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RESUME

Les avortements chez les petits ruminants est une préoccupation dominante
pour les éleveurs vu les pertes seches qu’ils engendrent. La Chlamydiose abortive
est 'une des maladies abortives, causée principalement par C. abortus une

bactérie a multiplication intracellulaire de la famille des Chlamydiaceae.

Dans le but de rechercher la circulation de C. abortus chez les petits ruminants
et les facteurs qui favorisent leur dissémination, une enquéte a été réalisée durant
la période allant de 2012 a 2013.

Le présent travail s’articule autour de deux volets. Le premier se présente sous
forme d’'une enquéte par questionnaire destiné aux €éleveurs des petits ruminants
de la région Centre de I'Algérie afin d’évaluer leurs pratiques d’élevage et faire
ressortir les facteurs de risque favorisant les avortements principalement, ceux liés
a la Chlamydiose abortive. L'analyse des réponses émanant des 154 éleveurs a
montré que la majorité des pratiques suivies par les éleveurs, présentent des
facteurs de risque favorisant la dissémination des agents pathogénes. Les
mauvaises pratiques liées aux avortements et la méthode de renouvellement du
cheptel paraissent les principaux facteurs de la suspicion de l'existence de la

Chlamydiose abortive dans les cheptels enquétés.

Le second consiste a étudier la circulation de C. abortus dans trois wilayas de la
région Centre (Médéa, Djelfa et Ain Defla). Le diagnostic sérologique, par I'ELISA
indirect, a détecté des cas séropositifs dans les cheptels des trois wilayas
enquétées avec un taux d’atteinte de 28,6% au niveau du troupeau et 6,9% a
I'échelle de l'individu. Selon l'analyse statistique, la taille et la composition du
troupeau étaient les principaux facteurs influencant le taux. A I'échelle de
I'individu, le stade physiologique et I'espece animale montrent un effet sur le taux
d’atteinte.

Pour conclure, la circulation de C. abortus a été mise en évidence par la technique
ELISA indirect dans les élevages visités. Cette circulation a été favorisée par

certains facteurs de risque.



Mots clés: Chlamydia abortus, petits ruminants, facteurs de risque, ELISA

indirect.



SUMMARY

The abortions in small ruminants are a major concern for farmers because of its
losses. Abortive Chlamydiosis is one of the abortive diseases caused principally

by C. abortus bacterium with intracellular multiplication of Chlamydiaceae family.

In order to search for the circulation of C. abortus in small ruminants and the
factors that favor their dissemination, a survey was conducted during the period
from 2012 to 2013.

The present work articulates on two sections. The first is in the form of a
questionnaire survey intended to small ruminants breeders in the centre of Algeria
to assess their practices of breeding and detect the risk factors that facilitate
abortions, especially those associated with abortive chlamydiosis. The analysis of
the responses of 154 breeders showed that the majority of practices followed by
breeders are risk factors favor the dissemination of pathogens agents. Malpractice
related with abortions and rebuilding methods of herd appear the main factors of
suspicion of the existence of abortive Chlamydiosis in the flocks surveyed.

The second is to study the circulation of C. abortus in three provinces of the
Center region (Medea, Djelfa and Ain Defla). Serological diagnosis by the indirect
ELISA, detected positives cases in flocks of three surveyed provinces with a rate
of 28.6% at the herd and 6.9% at individual ladder. According to statistical
analysis, the size and composition of the flocks were the main factors influencing
the rate. The physiological stage and animal species show an effect on individual

rate.

In conclusion, the circulation of C. abortus was demonstrated by the indirect
ELISA technique in the breeding visited. This circulation was favored by some risk

factors.

Keywords: Chlamydia abortus, small ruminants, risk factors, indirect ELISA.
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INTRODUCTION

En Algérie, I'élevage des petits ruminants joue un réle trées important aussi
bien dans le développement de l'agriculture que dans I'’économie nationale. Selon
les statistiques de I'année 2012, le cheptel ovin Algérien est de plus de 25 millions
de tétes [1]. Celui de caprins est estimé de 4 millions de tétes [2]. Néanmoins nos

élevages sont exposés a plusieurs risques, parmi eux les avortements.

Les avortements peuvent étre de nature tres diverse (nutritionnelle, physique,
génétique et autre), mais la part d’intervention des causes infectieuses est une
donnée tres importante a connaitre dans chaque région pour le choix judicieux
des mesures de lutte afin de limiter la transmission des agents pathogénes.

La Chlamydiose abortive est 'une des causes infectieuses abortives. C’est une
maladie d’origine bactérienne, elle provoque des avortements et des troubles de la
reproduction chez les bovins et les petits ruminants. Elle fait partie de la liste des
zoonoses bactériennes, potentiellement dangereuse pour la femme enceinte.
L'effet économique peut étre désastreux parce que la maladie est responsable

des avortements en masse [3].

La Chlamydiose abortive reste une maladie inconnue par les vétérinaires
algériens car elle ne fait pas partie du programme national de dépistage, comme

c’'est le cas de la brucellose.

A ce jour, peu d'études ont été menées sur la Chlamydiose abortive chez les
petits ruminants et les autres especes [4], [5] Pour pallier a ce manque et afin de
connaitre I'implication de cette maladie sur les élevages des petits ruminants dans

la région Centre, un questionnaire a été élaboré ayant pour objectifs :

- Etude des facteurs de risque liés aux avortements.

- Définition des facteurs de risque liés a la chlamydiose abortive.



12

Une étude sérologique a été réalisée ayant pour objectif :

- Etude de la circulation de C. abortus dans les cheptels des petits ruminants

enquétés.
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CHAPITRE 1

HISTORIQUE ET TAXONOMIE DES CHLAMYDIACEAE

1.1. Historique :

L’histoire des infections a chlamydia débute a I'Antiquité, une description du
trachome est faite dans un papyrus égyptien dit d’Ebert (environ 1500 avant

Jésus-Christ), ainsi que dans des textes chinois anciens [6].

En 1907 HALBERSTADTER et VON PROWAZEK visualisent une inclusion
dans les cellules de grattage de conjonctive, colorées au Giemsa d’un sujet atteint
du trachome [7]. Pensant qu’ils étaient en présence de protozoaires, ils les
appelérent «Chlamydozoon » du grec Chlamus qui signifie «manteau », indiquant

la maniere dont le micro-organisme est présent dans une cellule [8].

En 1929-1930, suite a l'importation de perruches d’Argentine, une épidémie de
pneumonies atypiques a surgi aux Etats Unis, en Europe et en Afrique. Par la

suite, le germe responsable a pu étre isolé et cultivé sur ceufs embryonnés [9].

L’agent de la lymphogranulomatose vénérienne a pour sa part été isolé chez le
singe en1931 et sur ceuf en 1935. A la méme époque, la différenciation entre

corps élémentaire et corps réticulé était faite [10].

En 1941, les agents (celui du trachome, psittacose et lymphogranulomatose
vénérienne) ont été inclus dans le groupe de psittacosis-lymphogranuloma-
trachoma) [11].

En 1950 la démonstration de la division binaire a été apportée, et la nature de
cet agent n'était mise en évidence gu’'a la fin des années 60. Cependant, les
chlamydies ont longtemps été considérées soit comme des virus car la culture en

milieu synthétique n’était pas possible et I'effet cytopathogéne était caractérisé par
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une inclusion intracytoplasmique, soit comme des formes intermédiaires entre

virus et bactéries [12].

En 1966, Moulder a finalement prouvé qu’elles s’agissaient des bactéries, parce
gu’elles possedent plusieurs caractéristiques communes aux autres bactéries.
Elles possédent de I'ADN et de I'ARN, et se divisent par fission binaire, sont
sensibles aux antibiotiques et leur enveloppe cellulaire ressemble a celle des
bactéries a Gram négatif malgré I'absence de peptidoglycane [13]. Chlamydozoa
,Miyagawanella, Bedsonia et Neorickettsia, étaient les appellations qu’il a pris cet

agent, il est classé actuellement parmi les Chlamydia [7].

1.2. Taxonomie :

En 1948, les agents responsables de la psittacose, trachome et la
lymphogranulomatose vénérienne sont classés dans l'ordre des Rickettsiales, la
famille des Chlamydozoceae avec 3 genres: Chlamydozoon, Myagawanella et
Colesiota. Par la suite ces agents sont classés dans l'ordre des Chlamydiales
avec un seul genre Chlamydia [14].

La classification au sien de l'ordre Chlamydiales a subi au cours de ces
dernieres années des changements importants grace a la découverte d’autres
microorganismes appartenant a cet ordre et a une application plus large des outils
de biologie moléculaire. Se basant sur I'analyse phylogénique des génes 16S et
23S des ARN ribosomaux, EVERETT et al., [15], ont proposé de séparer les
souches d’un seul genre Chlamydia, en deux genres Chlamydia et Chlamydophila.

Au sein de l'ordre Chlamydiales quatre familles sont décrites : Chlamydiaceae,
Simkaniaceae, Parachlamydiaceae et Waddliaceae, comprenant six genres et

treize espéces [10].

La famille des Chlamydiaceae comporte deux genres Chlamydia et Chlamydophila
et neuf espéces, trois pour le genre Chlamydia (Chlamydia trachomatis,

Chlamydia muridarum, Chlamydia suis). L’espéce C. trachomatis est divisée en
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deux biovars (1- Trachoma : souches responsables du trachome et des infections
oculaires et génitales, 2- Lymphogranuloma venereum LVG) et dix-neuf sérovars.

C. muridarum comprend les souches isolées chez la souris et le hamster, et
C.suis regroupe les souches responsables de conjonctivite, entérite et de

pneumonie chez le porc.

Les six espéces du genre Chlamydophila: C. pneumoniae (homme, cheval)
comporte trois biovars selon la spécificité d’hoéte (Tawar, Koala, Equine),C. psittaci
(oiseau). Les souches isolées des ruminants sont divisées en trois biotypes :
Biotype 1 inclut les souches provoquant des avortements (C. abortus) Biotype 2
concerne les souches induisant des polyarthrites, encéphalomyélite et
conjonctivites et biotype 3 comporte les souches isolées des matieres fécales.
Ces deux derniers biotypes correspondent a C. pecorum (ruminants, porc,
koala).C. felis (chat), C. caviae (cobaye) [16], [7], [17].

Contrairement a C. abortus qui présente peu de souche [18], C. psittaci
présente 6 sérovars (de A a F) [19]. De plus C. pecorum est similaire a C. abortus
du point de vue phénotypique, cycle de développement et morphologie des corps

élémentaires (CE), corps réticulés (CR) [20].

La nouvelle classification était adoptée par plusieurs chercheurs mais elle était
aussi rejetée par d’autres [21]. La bifurcation des souches en deux genres n’était
pas nécessaire parce que les analyses phylogéniques des génes confirment
lultime relation entre les membres des chlamydies avec une degré de
rapprochement > 97% sauf pour C. caviae et C. muridarum [22]. La classification
est en cours de révision et le genre Chlamydophila devrait disparaitre pour ne

laisser qu’un seul genre, Chlamydia [23].



Tableau 1.1 : classification de la famille des Chlamydiaceae [22], [15].

16

Ancienne classification

Classification dEVERETT

Classification

actuelle
Genre | Chlamydia Chlamydia Chlamydophila | Chlamydia
Espece | C. trachomatis | C. Cph. psittaci C. trachomatis
trachomatis
C.psittaci Cph. abortus C. muridarum
C.
C. pecorum muridarum Cph. felis C. suis
C.pneumoniae | C. suis Cph. caviae C. psittaci
Cph. pecorum | C. abortus
Cph. C. felis
pneumoniae
C. caviae
C. pecorum

C. pneumoniae
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CHAPITRE 2

RAPPEL SUR LA BIOLOGIE DES CHLAMYDIACEAE

2.1. Morphologie et différentes formes des Chlamydiaceae :

Les Chlamydiaceae sont de petites bactéries coccoides, immobiles
intracellulaires obligatoires [24]. Ce dernier caractére avait pu les rapprocher des
virus mais se sont des bactéries, posseédent une paroi de structure proche de celle
des bactéries Gram négatif. Elles contiennent a la fois de 'ADN et de I'ARN,
synthétisent leurs propres protéines, acides nucléiques et lipides et sont sensibles
aux antibiotiques [25].

Les Chlamydiaceae existent essentiellement sous deux formes, le corps

élémentaire (CE) et le corps réticulé (CR).

