologique
des IgM et IgG peut étre détectée séparément [93].

La plupart des tests ELISA utilisent des lysats de cellules entiéres,
habituellement la souche saprophyte L.biflexa sérovar Patoc comme antigéne, qui
partage plusieurs antigenes de surface avec les souches pathogenes [91]. Cela a
entrainé une faible spécificité tels que déclarés pour la cellule entiere dans
certaines études [107] [108]. Récemment, des tests ELISA lipoprotein-based
recombinants ont été consultés (accédés), avec une meilleure spécificité et

reproductibilité [5].

3.2.1.3. Autres méthodes sérologiques

Plusieurs autres tests sérologiques ont été utilisés comme tests de
dépistage pour les anticorps, y compris macro-agglutination [109], la réaction de
fixation du complément [110], [IIlmmunofluorescence indirecte [111],
I'némagglutination indirecte [112], et I'agglutination au latex [113]. Néanmoins, ces
tests sont rarement utilisés en raison de leur manque de sensibilité ou de la

spécificité [91].

Un test lepto de bandelette a été développé comme un test rapide sur le
terrain de la leptospirose qui ne nécessite pas d'équipement de laboratoire spécial
et de personnel qualifié [114]. La présence d’anticorps IgM specifique de
Leptospira dans le sérum est testée par la lecture de la coloration sur bandelette a

antigéne, par comparaison a une bandelette de référence marquée de 0 a 4 [115].
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CHAPITRE 4
LE RAT

4.1. Classification

Les rats sont abondants dans la nature et représentent plus de 42% des
especes de mammiferes connues [116]. lls appartiennent a la Famille des
Muridés, caractérisés par 3 dents jugales tuberculées, des membres postérieurs
non palmés, une queue nue ou peu velue [117], ils sont caractérisés par la
présence de 4 incisives a croissance continue, par I'absence de canines et un

long diastéme qui sépare les incisives des dents jugales [117].

Ordre des Rongeurs

Sous-ordre

Sciuromorphes Myomorphes Hystricomorphes

VANANPZAN

Sciundés  Castoridés MNmades Crcétidés Cawviudés Eréthizontidés Chinchilidés Octodontidés

Ecureul  Castor Rat Hamster  Cochon  Porc-épic Chinchilla Octodon
Tarmia Sours Gerbille d'Inde

Marmotte

Chien de Praine

Figure 4.1: Classification des Rongeurs [118].

4.2. Données biologiqgues générales

Les principales données biologiques du rat sont rassemblées dans le
tableau suivant :
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Tableau 4.1: Données anatomo-physiologiques du rat [119] [120] [118].

Longévité 2 a 7 ans, 3 ans en moyenne
Poids adulte femelle, male 225 a 3509 ; 267 a 520g
Poids a la naissance 5 a 6g
Longueur du corps 35a50cm
Longueur de la queue 17 a23cm
Température corporelle 35,9 a 38,0°C
Fréquence cardiaque 250 a 495 battements / min
Fréquence respiratoire 70 & 145 mouvements / min
Consommation quotidienne 15 a 20g
d’aliment pour un adulte
Consommation quotidienne d’eau 22 a 33mL
pour un adulte
Production quotidienne de feces 9 a 15g
Diurése quotidienne 13a23mL

Les conditions de vie des rats sont de 18 a 27°C pour la température avec
un optimal a 22°C, et une hygrométrie de 30 a 70% [120]. En effet, les rats ne
possedent pas de glandes sudoripares, ils ne transpirent donc pas et régulent leur
température en ouvrant la bouche. Il ne faut donc pas les exposer a des

températures trop €levées [119].

4.3. Structure sociale (Hiérarchie)

Les rats sont des animaux sociaux. lls ont donc besoin de la compagnie de
leurs congénéres, et l'isolement forcé leur procure un stress qui affecte leur bien-
étre [121].

Dans leur habitat naturel, si 'environnement est pauvre, la densité de rats
reste faible, un male alpha monopolisant seul le terrier et les femelles. La structure

est alors polygyne et le rat se montre territorial [122].

Dans les environnements plus riches, urbains notamment, la densité en rats
augmente. lls s’organisent alors en clans multimales et multifemelles, sans
territorialité stricte. Une hiérarchie peut se mettre en place entre les males qui

entrent en compétition pour les femelles en cestrus [122].

Des interactions agonistiques s’observent majoritairement chez les rats lors
de la mise en place de la hiérarchie dans les colonies multimales-multifemelles,

que ce soit lors de I'arrivée a maturité des jeunes rats ou lors de I'introduction d’un
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nouveau congénere [123] [124]. Cette hiérarchie est trés importante dans la vie de
la colonie, car les individus dominants bénéficient d’'un accés privilégié a la

nourriture, et d’'un nombre plus élevé de copulations [123].

4 .4. Répartition des activités dans I'espace et dans le temps

Le sommeil occupe la place la plus importante, lls y consacrent plus de
60% de leur temps [125].

Le comportement de toilettage fait de méme partie des comportements

essentiels du rat. Il s’y adonne prés de 40 % de son temps d’éveil [126] [127].

Bien que fractionnée en petites séquences tout au long de la journée et de

la nuit, I'alimentation peut représenter prés de 15 % du temps [128].

Le rat occupe également ses journées en explorant régulierement tous les
recoins du milieu de vie qui lui est proposé. Il passe environ 5 % de son temps a

explorer son milieu et a s’y déplacer [125].
4.5. Habitat

Le rat fait partie des six especes de rongeurs catégorisées en tant
gu’authentiques rongeurs commensaux. Ce terme trouvé dans la littérature
scientifique vise a désigner la relation de dépendance des rats envers les humains
pour satisfaire leurs besoins alimentaires. Toutefois, comme une relation de
commensalisme véritable implique qu’une espeéce tire profit d’'une autre sans lui
causer préjudice, le terme kleptoparasitisme serait plus approprié pour
caractériser l'association existant entre les rats et les humains [129].
Effectivement, la relation entre les deux espéces se produit au détriment de
'humain puisqu’elle entraine pour lui des impacts négatifs importants au niveau

social et économique [130].

4.6. Comportement alimentaire

Les rats sont des rongeurs myomorphes monogastriques qui pratiquent la
coprophagie. Ce sont des omnivores opportunistes, qui dans leur environnement

naturel peuvent a la fois se servir dans les restes ou dans les stocks de nourriture
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destinés a la consommation humaine et se nourrir d’herbe, de graines, de fruits,

de racines, d’ceufs et méme parfois de petits invertébrés [131].

L’estomac du rat est de petite taille, ce qui le force, comme les autres
rongeurs, a fractionner ses repas et a en augmenter la fréquence. De plus,
'estomac des rongeurs possede une créte qui sépare la partie glandulaire de la
partie aglandulaire, que les aliments ne peuvent franchir facilement que dans un
sens. Cette particularité, en plus d’'une pression oesophagienne élevée et d’'un

cardia résistant, ne permettent pas a ces espéces de vomir [131].

La formule dentaire du rat est la suivante : | : 1/1, C : 0/0, P : 0/0, M : 3/3. 1l
posseéde donc 16 dents, qui ont une couleur jaunatre de facon physiologique. Les
rats sont myomorphes, ce qui impliqgue que seules leurs incisives sont

hypsodontes et poussent continuellement [131].

Barnett (1975) [132] suggéra que dans les conditions naturelles, le choix de
la nourriture n’est pas influencé socialement. Il n’y a pas non plus de preuve d’'une
réelle imitation et/ou d’'un apprentissage par I'observation par les jeunes rats. Le
choix de nourriture n’est pas appris des parents mais semble étre une question

d’habitude, néanmoins il peut exister des traditions familiales [129].

Les rats ont tendance a consommer une petite quantité de quelque chose
de non familier et attendent de voir ce qui arrive, puis ils augmentent
progressivement leur consommation jusqu'a se libérer totalement de leur
néophobie [129]. Cependant des recherches de laboratoire ont montré que les
rats peuvent étre influencés par 'odeur d’un rat ayant ingéré une nourriture
particuliere [133] [134], en effet, un aliment senti par un rat dans 'haleine d’un de
ses congéneres n’est plus considéré comme un aliment inconnu. De plus, Galef et
al. (1988) [135] ont montré que le disulfure de carbone présent dans I'haleine des
rats était responsable de cet apprentissage social. Aussi I'information au sujet de
la nourriture, comme le golt ou la toxicité, peut étre transférée de la meére aux

petits, méme par le biais du lait maternel [136] [137] [138].

D’une fagon générale dans leurs déplacements journaliers a la recherche
d’eau et de nourriture, les rats utilisent les mémes chemins, par souci de sécurité.

lls choisissent autant que possible des parcours couverts, préférant longer les
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murs plutot que s’aventurer au milieu d’'une piéce ; un piége placé au milieu d’'une
chambre a ainsi peu de chances d’attirer les rats. Par contre, le rat passera par-
dessus un piege, méme non appaté, adossé a un mur, plutdét que de s’en écarter

pour le contourner [139].

La néophobie s’étend également aux objets apparaissant subitement dans
I'environnement, ce qui cause I'évitement des boites d’'amorgage et des pieges. Et
méme aprés accoutumance, il ne s’agit la plupart du temps que jeunes individus
ou d’adultes de bas rang social qui sont pris [140], puisque ce sont ces individus
qui sont forcés d’aller chercher leurs moyens de subsistance dans des places
alternatives. Ce faisant les individus les plus dominants survivent et repeuplent

aisément la colonie par la voie de la reproduction [129].

A linverse, dans un environnement instable [141] les rats semblent
développer un comportement de néophilie en grignotant des objets inhabituels afin

de faire connaissance avec leur nouvel environnement [129].

Comme la majorité des rongeurs, le rat pratique la coprophagie. Elle permet
de compenser I'absence d’'un systéeme enzymatique capable de digérer les fibres
en exploitant la valeur nutritive issue de la fermentation réalisée dans le caecum et
le cblon. De plus, elle permet au rat d’avoir un apport constant en vitamines du
groupe B, synthétisées par les microorganismes du tractus intestinal inférieur
[127].

4.7. Comportement reproducteur

Une histoire dans un bulletin hebdomadaire de l'agrobusiness aux Etats-
Unis a suggéré qu’un seul couple de rat pourrait étre responsable de la naissance

de plus de 3,5 millions de rats en trois ans [129].

Aussi selon Hinds et al. (2003) [142], presque des millions de rats sont nés
tous les jours dans les pays en développement. L’augmentation de la population
des rats pose un risque pour la santé humaine et pour les animaux domestiques

puisque ils ont tendance de vivre a proximité d’eux [116].
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4.7.1. Comportement sexuel du méale

La puberté est atteinte entre 45 et 75 jours d’age chez le rat méle. Il a de
plus été prouvé que 25 % des rats agés perdaient leur capacité a éjaculer, sans

que la testostéronémie ne diminue [143] [144].

4.7.2. Comportement sexuel de la femelle

La puberté survient chez la femelle au méme moment que chez le male.
Son cycle dure environ 4 a 5 jours, et est composé de 2 jours de dioestrus, 12 a
18 heures de prooestrus, puis 24 a 36 heures d’cestrus. La réceptivité sexuelle
dure environ 12 a 20 heures a partir de I'ovulation, qui a lieu environ 4 a 6 heures

apres la fin du prooestrus [127].

Deux particularités sont a noter : tout d’abord, I'effet Whitton existe chez les
rattes : il s’agit de synchronisation des cycles des femelles en présence d’un seul

male.

De plus, le cycle des femelles est dépendant de la lumiere, il dure 4 a 5
jours, mais si la lumiére est permanente, les femelles peuvent étre en oestrus
permanent et présentent alors des ovaires polykystiques [145]. Mais les femelles

sont normalement polyoestriennes a ovulation spontanée [119].

4.8. Perception de I'environnement

4.8.1. Rble de la vue

Les rats sont des animaux nocturne, leurs activité est plutét nocturne ou

crépusculaire [145].

La vision des rats est dichromatique, ils ne distinguent que le vert et le bleu
dans le spectre visible. En revanche, ils sont capables de percevoir les
ultraviolets, ce qui pourrait leur servir a distinguer les marquages urinaires en plus
de les sentir [146] [147] [127]. En tant qu’espéce nocturne, ils sont trés sensibles a
la lumiere, en particulier les rats albinos, a tel point que la lumiere artificielle peut
parfois méme leur causer une dégénérescence rétinienne en détruisant leurs
photorécepteurs [148] [149] [150].
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L’acuité visuelle des rats n’est pas tres bonne. lls ne peuvent donc pas
distinguer les détails a longue distance, mais voient tres bien les objets de prées
[127].

4.8.2. Role de I'ouie

Le sens de l'ouie est trés développé chez le rat, comme chez un grand
nombre de mammiféres. Il peut percevoir des sons de 250 a 70-80 kHz, avec une

sensibilité particuliére pour les sons entre 8 et 32 kHz [147].

La communication vocale est tres présente chez le rat. Il émet de nombreux
sons, dont certains font partie des ultrasons et ne sont donc pas audibles pour
I'étre humain [127] [151].

4.8.3. Rble de I'odorat

L’'odorat des rats est trés sensible. |l leur permet de tenir compte
d’informations que les humains sont incapables de percevoir. L’'urine et ses
phéromones, l'odeur des glandes sébacées et I'haleine jouent un réle dans la
communication olfactive du rat [147] [152] [127].

Chez le rat, les glandes sébacées de marquage sont les glandes
préputiales, qu’il frotte au sol aprés avoir fait ses besoins. L’'urine et les
phéromones qu’elle contient servent également au marquage olfactif. Le rat, en
particulier le male adulte, peut déposer des petits jets d'urine sur les objets de
son environnement et sur ses congénéres. Il s’agit parfois d’un avertissement
sexuel, venant de la part d'un male comme d’une femelle préte a ovuler, ou d’un
marquage qui l'aide a se repérer dans son environnement et a rassurer ses
congénéres [153] [154] [127] [151]. De ces deux odeurs, le rat peut tirer des
informations sur le sexe, I'age, le statut sexuel, l'identité individuelle, la familiarité,

le statut social et le niveau de stress de I'animal qui a marqué [127] [151].

4.9. Evolution des populations

Dans certaines grandes villes, notamment en Asie, on évalue la population
a 10 rats par habitants. Celle-ci a été réduite a 1 rat pour 400 habitants a
Budapest apres 10 ans de dératisation. En France métropolitaine, la moyenne est

de 1 rat par habitant, voire 5 rats par habitant a la Réunion [155].
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Au départ, on pensait que seuls deux facteurs régulaient la taille maximale
d’'une colonie de rongeurs : la taille de I'habitat et la nourriture disponibles,
cependant en milieu urbain la situation est certainement bien plus complexe que
ca[129].

Habituellement les populations de rongeurs atteignent I'équilibre quand les
morts sont contrées par les naissances jusqu’a (ou a moins) qu’il n’y ait un
changement dans I'habitat ou les ressources alimentaires. Une fois I'équilibre
atteint, il peut étre rompu par diminution voire disparition d’'une des 2 ressources

majeures, auquel cas il y a migration [156].

Selon Barnett (2001) [141], il n’est pas possible d’observer une diminution
linéaire de la démographie en exercant une pression sur un unique facteur. Il est
donc indispensable d’agir sur 'ensemble des facteurs pour s’assurer de la réussite

de la manceuvre [129].

Le rang social joue dans le comportement individuel de chaque rat, ainsi se
trouvent refoulés les jeunes rats fuyant les agressions, et ce sont ceux la mémes
qui sont plus a méme d’étre piégés [140]. Les jeunes rats fuient ainsi les
environnements les plus favorables et peuvent étre responsables d’une

contamination plus de surface [129].

Une extermination incompléte d'une population de rats peut méme
provoquer une augmentation temporaire de la taille de la colonie due a une

reproduction de compensation massive [157] [132].

Bien que la prédation ait un effet sur le comportement des rats [158], elle ne
semble pas avoir d’effet significatif sur la démographie [140]. Contrairement a ce
que I'on pourrait penser, les chiens et chats présents dans les habitations ou dans
les rues sont plus synonymes de forte infestation car ils sont le plus souvent

responsables d’une présence de nourriture et d’abri pour les rongeurs [159].

De plus, une étude menée en Grande Bretagne a montré que la mortalité
annuelle des populations de rats était de 91 a 97% en ville : la population se

renouvelle donc tres rapidement [160].
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4.10. Migration

Les rats, particulierement le rat surmulot, ne se déplacent pas sur de
longues distances, notamment en milieu urbain dans lequel les rues jouent le rdle
de barriere [156]. Ceci n’est pas vrai dans le milieu rural, ou ils peuvent se
déplacer jusqu’a 3.3 Km a la vitesse de 0.5 a 1.1km/h en une nuit [161]. De plus il
existe des déplacements involontaires au cours de transports de biens. La
destruction de leur environnement donne également I'occasion de migrations
[129].

4.11. Les zoonoses des rats

Des recherches ont démontré que ces mammiferes peuvent étre associés a
la transmission de plus de 40 maladies par la propagation d’ectoparasites,
d’endoparasites, de bactéries et de virus contenus dans leurs féces, leur pelage,
leur urine, leur salive, leur sang ou sur leurs pieds [162]. Les maladies qui peuvent
étre transmises par le rat sont, entre autres, la bilharziose, le typhus murin, la
salmonellose, la leptospirose, la trichinellose, la fievre par morsure du rat et la
peste bubonique. La mortalité associée a la transmission des maladies par le rat
est importante. On estime qu’au cours des 10 derniers siécles, ces maladies ont
causé plus de morts que I'ensemble des guerres qui ont eu lieu sur la planéte.
Plus récemment, jusqu’a 10 millions de déces qui ont été attribuables au rat, et ce

seulement au cours du dernier siécle [129].

4.12. Le rat et la leptospirose

Les especes a urine acide telles que le chien auront une efficacité
épidémiologique plus limitée que celles a urine plutét basique telles que les
rongeurs [26]. L’habitat primaire des especes pathogenes de leptospires sont les

tubules distaux du rein de rongeurs. [163].

Le rat est une espece envahissante, généraliste et prolifique, qui se
développe dans des environnements aussi bien anthropisés que naturels [164].
Par ailleurs, les rats sont souvent la source des cas humains de leptospirose, car
réservoirs principaux du sérogroupe Icterohaemorrhagiae, le plus frequemment
retrouvé dans les cas humains [165] [166] [167] [168].
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L’infection du rat est connue et telle qu’elle a conduit la leptospirose a étre
dénommée la « maladie des égoutiers ». En effet, le contact avec un rat quelle
gue soit son espéce zoologique constitue un risque épidémiologique de la maladie
[15].

Les leptospires pénétrent dans l'organisme d’un rat, restent un temps
variable dans son systéme sanguin, puis gagnent le rein qui est 'organe cible [15],
Cliniguement le rat ne présente aucun symptdme alors que les bactéries sont
régulierement éliminées et disséminées dans les urines [15], donc un rat peut
rester infecté de longs mois voire toute sa vie. Il constitue ainsi un tres bon
réservoir [15], Les rats sont donc considérés comme l'une des sources les plus
importante de la leptospirose comme ils sont présents en abondance dans de

nombreux environnements [116].

Les rats ont été longtemps rapportés comme réservoir de leptospires
pathogenes, isolés pour la premiere fois a partir de rats sauvages par Noguchi
(1917) causant la mort apres inoculation a un cobaye. Depuis la premiere
isolation, de nombreuses études ont été menées pour investiguer le role des rats

dans la leptospirose humaine [169] [170].

La présence de rats autour du domicile [171] [166] [172] est retrouvée
comme facteur de risque chez les patients séropositifs. Les fluctuations dans les
populations de rongeurs peuvent influencer la saisonnalité de la leptospirose
[173]. Les variations dans l'incidence des cas peuvent étre localement corrélées a
la saison de reproduction des rongeurs [174] : a la saison des mises-bas, un
grand nombre de jeunes de l'année, indemnes, peuvent s'infecter et excréter de
grandes quantités de leptospires, ce qui induit une période de forte transmission
de la bactérie dans la population de rongeurs, puis un pic dans l'incidence des cas
humains [173].
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CHAPITRE 5
EPIDEMIOLOGIE DE LA LEPTOSPIROSE

5.1. Epidémiologie descriptive

5.1.1. Répartition mondiale

La leptospirose a une répartition mondiale, touchant a la fois les pays
industrialisés et ceux en voie de développement. L'incidence de la maladie est
cependant plus élevée dans les régions tropicales ou I'environnement est plus
chaud et humide, propice a la survie des leptospires dans le milieu [175], Selon
'OMS, lincidence de la leptospirose chez I'homme n'est pas bien connue dans le
monde. Elle se situe probablement entre 0,1 a 1 pour 100 000 habitants par an
dans les climats tempérés et 10 ou plus pour 100 000 habitants par an dans les
climats tropicaux et humides. Pendant les flambées épidémiques et dans les
groupes a haut risque, 100 personnes ou plus pour 100 000 peuvent étre
infectées [14].

La plupart des cas de leptospirose chez les humains passent inapergus, car
les symptémes sont trés peu spécifiques. La période d’incubation est de cinq a
quatorze jours, mais peut s’étendre de deux a trente jours. La maladie évolue
habituellement de facon biphasique, la premiere phase étant la phase
septicémique et la seconde, la phase immune. Quant a la durée, elle s’étend
d’'une semaine a plusieurs mois [176]. La majorité des cas diagnostiqués
présentent des manifestations séveres, pour lesquelles la mortalité atteint voire
dépasse 10% [177].

5.1.2. La leptospirose humaine en Algérie

Selon le figure ci-dessous, nous remarquons que le nombre de cas le plus

élevé est enregistré dans la wilaya de Blida.
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Figure 5.1 : Nombre de cas de leptospirose humaine par wilaya entre 2004 et
2014 [6].

Les sérogroupes identifiés a partir des sérums positifs par la technique de

micro agglutination réalisée a I'lnstitut Pasteur d’Algérie de I'année 2002 a 2008

sont rapportés dans le tableau suivant :

Tableau 5.1 : Résultats de l'identification des sérogroupes de I'année 2002 a

2008 [178].
Sérogroupe 2002 2003 2004 2005 | 2006 2007 2008 2009 2010 | Total

Australis 01 04 01 12 - - - ND ND 18
Grippotyphosa - - - - 01 07 02 ND ND 10
Canicola 02 02 05 - 23 07 03 ND ND 42
Cynopteri 01 06 - 01 02 02 - ND ND 12
Hebdomadis 02 04 - - 08 - - ND ND 14
Icterohaemorrh - 03 05 08 36 89 26 ND ND 167
agiae

Pomona 01 01 - - - - - ND ND 02

Sejroe (sejroe) - - 01 14 03 04 05 ND ND 27
Sejroe 01 - - 01 - 06 03 ND ND 11
(hardjobovis)

Panama 01 - 05 - 07 - 01 ND ND 14
pyrogenes - - - 04 02 05 - ND ND 11
Tarassovi - - - 04 - 01 01 ND ND 06

Bataviae 01 - - 04 03 03 03 ND ND 14

Coagglutinines 01 27 27 64 94 1247 - ND ND 337

ND : Non Déterminé
Coagglutinines : réactions croisées sans sérogroupe dominant.
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5.1.3 La leptospirose humaine dans la wilaya de Blida

Dans la wilaya de Blida, le nombre de cas de leptospirose humaine est
compris entre 7 et 27 dans la période 2005-2014, avec un pic observé en 2011, et
2012 (41 cas), (figure 5.2).
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Figure 5.2 : Nombre de cas de leptospirose humaine dans la wilaya de Blida entre
2005-2014 [179].

Toujours dans la wilaya de Blida, en fonction de commune, cest la
commune de Blida qui a enegistré le plus grand nombre de cas de leptospirose
humaine entre 2005 et 2014, suivie par la commune de Boufarik, et la commune
d’Oued El Alleug (figure 5.3).
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Figure 5.3 : Nombre de cas de leptospirose humaine par commune dans la wilaya
de Blida dans la période 2005-2014 [179].
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La leptospirose a occupé a peu prés le un tiers des cas des zoonoses

surveillées dans la wilaya de Blida ente 2005 et 2014 chez 'homme, (figure 5.4).
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Figure 5.4 : Place de la leptospirose par rapport a d’autres zoonoses dans la
wilaya de Blida [179].

Les autres zoonoses sont: la rage, la brucellose, la fievre boutonneuse, la

leishmaniose, et le kyste hydatique.

5.2. Epidémiologie analytique

5.2.1. Notion d’hdte réservoir et hote sensible

On distingue généralement deux catégories d'hétes animaux (Homme y
compris) dans I'épidémiologie de la leptospirose :
- Les hétes accidentels, sensibles, avec des signes cliniques allant de bénins a
mortels.
- Les hotes réservoirs, que I'on peut qualifier de "tolérants" car la bactérie a un
impact mineur sur eux. Chez ces hdtes asymptomatiques, il s'établit un "équilibre"

biologique avec Leptospira [180].

La plupart des mammiferes peuvent étre infectés par des leptospires
pathogénes [181]. Différents sérovars de Leptospira sont "associés" a un ou
plusieurs "h6tes de maintien"”, dont les populations servent de réservoirs sur le

long terme [14].
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Tableau 5.2 : HOtes réservoirs typiques des sérovars communs de Leptospira

[14][182].
Hote réservoir Sérovar(s)
Porc Pomona, Tarassovi
Bovin Hardjo, Pomona
Cheval Bratislava
Chien Canicola
Mouton Hardjo
Cerfs Hardjo
Raton laveur Grippotyphosa
Rat Icterohaemorrhagiae, Copenhageni
Souris Ballum, Arborea, Bim
Marsupial Grippotyphosa
Chauve-souris Cynopteri, Wolffi

La relation entre un héte de maintien et le sérovar est caractérisée par une
transmission efficace, une forte séroprévalence (supérieure a 50%), et un portage

rénal asymptomatique et chronique [182].

5.2.2. Réservoirs

Le réservoir des leptospires pathogenes est essentiellement animal, mais
se prolonge dans I'environnement. Il peut s’agir d’'animaux infectés, malades ou
non (porteurs chroniques), ou de leurs cadavres ou dépouilles (survie cependant
limitée dans le temps). Les animaux infectés excretent par leurs urines de grandes
guantités de leptospires pendant de longues durées (années), contaminant ainsi

I'environnement [183] [11].

Il s’agit principalement des rongeurs (rats, souris, campagnols,
ragondins...), insectivores (hérissons, musaraignes), les renards, chiens, chauves-
souris, cerfs, lievres, le bétail tel que les chevaux, bovins, porcs, chévres, mais
aussi les grenouilles et poissons [183] [184] [185].Le contact avec ces animaux

est connu comme facteur de risque [185].

5.2.3. Hbtes sensibles

Les hotes sensibles a la leptospirose sont les mammiféres, dont ’homme,
le chien, les bovins, le cheval, le porc ; cette sensibilité est dépendante du sérovar
en question [11] [186].
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5.2.4. Mode de contamination

Les animaux et 'lhomme sont infectés par contact direct avec des animaux,
des tissus d’animaux, les fluides corporels (notamment d'urine), ou par contact
indirect avec l'environnement contaminé (par exemple, du sol ou de l'eau

contaminée par l'urine d'animaux porteurs) [14] [187].

Les leptospires pénétrent dans l'organisme humain par les muqueuses
intactes telles la conjonctive, la muqueuse nasopharyngée, ou les poumons, en
cas d’inhalation d’eau, et a la faveur de plaies ou d’excoriations de la peau parfois

minimes [6] (peau saine macérée, ou ramollie par I'eau) [188].