2.1.1. Corps élémentaires (CE) :

Le CE est la forme extracellulaire responsable de linfection. Ce sont des
petites spheres métaboliguement inactives d'une taille de 0,2 a 0,4um de
diamétre, limitées par une enveloppe externe rigide de 10nm, contenant un
lipopolysaccharide (LPS) proche de celui des bactéries a Gram négatif et une
membrane interne. Cependant une caractéristique remarquable de la paroi est
'absence de peptidoglycane [26]. La membrane externe comporte plusieurs
protéines riches en cystéine : la MOMP (Major Outer Membrane Protein), omp2 et
omp3 (Outer membrane complex). Ces protéines sont responsables de la rigidité

de la membrane et de la résistance des CE dans le milieu extérieur [27].
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Figure 2.1 : modele schématique de I'enveloppe des CE de C. psittaci 6BC [28]

2.1.2. Corps réticulés (CR) :

Au contraire des CE, les CR sont non infectieux, métaboliquement actifs, plus
gros car ils mesurent environ 0,5 a 1 pm, fragiles dans I'environnement
extracellulaires et moins denses en microscopie électronique [29]. Chaque CR est

entouré de deux systemes membranaires trilamellaires distincts : la paroi cellulaire

et les membranes cytoplasmiques. lls sont toujours intracellulaires [26].

.
v
¥

Figure 2.2 : cellule infectée avec des corps élémentaire et corps réticulé de
Chlamydia [30].
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2.2. Cycle de développement des Chlamydiaceae :

Les Chlamydiaceae sont des bactéries intracellulaires obligatoires, incapable
de se multiplier dans les milieux artificiels [31]. Elles présentent un cycle de vie
treés particulier qui comporte deux stades de développement, un stade infectieux et
un stade réplicatif. Ce cycle est identique quelque soit I'espéce malgré les

différences morphologiques entre les inclusions [7].
Le cycle peut étre divisé en plusieurs étapes :

2.2.1. Attachement :

Les chlamydies préférent s’attacher a des endroits pouvant favoriser une
entrée rapide et efficace [32]. Le CE s’attache aux microvillosités de la surface
apicale de la cellule-héte (tropisme pour les cellules épithéliales bordant les
muqueuses respiratoires et digestives). Il pénétre la cellule eucaryote via des
invaginations de sa membrane plasmique formant ainsi des vésicules abritant les
CE [33].

2.2.2. Endocytose :

Les CE induisent leur propre ingestion sauf que le mode d’entré varie selon les
espéeces soit par pinocytose (processus indépendant des microfilaments), et/ou
par phagocytose (processus dépendant des microfilaments) [34]. Apres ingestion,
les CE sont contenus dans une vacuole dont la membrane est dérivée de la
membrane cellulaire modifiée par le micro-organisme [24]. Les défenses de la
cellule héte sont contournées par inhibition de la fusion du phagosome et des

lysosomes cellulaires.

2.2.3. Transformation des CE en CR :

La transformation du CE en CR se caractérise par une modification de la
structure des protéines de la membrane externe par réduction des ponts disulfure

,décondensation du chromosome, augmentation de la taille, augmentation du
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nombre de ribosomes, 8 a 12 heures de linfection, la population est presque
entierement formée de CR [7].

2.2.4. Multiplication des CR :

Les CR se rassemblent le long de la membrane de la vacuole et projettent des
flagelles creux en contact avec le cytoplasme cellulaire dont le rdle est le passage
des nutriments [7]. Une fois mature le CR se multiplie, ce qui est étonnant c’est
que toutes les especes bactériennes méme les chloroplastes se divisent grace a
une protéine nécessaire pour scission binaire sauf les chlamydies sont
dépourvues de cette protéine [35]. Un CR se divise en plus de deux cellules filles
dans des inclusions cytoplasmiques.

2.2.5. Différenciation des CR en CE :

La transformation du CR en CE passe par une forme intermédiaire et
s’accompagne d’'une réduction de la taille, condensation du nucléoide et de la

formation d’'une membrane externe rigide par polymérisation de la MOMP [7].

2.2.6. Libération des CE dans le milieu extracellulaire :

48 a 72 heures aprés linfection, les nouveaux éléments infectieux sont
expulsés de la cellule héte par lyse de celle-ci ou par exocytose [15]. Les
nouveaux CE libérés dans le milieu extérieur, peuvent aller infecter d’autres

cellules voisines en initiant un nouveau cycle.

2.2.7. Altération du cycle de développement :

Certaines conditions conduisent a I'altération du cycle de développement, ou
le CR ne se transforme pas en CE mais persiste dans une forme altéré, appelée
corps aberrant [23]. A part la persistance, les chlamydies ont la capacité d’inhiber
I'apoptose des cellules infectées utilisant des mécanismes tels que l'inhibition de
la libération du cytochrome C des mitochondries, et I'activation des voies de survie
des cellules en empéchant l'activation de certains caspases responsables de la

dégradation des protéines [36].
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Figure 2.3 : cycle de multiplication de Chlamydia trachomatis [37]

2.3. Biochimie des Chlamydiaceae :

Vu la nature des Chlamydia qui ne sont pas cultivables sur milieu acellulaire,
leur identification et la recherche des caractéres biochimiques spécifiques est
difficile [38]. L’'analyse des séquences a révélé des points importants dont le
parasitisme obligatoire des Chlamydia I'a expliqué : 'abondance des systémes du
transport impliqués dans le transfére des acides aminés et oligoéléments,
nécessaires a la synthése des macromolécules, et les systemes de sécrétion type
[Il qui assurent les échanges entre la cellule et la bactérie [39]. La croissance de
Chlamydia est assurée par l'interaction des projections a la surface de la bactérie

avec la membrane de l'inclusion [40].
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2.4. Caractéres antigéniques :

Comme pour les bactéries a Gram négatif, le LPS est 'un des composants
majeurs de la membrane externe de toutes les especes des Chlamydiaceae [41].
Le LPS est considéré I'antigéne de genre, il existe d’autres antigenes propres a
chaque espéce de nature protéique ou non [25].

Parmi les antigenes protéiques la MOMP joue un réle dans l'attachement des CE
a la cellule héte [42], elle constitue la cible la plus importante pour induire une
réponse immunitaire forte et protectrice. La membrane externe comporte aussi la
omp3 et la omp2 qui sont des protéines riches en cystéines [43]. Les Pmp
(polymorphic membrane proteins), joue un réle de tropisme de C. abortus a leur
héte [44]. Au moins 6 protéines de la famille Pmps ont été identifiees dans la
membrane externe de C. abortus [45], [46], [47].

Les Chlamydiaceae possedent plusieurs autres antigenes comme les porines,
les protéines de choc thermique, les protéines de la membrane d’inclusion dont le
réle est I'interaction entre l'inclusion et le cytoplasme de la cellule héte [48], les
systemes de seécrétion de type lll et les projections de surface (est un systeme

d’injection de molécules effectrices de la virulence) [49], [50], [51].
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CHAPITRE 3

EPIDEMIOLOGIE DE LA CHLAMYDIOSE ABORTIVE DES PETITS
RUMINANTS.

3.1. Rappel sur la Chlamydiose abortive des petits ruminants :

La Chlamydiose abortive est une infection bactérienne due a C. abortus
responsable de troubles de la fertilité, d’avortements et de métrites chez les
ruminants. Il s’agit de I'une des principales causes d’avortements chez les ovins et
les caprins, mais elle peut toucher également les bovins, les équins et les porcins
[29], [52], [53].

La maladie se traduit principalement par des avortements deux a trois
semaines avant la fin de la gestation. Chez les ovins I'évolution est généralement
favorable, la brebis est rarement malade sauf qu’elle présente des écoulements
vulvaires avant I'avortement [29]. L'infection peut se traduire également par des
atteintes inflammatoires localisées au niveau de l'appareil génital occasionnant
des métrites [54]. Au début de la gestation I'infection peut causer la mortalité
embryonnaire qui passe inapercue, la brebis revient en chaleur tardivement [55].
Si la brebis s’infecte aprés 110 jours de la gestation, elle ne sera pas exposée a
'avortement dans cette gestation [56]. Parfois les brebis peuvent aller jusqu’au

terme et donner naissance a des agneaux mort-nés ou chétifs [16].

Chez les caprins l'infection par C. abortus se caractérise par des avortements a
n'importe quel stade de la gestation, mais la plupart des avortements se situent
dans les 2 a 3 semaines de la fin de la gestation, des mort-nés ou des naissances
prématurées des chevreaux faibles. Les chévres peuvent avorter et se
manifestent en plus de la rétention placentaire qui est frequemment observée par

rapport aux brebis suite a I'avortement [57], [58], [59].
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Les souches de C. abortus sont également responsables de nombreuses
infections locales. Les agneaux infectés in utero peuvent survivre et présenter
des entérites, arthrites, ou des problemes respiratoires [60]. Chez les béliers et les
boucs, C. abortus peut causer des orchites, des épididymites et des vesiculites
[61]. En plus des avortements, les chévres peuvent manifester des rétentions de
I'arriere-faix, des pneumonies secondaires, des conjonctivites, des polyarthrites ou
des mammites [62], [63].

bY bY

Une infection naturelle a C. abortus donne lieu a l'immunité acquise a
médiation cellulaire, cette derniere permet de prévenir I'avortement lors de la
gestation suivante et méme a vie chez les brebis [64], [65], [66]. C'est une
infection latente, elle ne peut étre détectée qu'a partir de 90°™ jour de la gestation
[67]. Les brebis développent une réponse a séroconversion contre MOMP ou
POMP de Chlamydia [68]. Aprés une infection expérimentale durant la gestation
ou avant la lutte il y a un pic de production d’anticorps anti-chlamydia qui décline
rapidement. Le taux reste bas jusqu'a la gestation suivante durant laquelle la
bactérie se multiplie provoquant une placentite avec augmentation du titre
d’anticorps jusqu'a des taux tres élevés et persiste pendant au moins deux ans
[60] [,69], [70].

L’infection persistante peut se mettre en place suite a certains mécanismes qui
font appel a la production de cytokines, en particulier les INF-y, et a I'activation de
réactions biochimiques intracellulaires qui limitent la multiplication de Chlamydia
[66], [71].

3.2. Epidémiologie descriptive et analytique :

La Chlamydiose abortive est 'une des maladies figurant dans la liste de I'Office
International des Epizootie (OIE) «catégorie des maladies et des infections des
ovins et des caprins » pour limiter sa propagation, se qui signifie qu’elle possede
les criteres d’inclusion dans cette liste :
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- Propagation internationale de I'agent pathogene.

- Transmission naturelle a 'lhomme et I'infection humaine est associée a des
conséquences graves.

- La maladie provoque une morbidité ou une mortalité significative.

- Existence d'une méthode de détection et de diagnostic fiable [72].

3.2.1. Répartition géographique et prévalence :

La Chlamydiose abortive des petits ruminants est décrite pour la premiére fois
en Grande-Bretagne et en Ecosse en 1950 sous l'appellation d’avortements

enzootiques des brebis [65].

Cette maladie a une répartition mondiale. Des études réalisées aux pays du
Maghreb montrent de variables taux de séroprévalence. En effet 25.4% a 65%
des troupeaux visités en Tunisie étaient positives [73]. Un taux de 28,6% a été
trouvé au Maroc [74]. Plusieurs études ont été menées dans d'autres pays a
savoir la Jordanie avec un taux de 21,8% pour les ovins et 11,4% pour les caprins
[75]. En Irlande la prévalence était de 4,75% [76]. En Turquie le taux était de 9,
86% [77]. La seéropositivité était de 21,3% chez les brebis ayant avortées au
Mexique [78].

La premiere détection de Chlamydia chez les petits ruminants en Algérie a été
réalisée par Dumas les années 70 dans la région de I'Hoggar utilisant la réaction
de fixation du complément (RFC) comme utile de diagnostic [4]. Récemment, une
enquéte de seéroprévalence au Nord-Est de I'Algérie menée sur des brebis
sélectionnées au hasard (agées entre 29 et 56 mois) révele 70,4% des troupeaux
infectés par des Chlamydiaceae (si un cas est positif tout le cheptel est considére
comme infecté). Le test utilisé est 'ELISA kit LSIVET Ruminant Serum

Chlamydiosis, France [5].