Chez les animaux, les mémes voies de contaminations sont fonctionnelles
mais peut s’y ajouter, chez le bétail et notamment les porcs, une transmission
vénérienne ou congeénitale. La transmission interhumaine est exceptionnelle, que

ce soit par voie urinaire, sexuelle, d’allaitement ou transplacentaire [189].

L’Homme se contamine le plus souvent par exposition a un environnement
contaminé, lors d’activités nautiques et de baignade en eau douce. Les
vétérinaires, éleveurs, inspecteurs d’abattoirs, et d’autres professions qui
nécessitent le contact avec les animaux, et au cours des quelles la contamination

se fait principalement de maniere directe [11].
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Figure 5.5 : Mode de contamination de la leptospirose [23].

5.2.5. Matiéres virulentes

De nombreuses espéces de mammiferes sont des réservoirs naturels
(hétes de maintenance) de leptospires pathogénes, y compris les animaux
sauvages, de ferme et de compagne [7] [11]. Les animaux infectés peuvent avoir
des leptospires colonisant de fagon persistante les tubules rénaux proximaux et
excréetent I'organisme par intermittence pendant des mois, des années, ou méme
a vie [7]. Les humains sont des hétes accidentels pour Leptospira spp [23]. Méme
si I'excrétion des leptospires dans l'urine humaine pendant des semaines, ou
rarement, des mois a été rapportée, les humains ne sont pas considérés comme

une source de transmission [14].

La survie des leptospires dépend du pH, de la température, de la présence
éventuelle de composés inhibiteurs et de rayonnements ultra-violet (lumiére
solaire directe). Ainsi ces bactéries peuvent survivre jusqu'a trois semaines dans
un sol détrempé aprés une saison des pluies. Sur un sol contaminé par de l'urine

de rat infecté, elles peuvent survivre jusqu’a deux semaines [11].



Tableau 5.3 : Durée de survie des leptospires dans différents milieux de

I'environnement [188]
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Eau de robinet, PH 5 2 jours
Eau de robinet, pH 7 28 jours
Eau de mer 18-24h
Ordures 10 jours

Sol mouille 35 jours

Sol sature d’'urines 6 mois

Les hobtes réservoirs jouent un rdle important dans la dynamique de

transmission des leptospires [190]. Par conséquence, il semble important de

connaitre les sérovars présents dans la région et leurs hbtes réservoirs associés

dans le but d’évaluer les risques pour I'homme et d’appliquer les mesures de

contrble [191], et comme les rats sont des réservoirs naturels de leptospires et

sont considérés comme l'une des sources la plus importante de leptospirose

puisqu’ils sont présents en abondance dans plusieurs environnements [116]. Il

semble donc intéressant de connaitre leurs importances comme réservoirs de

leptospires, et de mettre en évidence les sérovars circulant au sein de la

popuation de rat.
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CHAPITRE 6

MATERIELS ET METHODES

6.1. Problématique et Objectifs

Selon les données du Ministere de la santé, la région de Blida semble étre
la zone la plus exposée aux cas de leptosporose humaine d’ou notre interét porté
pour ce site. Dans cette étude, le rat longtemps considéré dans la littérature
comme le résevoir principal des leptospires, a été I'animal selectionné pour faire

I'objet de notre recherche.

Au départ de cette étude, rien n’est connu sur la situation de la leptospirose
chez le rat en Algérie. Ce travail avait donc pour obijectif principal d’étudier le
degré d’importance du rat comme réservoir potentiel zoonotique de leptospires

dans la région.

En outre, il serait intéressant d’apporter une contribution originale a la
connaissance des serovars ciculants de Leptospira spp chez le rat dans la région

ainsi que les facteurs de risque de transmission et d’infection chez cet animal.

Pour cela, une enquéte transversale descriptive sur la leptospirose chez le

rat a été réalisée sur terrain dans la région de Blida, dont les objectifs sont :

e Estimer la séroprévalence et I'étudier vis-a-vis de certains serovars
de Leptospira chez le rat.

e Deéterminer les indicateus ou facteurs de risque susceptibles de
favoriser la transmission de cette infection chez le rat.

e Isoler la bactérie (les leptospires) par culture, pour une ultérieure
identification.

e Evaluer les performances de la culture bactérienne en la comparant

avec le test sérologique MAT.
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6.2. Localisation géographique de la zone d’étude

Il était imposible de couvrir toute la wilaya de Blida, donc nous avons travaillé sur

une région de la wilaya (figure6.1).
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Figure 6.1 : Zone d’étude.

Les sites choisés pour placer les pieges sont: Route de chréa (R-C),
Bouarfa (B-A), Maramen (M-M), Route d’Oued Alleug (R-Alg), Sidi Yaakoub (S-Y),
Centre ville de Blida (C-V), Ben Achour (B-Ach), Ouled Yaich (O-Y).
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Figure 6.2 : Les différents sites de piégeage.
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6.3. Population de rats étudiée

Population de rats des deux sexes et de tout &ge existante dans la région

de Blida pendant la période d’étude.

6.4. Définition du cas

Tout rat capturé présentant une culture positive, et/ou un titre en anticorps

21 :20 a au moins un sérogroupe par la technique MAT.

6.5. Echantillonnage

Echantillonnage aléatoire simple :

n= 3.84*q/p*Pr? [192].

za est le quantile de la loi normale centrée réduite correspondant a la probabilité
1l-a. Le risque a correspond a la probabilité que la fréquence réelle de la
population ne se trouve pas dans l'intervalle de confiance.

a=0.05, za=1.96

3.84= za?, g=1-p, p= prévalence attendue, Pr= précision relative

Si nous prenons comme p=7.3, une séroprévalence trouvée en Tunisie en 1962
[193], g=92.7, Pr=70, donc n=100.

6.6. Protocole de piégeage

6.6.1. Le choix des sites d’étude

Le choix des sites est guidé par les critéres d’appréciations suivants :
e Accessibilité facile, et sécurité.
e Recevabilité des personnes et aide.

e Présence confirmée de rat.

6.6.2. Matériels de piégeage

Le choix s'est porté sur I'utilisation de cages piége a ressort, permettant une
capture des animaux vivants, elles sont peu traumatisantes pour les animaux et
ne présentent aucun danger lors de manipulation. Ces cages sont meétalliques,
leurs dimensions (environ 30*15*15 cm), et sont adaptées aux rats. Pendant la

période de piégeage 60 cages pieges ont été utilisées.
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L’inconvénient de ce type de piéges, et qu’ils peuvent capturer d'autres

petits animaux. lls sont trés sensibles et se ferment sous I'effet du vent. lls coltent

chers, et ils risquent d’étre dérober lorsqu’ils sont placés dans des régions isolées.

Figure 6.3 : Cages pieges a ressort (photo. Personelle).

6.6.3. Principes de piégeage et pose de piéges

Les piéges ont été posés a la fréequence de 3 a 5 par maison ou par site.
Les pieges doivent étre installés a angle droit par rapport au mur, en
veillant a ce que l'extrémité portant I'appat soit la plus rapprochée du mur.
Les pieges sont déposés a la fréquence d’un piege par metre le long des
murs.

Les pieges ont été laissés sur site pendant 3 ou 4 jours pour laisser le
temps aux rats de s'habituer.

Nous avons utilisé comme appat : le pain, le fromage, et le cachir.

Les pieges ont été nettoyés aprés chaque capture avant d’étre réutilisés.
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Figure 6.4 : Piege sur site Figure 6.5 : Rats capturés

(photo. Personelle). (photo. Personelle).

6.7. Période de piégeage

Les captures ont débuté au mois de Septembre 2014 jusqu’au mois de Mai
2015.

6.8. Prélevements et conservation

Les pieges ont été contrdlés chaque matin, et les rats capturés ont été

transportés jusqu’au lieu d’examen avec un maximum de protection.

6.8.1. Anesthésie

Les rats sont anesthésiés par I'éther: la cage contenant le rat est mise
dans un sachet avec un morceau du coton imbibé dans I'éther et bien fermé.
Aprés 15 minutes environ I'animal perd conscience, a la sortie de la cage, il est
d’abord pesé a l'aide d’une balance électronique en grammes, puis déposé face
dorsale sur une planche a dissection, les membres étendus et épinglés.

6.8.2. Identification du sexe et de I'Age

Le sexe est déterminé par examen externe de I'animal, notament par la
position des orifices génitaux par apport a l'anus. La femelle posséde un clitoris
développé et une fente génitale au dessus de I'anus. Par contre, chez les males le
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pénis est nettement plus éloigné de I'anus. A noter que le scrotum couvre les
testicules chez les maéles adultes. Néanmoins, les jeunes males ont leurs
testicules a lintérieur du corps et peuvent étre confondus avec les jeunes
femelles. La différenciation peut se faire en observant la distance entre I'anus et
les organes génitaux, qui est plus grande chez les méales que chez les femelles. Si
I'identification ne peut étre faite en utilisant des caractéristigues morphologiques
externes, les organes sexuels internes doivent étre observés a la fin de la
dissection [194]. Il est a noter que dans le cas d’'une femelle, s’il y'a présence

d’une perforation a I'entrée du canal vaginal.

Figure 6.6 : Femelle perforée Figure 6.7 : Femelle vierge
(photo. Personelle). (photo. Personelle).

e Vésicule
séminale
bien
développée
Vésicule
séminale
peu
développée

Figure 6.8 : Etat de développement de la vésicule séminale (photo. Personelle).
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Figure 6.9 : Sac scrotal et pénis chez un méale adulte (photo. Personelle).

L’estimation de I'adge est basée sur la croissance de la troisieme molaire, et
la pérforation ou non de I'entrée vaginale chez la femelle, et I'état de croissance

de la vésicule séminale chez le male.

Figure 6.11 : Troisieme molaire partiellement apparente (photo. Personelle).
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6.8.3. Prélevement sanguin

Nous avons effectué un prélevement de sang par ponction cardiaque avec
seringue de 5cc pour les grands rats et de 2cc pour les rats petits sur tube sec
sous vide numéroté, les tubes de sang ont été laissés a température ambiante de
6 a 10 heures afin d’obtenir une bonne rétraction du caillot puis centrifugés a
3000/min pendant 5mn. Les sérums ont été récupérés a la pipette et congelés a

-20°C jusqu’a I'analyse.

6.8.4. Préléevement d’'organes

Apres avoir désinfecté la région ventrale par I'alcool, la peau est soulevée
au dessus de l'orifice urinaire et incisée avec des ciseaux, le foie et les reins sont
récupérés dans des boites stériles, et acheminés au laboratoire (Institut Pasteur

d’Alger) dans une glagiere.

Figure 6.12 : Prélevement du foie Figure 6.13 : Prélevement rénal

(photo. Personelle). (photo. Personelle).

6.9. Culture bactérienne

Nous avons choisi de faire la culture des deux organes (rein et foie) puisque la
bactérie peut coloniser de facon préfférenctielle ces deux organes.

Le milieu utilisé dans notre étude est le milieu Ellinghausen-McCullough
modifié par Johnson et Harris (EMJH) qui est le plus utilisé pour I'isolement et
I'entretien de leptospires.

e Une partie de I'organe a été coupée stérilement en petits morceaux avec le

bistouri dans une boite a pétri.



67

e Une petite quantité de chaque organe a été ensemencée dans un tube
d’EMJH.

e Une dilution décimale de chaque tube a été effectuée.

e L’incubation est faite & 28-30°C a 'obscurité en raison de la sensibilité des
leptospires a la lumiere.

e Une observation hebdomadaire des cultures au microscope a fond noir au
grossissement (x10) a été effectuée.

e Une goutte de culture sur lame sous microscope a fond noir a permis de
reconnaitre les leptospires par leur morphologie (flaments fins), et surtout
grace a leur mobilité (rotation, flexion, translation).

e Les cultures contaminées sont filtrées sur membranes de porosité 0.45um
et 0.22um avant d’étre repiquées sur milieu EMJH.

e Les cultures positives sont reconnues par la présence d’'un trouble vu a
'ceil nu mais obligatoirement confirmées par une observation au
microscope a fond noir.

e Sides leptospires sont présents, un repiquage de la culture a été effectué.

e Un délai d’observation de deux mois est nécessaire avant de conclure la

négativité de la culture.

6.10. La sérologie par le MAT

La présence d'anticorps sériques anti-Leptospira a été recherchée par la

procédure standard du test d'agglutination microscopique (MAT).

Les tests sérologigues ont été réalisés au laboratoire des Leptospires a
I'Institut Pasteur d’Alger, par le test d’agglutination microscopique. Un total de 24
souches de leptospires correspondant a 23 souches vivantes de leptospires
pathogenes de référence et 1 souche saprophyte (L. biflexa sérovar patoc) est

utilisé comme antigene pour I'analyse MAT.
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Tableau 6.1 : Les sérovars utilisés pour le MAT.
sérogroupes sérovars Abréviation
Australis Australis Aust
Autumnalis Autumnalis Autu
Bataviae Bataviae Bat
Canicola Canicola Can
Ballum Castellonis Cast
Cynopteri Cynopteri Cyno
Grippotyphosa Grippotyphosa Grip
Hebdomadis Hebdomadis Heb
Sejroe Sejroe Sej
Hardjo Hard]
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae Ict
Icterohaemorrhagiae verdun Ihv
Panama Panama Pan
Louisiana Louisiana Loui
Pomona Pomona Pom
Pyrogenes Pyrogenes Pyr
Tarassovi Tarassovi Tar
Celledoni Celledoni Cell
Djasiman Djasiman Dja
Mini Mini Mini
Sarmin Sarmin Sar
Shermani Shermani Sher
Javanica Javanica Jav
Hebdomadis Hebdomadis Heb
Semaranga Patoc Pat

Les critéres d’interprétation sont les suivants :
Le seuil de positivité a été fixé de 1 :20.

Le titre obtenu pour chaque sérovar correspond a l'inverse de la derniere
dilution agglutinant encore 50% des leptospires. La dilution de base pour le sérum

est au 1/10°™ soit au 1/20°™ aprés rajout de la souche testée.

Les titres inférieurs d’au moins 2 dilutions a la plus forte dilution positive ont

été considérés comme des réactions de coagglutination.

Donc nous définissons un sérovar comme infectant s’il est le seul contre
lequel le sérum testé a réagi, ou lorsqu’il s’agit du sérovar pour lequel le titre

d’anticorps est le plus élevé, avec au moins deux dilutions d’écart.

Les souches ont été cultivées en milieu Ellinghausen-McCullough-Johnson-

Harris (EMJH) & 30°C, a l'obscurité et utilisées comme antigenes lorsque les
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cultures étaient agées de 4-10 jours, et la densité est de 2-4 x 10° leptospires/ml,
(cette densité est évaluée au microscope a fond noir). Avant utilisation les

souches ont été diluées a 1/2 pour avoir une densité de 1-2 x 108 leptospires/ml.

Dans un premier temps nous avons fait un screening des sérums a la
dilution de 1:20. Les sérums montrant une agglutination a cette dilution ont ensuite
été dilués au demi et testés pour des dilutions allant de 1:40 a 1:5120.

Les sérums sont dilués avec une solution tampon Sorensen.

La méthode consiste a mélanger des volumes égaux d’une série de

dilutions de sérum avec une culture de leptospire.

Le MAT s’est déroulé donc en deux étapes : le groupage (ou MAT qualitatif)
et le titrage (MAT quantitatif).

La premiere étape du MAT est le groupage :

1) Un témoin négatif est réalisé pour chaque sérovar, avec 25uL de l'eau
physiologique tamponnée.

2) 25uL des sérums dilués au 1:10°™ sont placés dans les puits des plaques
identifiées en lignes.

3) Dans chaque puits, 25uL des différentes souches de leptospires a tester sont
déposés dans les colonnes correspondantes. Les sérums testés sont ainsi dilués
au 1:20 °™e,

4) Les plaques sont ensuite agitées quelques secondes, puis placées en
incubation pendant 1h a 37°C.

5) Les plaques sont ensuite lues au microscope a fond noir. Chaque sérum testé
est comparé au témoin négatif. Un sérum est considéré comme étant positif pour

un sérovar si au moins 50% d’agglutination est observée pour ce sérovar.
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Antigéne 1
(Ag1)

Antigéne 2
(Ag2)

Antigéne 3
(Ag3)

Antigéne n
(Agn)

Antigen
e
Control

25uLEPT+25uLAg1

25uLEPT+25uLAg2

25uLEPT+25uLAg3

25uLEPT+25uLAgn

Sérum 1

25uLAg1+25usérum
1

25uLAg2+25usérum
1

25uLAg3+25usérum
1

25uLAgn+25usérum
1

Sérum 2

25uLAg1+25usérum
2

25uLAg2+25usérum
2

25uLAg3+25usérum
2

25uLAgn+25usérum
2

Sérum 3

25uLAg1+25usérum
3

25uLAg2+25usérum
3

25uLAg3+25usérum
3

25uLAgn+25usérum
3

Sérum 4

25uLAg1+25usérum
4

25uLAg2+25usérum
4

25uLAg3+25usérum
4

25uLAgn+25usérum
4

Sérum x

25uLAg1+25usérum
X

25uLAg2+25usérum
X

25uLAg3+25usérum
X

25uLAgn+25usérum
X

La seconde étape du MAT est le titrage. Il n’est réalisé que pour les sérums
positifs lors du groupage :

Chaque sérum subit une dilution en cascade dans une microplaque : plusieures
dilutions successives sont réalisées a partir du sérum dilué au 1 :10°™®. Chacune
des dilutions des sérums a titrer sont mises en contact avec les sérovars pour

lesquels ils étaient positifs lors du groupage. Les plaques sont ensuite placées a

37°C pendant 1h, puis sont lues au microscope a fond noir.

2501 Ag

2501 Ag

2501 Ag

2501 Ag

25p1 Ag

25u1Ag  25ulAg 25ulAg  25ul Ag

Indadaldalod Ul

25ul 25pl 25yl 25pl 25p| 25yl 25p| 25pl

50uL 25uL 25uL 25uL 25uL 25uL 25uL 25uL 25uL
sérum EPT EPT EPT EPT EPT EPT EPT EPT
1/10

Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution
1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 1/n

Figure 6.14 : Le MAT quantitatif.
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6.11. Analyses statistiques

Différents facteurs de risque ont été testés en fonction des résultats obtenus.

- Sexe,

- Catégorie d'age,

- Lieu de capture,

- Mois, saisons.

Le calcule de l'intervalle de confiance : IC=P + Z ;v P Q/N

Avec P est la fréquence observée, Q = 1-P, N est l'effectif de I'échantillon, le
risque a est fixé a 5%, Z 4 =1.96

-Le risque q est fixé a 5% lors de l'utilisation des tests statistiques (test du Kh2,
test exact de Fisher, la régression logistique, et I'estimation de lintervalle de

confiance).

L’ensemble des données a été traité sous Excel® 2010. La concordance entre les
différentes variables a été évaluée par la réalisation du test statistique Chi2 de
Pearson, et le test exact de Fisher a I'aide du logiciel STATISTICA (StatSoft®),

version 6.
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CHAPITRE 7

RESULTATS ET DISCUSSION

7.1. Bilan de capture

100 rats ont été capturés au cours de la période de piégeage, ces animaux
ont été pesés, sexés et préleves.

7.2. Structure de la population de rat

7.2.1. Etude du sexe-ratio

Sur les 100 rats sexés de I'échantillon, 47 sont des méales et 53 sont des

femelles, ce qui donne un sexe ratio de 0.887 males/femelles.

47
OMale
BFemelle

Figure 7.1 : Répartition des deux sexes dans la population.

7.2.2. Distribution de la population en fonction de I'age

Parmi les 100 rats capturés 73 sont des adultes et 27 des subadultes.
Parmi les adultes 40 sont des femelles et 33 des méales. Parmi les subadultes 14

sont des femelles et 13 sont des males.
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Figure 7.2 : Répartition des classes d’age dans la population des rats.

7.2.3. Distribution de la population en fonction du mois

Le nombre de rats capturés est différent en fonction du mois, 13 rats ont été
capturés en mois de septembre, 11 en mois d’octobre, 5 en novembre, 12 en
décembre, 8 en janvier, 6 en février, 16 en mars, 25 en mois d’avri, et finalement,

4 en mois de mai.

0,
4% 13% B Septembre

B QOctobre
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E Décembre
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Figure 7.3 : Répartition de la population en fonction du mois.

7.2.4. Distribution de la population en fonction du lieu de capture

Dans la région de Bouarfa, 21 rats ont été capturés, a Maramen, 10 rats ont
été capturés, 12 rats dans la région de Route de chréa, 5 au Centre ville de Blida,
7 autres a Sidi Yaakoub, 29 a Ben Achour, 6 a Route d’'Oued Alleug, et finalement
10 a Ouled Yaich.
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Tableau 7.1 : Répartition de la population en fonction des différents sites de

capture.
Lieu B-A MM R-C C-v S-Y B- Ach | R-Alg | O-Y
Rats 21 10 12 5 7 29 6 10

capturés

Pourcentage | 21% 10% 12% 5% 7% 29% 6% 10%

B-A : Bou Arfa, MM : Maramen, R-C : Route de Chréa, C-V : Centre Ville, S-Y :
Sidi Yaakoub, B-Ach : Ben Achour, R-Alg : Route de Oued Alleug, O-Y : Ouled
Yaich.

7.3. Etude de la séroprévalence

7.3.1. Séroprévalence globale

Les analyses sérologiques réalisées ont montré que 43 animaux sur 100 se
sont révélés positifs pour au moins un des sérovars de Leptospira testés a partir
d’'un titre seuil de 1:20, ce qui correspondait a une séroprévalence globale de
43% (tableau 7.2).

Les réactions positives étaient souvent nhombreuses pour chaque sérum,

au total 94 réactions positives ont été relevées.

Tableau 7.2 : Séroprévalence globale.

N N positifs Séroprévalence (%) IC95% de la
séroprévalence
100 43 43% 33.3-52.7

N : effectif de I’échantillon. IC : Intervalle de Confiance

7.3.1.1. Résultats sérologiques en fonction du sexe

Sur les 43 rats séropositifs, 22 rats sont des femelles, 21 sont des males,

les males semblaient donc aussi touchés que les femelles.
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Figure 7.4 : Résultats sérologique en fonction du sexe.

La proportion dans le lot des femelles était de 41.51% (22/53) contre

44.68% (21/47) pour le lot male.

Tableau 7.3 : Répartition des proportions des séropositifs en fonction du sexe.

N Positifs Négatifs Proportions (%)
Femelle 53 22 31 41.51%
Male 47 21 26 44.68%

Le test Chi?2 de Pearson donne un p= 0,749182, donc il n’existe pas une

relation significative entre la séropositivité et le sexe.

7.3.1.2. Résultats sérologiques en fonction de I'age

L’infection en fonction de I'age est étudiée en calculant la proportion
parmi les deux classes d’age identifiée, elle est de 43.83% (32/73) pour la

classe des adultes, et de 40.74% (11/27) pour la classe des subadultes.

80
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Subadultes Adultes

Figure 7.5 : Résultats sérologique en fonction de I'age.
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Le test Chi2 de Pearson réalisé a partir des résultats si dessus ne
montre pas d’influence significative de I'dge sur la séropositivité des rats
(p=0,781371).

Tableau 7.4 : Proportions des séropositifs en fonction de I'age.

N Séropositifs Séronégatifs Proportions(%)
Subadulte 27 11 16 40.74%
Adulte 73 32 41 43.83%

7.3.1.3. Résultats sérologigues en fonction du lieu de capture

Sur les 43 rats séropositifs, 6 provenaient de la région de Bouarfa, 5 de
Maramen, 9 de la région de Route de chréa, 3 du Centre ville de Blida, 3 autres de
Sidi Yaakoub, 10 de Ben Achour, et finalement 7 de la région d’Ouled Yaich.

35

30
25

20 ~

B Séronégatifs
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B-A MM R-C C-V S-Y B-Ach R-Alg O-Y

@ Séropositifs

Figure 7.6 : Résultats sérologique en fonction du lieu de capture.

La proportion la plus élevée est enregistrée dans la région de Route de
Chréa 75% (9/12), suivie par la région d’Ouled Yaich 70% (7/10), Centre Ville 60%
(3/5), Maramen 50% (5/10), Sidi Yaakoub 42.86% (3/7), Ben Achour 34.48%
(10/29), Bouarfa 28.57% (6/21), et enfin la Route de Oued Alleug 0% (0/6), (figure
7.7).
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Tableau 7.5 : Proportions des séropositifs en fonction du lieu de capture.

Lieu de capture B-A MM | RC | CV | S-Y | B-Ach | R-Alg | O-Y
Total 21 10 12 5 7 29 6 10
Séropositifs 6 5 9 3 3 10 0 7
Séronégatifs 15 5 3 2 4 19 6 3
Proportions % 28.57 50 75 60 42.86 | 34.48 0 70
80,00% 75%
70%
70,00%
60%
60,00%
50%
50,00% 42,86%
40,00%
30,00% 28,57%
20,00% -
10,00% -
0,00% - ;
B-A

SY B-Ach R-Alg

o-Y

Figure 7.7 : Séroprévalence en fonction du lieu de capture.

Pour avoir des résultats interprétables (au moins 80% des cellules ou les

effectifs théoriques sont 2a 5), et une bonne comparaison entre les régions, les

régions qui sont proches ont été groupées dans une seule classe, il s'agit de la

région de Sidi yaakoub avec le Centre Ville, et la région de Maramen avec Route
de Oued Alleug (tableau 7.6).

Tableau 7.6 : Proportions des différentes régions aprés regroupement.

Régions B-A |MM+RAlg| R-C |[C-V+S-Y| B-Ach O-Y
Séropositifs 6 5 9 6 10 7
Séroneégatifs 15 11 3 6 19 3
Total 21 16 12 12 29 10
Proportions% | 28.57% 31.25% 5% 50% 34.48% 70%




78

Le test de Ch, donne un p=0.038, montrant une différence significative de

seéropositivité entre les régions.

La régression logistique, avec un modele de référence créé a partir de la
région de Ben Achour qui compte le plus d’échantillon et dont la séroprévalence
(34.48%) est comprise dans lintervalle de confiance de l'estimation de la
séroprévalence de la population étudiée, nous a confirmé cette différence, et que
la région de Route de Chréa compte le plus d’animaux infectés, p=0.024 et OR=
5.7 ; 1C 95% [1.25-25.92].

7.3.1.4. Résultats sérologiques en fonction du mois de prélevement

Sur les 43 sérums positifs, 4 provenaient des animaux capturés en mois de
septembre, 4 en mois d’octobre, 1 en novembre, 12 en décembre, 5 en janvier, 1

en février, 9 en mars, et finalement 7 en mois d’avril.

30
25
20

15
10 - B Séronégatifs

5 - E Séropositifs

& & @& & & >
v © o ¥ P & N
) IO A o
& 6\@& S @

< Q

Figure 7.8 : Résultats sérologique en fonction du mois.

La proportion la plus élevée est enregistrée au cour du mois de décembre
100% (12/12), suivie par le mois de janvier 62.5% (5/8), mars 56.25% (9/16),
octobre 36.36% (4/11), septembre 30.77% (4/13), avril 28% (7/25), novembre 20%
(1/5), février 16.67% (1/6), et enfin le mois mai 0% (0/4), (figure 7.9).
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Tableau 7.7 : Proportions des séropositifs en fonction du mois.