Toutefois, la comparaison de ces études est entravée par plusieurs paramétres
tels que le type de I'enquéte, la taille et la gestion de I'élevage et les techniques
utilisées lors de diagnostic (ELISA, RFC, PCR, et autres).
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3.2.2. Source de 'agent pathogéne :

Les femelles infectées et exposées a l'avortement constituent la source
principale de C. abortus. Ce dernier est excrété massivement dans le placenta et
les eaux foetales des animaux qui avortent et d’'une moindre importance dans les
urines, les feces et le lait [79], [80], [81]. La transmission de C. abortus dans le lait
ou le colostrum n’était pas prouveée [82], [83], [84]. Les béliers peuvent s’infecter et
excréter les bactéries dans leurs semences apres une lutte naturelle avec des
brebis infectées [85]. Une brebis infectée peut transmettre C. abortus a ses
agneaux in utero. Les agnelles nées de brebis ayant avortées et conservées pour
le renouvellement du troupeau, sont prédisposées a avorter a leur tour lors de
leurs premiéres saisons de la reproduction et une autre source de C. abortus se
forme [29], [55], [86], [87]. Les agneaux infectés in utero ou par voie uro-nasale

seront des béliers porteurs et excréteront C. abortus dans le sperme [88].

3.2.3. Résistance dans le milieu extérieur :

C. abortus est relativement stable dans le milieu extracellulaire sous forme de
CE [27]. Durant la saison d’agnelage les CE peuvent résister dans
I'environnement et conserver leur pouvoir infectieux pendant des jours, voire des
mois a trés baisse température [55]. La survie des bactéries est de 4 a 5 jours

dans le placenta et 48 heures dans les urines [89].

3.2.4. Transmission entre animaux :

La transmission directe par voie respiratoire, orale et oculaire suite a
linhalation d’aérosols dans un environnement contaminé, lingestion de
microorganismes présents dans la nourriture ou de I'eau contaminée, le Iéchage
d’animaux contaminés par les tissus ou les liquides placentaires joue un role
majeur. La transmission indirecte par voie transplacentaire et vénérienne joue
aussi un réle non négligeable [69], [90]. Une étude réalisée en 2006 prouve le réle

de l'amibe, retrouvée dans le sol et les milieux aquatiques, comme réservoir
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potentiel de Chlamydia [91]. C .abortus est aussi isolé chez les chats et les chiens

vivant dans des fermes abritant des ruminants infectés [18].

3.2.5. Transmission a 'hnomme :

La Chlamydiose abortive est une zoonose particulierement dangereuse pour
les femmes enceintes [90]. La suspicion que C. abortus, responsable des
avortements des petits ruminants, est le méme responsable des avortements chez
les femmes est documentée en 1967 [92]. La suspicion est confirmée suite a
l'isolement de C. abortus a partir du placenta et le foeetus d’'une femme qui a
assisté un agnelage dans une ferme ou des brebis ayant avortées [93], [94]. La
transmission s’effectue par voie orale ou respiratoire suite au contact avec un
animal infecté ou de leurs produits (les eaux fcetales, placenta, fluide vaginal) [70],
[95], Chez la femme enceinte la maladie commence sous forme d’une grippe
associée généralement a des douleurs abdominales suivie d’avortement avec
parfois des complications telles que linsuffisance rénale et hépatique [96].
L’infection chez 'lhomme s’exprime par des conjonctivites ou syndrome grippale
[97]. Les avortements causés par C. abortus chez les femmes sont confirmés
dans plusieurs pays comme les pays bas [98], la Suisse [99], la France [100],
I'ltalie [101].

3.2.6. Cyclicité de la maladie :

Lors de la primo- infection d’un troupeau, les avortements peuvent prendre un
caractére enzootique avec un taux arrive a 30% des brebis gravides [55], [65].
Aprées la primo-infection le taux d’avortement diminue pour atteindre 10% des
gestantes, puis un nouvel épisode abortif se produit sur les primipares et les
animaux nouvellement introduits qui s’infectent par les Chlamydia excrétés des

femelles ayant déja avortées immunisées mais séropositives [90], [102],[103].
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3.2.7. Facteurs de risque :

3.2.7.1. Facteurs d’introduction :

L'introduction dans un cheptel de nouveaux animaux (brebis, béliers ou
agnelles et agneaux), dont le statut infectieux est inconnu, constitue un facteur de
risque d’introduction si les animaux étaient des infectés latents par C. abortus [55],
[104], [105].

La lutte naturelle est parmi les pratiques couramment réalisées, sauf que les
béliers peuvent s’infecter et excréter les bactéries dans leurs semences aprés une

lutte naturelle avec des brebis infectées [85], [88].

3.2.7.2. Facteurs de diffusion :

Apres les avortements dus a des chlamydies, les gestations et les agnelages
ultérieurs sont normaux suite a une immunité suffisante, mais les brebis excretent
des bactéries par leur appareil reproducteur pendant au moins 2,5 a 3 ans [60],
[106]. Certains auteurs prouvent la possibilité d’excrétion de C. abortus par des
brebis ayant déja avortées lors des ovulations et des mise-bas suivantes [65],
[107]. Chez les chévres, les sécrétions peuvent contenir des bactéries neuf jours
ou méme parfois deux semaines avant et deux semaines apres I'avortement [55],
[59]. Donc le fait de ne pas séparer les femelles ayant avortées de reste du
cheptel, conduit a la diffusion de C. abortus.

Le placenta et I'avorton constituent une source importante de C. abortus, la
contamination placentaire moyenne est de 2,7.10" bactéries par microgramme de
cotylédon infecté [108], s’ils ne sont pas ramassés peuvent souiller la litiere qui a
son tour contamine les femelles placées dans I'endroit des celles ayant avortées,

en cas ou la litiere n’est pas changée [55].

Dans le but de renouveler le cheptel les éleveurs procédent a garder les
descendants alors que si les brebis sont infectées par C. abortus elles peuvent le

transmettre a ses agneaux in utero et une autre source de C. abortus est
constituée [29], [55], [86], [87].
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Le probléme des facteurs de risque était I'objectif de certaines études. Celle
réalisée en Tunisie a ramené comme résultats: [I'historique d’avortement,
'emprunt de bélier, 'avortement 'année précédente a I'enquéte, I'avortement chez
les voisins et la présence de bovins avec le troupeau des petits ruminants
présentent les principaux facteurs ayant une influence sur les avortements. Alors
que lintroduction de nouveaux animaux, le contact avec d’autres troupeaux,
I'achat de nouvelles brebis et la race n’ont aucune influence [109].

Une enquéte algérienne a montrée que I'age, la région, la désinfection, le
probléeme de morts nés et agneaux chétifs ou avec septicémie ont une influence
sur la séropositivité lié aux infections par les chlamydies. Alors que pas
d’association de seéropositivité avec la taille de troupeau et I'historique des

avortements [5]



CHAPITRE 4

DIAGNOSTIC

4.1. Diagnostic clinique :
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Lors de la Chlamydiose abortive les femelles infectées présentent rarement

d’autres signes cliniques que l'avortement. Les avortements se produisent

principalement en dernier tiers de la gestation avec un taux dépasse les 25% des

femelles gestantes dans un cheptel. Des mises-bas prématurées ou a terme de

produits chétifs, de troubles de la reproduction et des atteintes ostéo-articulaires,

respiratoires et nerveuses peuvent étre aussi observés [54], [58]. En absence des

signes clinigues et des Iésions spécifiques, le diagnostic ne pourra étre établi que

par les examens du laboratoire.

4.2. Diagnostic différentiel :

Maladie et agent | Période Signes cliniques Lésions
pathogéene d’avortement
Placenta
lésions non
spécifiques,
Chlamydiose Fin de gestation | Avortement, métrite, | cotylédons
abortive arthrite, pneumonie, | NéCcroses
C. abortus conjonctivite, épididymite, | Foetus
orchite (chez le male). cedéme,
pétéchies sur
le nez, Ila
bouche, la
conjonctive et
les organes
internes.
Fievre Q Fin de gestation | Avortement, rétention | Placenta
Coxiella burnetii | surtout. placentaire, métrite et | |ésions non
infertilité, pneumonie | spécifiques,
[110]. cotylédons
nécroses
Foetus :

ocedéeme,
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pétéchies sur
le nez, la
bouche, la
conjonctive

et les organes
internes [54].

Brucellose

B. melitensis
B. abortus
B.ovis

Fin de gestation

Avortement, Epididymites,
orchites, arthrite, métrite
(rare) [54].

Placentite
toujours
présente sans
lésions
caractéristique
[58].

Campylobactérios | Fin de gestation | Avortement, métrite, | Gros foyer de
e péritonite. nécrose (de la
C. foetus 3 cm de
C. jejuni diametre) sur
le foie de
foetus ovins
[58].
Listériose Dernier tiers de | Signes d'atteintes | Petits  foyers
L. gestation nerveuses (Circling | de nécrose sur
monocytogenes Disease), le foie et les
Mammite [111]. cotylédons
[112].
Salmonellose Deuxieme Avortement, forme
S. abortus ovis moitié de | pulmonaire et septicémie
gestation et | chez les agneaux [113],
méme des | [114].
périodes plus
précoces [113].
Border Disease La fin de | Avortement, naissances
BDV deuxieme mois | d’agneaux prématures,
de gestation | trembleurs chétifs ou
[115]. malformeés
Les chévres gravides
présentent des placentites
séveres et un fort taux de
mortalité foetale.
Toxoplasmose Fin de gestation | L’avortement est | Placenta :
Toxoplasma caractérisé par des | foyers de
gondii agneaux apparemment | nécrose
sains et un foetus momifié | blanchatres
chez la méme femelle | d'aspect
[97]. crayeux
(calcification
de 2 cm)
Foetus :

momifié [97].
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4.3. Diagnostic de laboratoire :

4.3.1. Diagnostic direct :

Le diagnostic de la Chlamydiose abortive dépend de lisolement de l'agent
causal. Les prélevements les plus indiqués sont présentés par les cellules
vaginales prélevées, des femelles des petits ruminants, le jour de I'avortement ou
quelques jours plus tard a laide des écouvillons vaginaux stériles. Les
prélevements tissulaires tels que les cotylédons atteints, les membranes

placentaires, les poumons ou le foie du feetus sont aussi indiqués [108], [116].

4.3.1.1. Examen microscopique :

Bien que I'examen microscopique soit peu sensible et peu spécifique et s’il est
souvent difficile de distinguer C. abortus de Brucella et Coxiella [54], les lames
colorées peuvent étre conservées et envoyées a un laboratoire spécialisé pour la
confirmation [117].

La bactérioscopie correspond a la recherche de la bactérie au microscope aprés
coloration de Stamp, Gimenez ou Machiavello sur des frottis a partir du contenu
stomacal de l'avorton, écouvillons vaginaux de la mere prélevés le plus t6t
possible de lI'avortement ou un calque de cotylédon [55], [65]. La coloration de
Stamp présente une technique de routine de diagnostic de la Chlamydiose
abortive en médecine vétérinaire ou les Chlamydia apparaissent sous forme des

petits points rouge brillants [117].

4.3.1.2. Isolement :

Les chlamydies peuvent étre isolées sur des ceufs embryonnés de poulet ou
des cultures cellulaires. L'isolement nécessite des prélévements riches en cellules

infectées par Chlamydia et indemnes de toute contamination [118].

Les ceufs embryonnés : L’échantillon a analyser, a partir des mucus vaginaux ou
des plages obtenues sur des cultures cellulaires, est inoculé dans le sac vitellin
d’embryons agés de 6 a 8 jours incubés a 37 °C. Les embryons infectés meurent
entre le 4° et 13° jour suivant linoculation. A la mort de I'embryon, I'ceuf est
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autopsié, pour confirmer lI'implication de Chlamydia [116], [118]. Un prélévement
pourrait étre réalisé sur I'ceuf autopsié et cela pour l'analyser par Polymerase
Chain Reaction en temps réel (PCR-RT).

Culture cellulaire : La culture de C. abortus dans le but de lisoler, peut étre
effectuée sur les cellules McCoy (lignée de cellules synoviales humaines), BGM
(Buffalo green monkey) ou BHK (Baby hamster kidney) [119], [120].

La culture sur BGM dans le but d'isoler des chlamydies, consiste a cultiver les
cellules BGM dans un milieu additionné de 5% de sérum foetal et 5% de CO, a
37°C. Les cellules monocouches obtenues apres incubation sont utilisées pour
tester le prélevement, quelque soit des écouvillons vaginaux ou organes. Deux a
dix jours apres l'incubation les monocouches subissent un test réactif, ce dernier
consiste a utiliser des anticorps fluorescents monoclonaux dirigés contre le LPS
chlamydial. Le prélévement est considéré positif si des inclusions, spécifiques du
genre Chlamydia, sont observées [121].

4.3.1.3. Technique ELISA :

La détection des antigénes par Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
a partir d'un broyat de placenta ou écouvillon vaginal dans les trois jours suivant
I'avortement est possible grace a des trousses commercialisées de diagnostic. Sur
des coupes histologiques, la détection des antigenes peut étre réalisée en utilisant
des anticorps anti-Chlamydia couplés a la phosphatase alcaline dirigés contre le
LPS [70], [54].

4.3.1.4. Immunofluorescence direct (IF) :

Le principe de I'lF direct ressemble a celui de 'ELISA direct, il repose sur la
mise en évidence d’antigenes bactériens, a l'aide d’anticorps monoclonaux
marqués a la fluorescéine [122].

Le diagnostic direct par immunofluorescence présente I'avantage d’étre beaucoup
plus sensible et spécifique bien qu’en médecine vétérinaire I'utilisation de cette

technigue pour la mise en évidence des Chlamydiaceae est rare [117].



34

4.3.1.5. Détection des acides nucléiques :

L’amplification génomique est la méthode de choix pour la détection de
Chlamydia, la Polymerase Chain Reaction (PCR) de par sa sensibilité tres élevée
et sa rapidité de mise en ceuvre. L'utilisation d’amorces spécifiques pour cette
amplification permet de distinguer aisément les différentes espéces de Chlamydia
[15], [123], [124]. En premier temps le prélevement (écouvillon vaginal) est soumis
a une extraction d’ADN a l'aide du kit Qiamp DNA mini kit (Qiagen). L’ADN élué
avec 150 ul de tampon AE, est analysé ensuite a l'aide d’'une PCR en temps réel
permettant la détection quantitative de toutes les bactéries appartenant a la famille
des Chlamydiaceae [124]. Les échantillons positifs sont ré-analysés a l'aide de
PCR en temps réel spécifiques des espéces C. abortus et C. pecorum.

Afin de bien comprendre les relations génétiques entre les différentes souches
dans une espece donnée, un génotypage plus approfondi des échantillons
analysés par PCR -RT est mis en ceuvre, reposant sur la technique de MLST
(Multilocus Sequence Typing). Le principe est de comparer des séquences d’ADN
de génes de ménage (housekeeping gene) et de génes de virulence de différents
fragments [125].

L’ADN peut étre également analysé par MLVA (Multi-Loci VNTR « variable
number of Tandem Repeats » Analysis). Cette technique consiste a rechercher les

séquences répétées présentes sur le génome de I'échantillon a étudier [126].

4.3.2. Diagnostic indirect (sérologique) :

Si parfois il n'a pas été possible disoler C. abortus, il est possible de
rechercher la preuve de son intervention par la présence d’anticorps spécifiques.
Une sérologie positive ne peut établir qu'un diagnostic de présomption. Elle
permet uniquement de refléter le contact de I'animal avec I'agent abortif, sans dire
si I'infection est encore active ou non et sans distinguer une infection latente d’'un

épisode abortif [54].
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4.3.2.1. Réaction de fixation du complément (RFC) :

Le diagnostic sérologique de la Chlamydiose abortive par la RFC a été
couramment le plus utilisé pour détecter I'infection, et il est recommandé par OIE
[127].

Les sérums collectés au moment de I'avortement et au plus tard 3 semaines apres
peuvent révéler une élévation du titre d’anticorps [116]. Comme I'antigene utilisé
est un antigéne de groupe commun a tous les membres du genre Chlamydia, la
RFC détecte le contact de I'animal avec toutes les chlamydies.

Ceci a amené a standardiser la méthode et définir un seuil a partir du quel les

animaux sont considérés comme atteints de Chlamydiose abortive [117].

4.3.2.2. Immunofluorescence indirecte (IFI) :

L’immunofluorescence indirecte s’avere souvent plus sensible que la fixation
du complément. Elle exige un examen au microscope qui n’est pas automatisable
et elle est peu utilisable en médecine vétérinaire [54]. L'inconvénient pour cette
technique c’est qu’elle présente des réactions croisées avec C. pecorum a cause

de l'utilisation des mémes antigénes que la fixation de complément [128].

4.3.2.3. Technique d’ELISA :

Le test ELISA est rapide, simple et permet de tester un grand nombre de
prélévements car il est facilement automatisable [54]. Plusieurs tests d’ELISA ont
été proposés pour le diagnostic de la Chlamydiose abortive en utilisant du LPS
purifié des CE [129] ou un extrait protéique total des CE [130].

Le test rELISA (recombinant ELISA) utilise un antigene recombinant, ne différentie
pas entre C. abortus et C. pecorum [128].

Le test CELISA (compétition ELISA) consiste a utiliser des anticorps monoclonaux
spécifiguement dirigés contre la MOMP dont la fixation est empéchée par la
présence des anticorps de sérum positifs [131].

Les tests rELISA et cELISA sont plus sensibles et plus spécifiques que la RFC
[116].
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CHAPITRE 5
TRAITEMENT ET PROPHYLAXIE

5.1. Traitement :

L'oxytetracycline longue action est le traitement de choix pour la
Chlamydiose abortive. Son efficacité a été contr6lée en infection expérimentale
uniguement pour C. abortus [90]. Des traitements a base de tétracycline
administrés durant la premiére moitié de la gestation peut controler et limité la
gravité de la placentite, bien que le taux de succes est limité [58], [63], [132].

Pour réduire le nombre d’avortements, des injections de I'oxytetracycline longue
action a la dose de 20 mg/kg administrées en intramusculaire a des brebis
gravides dans le dernier mois de la gestation sont couramment réalisées [55]. Le
traitement est habituellement renouvelé a intervalle de 15 a 20 jours jusqu'a la fin
des mises bas [3].

Les molécules citées empéchent la croissance de la bactérie mais n’éliminent pas

I'infection ni la sévérité des Iésions placentaires préalablement installées.

5.2. Prophylaxie :

5.2.1. Prophylaxie sanitaire :

Le contréle sanitaire des avortements enzootiques fait appel a une amélioration
des pratiques d’élevage, dont les mesures classiques d’hygiene et de précautions
lors de l'introduction de nouveaux animaux dans un troupeau indemne peuvent
étre efficaces [55]. Dans un troupeau infecté les femelles prétes a mettre bas
doivent étre séparées des femelles ayant avortées. Les placentas, les avortons et
les agneaux morts nés doivent étre éliminés [120], parce que les corps
élémentaires peuvent conserver leur pouvoir infectieux pendant des jours dans

I'environnement, voire des mois a trés basse température ce qui signifie que les
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produits de Il'avortement peuvent constituer un réservoir et jouer le role de

vecteurs passifs dans la transmission de C. abortus aux brebis [120], [29].

A fin de limiter la transmission de la maladie d’'un pays a l'autre I'OIE a fixé des
regles lors d’importation d’ovins ou de caprins de reproduction, de semence
d’ovins ou d’embryon d’ovins. Les produits cités ne peuvent étre importés sans

certificat vétérinaire international attestant que :

- Les animaux sont indemnes et présentent des résultats négatifs lors des
épreuves du diagnostic.

- Les geéniteurs ayant fourni la semence et les femelles donneuses
d’embryons ne présentaient aucuns signes cliniques de Chlamydiose
abortive le jour de collecte de semence et d’embryons, et ont séjourné dans
des exploitations indemnes [133].

5.2.2. Prophylaxie médicale :

Compte tenu des pertes économiques (avortement en masse) et le risque
zoonotique engendrées par C. abortus, la vaccination peut jouer un réle primordial
lors de la prévention. Plusieurs pays, comme la France, vaccinent leurs cheptels
contre la Chlamydiose abortive des petits ruminants sauf qu’en Algérie cette

pratique n’existe pas.

La vaccination annuelle est recommandée dans les zones endémiques, quatre
a six semaines avant la saillie des brebis avec une seconde dose un mois plus
tard [58]. Le vaccin vivant atténué est la seule solution a I'assainissement d’un
troupeau infecté mais elle atteint ses limites tant que le cheptel subsiste des

animaux infectés latents [105].

Pour éradiquer I'infection dans un troupeau il faut environ 3 ans si tout le
troupeau est vacciné la premiere année et les animaux de renouvellement les
années suivantes. Il faudra environ 5 ans si la vaccination annuelle concerne

seulement les jeunes [90], [102].
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Pour obtenir les résultats souhaitables le protocole de vaccination doit étre
respecté. En une seule injection, le vaccin est introduit a la dose de 2 ml par la
voie sous cutané ou intramusculaire [134].

Apres le traitement des femelles gestantes a la tétracycline longue action tout le
troupeau doit étre vacciné dont :
e les femelles ayant déja avortées étant immunisées, le vaccin n’est pas
nécessaire car il ne modifie pas le cours de l'infection.
e la vaccination des agnelles infectées in utero ne sera pas protectrice
donc la vaccination des femelles gestantes est inutile [90].
e Les agnelles et les chevrettes doivent étre vaccinées dés l'age de 3
mois, car les anticorps colostraux dirigés contre C. abortus persistent

chez les agneaux de brebis infectées pendant six semaines [69].

Les béliers doivent également étre vaccinés dans la mesure ou le risque de
transmission vénérienne de C. abortus n’est pas exclu [88] et pour prévenir
I'hypofertilité suite aux orchites et des épididymites apres une phase de
chlamydémie [29], [61].
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CHAPITRE 6

PARTIE EXPERIMENTALE

6.1. Problématique :

Les métrites, les infertilités et les avortements sont les principaux problémes de
la reproduction des ruminants. Parmi ces problemes, les avortements sont a
I'origine des grosses pertes économiques liées a la perte séche des feetus, a la

production laitiere ainsi qu’aux colts d’entretien des femelles non productives.

En Algérie, les avortements chez les ruminants ont été abordés par certains
auteurs [135], [136], qui ont bien montré I'importance des avortements dans les
cheptels. Selon KHALED et al., [137], les avortements chez les ruminants sont
favorisés par certains facteurs de risque. Vu I'importance des facteurs de risque
qui favorisent les avortements, une enquéte par questionnaire a été réalisée dans
le but d’étudier ces facteurs et principalement ceux liés a la Chlamydiose abortive

chez les petits ruminants.

La Chlamydiose abortive est une infection bactérienne pouvant affecter de
nombreuses espéces animales. L'importance de cette maladie apparait dans les
troupeaux des petits ruminants nouvellement infectés parce que 30 % des
femelles gestantes peuvent avorter suite aux chlamydies, le taux d’avortement
pouvant méme atteindre plus de 60 % pour les troupeaux caprins [90]. Chez les
petits ruminants, le nombre élevé d'avortements se maintient généralement
pendant 2 a 3 ans avant de diminuer fortement. lls affectent alors moins de 10%
des femelles gravides et tout se passe comme si la maladie semblait disparaitre
de l'élevage. Aprés quelques années, la chlamydiose se remanifeste par un
nouveau pic d'avortements survenant chez la quasi-totalité des primipares [29],
[87]. A part I'avortement, linfection peut donner comme résultat des agneaux

chétifs développent des problémes respiratoires, articulaires et digestifs [3].
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Cette maladie s’avére souvent prépondérante chez les petits ruminants avec des
taux variables selon les pays: en Tunisie 25,4% a 65% [73], au Maroc 28,6%
[74],en Irlande 4,75% [76], en Turquie 9,86% [77], au Mexique 21,3% [78]. En
Algérie trés peu d’études ont été realisées, on cite I'enquéte réalisée par DUMAS
[4], et celle réalisée par HIRECHE qui a déterminé un taux de 70,4% [5]. En plus
la Chlamydiose abortive chez nous, ne fait pas partie d’'un programme national de
dépistage systématique, contrairement a la brucellose. Le manque d’études
réalisées et les informations épidémiologiques sur la Chlamydiose abortive nous
ont conduits a entreprendre des études sur I'importance de cette pathologie dans
les élevages des petits ruminants, les espéces bactériennes impliquées et la

séroprévalence de cette pathologie en Algérie.