Mois Septembre | Octobre | Novembre | Décembre | Janvier | Février | Mars | Avril | Mai
Séropositifs 4 4 1 12 5 1 9 7 0
Séronégatifs 9 7 4 0 3 5 7 18 4

Total 13 11 5 12 8 6 16 25 4
Proportion% 30.77 36.36 20 100 62.5 16.67 | 56.25 | 28 0

120,00%
100%
100,00%
80,00%
62,50% 6
q 0
60,00% 36,36%
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40,00% 28%
20% 0
20,00% - 16,67%
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Figure 7.9 : Propotions des positifs en fonction des mois.

La quantité de pluie la plus élevée a été enregistrée en mois de décembre

(156 miIm), et la plus faible en mois de mai (O mim).

Tableau 7.8 : Quantité de pluie en millimetres enregistrée par mois [195].

Mois Septembre Octobre Novembre Décembre Janvier Février Mars Avril Mai

2014/2015 34,8 33,3 54,2 156 118,7 863 96,7 0 211




Le test de corrélation donne un r=0.637 # de 1 (figure 7.10),

seéroprévalence est moyennement corrélée avec la pluviométrie par mois.

Nuage de Points: Pluviometrie vs. Séroprévalence (Obs. a VM ignorées)
Séroprévalence = 17,183 + ,40282 * Pluviometrie
Corrélation: r=,63774
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Séroprévalence
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80
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Figure 7.10 : Evolution de la séroprévalence en fonction de la pluviométrie par

mois.

En revanche si nous regroupons les mois, et travaillons par saison (figure

7.11), une tres bonne corrélation est enregistrée entre la séroprévalence et la

pluviométrie r=0.992 = 1.
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Nuage de Points: Pluie vs. Séroprevalence (Obs. & VM ignorées)
Séroprevalence = 15,451 +,14884 * Pluie
Corrélation: r=,99221
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FIGURE 7.11 : Evolution de la séroprévalence en fonction de la

pluviométrie par saison.

Le test Chi2 de Pearson réalisé donne un p= 0.0067, une différence dite

significative entre les trois saisons est donc enregistrée. Par ailleurs, la régression

logistigue montre en prenant le printemps comme référence, qu’il y'a une
différence entre le printemps et I'hiver p=0.0076, OR=4.07; IC 95% [1.45-11.45],

cela signifie que pendant I'hiver les animaux étaient 4 fois plus infectés qu’au

printemps, alors qu’aucune différence n’a été enregistré entre I'automne et le
printemps p=0.69, OR=0.81; IC 95% [0.3-2.21].

Tableau 7.9 : Séropositifs par saison et quantité de pluie

corréspondante.
Septembre+ Decembre+ Mars+
Octobre+Novembre | Janvier+Février Avril+Mai
(Automne) (Hiver) (Printemps)

Séropositifs 9 18 16
Séronégatifs 20 8 29
Total 29 26 45
Proportions % 31.03% 69.23% 35.56%
Quantité de pluie 122.3 361 117.8
(mlm)
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7.4. Résultats sérologiques par sérovar

L’étude par sérovar a permis de mettre en évidence plusieurs cas de
figures : les sérums positifs a un seul et unique sérovar, les sérums positifs a
plusieurs sérovars mais avec la présence d’'un sérovar dominant, et les sérums

positifs a plusieurs sérovars sans pouvoir identifier un sérovar dominant.

Parmi les 43 séropositifs, 20 rats réagissaient contre un seul et unique
sérovar (soit 20/43=46.5%) : 3 rats pour Australis, 3 rats pour Icterohaemorrhagiae
verdun, 2 rats pour Icterohaemorrhagiae, 2 rats pour Grippotyphosa, 2 rats pour
Sarmin, 2 rats pour Panama, un rat pour Autumnalis, un rat pour Bataviae, 1 rat
pour Castellonis, un rat pour Mini, un rat pour Shermani, et enfin un rat pour

Louisiana.

Nous avons identifié 12 rats réagissant positivement a plusieurs sérovars
avec sérovar dominant (soit 12/43=27.9%) : 5 rats pour Icterohaemorrhagiae

verdun, 5 rats pour Canicola, un rat pour Louisiana, et un rat pour Sejroe.

Enfin, 11 rats dont les sérums contenaient des anticorps dirigés contre
plusieurs sérovars a des titres ne permettant pas de déterminer un sérovar
prédominant (soit 11/43=25.6).

Sur I'ensemble des 94 réactions positives obtenues avec le test MAT, il
était possible d’obtenir la proportion par sérovar. Le sérovar Icterohaemorrhagiae
verdun représentait 14.89% (14/94) des réactions positives, le sérovar Canicola
9.57% (9/94), les sérovars Sarmin et Panama représentaient chacun 8.51% (8/94)
des réactions positives, le sérovar Icterohaemorrhagiae 7.45% (7/94), les sérovars
Bataviaie et Mini chacun 6.38% (6/94), les sérovars Grippotyphosa, Pomona,
Pyrogenes, Sejroe et Tarassovi représentaient chacun 4.25% (4/94), les sérovars
Australis, Louisiana et Patoc chacun 3.2% (3/94), les sérovars Cynopteri
Shermani et Automnalis chacun 2.13% (2/94), et enfin le sérovar Castellonis

représente 1.06%.
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Figure 7.12 : Nombre de réponses positives. (Pour toutes les réactions positives
n=94).

Il était parfois possible d’identifier un sérovar infectant. On définit un sérovar
comme infectant s’il est le seul contre le quel le sérum testé a réagi, ou lorsqu’il
s’agit du sérovar pour le quel le titre d’anticorps était le plus élevé, avec au moins

deux dilutions d’écart.

Au total, sur les 43 rats séropositifs, 74.4% (n=32) présentaient un sérovar
infectant identifi€. En rapportant ces données a la population totale des rats

étudiés (n=100), nous trouvions un sérovar infectant chez 32% des rats (n=32).

Parmi les 32 sérums positives permettant d’identifier un sérovar infectant,
les proportions des sérovars étaient : Icterohaemorrhagiae verdun 25% (8/32),
Canicola 15.625% (5/32), Australis 9.4% (3/32), les sérovars Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae, Panama, Sarmin, et Louisiana représentaient chacun
6.25% (2/32), enfin les sérovars Automnalis, Bataviae, Sejroe, Castellonis, Mini, et

shermani représentaient aussi chacun 3.125% (1/32).
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Figure 7.13 : Proportions des sérovars infectants (Pour les réactions significatives
n=32).

En rapportant ces résultats a 'ensemble de la population testée (n=100),
nous trouvions les proportions des sérovars comme suivant : Icterohaemorrhagiae
verdun 8% (8/100), Canicola 5% (5/100), Australis 3% (3/100), les sérovars
Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Panama, Sarmin, et Louisiana
représentaient chacun 2% (2/100), enfin les sérovars Automnalis, Bataviae,

Sejroe, Castellonis, Mini, et shermani représentaient chacun aussi 1% (1/100).

M Icterohaemorrhagiae
M Icterohaemorrhagiae verdun
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Tableau 7.10 : Résultats sérologiques en fonction des sérovars testes.
Sérogroupe Sérovar T,otal des | Taux g}lobaug Tlotal des Tzilux des
réponses | par sérovar réponses sérovars
positives dominantes | infectants
Australis Australis 3 3.2 3 9.4
Autumnalis Autumnalis 2 2.13 1 3.125
Bataviae Bataviae 6 6.38 1 3.125
Canicola Canicola 9 9.57 5 15.625
Ballum Castellonis 1 1.06 1 3.125
Cynopteri Cynopteri 2 2.13 0 0
Grippotyphosa Grippotyphosa 4 4.25 6.25
Hebdomadis Hebdomadis 0 0
Sejroe Sejroe 4 4.25 1 3.125
Hardjo 0 0 0 0
Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae 7 7.45 2 6.25
Icterohaemorrhagiae 14 14.89 8 25
verdun
Panama Panama 8 8.51 2 6.25
Louisiana Louisiana 3 3.2 2 6.25
Pomona Pomona 4 4.25 0 0
Pyrogenes Pyrogenes 4 4.25 0 0
Tarassovi Tarassovi 4 4.25 0 0
Celledoni Celledoni 0 0 0 0
Djasiman Djasiman 0 0 0 0
Mini Mini 6 6.38 1 3.125
Sarmin Sarmin 8 8.51 2 6.25
Shermani Shermani 2 2.13 1 3.125
Javanica Javanica 0 0 0 0
Semaranga Patoc 3 3.2 0 0

" calculé en divisant le nombre total de réactions positives pour le sérovar par le nombre total de
réactions positives (n=94).

: réactions positives a un seul sérovar, ou a plusieurs sérovars avec un écart de deux dilutions

entre deux sérovars.

™ calculé en divisant le nombre de réponses dominantes pour le sérovar par le nombre total de
réponses positives avec un sérovar dominant (n=32)
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7.5. Résultats sérologiques par sérogroupe

Parmi les 43 rats seéropositifs, 32 rats 74.4% (n=32) présentaient un
sérogroupe infectant identifié. En rapportant ces données a la population totale
des rats étudiés (n=100), nous avons trouvé un sérogroupe infectant chez 32%
des rats (n=32).

Parmi ces 32 sérums, 31.25% (10/32) réagissaient contre le sérogroupe
Icterohaemorrhagiae, soit 23.26% du total des sérums positifs (n=43), et 10% sur
'ensemble de la population testée (n=100). 15.625% (5/32) de ces sérums
réagissaient contre le sérogroupe Canicola, soit 11.23% du total des sérums
positifs, et 5% sur 'ensemble de la population testée. Le sérogroupe Australis
représentait 9.4% des sérums présentant un sérogroupe infectant (3/32), soit
6.98% du total des résultats positifs (3/43), et 3% (3/100) de la population testée.
Les sérogroupes Grippotyphosa, Panama, Sarmin, et Louisiana représentaient
chacun 6.25% (2/32) des sérums significatives, soit 4.65% des résultats positifs
totales (n=43), et 2% sur I'ensemble de la population testée (n=100), enfin les
sérovars Automnalis, Bataviae, Sejroe, Ballum, Mini, et shermani représentaient
chacun 3.125% (1/32) des résultats significatives, et 2.32% du total des sérums

positives et 1% (1/100) du total de la population testée.

Figure 7.14 : Nombre de sérums positifs par sérogroupe (seules les réactions

significatives sont comptées n=32).
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Le tableau suivant nous indique le nombre de sérums positifs en MAT,

seules les réactions permettant d’identifier un sérogroupe infectant sont prises en

considération.

Tableau 7.11 : Nombre de sérums positifs par sérogroupe (n=32).

Sérogroupe Nombre de sérums Taux des
positifs sérogroupes
infectants*
Australis 3 9.4
Autumnalis 1 3.125
Bataviae 1 3.125
Canicola 5 15.625
Ballum 1 3.125
Cynopteri 0 0
Grippotyphosa 2 6.25
Hebdomadis 0 0
Sejroe 1 3.125
Icterohaemorrhagiae 10 31.25
Panama 2 6.25
Louisiana 2 6.25
Pomona 0 0
Pyrogenes 0 0
Tarassovi 0 0
Celledoni 0 0
Djasiman 0 0
Mini 1 3.125
Sarmin 2 6.25
Shermani 1 3.125
Javanica 0 0
Semaranga 0 0

£3

. en divisant le nombre de réponses significatives pour le sérogroupe

réponses positives avec un sérogroupe dominant (n=32).

sur le nombre total de
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Figure 7.15 : Proportions des différents sérogroupes infectants (n=32).

Le test de corrélation effectué entre les résultats du MAT par sérogroupe
chez les rats, et les résultats du MAT par sérogroupe chez les humains (Tableau

5.2 [179]), montre une bonne corrélation, r =0.9 = 1 (figure 7.16).
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Nuage de Points: Rat vs. Homme (Obs. a VM ignorées)
Homme =-4,531+ 14,269 * Rat
Corrélation: r = ,89581
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Figure 7.16 : Corrélation entre les sérogroupes chez les rats et chez 'homme.

7.6. Etude des réactions de Co-aqgglutination qui ne permettent pas d’identifier un

sérovar infectant

La prise en considération des titres maximaux a deux dilutions d’intervalle
n’était pas suffisante pour éliminer toutes les réactions de coagglutination, et la

détermination de la souche infectante est restée alors impossible.

Les résultats sérologiques par le MAT obtenus sur les 100 sérums analysés
ont mis en évidence 94 réactions positives au total, ce qui correspondait a 43 rats.
Certains sérums testés lors du MAT présentaient des réactions d’agglutinations
avec plusieurs sérovars a des titres ne permettant pas d’identifier un sérovar

infectant (32 réactions positives sur 94), correspondant a 11 rats.

Parmi les 32 réactions positives présentant des titres ne permettant pas
d’identifier un sérovar infectant, les sérovars Icterohaemorrhagiae verdun,
Canicola et Panama sont mis en évidence dans 4 réactions chacun, les sérovars
Mini et Sarmin sont aussi mis en évidence dans 3 réactions chacun, les sérovars
Bataviae, Cynopteri, Grippotyphosa, Patoc et pomona dans 2 réactions chacun, et
enfin les sérovars Autumnalis, Pyrogenes, Tarassovi, et Louisiana dans 1 seule

réaction chacun.
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Les réactions positives pour un ou plusieurs sérogroupes sur un méme
animal signent soit la présence de coagglutinines, soit I'existence de plusieurs
infections par différentes souches de leptospires, simultanément ou au cours de la

vie de I'animal.

7.7. Etude de la séroprévalence en fonction des titres en anticorps

7.7.1. Changement de la séroprévalence en fonction du seuil choisis

Parmi les rats séropositifs, les titres en anticorps étaient compris entre 1 :20
et 1 :2560. La séroprévalence peut changer en fonction du titre seuil choisis, ainsi
si on fixe un titre seuil de 1:40 la séroprévalence obtenue est de 30%, si on
augmente le titre a 1 :80 la séroprévalence est 20%, si on augmente encore le
seuil a 1 :160, la séroprévalence est 16%, donc si on choisis un seuil de 1 :100, la

séroprévalence est donc comprise entre 20% et 16%.

50%

45% |—43%

40% -
35% -
30%
30% -
25% -
20%
20% - 6%
15% - 12%
10% - 5%
ofn -
5% % 1% oo
O% L T T

Titre20Titre40T|tre80 Titre Titre Titre Titre Titre Titre
160 320 640 1280 2560 5120

Figure 7.17 : Variation de la séroprévalance en fonction du titre.

Il est également possible d’obtenir une séroprévalence hypothétique avec
un autre seuil en réalisant une régression linéaire des logarithmes des titres
obtenus dans notre étude. Il est possible d’obtenir une fonction linéaire de la
séroprévalence cumulative en fonction du logarithme des titres sérologiques
(figure 7.17). En utilisant cette méthode, la séroprévalence calculée pour un titre
seuil de 1: 50 est de 28%, a titre seuil 1: 100 elle est de 22.92%, et de 17.8%

pour un titre seuil de 1 : 200.
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Nuage de Points: Log titre vs. Séroprévalence (Obs. a VM ignorées)
Séroprévalence = 56,914 - 7,382 * Log titre
Corrélation: r = -,9507

50

Séroprévalence

Log titre | o _95% de conﬁance|

Figure 7.18 : Régression linéaire de la séroprévalence en fonction du logarithme
des titres en anticorps.

7.7.2. Répartition des titres sérologigues parmi les rats séropositifs

Nous remarquons que les titres les plus élevés sont enregistrés pour le

sérovar Canicola, Icterohaemorrhagiae verdun, et louisiana, (tableau 7.12).

Tableau 7.12 : Titres en anticorps minimums et maximums obtenus par MAT pour

chaque sérovar.

Sérovar Titres
Min-Max
Icterohaemorrhagiae verdun 20-640
Canicola 160-2560
Australis 40-320
Grippotyphosa 40
Icterohaemorrhagiae 20
Panama 20-40
Sarmin 20
Louisiana 20-640
Automnalis 40
Bataviae 20
Sejroe 320
Castellonis 20
Mini 80
Shermani 40




92

Nous observons que de nombreuses réactions sont enregistrées pour les

titres les plus faibles a savoir 20-40 et 80, (tableau 7.13).

Tableau 7.13 : Nombre de réactions positives par sérovar en fonction des titres en

anticorps (toutes les réactions n=94).

Titres Nombre de réactions
20 41
40 23
80 13
160 5
320 6
640 5
1280 0
2560 1
5120 0

Aucun sérum n’a donné une réponse positive a un titre (5120), par contre

beaucoup de sérovars ont été identifies a des titres faibles, (tableau 7.14).

Tableau 7.14 : Nombre de réactions positives par sérovar en fonction des titres en
anticorps (seules les réactions permettant d’identifier un

sérovar infectant n=32).

Titre Nombre de réactions

20 9

40

80
160
320
640
1280
2560
5120

O oUWk N

Un seul sérum sur le 43 positifs a réagit a un titre le plus élevé (2560),
corréspondant ainsi au sérovar Canicola, alors que beaucoup de sérums ont
réagit a des titres les plus faibles (20), corréspondant ainsi au différents sérovars,
(tableau 7.15).
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Tableau 7.15 : Les titres en anticorps enregistrés pour chaque sérovar seules les

significatives sont comptabilisées.

itre
Sérovar

20 40

80

160 | 320

640 | 1280 | 2560

Icterohaemorrhagiae
verdun

1

2 2

Canicola

1 2

Australis

N

Grippotyphosa

Icterohaemorrhagiae

Panama

Sarmin

Louisiana

Automnalis

Bataviae

RiR RN RN

Sejroe

Castellonis

Mini

Shermani

1

7.8. Résultats de la culture bactérienne

7.8.1 Prévalence de Leptospira spp par culture bactérienne

Sur les 100 cultures (100 reins et 100 foies), 8 rats ont donné des réponses

vis-a-vis de Leptospira spp positives, soit une prévalence de 8%.

Tableau 7.16 : Prévalence de la culture bactérienne.

N N positifs Prévalence % Intervalle de
confiance a 95%
100 8 8% 2.68-13.32

Parmi ces cultures positives aux leptospies, 4 ont été obtenues a partir des

reins correspondants a 50% des cultures positives (4/8), 2 cultures du foie,

correspondant a 25% (2/8) des cultures positives, et 2 cultures du rein et du foie

correspondant a 25% des cultures positives.
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Figure 7.19 : Répatrtition des cultures positives aux leptospires (%) en fonction

des organes.

7.8.2. Prévalence bactériologigue en fonction du sexe

Sur les 8 cultures positives aux leptospires, 5 étaient des femelles, et 3

étaient des males.

50 -+
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30 - 44 B Positifs

20

10 5 3

Femelles Males

Figure 7.20 : Répartition des cas positifs aux leptospires en fonction du sexe.

Nous observons une proportion de 9.43% (5/53), chez les femelles, et de
6.38% (3/47), chez les males.

Tableau 7.17 : Proportions des femelles et des méales positifs.

N Positifs Négatifs | Proportions
Femelle 53 5 48 9.43%
Male a7 3 44 6.38%

Le test exact de Fisher donne une p= 0.4271> 0.05, donc aucune influence
du sexe sur les résultats bactériologiqgue n’a été constatée, les femelles sont

autant infectées que les males.
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7.8.3. Prévalence des leptospires par culture bactérienne en fonction de 'adge

Sur les 8 cultures positives, 6 sont des cultures d'organes prélevés des

animaux adultes, alors que 2 sont des cultures d’organes d’animaux subadultes.

80
70
60
50
40
30
20 -
10 +
0 -

m Négatifs

m Positifs

Subadulte Adulte

Figure 7.21 : Répartition des cas positifs aux leptospires en fonction de I'age.

La proportion est de 7.41% (2/27) pour les subadultes, et de 8.22% (6/73)

pour les adultes.

Tableau 7.18 : Proportions des deux classes d’age.

N Positifs Négatifs Proportions%
Subadultes 27 2 25 7.41%
Adulte 73 6 67 8.22%

Le test exact de Fisher donne une p= 0.6297> 0.05. Les adultes sont autant

infectés que les subadultes.

7.8.4. Prévalence des leptospires par culture bactérienne en fonction du lieu de

capture

Sur les 8 cultures positives, 5 sont des cultures d’organes de rats capturés
dans la région de Route de chréa, une de la région de Maramen, une de Ben
Achour, et finalement une d'organes de rat capturé dans la région de Route
d’Oued El Alleug.
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Figure 7.22 : Répartition des cas positifs aux leptospies dans les différents sites.

Tableau 7.19 : les proportions des positifs dans les différents sites.

Lieu de B-A MM R-C C-V | S-Y | B-Ach R-Alg Oo-Y
capture
Positifs 0 1 5 0 0 1 1 0
Négatifs 21 9 7 5 7 28 5 10
Total 21 10 12 5 7 29 6 10
Proportion% | 0% 10% | 41.67% | 0% | 0% | 3.45% | 16.67% | 0%

Les proportions en fonction des différents lieux de capture sont de : 0%
(0/21)pour la région de Bouarfa, 10% (1/10) a Maramen, 41.67% (5/12) a la Route
de Chréa, 0% (0/5) au Centre Ville, 0% (0/7) a Sidi Yaakoub, 3.45% (1/29) a Ben
Achour, 16.67% (1/6) a la Route de Oued Alleug, 0% (0/10) a Ouled Yaich.
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Figure 7.23 : proportions des cas positifs aux leptospires en fonction des sites de

préléevements.
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La région de Ben Achour est prise comme référence puisqu’elle compte le
plus grand nombre d’animaux. Une différence significative est observée entre
cette région et la région de R-C (p= 0.0053) (tableau 7.20), par contre aucune
différence significative n’a été observée entre la méme région (B-Ach) et les

autres régions.

Tableau 7.20 : Résultats du test exact de Fisher avec la région B-Ach comme

référence.
Région B-A MM R-C Cc-v S-Y R-Alg O-Y
P de 0.58 0.45 0.0053 | 0.8529 0.806 0.318 0.744
Fisher

7.9. Comparaison entre la méthode de la culture bactérienne et la sérologie (MAT)

Les performances de la culture bactérienne ont été évaluées en prenant

comme test de référence le MAT (tableau 7.21).

Nous avons calculé pour la culture bactérienne, la sensibilité, la spécificité,
le coefficient kappa de Cohen, et le coefficient de concordance (Cc) par rapport au
test MAT pris comme test de référence. Nous avons constaté que pour la culture

bactérienne, la sensibilité était de 11.28%, la spécificité était de 94.74%.

Tableau 7.21 : Tableau de contingence.

Séropositifs Séronégatifs Total

Culture positive 5 (a) 3 (b) 8 (t1)
Culture négative 38 (c) 54 (d) 92(t,)
Total 43(n) 57(ny) 100(N)

Le calcul de la concordance entre les deux méthodes par l'utilisation du test

de Kappa de Cohen a montré un coefficient k=0.068, ce qui correspond a une

mauvaise concordance entre les deux méthodes.



Différents parametres sont calculés :
» Lasensibilité (Se):
La sensibilité= (a/a+c)*100.
Se= (5/5+38)*100=11.28%.
Se=11.28%.
» La spécificité (Sp):
La spécificité= (d/b+d)*100.
Sp= (54/57)*100=94.74%.
Sp=94.74%
» Le coefficient de concordance (Cc) :
Cc= (a+d/a+b+c+d)*100.
Cc= (5+54/5+3+38+54)*100.
Cc=59%.
» Le coefficient Kappa (K) :
On calcule tout d’abord la concordance attendue (Ca) :
Ca= ty*ny+t*no+. .. t*ni/N?,
Ca=8*43+92*57/100%.
Ca=0.56.
K=Cc-Ca/1-Ca.
K=0.59-0.56/1-0.56=0.068

K=6.8%.

98
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7.10. Discussion

7.10.1. Qualité de I'échantillon

Les calculs basés sur I'échantillonnage aléatoire supposent la possibilité de
tirer des individus au hasard dans la population. Dans le cas de la faune sauvage,
les individus ne peuvent pas étre réellement choisis au hasard : d’'une part, la
population n’est généralement pas assez accessible pour constituer une liste
d’individus dans laquelle on pourrait effectuer un tirage, et d’autre part, quelle que
soit la méthode de récolte employée, il existe des biais de sélection, c’est-a-dire
que les techniques d’échantillonnage sélectionnent certains individus plutét que
d’autres [196]. L’échantillon doit inclure suffisamment d’individus provenant des
strates les plus difficiles a échantillonner. Or au prix du méme effort, on peut
obtenir beaucoup d’individus « tout venant » ou peu d’individus plus difficiles a
obtenir [197]. En effet nous avons rencontré plusieurs difficultés sur le terrain qui
ont affecté la représentativité de notre échantillon : I'insécurité dans certains sites
(vole ou destruction des pieges), le refus d’aide de certaines personnes, le colt
des pieges élevé, I'absence de véhicule, ajouter a tout ¢a la difficulté de piéger le
rat puisque c’est un animal connu par sa grande prudence. Tous ces facteurs
nous ont obligé de travailler la ou il y'a plus de sécurité et de I'aide, et n'ont pas
permis donc la couverture de toute la région, ces facteurs ont aussi influencé sur
la fréquence de captage des rats « il y'a des sites ou nous avons pu attraper plus

de rats que d’autres».

7.10.2. Population animale étudiée

Notre travail avait pour but d’évaluer la séroprévalence de la leptospirose
ainsi gue la mise en évidence de la bactérie par culture chez le rat dans la région
de Blida. Notre étude inclus 100 rats. A ce jour, cette étude reste la premiére en

Algérie.

7.10.3. Séroprévalence vis-a-vis Leptospira spp par utilisation du MAT

Le procédé le plus couramment utilisé pour le diagnostic d'une infection a
leptospire chez les animaux et les humains est la détection d'anticorps spécifiques
dans le sérum en utilisant le test de microagglutination (MAT).
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Le MAT est "spécifique" de sérogroupe [11]. Il est communément admis
que le sérogroupe pour lequel on observe le plus fort titre d'anticorps lors du MAT
est considéré comme le sérogroupe infectant, Or les réactions croisées entre
sérogroupes sont fréquentes et il existe de nombreux exemples de réactions
paradoxales dans lesquelles des anticorps hétérologues, dirigés contre d'autres
sérogroupes que le sérogroupe infectant, apparaissent pendant la phase initiale
de la réponse immunitaire [11] [198]. Des études ont montré que la prédiction du
sérovar infectant ne se révélait exacte que dans 50% des cas [198]. D'apres
Levett [198] la sensibilité du MAT pour la prédiction du sérogroupe infectant
(définie comme la proportion d'isolats identifiés par culture dont le sérogroupe
correspond au sérogroupe prédominant identifié en sérologie) est d'environ 45%,
tandis que sa spécificité (définie comme la proportion de patients avec un
sérogroupe prédominant sérologiquement et dont l'isolat appartient au sérovar
correspondant) est d'environ 65%.

De plus Le MAT est une technique "observateur-dépendante”, c'est-a-dire
gue son résultat peut varier en fonction du manipulateur [11]. En oute les anticorps
circulants ne correspondant pas toujours a la souche présente dans les reins
[199].

Dans notre travail, nous avons tenté de réduire la subjectivité du test par
une deuxiéme observation par un second manipulateur, par contre nous n’avons
pas pu identifier un sérovar inféctant pour tous les sérums positifs on prenant une
marge de deux dilutions d’écart. Ce grand nombre de réactions croisées observé
dans notre étude pourrait s’expliquer par l'origine des souches de référence
utilisées comme antigenes, qui ne sont pas isolées localement, donc elles se sont

montrées moins sensibles.