La Chlamydiose abortive est une zoonose qui a été longtemps négligée en
Algérie, car elle est souvent confondue avec la brucellose. Les souches
bactériennes affectant les ruminants sont potentiellement transmissibles a
I'nomme et peuvent s'avérer dangereuses notamment pour les femmes enceintes,
la maladie se traduira chez elles par des nausées, des vertiges, des avortements,
voire des mortinatalités [90], sauf que I'implication de la maladie chez les femmes

n’était pas parmi nos objectifs.

Pour répondre aux questions posées, nous avons entamé le présent travail en

nous fixant les objectifs suivants :

1- Etude des facteurs de risque lies aux avortements chez les petits
ruminants, par le biais d’'une enquéte par questionnaire.

2- Définition des facteurs de risque liés a la Chlamydiose abortive a partir de
I'enquéte par questionnaire.

3- Etude de la circulation de C. abortus dans certaines wilayas de la région

Centre.
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6.2. VOLET 1 : Enquéte par guestionnaire :

Afin d’avoir une idée sur les avortements infectieux et les facteurs favorisants
la persistance des agents pathogenes dans les cheptels des petits ruminants, il a
éte jugé pertinent de procéder a une enquéte par questionnaire destiné aux

éleveurs des petits ruminants de la région Centre de I'Algérie.

6.2.1. Présentation de la zone d’étude :

La région Centre de I'Algérie se situe entre la région cotiere méditerranéenne
et I'Atlas saharien. Elle jouit d’'un climat tempéré, de type méditerranéen, est
caractérisé par des précipitations essentiellement hivernales, irrégulieres et
inégalement réparties. La moyenne des températures minimales du mois le plus
froid est comprise entre 0 et 9 °C et la moyenne des températures maximales du

mois le plus chaud varie de 28 °C a 31 °C.

L’élevage ovin est de type sédentaire et en stabulation pendant la période
hivernale. Il est trées souvent associé a I'élevage des caprins. La taille des
troupeaux est petite, de 10 a 20 brebis suivant la taille des exploitations. Les

disponibilités fourragéeres sont trés faibles en zone de montagne [138].

Nord d' Algerie

Ghardaia

Figure 6.1 : carte géographique de la zone d’étude
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6.2.2 .Modalité du recueil des données :

Les informations ont été recueillies par le biais d’'un questionnaire (Appendice
B) destiné aux éleveurs des petits ruminants et distribué aux vétérinaires
praticiens, de la région Centre de [I'Algérie, qui ont posé les questions aux

éleveurs a I'occasion de leurs visites du travail.

6.2.3. Données collectées :

Les informations recueillies par un questionnaire constitué de questions
fermées font appel au systeme de réponse a choix multiple, le vétérinaire n'ayant
gu'a coché la case correspondante a la réponse de I'éleveur. Ce systeme
présente une meilleure exploitation grace au bon taux de réponse des personnes

enquétées.
Le questionnaire est formé de 7 questions, dont le but de chaque question est :

e ancienneté : 'ancienneté de I'éleveur nous permet d’obtenir des réponses,
relatives aux avortements, plus fiables.

e mise en évidence la fréquence des avortements.

e description des avortements selon lallure, la saison et le stade de
gestation.

e description des symptbmes associés aux avortements afin de limiter les
agents de suspicion.

e détermination des facteurs de risque qui favorisent la dissémination des

agents pathogenes dans les cheptels.

6.2.4. Traitement des données et résultats :

Le questionnaire était tiré au nombre de 200 exemplaires, nous avons pu
récupérer 154 questionnaires dont les réponses n’étaient pas complétes pour les
7 questions en cas ou I'éleveur répond gu'il n’a jamais observé des avortements, il

n'a pas répondu a la 3éme, 4éme et 5éme question.
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Question N° 1

Depuis quand étes vous dans le domaine de I'élevage ?

0,
oo |21 o
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%
5,00%
0,00%

lab5ans 5a10ans 10 a 20 ans plus 20 ans

Figure 6.2 : nombre d’années d’expérience des éleveurs enquétés

Les résultats obtenus montrent que la plupart des éleveurs ont une expérience
moyenne allant de 1a 10 ans. 29,8% représente la majeure partie des éleveurs
avec 5 a 10 années d’expérience, la seconde catégorie est représentée par 27,9%

avec la 5 années d’expérience.

Question N°2

Rencontrez-vous des avortements dans vos élevages ?

64,93%

17,53% 17,53%

— .

Jamais 1lou 2 cas/cheptel Plusieurs cas /cheptel

Figure 6.3 : fréquence des avortements observés

La plupart des réponses étaient de 1 ou 2 cas d’avortement par cheptel par an
avec un pourcentage de 64,9%, certains éleveurs ont donné méme un

pourcentage de 3 a 5% pour cette proposition. Les propositions jamais et



44

plusieurs cas par cheptel par an sont présentées par un méme pourcentage qui
est de 17,5%.

Question N°3

Comment se présentent les avortements ?

Cette question permet de donner une description des avortements selon 3
parametres : I'allure, le stade de gestation et la saison. La description nous oriente

vers la suspicion des maladies abortives d’origine infectieuse.

70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00% 10,4%
10,00%

0,00% -

57,6%

q

Variable Sporadique Enzootique

Figure 6.4 : description des avortements selon I'allure

Les résultats indiquent que la majeure partie des avortements observés par les
éleveurs ont une allure sporadique pour 57,6% des cas ou faiblement enzootique
pour 10,4%.
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Figure 6.5 : description des avortements selon le stade de gestion

Selon les réponses des éleveurs la plupart des avortements surviennent en fin

de gestation avec un pourcentage de 32%, et en au milieu de gestation pour

16,8% des cas. La part des avortements observés au début des gestations ne

dépasse pas les 8%.

60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

48,8%

Automne

Hiver

Printemps

Eté

Variable

Figure 6.6 : description des avortements selon la saison

Pour la saison d’observation des avortements, les résultats indiquent que les

avortements surviennent tout au long de I'année avec un pourcentage élevé en

hiver avec 22,4%, en automne pour 16,8% puis en printemps et I'été en faible

pourcentage qui présente 7,2% et 4,8% respectivement.
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Question N°4

Quels sont les symptémes qui sont associes aux avortements ?

50,00%
40.00% 38,5% 39,2%
, (]

30,00% - 77 1%

20,00% -

10,00% -

0,00% i T 1
Rétention Métrite Autre
placentaire

Figure 6.7 : symptémes associés aux avortements

D’apres nos résultats la majeure partie des avortements était associe a des
métrites (39,2%) et des rétentions placentaires (38,5%). Pour la proposition
*autre* certains éleveurs ont répondu que les avortements sont accompagneés

parfois des mammites, fievre et anorexie.

Question N°5

Comment réagissez-vous devant un avortement ?

50,00% 39,2%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Isolement de la Destruction des Enveloppes et Autres
femelle qui a avorté enveloppes etles  avortons donnés
avortons aus carnivores
doméstiques

Figure 6.8 : réaction des éleveurs en cas d’'avortement

La plupart des éleveurs (39,22%) font la destruction de Il'avorton et les
enveloppes feetales. Le pourcentage des éleveurs qui isolent la femelle qui a
avorté est de 28,1%. La catégorie des éleveurs, distribuant les enveloppes et les
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avortons aux carnivores domestiques, représente 26,5%. Pour la proposition
*autre* les éleveurs ont répondu qu'ils procédaient a la désinfection de I'endroit de

'avortement.

Question N°6

Quelle est la fagon de renouvellement de cheptel ?

60,00%
50,00%
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -
0,00% -

48,8%

41,2%

9,9%

Garder les descendants Ramener des animaux des Acheter les animaux du
cheptels avoisinants marché

Figure 6.9 : fagon de renouvellement de cheptel

La majorité des éleveurs (48,8%) gardent les descendants pour le
renouvellement de cheptel. Dans 41,2% des cas les éleveurs préferent acheter
des animaux du marché afin de renouveler le cheptel, alors que 9,9% des

éleveurs rameénent les animaux des cheptels avoisinants.
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Question N°7

Comment réagissez-vous devant un nouvel animal dans I'exploitation ?

40,00% 36,3%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%

Renseignement sur Consultation Pratique de la mise Intégration directe

I'état sanitaire de médicale en quarantaine dans le chetel
I'animal

Figure 6.10 : réaction en cas d’'introduction d’'un nouvel animal

La plupart des éleveurs (36,3%) inteégrent le nouvel animal directement dans le
cheptel. Certains d'autres (28,4%) se renseignent sur I'état sanitaire de I'animal
auprés de son ancien propriétaire, ou lui ramenent un vétérinaire pour une
consultation médicale. La mise en quarantaine est pratiquée par 12,2% des

éleveurs.
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6.2.5. Discussion :

6.2.5.1. Etude des facteurs de risgue liés aux avortements :

Le questionnaire élaboré et destiné aux éleveurs des petits ruminants a touché
les wilayas de la région Centre de I'Algérie. Les éleveurs enquétés (154 éleveurs)
ne possedent pas une grande expérience (entrel a 5 ans et 5 a 10 ans) de nature
héréditaire (transfert de la profession d'une génération a une autre) ou

d’investissement.

D’aprés les réponses obtenues, on constate que les avortements chez les

femelles des petits ruminants sont fréquents et ils sont rencontrés 1 ou 2 cas par
cheptel par an (64,9%) ou parfois plusieurs cas par cheptel par an (17,5%). Ces
résultats sont comparables a ceux rapportés par LOUNES, [136].
Ces avortements sont observés tout au long de I'année mais beaucoup plus en
hiver (22,4) et en automne (16,8). La plupart des avortements observés ont une
allure sporadique (57,6%) ou faiblement enzootique (10,4%), surviennent en
milieu (16,8%) et en fin (32%) de la gestation. Ces résultats nous orientent vers la
suspicion des differentes maladies abortives d’origine infectieuse qui pour la
plupart surviennent en milieu ou en fin de la gestation et ont une allure sporadique
ou faiblement enzootique a I'exception de quelques maladies comme la brucellose
[139], [140].

Concernant les symptdmes associés aux avortements, la majorité des éleveurs
ont remarqué que les avortements s’accompagnent de métrite (39,2%) et de
rétention placentaire (38,5%). Ces résultats pourraient limiter les agents de
suspicion des maladies abortives. Les plus suspectés sont: la brucellose, la

salmonellose, la chlamydiose, la fievre Q, la campylobactériose [56].

Pour les réactions des éleveurs face aux avortements nos résultats indiquent
que 39,2% des éleveurs détruisent les placentas et les enveloppes foetales.
L’isolement systématique de la femelle qui a avorté n’est appliqué que dans
28,1% des cas, ce résultat est proche de celui trouvé par KHALED et
BOUYOUCEF, [137] qui ont rapporté 27%. Le non isolement de la femelle qui a

avorté favorise la dissémination des germes dans le cheptel suite au contact des



50

animaux sains avec la femelle qui a avorté ou avec les produits de I'avortement
[140].

La part des éleveurs qui donnent les placentas et les enveloppes foetales aux
carnivores domestiques présente un pourcentage non négligeable. Ces carnivores
permettent la dissémination des germes d’'une fagon directe par le biais des
produits de I'avortement qui circulent entre les animaux ou indirectement aprés
que les carnivores soient infectés et devenus excréteurs des germes surtout par

les sécrétions génitales [141], [142].

Notre étude rapporte que 48,8% des éleveurs des petits ruminants gardent
les descendants pour renouveler leurs cheptels de telle fagcon que toutes les
femelles soient gardées et un seul méale est gardé pour la reproduction. Bien que
les agnelles, nées de brebis ayant avortées et conservées pour le renouvellement
du troupeau, sont exposées a l'avortement & leur tour lors de leurs premiéres
saisons de reproduction, parce que une brebis infectée peut transmettre I'agent
pathogene a ses agneaux in utero ou par contact direct en cas de Chlamydiose
abortive, ce qui présente un facteur de transmission, des femelles génitrices aux
femelles de renouvellement, de I'un des principaux agents abortifs [55], [29].
41,2% des éleveurs préferent acheter des animaux du marché. Un pourcentage
de 9,95% des éleveurs ramenent des animaux, principalement le male, des
cheptels avoisinants pour renouveler leurs cheptels, or 'emprunt de male qui est
une pratigue courante en période de lutte n'est pas sans risque, car les males
peuvent étre infectés et transmettre par voie vénérienne de multiples germes. Ceci
a eté prouvé pour la brucellose [143], la Chlamydiose [90]. Cette pratique présente
a la fois un facteur de diffusion des germes dans le cheptel parce que le male est
destiné a toutes les femelles, et un facteur d’introduction parce qu’il est ramené

des cheptels avoisinants qui peuvent étre infectés.

En ce qui concerne la réaction de I'éleveur face a un nouvel animal dans
I'exploitation nous avons constaté que la majorité (36,3%) intégrent le nouvel
animal directement dans le cheptel. 28,4% des éleveurs extraient les informations
nécessaires sur I'état de santé de I'animal aupres de leur ancien propriétaire. Ces
résultats montrent I'existence d'un facteur de risque tres important qui est le

facteur d’introduction de nombreux agents pathogenes notamment les agents
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bactériens abortifs, par le biais des femelles qui ont présenté des antécédents

d’avortements ou les méales dont leur réle est précédemment expliqué.

6.2.5.2. Définition des facteurs de risque liés a la Chlamydiose abortive a partir de

I'enquéte par guestionnaire :

Les résultats de la 2°™® question (appendice B) montrent que les avortements
sont rencontrés chaque année avec de faibles taux. L’explication revient aux
animaux infectés et aprés étre immunisés continuent a excréter les germes et
infectent les nouveaux animaux et les jeunes, c’est le cas de Chlamydia [65] et
d’autres agents. Dans I'enquéte menée par KHAMMASSI-KHABOU et al., [109], le
parametre historiqgue de l'avortement représente un facteur de risque avec une
différence significative pour les principales maladies abortives dont la
Chlamydiose abortive est la plus importante.

Selon les résultats de la 5°™ question, la réaction de I'éleveur face aux
avortements favorise la dissémination de C. abortus surtout le non isolement de la

femelle qui a avorté et la non destruction des produits de I'avortement.

La plupart des agents abortifs se transmettent par voie transplacentaire de la
meére au foetus, cela signifie que les descendants peuvent étre infectés ce qui
constitue une source de diffusion des agents pathogénes. Les résultats de la 6™
question indiquent que la majorité des cheptels sont renouvelés par les
descendants, raménent des animaux des cheptels avoisinants ou achétent des
animaux du marché. Les réponses de la 78éme guestion montrent que dans la
plupart des cas, les nouveaux animaux sont introduits directement dans le cheptel.
KHAMMASSI-KHABOU et al., [109], dans ses études ont trouvé que I'emprunt de
bélier, I'introduction de nouveaux animaux et 'avortement chez les voisins sont
des facteurs de risque impligués dans la survenue de [lavortement et
principalement la Chlamydiose abortive.

D’apres la synthese bibliographique certains facteurs favorisent la Chlamydiose
abortive. Se sont les facteurs d’introduction de C. abortus suite a l'introduction

d’'un nouvel animal, qui peut étre infecté, dans un cheptel sain, les facteurs de



52

diffusion lors de renouvellement du cheptel et les réactions des éleveurs apres un
avortement. Les résultats de notre enquéte montrent que la majorité des éleveurs

enquétés pratiquent ces risques (question 5, 6, 7).

L'addition de ces résultats nous oriente vers la suspicion de I'existence
probable de C. abortus parmi les autres agents abortifs. Cet agent infectieux
touche les petits ruminants dont linfection se traduit par des avortements, des

meétrites et des rétentions placentaires [54].

Sur la base de I'enquéte par questionnaire, on a constaté que la majorité des
pratiques suivies par les éleveurs constituent des facteurs de risque favorisant la
dissémination de plusieurs agents pathogénes notamment celui responsable de la
Chlamydiose abortive. La suspicion que C. abortus est l'un des agents
responsables d’avortements n’étant pas exclue. Ceci nécessite une confirmation

qui a constitué notre objectif dans le second volet de la présente étude.
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6.3. VOLET 2 : Enquéte sérologique

6.3.1. Matériel et méthodes :

6.3.1.1. Présentation de la zone d’étude :

Les wilayas de Médéa, Ain Defla et Djelfa constituent notre zone d’étude. La
wilaya de Médéa se situe au cceur de I'Atlas Tellien, elle est caractérisée par ses
reliefs qui divisent la wilaya en quatre zones: Le tell montagneux : c’est une
région au relief marqué, au climat rude, peu peuplée. Le tell collinéen : région de
peuplement avec activité agricole, les plaines du tell : vouées a la céréaliculture et
élevage et le piémont méridional du tell : une zone de transition vers les hautes
plaines steppiques ou la céréaliculture est la plus répandue [144]. La wilaya de Ain
Defla occupe une position centrale relais entre I'Est et L’Ouest, le Nord et le Sud.
Elle présente un climat méditerranéen semi-aride avec un caractére de
continentalité trées marqué. La superficie agricole totale présente 51,8% de la
superficie totale de la wilaya [145]. La wilaya de Djelfa est située dans la partie
centrale de I'Algérie du Nord au-dela des piémonts Sud de l'Atlas Tellien. Le

climat est nettement semi-aride a aride. Djelfa est une wilaya steppique ou
prédomine I'élevage ovin extensif [146].

FMord o Algecie

Figure 6.11 : carte géographique des trois wilayas étudies
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6.3.1.2. Prélevement :

Les échantillons ont été prélevés a partir des animaux appartenant aux
élevages de type sédentaire, non vaccinés contre la Chlamydiose abortive. La
taille moyenne des troupeaux est de 60 tétes.

Durant la période de décembre 2012 a avril 2013 un total de 102 prélevements
sanguins a été realisé, sur des femelles adultes des petits ruminants (brebis et
chévres) ayant avortées ou mis bas, dans 14 élevages sélectionnés au hasard,
répartis dans trois wilayas du Centre. Les animaux dont on a prélevé le sang n’ont

pas été marqués et la composition des cheptels change fréquemment.

Le sang a été prélevé de la veine jugulaire des brebis et des chevres a l'aide
des seringues stériles. Des tubes secs ont été utilisés pour la récolte. Chaque
préléevement est accompagné d’'une fiche commémorative, recueillie auprés des
éleveurs, correspondant aux références de I'animal notamment I'espece, I'age, les
antécédents de la reproduction et autres (Appendis C). Le sang est laissé
décanter a la température de laboratoire puis centrifuger a 1500 X pendant 10

minutes. Les sérums sont versés dans les eppendorfs et conservés a - 20°C.

6.3.1.3. Analyse de laboratoire :

Les sérums ont été envoyés en France pour les analyser au laboratoire Anses
(Agence nationale de sécurité sanitaire
de l'alimentation, de I'environnement et du travail), laboratoire de santé animale,

Maison-Alfort. France, par la technique ELISA indirect.

Le kit ELISA utilisé est ID VET (innovative diagnostics, Montpellier - France), pour
la recherche des anticorps de C. abortus (appendice D). La particularité de ce test
c’est gu'il utilise un antigene synthétique issu de la MOMP (Majeur Outer
Membrane Protein) présentant une spécificité pour C. abortus, ce qui élimine les

réactions croisées avec C. pecorum.
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6.3.2. Résultat :

Sur les 102 sérums prélevés 7 sérums étaient positifs. Lorsqu’au moins un
animal présente une sérologie positive, nous avons considéré |'élevage positif.
Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel STATISTICA, une
marge d’erreur de 5% a été choisie. L'interprétation a pris en considération

certains parametres :

e Al'échelle du troupeau selon :
1. Taille.
2. Antécédents d’avortements.

3. Composition du troupeau (ovins/caprins).

e Aléchelle de I'individu selon :
1. Age.
2. Espece.
3. Symptémes.



1. Al'échelle du troupeau :

Tableau 6.10 : répartition des cas positifs au sein des élevages

Elevage Nombre Nombre Pourcentage
d’animaux testés | d’animaux positifs
Elevage 1 7 0 0,0%
Elevage 2 8 2 25%
Elevage 3 6 0 0,0%
Elevage 4 5 0 0,0%
Elevage 5 7 1 14,3%
Elevage 6 7 0 0,0%
Elevage 7 6 0 0,0%
Elevage 8 8 0 0,0%
Elevage 9 10 3 30%
Elevage 10 7 0 0,0%
Elevage 11 8 0 0,0%
Elevage 12 6 0 0,0%
Elevage 13 8 1 12,5%
Elevage 14 9 0 0,0%
14 -
12 -
10 -
. — .
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Figure 6.12 :

Les taux d’atteinte étaient tres variables selon les élevages, avec une
différence nettement significative vérifiée par le test du Chi-deux. Seulement 4
élevages, parmi les 14 prélevés, étaient séropositifs parce qu’ils ont présentés au
moinsl animal séropositif. Le taux d’atteinte a I'échelle du troupeau est de 28,6%.

Les proportions des animaux séropositifs des 4 élevages ne dépassent pas les

30%.

répartition des cas positifs au niveau des élevages
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1.1. Taille:

Tableau 6.11 : répartition des cas positifs en fonction de la taille des troupeaux

Taille Nombre de | Nombre de | Pourcentage
troupeau testé troupeau positif

=100 5 3 60%
<100 9 1 11,2%

10 -

9 -

8 -

7 -

6 T oy

5 M cas positif

4 H cas testé

3 -

2 -

1 -

| 4 v
0 T T T T
>100 <100

Figure 6.13 : répartition des cas positifs en fonction de la taille des troupeaux

Selon la taille, les troupeaux étaient divisés en deux catégories. La premiére qui
englobe 100 animaux ou plus a présenté un taux de 60%, quant a la deuxiéme,
elle a comporté des troupeaux avec moins de 100 individus et n'ont présenté
gu'un pourcentage de 11,2%. L’analyse statistique indique I'existence de
différence significative avec un p=0,05.
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1.2. Antécédents d’avortements :

Tableau 6.12 : répartition des cas positifs selon les antécédents d’avortements

Antécédents | Nombre de | Nombre de | pourcentage

d’avortements | troupeau testé troupeau positif

Avec 8 3 37,5%
Sans 6 1 16,7%

12

10 A

8 -
A
w7 M cas positif
]

6 1 ] M cas testé
|
|

4 1 E———
|
|

2 A | pZ
— 4 e
4 yd

/
0 T 1
avec sans

Figure 6.14 : répartition des cas positifs selon les antécédents d’avortements

Parmi les élevages avec des antécédents d’avortements, un taux d'atteinte
moyen a été observé. Un pourcentage de 37,5% pour 3/8 élevages enquétés
possédaient au moins un animal séropositif. Seulement 1 élevage parmi les 6
sans antécédent était séropositif, soit un taux de 16,7%. L'analyse statistique n'a
pas révélé de différence significative, p=0,39.
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1.3. Composition du troupeau :

Tableau 6.13: répartition des cas positifs en fonction de la promiscuité

ovins/caprins

Cohabitation | Nombre de | Nombre de | Pourcentage

troupeau testé troupeau positif

Avec 6 1 16,7%
Sans 8 3 37,5%
AT
12 -
10 -
8 1 ]
= H cas positif
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Figure 6.15 : répartition des cas positifs en fonction de la promiscuité ovins/caprins

Les taux d’atteinte étaient variables selon la composition des cheptels, avec
une différence significative. Uniquement 1 élevage parmi les 6, dont les animaux
vivent en promiscuité, était séropositif avec un taux de 16,7%. Un taux plus élevé
(37,5%) était observé pour les troupeaux d'ovins sans cohabitation avec les

caprins.
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2. Al'échelle de I'individu :
2.1. Tranche d’age :

Tableau 6.14 : répartition des cas positifs selon I'age

Age Nombre Nombre d’animaux | pourcentage
d’animaux testés | positifs
2 ans 21 1 4,8%
3 ans 21 0 0,0%
4 ans 24 4 16,7%
5 ans 26 1 3,9%
6 ans 10 1 10%
30 1 _am—
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Figure 6.16 : répartition des cas positifs selon la tranche d’age

Le test statistique n’a pas montré de différence significative entre la
séropositivité et la tranche d’age (p=0,21). Le taux le plus élevé (16,7%) était
observé chez les femelles multipares agées de 4 ans avec 4 cas positifs parmi les
24 testées. Les femelles agées de 6 ans ont présenté un taux de 10% avec 1/10
était positif. Les primipares (femelles agées de 2 ans) n'ont présenté que 4,8% de
séropositivité avec 1/21 testés.
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2.2. Espéce:

Tableau 6.15 : distribution des cas positifs selon I'espece

Espéce Nombre d’animaux | Nombre Pourcentage
testés d’animaux
positifs
Ovine 84 7 8,33%
Caprine 18 0 0,0%

100 -
90 -
80 -
70 A
60 -
50 A
40 -
30 -
20 - —

o P 7

0 T T T 1

Ovine Caprine

H cas positifs

M Cas négatifs

Figure 6.17 : distribution des cas positifs selon I'espece

Les 7 cas positifs constatés étaient des ovins avec un taux de 8,33%. Aucun
cas n'est trouvé chez les caprins prélevés. Le test de Chi-deux a révélé une

différence nettement significative entre la séropositivité et I'espéce (p<0,05).
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3.2. Stade physiologique/ symptémes :

Tableau 6.16 : distribution des cas positifs en fonction des symptémes

Symptomes Nombre Nombre pourcentage
d’animaux testés | d’animaux
positifs
Mise bas 32 3 9,4%
Avortement 59 1 1,7%
Mortinatalité 11 3 27,3%
60 -
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Figure 6.18 : distribution des cas positifs en fonction des symptomes

Les femelles testées étaient en stade physiologiqgue normal présentées par
celles ayant mi-bas sans symptémes spécifiques, ou les femelles présentant des
troubles de reproduction spécialement 'avortement ou la mortinatalité (nouveau-
né meurt a la naissance ou quelques heures apres). Le taux d'atteinte était de
27,3% pour les femelles avec mortinatalité et 9,4% pour celles sans troubles.
Alors qu’un seul cas séropositif est trouvé chez les femelles ayant avortées malgré
le nombre élevé de ces derniéres. Les difféerences observées entre les résultats

sont statistiquement significatives (p<0,05).
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6.3.3. Discussion :

La Chlamydiose abortive des petits ruminants parait I'une des causes
engendrant les avortements en Algérie [4], [5], néanmoins la vraie situation
épidémiologique reste mal connue. Ceci est di au manque de sensibilisation des
vétérinaires praticiens, dont la majorité ignore le role des Chlamydiaceae dans les
avortements des ruminants, et de données concernant I'éventuelle importance de
la Chlamydiose abortive dans les cheptels algériens. Dans le présent travail, on a
essayé d’étudier la circulation de C. abortus dans certaines wilayas de la région
Centre a savoir Médéa, Djelfa et Ain Defla. Comme la vaccination contre la
Chlamydiose abortive des petits ruminants n’est pas pratiguée en Algérie, les

anticorps détectés impliquent une réponse naturelle contre C. abortus.

Le test utilisé dans notre enquéte est I'ELISA indirect bien que I'OIE
recommande la RFC pour le diagnostic de la Chlamydiose [127]. L’inconvénient
de RFC qu’elle ne peut étre utilisée pour I'analyse des sérums individuels et doit
étre fait trois semaines apres I'avortement ou la mise bas [16]. Plusieurs auteurs
ont privilégié le test ELISA aprés la comparaison des résultats obtenus par 'ELISA
et la RFC. ALJ DEBBARH et al., [147], [148], dans les études réalisées au Maroc,
ont montré que la RFC présente beaucoup de limites concernant la non distinction
entre une infection a C. abortus et une infection a C. pecorum, les réactions
croisées, et la différentiation entre animaux infectés et ceux vaccinés.
KHAMMASSI-KHABOU et al.,, [109], ont trouvé aussi que P'ELISA est plus

performante que la RFC.

D’apres les résultats obtenus par ELISA, un taux d’atteinte de 28,6% a été
déterminé a I'échelle du troupeau. Les 10 élevages dans lesquels toutes les
femelles étaient séronégatives ne pouvaient en aucun cas étre considérés
indemnes de Chlamydiose abortive. Ce résultat est probablement di a la
technique d’échantillonnage ce qui suggere donc une séropositivité probable
suivant le nombre d’animaux prélevés concernant les élevages 1, 3, 4, 6, 7, 8,
10,11, 12 et 14. Notre taux d’atteinte est inférieur a celui trouvé par HIRECHE et
al., [5] dans le Nord-Est de I'Algérie qui représente 70,4%, la différence peut étre

due a la taille de I'échantillon prélevé ou bien au kit ELISA utilisé. HIREHE a utilisé
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le kit « LSIVET Ruminant Serum Chlamydiosis, France » qui détecte a la fois les
anticorps anti-C. abortus et anti-C. pecorum sans faire la différence entre les deux
especes, quant a notre kit (ID VET «innovative diagnostics, Montpellier —
France » détecte seulement les anticorps anti-C. abortus. Comparant notre
résultat avec ceux trouvés dans les pays avoisinants, on trouve qu’'au Maroc, EL
JAI et al., [74], ont rapporté le méme résultat (28,6%) au niveau des troupeaux
des petits ruminants dans les zones pastorales mais inférieur a celui rapporté par
BENKIRANE, et al.,[149] et EL IDRISSI, et al. [150], qu’ils ont trouvé 39% et
72,2% respectivement. En Tunisie REKIKI et al., [73], ont rapporté que 65% des
troupeaux étaient séropositifs quant a KHAMMASSI-KHABOU et al., [109], ont
trouvé un taux inférieur représenté par 6,25%. Dans la majorité des études citées
la RFC eétait I'outil de diagnostic et I'échantillon a ciblé les femelles ayants

avortées ou mi-bas normalement.

La majorité des sérums positifs a appartenu aux troupeaux dont la taille était de
100 animaux ou plus avec un taux de 60%. L’analyse statistique avec le Chi-deux
a révelé de différence significative entre la taille du troupeau et la séropositivité
(p=0,05). Ce résultat est le méme trouvé en Jordanie par AL. QUDAH et al., [75].
Donc plus la taille du troupeau est élevée plus la chance de détection d’anticorps
anti-C. abortus est importante, parce que s’il y a une femelle infectée dans un
grand troupeau elle va jouer le role de réservoir et contaminer le reste des
femelles grace a ses sécrétions vaginales chargées de germe chez les ovins et
les caprins [65], [55].

L’étude de l'influence des antécédents de lI'avortement sur la séropositivité a
refléeté un taux 37,5% pour les troupeaux avec antécédent contre 16,7% pour les
troupeaux sans antécédent bien que l'analyse statistique n'a pas confirmé la
différence significative (p>0,05). Notre résultat est identique a celui trouvé par
HIRECHE et al., [5]. KHAMMASSI-KHABOU et al., [109], ont rapporté une
différence nettement significative (p<0,0001) entre les antécédents abortifs et la
survenue des avortements, notamment en cas de la Chlamydiose abortive et ont
donné comme explication que méme apres étre immunises, les femelles infectées,

continuent a excréter les germes et infectent les nouveaux animaux et les jeunes.
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Une différence significative était confirmée (p<0,05) entre la composition du
troupeau et le taux d'atteinte. 16,7% était le taux trouvé a I'échelle des troupeaux
dont les animaux vivent en promiscuité alors que les troupeaux sans promiscuité
ont présenté un taux de 37,5%. Ceci ne supprime pas le réle de la cohabitation
parce que C. abortus touche aussi bien les ovins et les caprins [29]. Le résultat
pourrait étre expliqué par le nombre limité de caprins existants dans les troupeaux

d’ovins prélevés.

Le taux d’atteinte a I'échelle individuel était de 6,9%. Comparant notre taux
avec ceux déterminés dans les autres pays avoisinants, on le trouve presque
identiqgue au taux déterminé en Tunisie (6,05%) [108], et inférieur a celui trouvé
par REKIKI et al., [73], qui représente 21% et par KALENDER, et al., [77] en
Turquie (9,86%)

Le taux d’atteinte semble élevé chez les femelles multipares agées de 4 a 6
ans (10 a 16,7%) que chez les primipares agées de 2 ans (4,8%) quoique le test
de Chi-deux n’a pas montré de différence significative (p>0,05). Ceci peut étre di
a l'échantillonnage parce qu’'on n'a pas ciblé des lots a age particulier, si on
revient & notre tableau de prélevement (appendice C) on trouve que I'échantillon
était constitué en grande partie soit de multipares ou de primipares. HIRECHE et
al., [5], ont trouvé une différence significative et la séropositivité augmente avec
I'age, au contraire AL. QUDAH et al., [75], ont rapporté un taux plus élevé chez les
jeunes femelles (1a 2 ans) ou pas de différence significative n’est signalée.

Une différence nettement significative était confirmé par le test de Chi-deux
(p<0,05) entre la séropositivité et I'espéce, le taux d’atteinte était 8,33% pour
'espece ovine. L'espece caprine n'a révélé aucun résultat positif (0%), ceci peut
étre lié au nombre limité de caprins prélevés, 18 caprins contre 84 ovins. Dans
notre étude on n'a pas prélevé des troupeaux constitués seulement de caprins
mais des cas ou généralement une tradition consiste & mettre 2 ou 3 téte de
caprins avec les ovins, en plus le nombre de tétes de caprins reste inferieur a celui
des ovins (4 millions de caprins/ 25 millions d’ovins) [1], [2]. HIRECHE et al., [5],
ont indiqué un taux de 24,5% chez les ovins. Les taux trouvés chez les ovins
étaient 21,5% au Maroc [150] et 49,3% en Cote d’lvoire [151]. En Jordanie 21,8%
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et 11,4% étaient les taux détectés chez les ovins et les caprins respectivement
[75].

Les femelles ayant perdues leurs nouveaux nés ont présenté le taux le plus
elevé (27,3%) suivi par celles sans troubles (9,4%), alors qu'un seul cas
séropositif (1,7%) était trouvé chez les femelles ayant avortées malgré le nombre
élevé de ces derniéres. L'analyse statistigue a bien révélé l'existence de
différence significative (p<0,05). La mortinatalité est 'un des symptomes de la
Chlamydiose abortive chez les petits ruminants [16], dans notre échantillon parmi
les 11 cas de femelles avec mortinatalité 8 femelles sont des multipares ce qui
suggere que ces femelles aprés étre infectées elles ont acquis une immunité les
protégerent contre I'avortement mais pas contre les autres symptdémes comme la
mortinatalite. Concernant les cas ayants une sérologie positive sans avoir des
troubles, on suggere qu’ils étaient infectés auparavant et aprés l'installation de
limmunité ils restent séropositifs pendant longtemps [3], [60] [,69], [70].

Un taux de 1,7% a été trouvé chez femelles ayant avortées malgré le nombre
élevé de ces derniéres, pour ce cas on suggére que les avortements étaient soit
causés par d’autres agents abortifs (Brucella, Coxeilla et autres) soit de nature
non biologique. Comparant nos résultats avec ceux rapportés par HIRECHE et al.,
[5], on les trouve identiques, concernant la mortinatalité ils ont montré que la
chance de trouver les anticorps anti-Chlamydia augmente chez les femelles
exprimant des problémes de mortinatalité. Au Maroc BENKIRANE et al.,[149] et
EL IDRISSI et al., [150], ont rapporté que les résultats positifs chez les brebis
ayant avortées étaient plus élevés que ceux des brebis ayant mi-bas
normalement, avec un taux de 24%/11% et 14,8%/6,7% pour chaque catégorie

respectivement.

Sous la lumiere des résultats constatés, on déduit que la Chlamydiose abortive
des petits ruminants causée par C. abortus sévit dans notre zone d’étude (Médéa,
Djelfa et Ain Defla). La taille de troupeau et leur composition paraissent les
principaux parametres influencant le taux d’atteinte au niveau du troupeau. Le
taux d’atteinte individuel se différencie avec I'espéce animale (ovine ou caprine) et

le stade physiologique des femelles.
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CONCLUSION

La Chlamydiose abortive chez les petits ruminants est une maladie abortive,
qui en plus des pertes économiques engendrées, elle constitue une source de
contamination pour I’'homme. La prévention des risques causés par cette maladie
ne peut étre établie que par la recherche des facteurs favorisant sa présence, le
diagnostic et I'estimation de l'importance de la Chlamydiose abortive dans nos

cheptels.