En conclusion, on n'obtiendra pas avec ce test un résultat positif ou un
résultat négatif mais un profil sérologique plus ou moins en faveur d’'une infection

leptospirosique [15].

En raison de l'originalité du travail dans la région, le titre 1 :20 a été retenu
dans notre étude afin d’augmenter la sensibilté du test, c’est aussi un seuil le plus

souvent utilisé chez les rongeurs [200].
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Dans notre étude, des analyses sérologiques ont été réalisées en utilisant
le test MAT sur 100 sérums de rats, les résultats ont montré que 43 animaux se

sont révélés positifs a un titre seuil de 1 :20, soit une séroprévalence de 43%.

La comparaison directe de nos résultats avec d’autres travaux similaires
doit se faire avec prudence, car des procédures différentes peuvent étre adoptées:
des techniques différentes, des valeurs seuils différentes ou encore des
échantillons de taille différente.

De nombreuses études de séroprévalence ont été réalisées dans le monde

chez le rat et des différences considérables parmi les pays ont été rapportées.

Si on se réfere aux travaux publiés sur la séroprévalence de Leptospira
chez le rat en utilisant le MAT comme test de référence a un titre en anticorps de
1 :20, notre séroprévalence globale est plus élevée comparée a celle obtenue en
Tunisie (7,3%) [193], et celle obtenue au Vietham (18,3%) [201]. En revanche, elle

semble bien plus faible que celle rapportée aux Phillipines (92%) [199].

Afin de comparer nos résultats avec les études sérologiques de
leptospirose chez le rat réalisées dans le monde, utilisant d’autres seuils de
positivité, nous avons extrapolé nos résultats, et calculer la séroprévalence dans
la région en prenant d’autres titres seuils, la séroprévalence dans notre étude a un
seuil 1:50 est donc de 28%. En Egypte (Mahala), a un méme titre seuil, la
séroprévalence était plus faible de l'ordre de 14% [202]. En revanche, en
Colombie, a un titre seuil similaire, la séroprévalence était comparable a celle
estimée dans notre étude (25%) [203]. Si nous considérons le titre seuil a 1 :100,
on obtient une séroprévalence de 22.92%, un taux largement plus élevé a celui
obtenu en Iran (3,33%) [4] et en Turquie (8,4%) [204] utilisant le méme titre seuil.
A un seuil de 1 :200, la séroprévalence a montré une valeur de 17,8%, nettement

plus faible que celle obtenue en Egypte (75,9%) utilisant le méme titre seuil [205].

Nos résultats different de ceux de la littérature du fait de la grande
variabilité des protocoles, des objectifs, du climat, de la géographie, ainsi que des

éspeces de rats présentes dans chaque région.

Les titres obtenus parmi les rats positifs sont compris entre 1 :20 et 1 :2560.

Beaucoup de réactions sont enregistrées a des titres faibles, ces faibles taux
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d’anticorps peuvent correspondre a des infections anciennes, ou correspondre a
des réactions croisées avec d’autres sérovars. Afin de déterminer si ce faible taux
d’anticorps correspond a des infections anciennes, la réalisation d’'une cinétique
d’anticorps est de mise : deux prises de sang doivent étre réalisées a 10 jours
d’intervalle, Ceci était impossible a envisager chez les animaux sauvages étant

donné qu’ils étaient euthanasiés au moment des prélevements.

Dans notre étude, les sérogroupes les plus souvent identifiés sont:
Icterohaemorrhagiae 10/100 (10%), Canicola 5/100 (5%), et Australis 3/100 (3%),
les sérogroupes Grippotyphosa, Panama, Sarmin, et Louisiana représentent
chacun (2%) 2/100, finalement, les sérovars Automnalis, Bataviae, Sejroe, Ballum,
Mini, et shermani représentent chacun (1%) 1/100.

Le sérogroupe Icterohaemorrhagiae est le plus retrouvé chez le rat,
confirmant ainsi qu’il soit effectivement un réservoir de ce sérogroupe [14] [182],
Ce résultat conforte les résultats d’autres études qui montrent que le rat est le
réservoir de ce sérogroupe, [193] [203], Cependant, une étude menée en Iran [4]

a identifié plutot le sérovac Gripotyphosa chez les rats.

Le sérogroupe Canicola est le deuxiéme retrouvé chez le rat dans notre
étude, a des titres méme bien élevés, ces titres élevés, témoignent des réponses
sérologiques récentes ou entretenues par des réinfections. Les leptospires
pouvaient donc circuler au sein des populations des rats via I'environnement ou
les individus infectés. Ce sérogroupe (Canicola) dont le chien est généralement
considéré comme son réservoir [7] [14] nous laisse supposer que les rats
pouvaient étre en contact proche avec cet animal. En effet dans la région d’étude,
les chiens errants constituent un probléme pour les municipales, et plusieurs
compagnes d’éradications des chiens errants ont été effectuées au cours de ces
derniéres années. Dans la commune de Blida seulement, 525 chiens ont été
éradiqués en 2011, 153 autres en 2013, et 945 dans I'année 2014 [206].

Ces sérogroupes (Icterohaemorrhagiae et Canicola) sont aussi les
sérogroupes les plus retrouvés et enregistrés a I'Institut Pasteur d’Alger [178], ils

semblent donc étre particuliérement les plus pathogénes pour I’'homme.
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Autres sérogroupes qu’lcterohaemorrhagiae ont été trouvés chez le rat,
comme c’est le cas pour d’autres travaux réalisés dans d’autres régions dans le
monde [198] [193] [201] [202] [203] [204], cela pourrait étre la conséquence d’'une
contamination a partir de I'environnement ou a une cohabitations avec d’autres

animaux.

Les réactions d’agglutinations significatives pour un méme sérum sont
souvent nombreuses. L’interprétation de ce phénoméne de co-agglutination est
difficile a établir. La présence de nombreux sérogroupes peut correspondre a de
nombreuses réponses immunitaires a des infections passées, récentes,
simultanées, ou au cours de la vie de l'animal. Il peut également s’agir de

réactions croisées.

Une bonne corrélation a été relevée entre les sérogroupes détectés pour
les cas clinigues humains de leptospirose enregistrés entre 2004 et 2010 a
I'Institut pasteur d’Alger [178], et les sérogroupes retrouvés chez les rats dans
notre étude, cependant ce constat manque de précision car les données ne sont
pas actualisées et concernent tout le pays pas uniquement la région d’étude. Il est

tout de méme intéressant de prendre ces résultats en considération.

Un autre aspect dans notre travail a été d’étudier les facteurs de risque de
la séropositivité vis-a-vis de Leptospira chez le rat, les résultas ont montré ce qui

suit :

7.10.3.1. Séroprévalence en fonction du sexe

Notre population contenait 53 femelles et 47 males. Parmi les 43 rats
positifs, 22 étaient des femelles, soit une proportion de 51.16% (22/43), et 21

étaient des maéles, avec une proportion de 48.84% (21/43).

Les tests statistiques réalisés montrent que la séroprévalence n’est pas
significativement différente entre les deux sexes. Résultats comparables au ceux

obtenus au Vietnam, et en Iran [201] [4].

7.10.3.2. Séroprévalence en fonction de I'age

Notre population était constituée de 27 rats subadultes, et 73 adultes. Sur

les 43 rats positifs, 11 étaient des subadultes, soit une proportion d’infection a
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Leptospira de 25.58% (11/43), et 32 adultes, correspondant a une proportion de
74.42% (32/43). Méme si la proportion des adultes semblait étre la plus élevée, le
test de Kh2 ne montre aucune différence significative entre les deux classes

d’age.

Comme notre échantillon ne contenait pas d’individus jeunes, (faute
possible de piéges ne permettant pas de capturer les jeunes rats en raison de leur
petite taille, ou parfois juste du au hasard!) nous n’avons pas pu conclure sur le

facteur age.

7.10.3.3. Séroprévalence en fonction du lieu de capture

Sur les 43 rats séropositifs, 23.25% (10/43) provenaient de la région de Ben
Achour, 20.93% (9/43), de la région de Route de Chréa, 16.28% (7/43), de la
région Ouled yaich, 13.95% (6/43) de la région de Bouarfa, 11.63% (5/43), de la
région Maramen, et enfin 6.98% au centre ville, et aussi a sidi yakoub. Aucun cas

positif n’a été retrouvé dans la région de Route de Oued Alleug.

Si nous considérons les taux d’infection par région, la plus élevée est
enregistrée dans la région de Route de Chréa (75%), suivie par la région d’'Ouled
Yaich (70%), Centre Ville (60%), maramen (50%), Sidi Yaakoub (42.86%), Ben
Achour (34.48%), Bouarfa (28.57%), et finalement, Route de Oued Alleug (0%).

Le test de Kh2 réalisée apres regroupement de quelques régions
(MM+RAIg), (CV+SY), montre une différence significative dans les taux d’infection

a Leptospira entre les régions. La régression logistique confirme cette différence.

Cette difference observée entre les régions pourrait s’expliquer par des
facteurs de transmissions variables selon les régions, donc les probabilités de
contact entre animaux ou entre animal et un lieu contaminé sont variables entre

les régions.

Dans notre étude, les rats de la région de Route de Chréa sont les plus
infectés par rapport aux autres régions, cette région qui se situe a la périphérie de
la zone urbaine constitue une zone intermédiaire entre la zone urbaine et la zone
des foréts (Chréa). La forte infection d’animaux dans cette région pourrait

s’expliquer par la forte densité d’animaux (rats) favorisant ainsi un contact étroit
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entre ces animaux puisqu’ils vivent en groupe. On pourrait expliquer aussi ce
constat par la nature de cette zone qui permet aux rats de parcourir de grandes
distances contaminant ainsi plus I'environnement, ou bien encore par le contact
des rats avec d’autres espéces d’animaux infectés provenant de la faune

sauvage.

7.10.3.4. Séroprévalence en fonction du mois de préléevement

Le taux d’infection le plus élevé est enregistré en mois de Décembre, C’est
durant cette période ou la plus grande quantité de pluie est inscrite. Cependant, le
test de corrélation effectué entre les proportions des séropositifs et la quantité de
pluie enregistrée par mois n’est pas significatif. Ce résultat peut manquer de

précision, car si on répartit I'échantillon ce dernier devient faible.

En revanche, une bonne corrélation est observée entre la quantité de pluie
et les proportions des séropositifs par saison. Cette corrélation parait logique étant
donné que les leptospires sont des bactéries inféodées aux zones humides.

Le test de KH2, montre une différence significative entre les proportions de
séropositifs par saison, la régression logistique confirme cette différence aussi, et
montre que les animaux sont plus infectés en hiver qu’en automne et en
printemps. Nos résultats sont comparables a ceux obtenus au Vietnam [201], qui

montrent une différence significative entre la saison des pluies et la saison séche.

Une hypothése peut étre envisagée pour relier la pluviométrie et la
circulation des leptospires, les fortes pluies libérent les leptospires des zones
d’eau stagnantes ou elles survivaient, par lessivage des sols ; les rats ont alors
plus de chance d’étre infectés quelque soit leurs habitats. Cela est confirmé chez
'homme par de nombreuses données publiées ou des épidémies de leptospirose
sévissent aprés de grands épisodes de crues et d’inondations en période des
pluies [207].

7.10.4. Culture bactérienne

La culture peut donner une identification définitive du sérovar infectant
[194]. L'isolement de souches locales est tres important pour ['étude
épidémiologique de la maladie a I'échelle locale et peut par la suite servir au
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diagnostic sérologique puisque les souches isolées localement montrent une
sensibilité plus élevée que les souches de référence pour 'agglutination [11]. Une
ultérieure identification moléculaire des souches identifiées par culture est donc

indispensable.

Dans notre étude, peu de cultures se sont révélées positives alors que de
nombreux rats sont positifs par le test sérologique. Ceci est di probablement aux
contaminations de nombreuses cultures, « Au sein du milieu de culture, riche en
nutriments, les spores fongiques et les bactéries entrent en compétition avec les
leptospires [7]». En effet dans nos milieux de cultures nous avons choisi de ne pas
ajouter ni d'antibiotiques ni d’inhibiteurs spécifiques, Comme ces substances sont
également susceptibles de réduire la croissance des leptospires, [208] ce choix
s'est avéré étre discutable puisque des contaminants se sont développés dans la
plupart de nos cultures. De plus, pour un meilleur taux de réussite de la culture, il
est recommandé pour chaque échantillon de faire plusieurs cultures [11], ainsi que
des dilutions de la culture initiale au 1/10, 1/100 et 1/1000 [208]. De plus deux

types de culture devaient étre réalisés, 'une avec ces additifs et 'autre sans [15].

Un tel protocole était trop lourd a mettre en place techniquement et

financiérement.

Nous avons augmenté la chance d’avoir plus de culture positive en mettant
en culture a la fois les reins et les foies. Sur les 100 rats prélevés, 8 ont donné des
cultures positives, soit un taux de 8% (8/100).

Basée sur les résultats de I'étude de la prévalence par culture bactérienne,
nous avons étudié certains facteurs qui semblent augmenter le risque de la

positivité vis-a-vis de Leptospira chez le rat.

7.10.4.1. Prévalence de Leptospira par culture bactérienne en fonction du sexe

Sur les 8 cultures positives, 5 provenaient des femelles, soit une proportion
de 62.5% (5/8), et 3 cultures positives appartenaient a des males, soit une
proportion de 37.5% (3/8), le test statistique exact de Fisher ne montre aucune
différence significative entre les deux sexes, il n’y’a pas d’influence du sexe sur la

positivité de la culture.
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7.10.4.2. Prévalence de Leptospira par culture bactérienne en fonction de 'age

Méme constat pour 'dge, malgré que la proportion des adultes positifs par
culture (6/8=75%), soit nettement supérieure a celle des rats subadultes 25%
(2/8), le test exact de Fisher ne montre aucune différence significative entre les
deux classes d’age, Toutefois, ce résultat est a interpréter avec prudence car

notre population ne contenait pas des jeunes rats.

7.10.4.3. Prévalence de Leptospira par culture bactérienne en fonction du lieu de

capture

Pour les régions de Bouarfa, Centre ville, Sidi Yaakoub, et Ouled Yaich,
aucun rat n’a donné une culture positive, pour les autres régions, les proportions
d’infection a Leptospira sont de 12.5% a Maramen, Ben Achour et Route de Oued
Alleug (1/8), et de 62.5% (5/8) pour la région de Route de Chréa, la proportion au

niveau de cette derniere zone semble la plus importante.

Le test exact de Fisher montre qu’il y’a réellement une différence
significative dans la distribution des positifs entre les régions. Cette différence est
marquée seulement pour la région de Route de Chréa, cette région compte la
majorité des cultures positives, donc c’est celle qui héberge le plus d’animaux

porteurs de leptospires.

7.10.5. Etude de la comparaison du MAT avec la culture bactérienne

Enfin, dans ce travail, les performances de la culture bactérienne ont été
évaluées en prenant comme test de référence le MAT pour la mise en évidence

des anticorps spécifiques de Leptospira.

Nous avons d’abord calculé la sensibilité, la spécificité, le coefficient kappa
de Cohen. Nous avons constaté que pour la culture bactérienne, la sensibilité était
de 11.28%, la spécificité était de 94.74% .Le calcul de la concordance entre les
deux méthodes par I'utilisation du test de Kappa de Cohen a montré un coefficient
k=0.068 (6.8%), ce qui correspond a une trés faible concordance entre les deux

méthodes.

Au vue des résultats de sensibilité et de spécificité obtenus pour la culture

bactérienne, il convient d’indiquer que l'isolement de Leptospira est tres peu



108

sensible comparé a la sérologie par le MAT, cependant, la spécificité de la culture

bY

s’est montrée élevée. Le faible taux de réussite des cultures a partir de

prélevements est constaté dans de nombreuses études [191] [209] [210].
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Conclusion

Le suivi sanitaire réalisé sur les animaux capturés a permis d’évaluer
I'infection par les leptospires chez le rat dans la zone d’étude, d’une part par une
étude sérologique sur les prélévements sanguins, et d’autre part par culture
bactérienne sur des prélevements tissulaires; rénal et hépatiqgue. Ces deux

technigues ont été appliquées sur 'ensemble de la population (N=100).

Quarante trois rats étaient séropositifs par la technique sérologique de
microagglutination, (MAT), (soit une séroprévalence de 43%). Sur 'ensemble de la
population de rat, le sérogroupe Icterohaemorrhagiae, le sérogroupe Canicola, et
le sérogroupe Australis, sont les plus représentés avec respectivement les taux
suivants : 10%, 5%, et 3%.

Le taux d’infection par le sérogroupe Icterohaemorrhagiae est le plus élevé,
un sérogroupe retrouvé comme pathogéne pour 'homme, suivi par le sérogroupe

Canicola.

Les résultats de la culture bactérienne montrent que 8 sur 100 rats sont
positifs. Parmi ces 8 rats, 6 montraient un portage rénal de leptospires, pouvant
excréter la bactérie dans I'environnement par le biais des urines, favorisant ainsi la

contamination d’autres animaux y compris ’'homme.

En conclusion, les résultats de notre étude mettent en évidence pour la
premiére fois I'importance du rat comme réservoir de leptospires dans la région de
Blida, et son réle crucial dans I'épidémiologie de cette infection dans la région,
constituant a la fois une source d’infection pour 'homme et pour les autres

animaux.
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RECOMMANDATIONS & PERSPECTIVES

La lutte contre les rongeurs semble la solution de choix pour lutter contre la
leptospirose. Néanmoins, la grande adaptabilité de ces especes a différents
environnements ainsi que la grande capacité de reproduction rend la lutte en

milieu riche en ressources alimentaires, tres difficile.
Toutefois, quelques actes peuvent étre envisagés.

Une sensibilisation au prés des responsables de la santé dans la région
doit étre enteprise, afin de bien mettre sous lumiére l'importance du rat comme
réservoir de leptospires dans la région, et pour procéder a un bon programme de

lutte contre ce rongeur.

Standardisation d’'un questionnaire adéquat au prés de la santé publique,

pour une bonne connaissance des facteurs de risques de la leptospirose humaine.

Une sensibilisation au prés des médecins privés et étatiques de la région
de Blida, sur I'importance de la leptospirose afin de la prendre en considération

lors du diagnostic puisque cette maladie peut prendre plusieures formes cliniques.

Une sensibilisation des citoyens, dans le but de réduire les niches
écologiques des rats (ramasser les ordures et éliminer les sources d’alimentation

des rats).

Un bon contrdle de la population des animaux errants est recommandé, en

particulier les chiens.

Impliquer un nombre plus important de rat, et réaliser une étude prolongée
sur plusieurs années couvrant les quatre saisons pour mieux expliquer la

différence entre les sites, et les saisons.

D’autres téchniques de laboratoire sont recommandés pour des études
ultérieures, en particulier, une identification moléculaire surtout des souches
isolées par culture bactérienne, qui peuvent étre utilisées comme antigenes lors

du diagnostic sérologique puisque elles montrent une sensibilité plus élevée.
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Des recherches doivent étre menées sur la leptospirose, visant
éventuellement d’autres animaux, afin de mieux comprendre I'épidémiologie de
cette infection dans la région. Les résultats de notre étude peuvent constituer ainsi

une plateforme pour ces recherches.



APPENDICE A

MATERIEL ET REACTIFS DE LABOTATOIRE

Matériels :

Microplaques en plastique a 96 puits a fond plat ;
Microscope a fond noir ;

Multi pette plus EPPENORF (micropipette a réservoir), Peptus*.
Pipette jetable 1 ml.

Micropipette 200ml et 1000 ;

Pipette multicanaux ;

Filtres a usage unique de porosité de 0,45um et/ou 0,22um ;
Seringue jetable 2ml et 5 ml.

Etuves 28°C et 37°C ;

Lame en verre de qualité supérieure ;

Embouts en plastique a usage unique

Centrifugeuse.

Agitateur rotatif.

Lames et lamelles.

La poire.

Bec bunsen.

Réactifs :

Eau physiologique tamponnée PH = 7,6 ;

Souche de leptospire contrélée (appelées également antigénes vivant) ;

Milieu EMJH (milieu de Ellinghausen-McCullough modifié par Johnson et

Harris) ;
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Eau physiologique tamponnée PH=7,6

Elle est composée de :

Tampon SOrensen ---------------mmmmmmmmemmee 160 ml

Eau physiologique a 0,85% ------------------ 1840 ml
Tampon Soérensen:

Na, HPO,, 12H,0 --- 8,33¢g

Y = ) — 1,09 g

H20 qSp -------=-=====mmmmememm oo 11

Ce tampon est autoclavé 20 minutes a 110°C et conservé a +4°C.
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APPENDICE B

LES ETAPES DU PRELEVEMENT

L’animal dans sa cage dans un sachet

Sachet Bien fermé



Pesée en gramme

Animal fixé sur le dos

Prélevement sanguin intracardiaque
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Incision de la peau

Prélevement d’un rein.
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APPENDICE C

REPARTITION DES CAS DE LEPTOSPIROSE HUMAINE EN ALGERIE ENTRE

2004 ET 2014 [6]
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RESULTATS DE LA CULTURE

APPENDICE D

QUE LES RESULTATS POSITIFS
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Numéro | Date de | Origine de | organe 1° [ 2° 3% |4 |5° 6° 7° | 8° conclusion
DU RAT | prélevement | I'animal S S S S S S S S
Rat: 26 | 08/11/2014 Maramen Rein - - - - - - + + +
Foie - - - - - - - - -
Rat: 31 | 06/12/2014 Route de | Rein - - - + + + + + +
Chréa Foie - - - - - - - . -
Rat : 56 | 04/03/2015 Route de | Rein - - - - - - - - -
Chréa Foie + + + + + + +
Rat : 57 | 04/03/2015 Route de | Rein - - + + + + + + +
Chréa Foie - - + + + + + + +
Rat : 58 | 04/03/2015 Route de | Rein - - - - - - - - -
Chréa Foie - - + + + + + + +
Rat: 60 | 17/03/2015 Route de | Rein - - + + + + + + +
Chréa Foie - - - - - - - - -
Rat : 91 | 24/04/2015 Ben Achour | Rein - - - - + + +
Foie - - - - + + +
Rat : 95 | 24/04/2015 Route Oued | Rein - - - - + + + + +
Alleug Foie : . . . : . . : :

S : Semaine



APPENDICE E

RESULTATS DE LA SEROLOGIE

Aust | Autu | Bat | Can | Cast | Cyno | Grip | Hardj | Heb | Ict | Pan | Pat
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Pom | Pyr | Sej | Tar IHv | Cell Dja | Mini | Sar | Sher | Jav | Loiui
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
40 20
4
20
12 40
13 40
15 320
17 40
21 20
23 20
29 20 20
40 20
30 20 | 320
20
31
160
32 20
20
33
40 20
34
320 | 80 80
35 160 20
20
36 2560 40
20
37 40
38
20
39
20
40 80
40
41 320 20
20 40 20
42 40
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40 640
43 40 160
80 640
a4
80 | 40 640
46 20
49 80
640
54
40
56
320
57
80
58 20
60 20 | 20
62 640 80
40 20 | 20 | 20 80 | 20
63 20
64 20 80 80
80 40 | 20
68
80 | 160
71 40
72 40
73 40 20 20 | 80
40
75 20
20 20
79 20
20
81
20
82 40
320 20
85 40

160
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APPENDICE F
ESTIMATION DE L’AGE EN FONCTION DE LA DENTITION [194]

: s_etlor'b'a'r’ely visiblé

Les différentes étapes de la croissance de la troisieme molaire (M3)

M3 (third molar) growth Vagina / Seminal vesicles Development stage
Adult

u) Unknown —
b) Closed / Undeveloped :ﬂ)

2) M3 partially grown ?{:{j u} Unknown :i) Sub-adult
>4] b) Closed / Undeveloped —}

1) M3 absent or | ||

barely visible | u) Unknown T

: Juvenile
‘ |b) Closed / Undeveloped (=1

Arbre de décision pour déterminer la maturité d'un rongeur, par
I'examen de la croissance de la troisieme molaire et les organes

sexuels externes.
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ELISA
EMJH
EPT

L.biflexa
LCR

L. interrogans
Lip

LPS

M

MAT

mi

mm

MM

mn

M3
OMPs
OR

O-Y

APPENDICE G
LISTE DES ABREVIATIONS

: Acide désoxyribonucléique

. Acide ribonucléique

: Bou Arfa

: Ben Achour

: Canine

. coefficient Kappa

: coefficient de concordance

: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
: Ellinghausen- McCullough modifié par Johnson et Harris
: Eau physiologique teponnée

. Insicive

: Immunoglobulines G

: Immunoglobulines M

. Intervalle de Confiance

. Liptospira biflexa

: Liquide Céphalo-Rachidien

: Liptospira interrogans

. lipoprotéine

: lipopolysaccharide

: Molaire

: Macroscopique Agglutination Test
> millilitre

: millimétre

: Maramen

: Minute

: troisieme molaire

: Outer Membran Protein

: Odds Ratio

: Ouled Yaich
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P
PCR
ph. Perso
R-Alg
R-C
Se
s.l.
Sp
S.S.
S-Y
TLR

um
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: Pré molaire

: polymerase chain reaction
: Photo personnelle

: Route de Oued Alleug
: Route de Chréa

: Sensibilité

: sensu lato

. Spécificité

: sensu stricto

: Sidi Yaakoub

: Tol like receptor

> micrometre
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RECAPITULATIF DE QUELQUES ENQUETES DE SEROPREVALENCE

CONDUITES CHEZ LES RATS

Etude Lieu et Effectif | Seuil de Techniques Prévalence sérovars isolées par le
Année de période prélevé | positivité | d’identifications % MAT
publication d’étude pour le

MAT
Ahmed Egypte 270 =21:200 CULTURE 6.9% Icterohaemorrhagiae
Samir et al PCR 24% Pomona
2015 MAT 75.9% Canicola
Grippotyphosa
Celledoni
Felt S Aetal Egypte 100 =21:50 CULTURE 7% Grippotyphosa
2011 PCR 19% Patoc
Septembre MAT 14% Ecterohaemorrhagiae,
2006 et Australis, Hardjo,
October Hebdomadis
2007
Tunisie 1746 21:20 CULTURE 5.8% Icterohaemorrhagiae
Lazuga K totaux SEROLOGIE 7.3% Hebdomadis
and 986¢ Automnalis
Bonnefous S Sur une 1532s Bataviae
1962 année Poi
Mitis
Sunbul M et Turkie 59 >1:100 PCR 27.1% Icterohaemorrhagiae
al MAT 8.4% Hardjo
2001 Juillet Bratislava
1998 and Automnalis
Mars 1999
Loan H K et Vietham 275 = 1:20 PCR 5.8% Javanica
al MAT 18.3% Lousiana
2015 Octobre, Copenageni
2012 (rats Cynopterie
achetés) Pomona
Fevrier, Icterohaemorrhagiae
Mars,
2013 (rats
captures)
Mosallanejad Iran 120 =1:100 MAT 3.33% Gripotyphosa
B etal
2013 Octobre
2009 -
Novembre
2011.
Villanueva S | Philippines 106 =1:20 MAT 92% Manilae
YAMetal CULTURE 43% Hebdomadis
2010 Aout Losbanos
2006—Mai

2007.
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Agudelo-
Florez P et al
2009

Colombia

254

>1:50

MAT
CULTURE

25%
20%

Grippotyphosa
Icterohaemorrhagiae
Canicola, Bratislava

Hardjo, Pomona

Ballum, Shermani
Tarassovi, Pyrogenes
Australis
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