Les résultats de la présente étude, nous ont montré que la majorité des
pratiques suivies par les éleveurs favorisent la dissémination d’'une panoplie
d’agents pathogénes. La réaction des éleveurs face aux avortements et la facon
de renouvellement du cheptel favorisent principalement la Chlamydiose abortive.
L’étude sérologique, a l'aide de I'ELISA indirect, nous a prouveé la suspicion de la
circulation de C. abortus dans les cheptels des petits ruminants avec un taux de
28,6% mais seulement dans trois wilayas de la région centre (Médéa, Djelfa et Ain
Defla).
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A lissue du présent travail, afin de contréler la circulation des agents abortifs

principalement celui responsable de la Chlamydiose abortive et les problemes qui

peuvent

en découler, il est recommandé de :

1. Au niveau du pouvoir public :

organisation des journées de sensibilisation des éleveurs vers les

bonnes pratiques de I'élevage.

En cas de la Chlamydiose abortive, si la sérologie est le seul moyen

disponible de diagnostic, il est souhaitable d’'utiliser des kits ELISA

spécifiques pour une espéce, particulierement le kit IDVET qui détecte

seulement les anticorps spécifiques de C. abortus et qui est utilisé

comme kit de référence.

utilisation des outils récents de diagnostic de la Chlamydiose abortive.

2. Au niveau de I'élevage :

e ne pas introduire des animaux dont le statut sanitaire est inconnu.

des animaux doivent étre achetés pour le renouvellement, ils doive

Si

nt

provenir des cheptels indemnes ou au moins bénéficier d’un contrble

sanitaire.

¢ interdire le changement des males entre les troupeaux.

e ne pas laisser les placentas, les avortons et les agneaux morts nés
la disposition des carnivores.

e séparer les femelles prétes a mettre bas des femelles ayant avortées.

a
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PERSPECTIVES

En Algérie la seérologie était depuis longtemps et demeure la méthode

principale de dépistage des maladies abortives.

D’'une maniere générale et principalement pour la Chlamydiose abortive le
dépistage sérologigue ne présente pas l'outil de choix compte tenu, de ses
inconvénients qui se résument par les réactions croisées et la confusion entre
animaux vaccinés et ceux infectés. Donc pour avoir des résultats fiables il est

souhaitable d’utiliser des méthodes récentes de diagnostic.

Il est aussi intéressant d’élargir les enquétes sur les différentes espéces (bovins,

équins,...) ainsi que sur une zone d’étude plus étendue.



APPENDICE A

LISTES DES SYMBOLES ET DES ABREVIATIONS

ADN : Acide désoxyribonucléique

Avort : Avortement

Anses : Agence nationale de sécurité sanitaire
BGM : Buffalo green monkey

BHK : Baby hamster kidney

C :Chlamydia

Cph  : Chlamydophila

ce° : Degré celsus

CE : Corps élémentaire

CELISA : Compétition ELISA

CR : Corps réticulé

DO : Densité optique

DO¢p : Densité optique des contrbles positifs

DOc¢n : Densité optique des contrdles des contrdles négatifs
ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay

IF : Immunofluorescence

IFI : Immunofluorescence indirecte

LGV : lymphogranulomatose vénérienne

LPS . lipopolysaccharide



Mb : Mise-bas

McCoy : Lignee de cellules synoviales humaines
Min : Minute

MLST : Multilocus Sequence Typing.

MLVA : Multi-Loci VNTR « variablenumber of Tandem Repeats » Analysis
MOMP : Major outer membrane protein

Mtn : Mortinatalité

Nm : Nanométre

Omp : Outer membrane complex

OIE : Office international des épizooties

PCR : Polymerase chain reaction

PCR-RT : Polymerase chain reaction en temps réel
Pmp : Polymorphic membrane proteins

rELISA : Recombinant ELISA

RFC : Réaction de fixation du complément

pum : Micromeétre

pl : Microlitre



APPENDICE B

Questionnaire destiné aux éleveurs des petits ruminants.

Questionnaire destiné aux €éleveurs des petits ruminants dans le but d’obtenir des

informations sur les avortements et les facteurs de risque.

Remarque : les termes scientifiques sont simplifiés par le vétérinaire chargé de

faire le questionnaire.

Région :............... Questionnaire N° :.........

1-De puis quand étes vous dans le domaine de |I'élevage ?

11 a5ans.
15a10 ans.
1110 a 20 ans.
"IPlus de 20 ans.

2-Rencontrez-vous des avortements dans vos élevages ?

_1Jamais.
11 ou 2 cas par cheptel par an.
_IPlusieurs cas par cheptel par an.

3-Comment se présentent les avortements?

Allure : Stade de gestation : saison :
_IDébut _lAutomne
_ISporadique _IMilieu _IHiver
' I[Enzootique LIFin _IPrintemps
" Variable [ IVariable _Eté
[IVariable

4-Quels sont les symptdémes qui sont associés aux avortements ?

 IRétentions placentaires.
IMétrite.
IAutre.



5-comment réagissez-vous devant un avortement ?

" IVous isolez la femelle qui a avorté.
" IVous détruisez les enveloppes et les avortons.

_1Vous donnez I'avorton et ses enveloppes aux carnivores domestiques.
_lAutre :

6-Quelle est la facon de renouvellement de cheptel ?

_IVous gardez les descendants.
" IVous ramenez d’autres animaux des cheptels avoisinants.
' IVous achetez les animaux du marché.

7-Comment réagissez-vous devant un nouvel animal dans |I'exploitation ?

_IVous vous renseignez sur son état sanitaire aupres de son ancien propriétaire.
_IVous lui ramenez un vétérinaire pour une consultation médicale.

_IVous le pratiguez une mise en quarantaine.

_IVous l'intégrez directement avec les autres animaux.



APPENDICE C

Prélevements réalisés et résultats.

Région/taille | Elevage Espéce Age commémoratif Antécédent Résultat DO
du troupeau d’avortement
Ain Defla Ovine 2 ans Avort. depuis 0 J Oui N 0,123
(80) Ovine 3 ans Mtn. depuis 1J N 0,118
1 Ovine 2 ans Avort. depuis 1J N 0,087
Caprine 3 ans Mb. depuis 2 J N 0,082
Caprine 4 ans Avort. depuis 2 J N 0,391
Caprine 5 ans Mb. depuis 4 J N 0,085
Ovine 5 ans Mb. depuis 4 J N 0,100
Ain Defla Ovine 5 ans Avort. depuis 2 J Oui P 2,992
(120) Ovine 6 ans Mtn. depuis 2 J P 1,968
Ovine 4 ans Mtn. depuis 5J D 0,772
2 Caprine 4 ans Mb. depuis 5 J N 0,080
Caprine 4 ans Avort. depuis 4 J N 0,062
Caprine 3 ans Avort. depuis 3 J N 0,096
Caprine 3 ans Avort. depuis 3 J N 0,073
Ovine 3ans Mb. depuis 2 J N 0,068
Ain Defla Ovine 2 ans Avort. depuis 4 J Non N 0,096
(50) Ovine 2 ans Avort. depuis 4 J N 0,081
3 Caprine 2 ans Mb. depuis 5 J N 0,109
Caprine 2 ans Mtn. depuis 5 J N 0,195
Caprine 3 ans Avort. depuis 4 J N 0,519
Caprine 3 ans Mb. depuis 4 J N 0,170
Médéa Ovine 2 ans Avort. depuis 6 j Non N 0,085
(40) Ovine 4 ans Avort. depuis 2 j N 0,101
4 Ovine 4 ans Avort. depuis 7 j N 0,151
Ovine 5 ans Avort. depuis 2 J N 0,098
Ovine 6 ans Avort. depuis 2 J N 0,172
Médéa Ovine 6 ans Avort. depuis 7 j Oui N 0,090
(50) Ovine 5 ans Avort. depuis 4 j N 0,184
Ovine 4 ans Mb.depuis 0 j P 2,952
5 Ovine 4 ans Avort. depuis 4 J N 0,124
Ovine 4 ans Mb. depuis 6 J N 0,175
Ovine 4 ans Avort. depuis 4 J N 0,096
Ovine 5 ans Avort. depuis 7 J N 0,066
Médéa Ovine 2 ans Avort. depuis 3 J Oui N 0,203
(60) Ovine 2 ans Mb. depuis 8 J N 0,141
Caprine 4 ans Avort .depuis 8 J N 0,105
6 Caprine 4 ans Mb. depuis 7 J N 0,110
Ovine 5 ans Avort. depuis 5 J N 0,135
Ovine 6 ans Mb. depuis 7 J N 0,148
Ovine 6 ans Avort. depuis 7 J N 0,082
Médéa Ovine 5 ans Avort. depuis 1 J Oui N 0,082
(50) Ovine 4 ans Avort. depuis 6 J N 0,175
Ovine 6 ans Mb. depuis 8 J N 0,088
7 Ovine 6 ans Mb. depuis 6 J N 0,098
Ovine 5 ans Mb. depuis 5J N 0,153
Ovine 5 ans Avort. depuis 8 J N 0,287
Médéa Ovine 2 ans Mb. depuis 4 J Oui N 0,087
(100) Ovine 3 ans Mb. depuis 7 J N 0,093
Ovine 3ans Mb. depuis 5J N 0,089
Ovine 4 ans Avort. depuis 8 J N 0,101
8 Ovine 4 ans Mb. depuis 1 J N 0,078
Caprine 5 ans Avort. depuis 6 J N 0,111
Caprine 6 ans Avort. depuis 3J N 0,159
Ovine 6 ans Avort. depuis 2 J N 0,161
Médéa Ovine 2 ans Mtn. depuis 2j Oui N 0,234
(120) Ovine 2 ans Mtn. depuis 8j P 2,674
Ovine 5 ans Avort. depuis 7] N 0,182
Ovine 4 ans Avort. depuis 8. N 0,216
Ovine 3ans Avort. depuis 2 j. N 0,181
9 Ovine 6 ans Mb. depuis 0j N 0,525
Ovine 4 ans Mb. depuis 7j P 2,587
Ovine 4 ans Mtn. depuis 2j N 0,062
Ovine 4 ans Mtn. depuis 5 j. P 2,227
Ovine 5 ans Mtn. depuis 4 . N 0,092




Médéa Ovine 2 ans Avort. depuis 3J Non N 0,081
(60) Caprine 3 ans Mb. depuis 8J N 0,099
Caprine 3 ans Mb. depuis 4J N 0,093
10 Caprine 2 ans Avort. depuis 2J N 0,276
Ovine 5 ans Mb. depuis 1J N 0,141
Ovine 5 ans Avort. depuis 5J N 0,237
Ovine 5 ans Mb. depuis 3J N 0,106
Médéa Ovine 4 ans Avort. depuis 4J Non N 0,191
(90) Ovine 4 ans Avort. depuis 8J N 0,169
Ovine 3 ans Avort. depuis 5J N 0,314
11 Ovine 3ans Avort. depuis 5J N 0,053
Ovine 2 ans Avort. depuis 2J N 0,313
Ovine 5 ans Mb. depuis 1J N 0,119
Ovine 5 ans Mb. depuis 2J N 0,125
Ovine 3 ans Avort. depuis 2J N 0,139
Djelfa Ovine 3ans Avort. depuis 8J Oui N 0,194
(90) Ovine 3 ans Avort. depuis 1J N 0,321
12 Ovine 3 ans Avort. depuis 1J N 0,148
Ovine 3 ans Avort. depuis 8J N 0,247
Ovine 2 ans Avort. depuis 4J N 0,4
Ovine 2 ans Avort. depuis 8J D 0,754
Djelfa Ovine 2 ans Avort. depuis 8j. Non N 0,382
(100) Ovine 3 ans Avort. depuis 7j. N 0,086
Ovine 3 ans Avort. depuis 5j. N 0,049
Ovine 2 ans Avort. depuis 7j. N 0,226
13 Ovine 2 ans Mb. depuis 7. N 0,119
Ovine 5 ans Mb. depuis 4j. N 0,113
Ovine 4 ans Mb. depuis 4. P 0,925
Ovine 2 ans Mb. depuis 4j. N 0,383
Djelfa Ovine 5 ans Mb. depuis 4J Non N 0,383
(100) Ovine 5 ans Avort. depuis 5J N 0,297
Ovine 5 ans Avort. depuis 5J N 0,061
Ovine 5 ans Avort. depuis 4J N 0,122
14 Ovine 5 ans Mtn. depuis 7J N 0,369
Ovine 5 ans Mtn. depuis 5J N 0,078
Ovine 5 ans Avort. depuis 5J N 0,137
Ovine 4 ans Avort. depuis 8J N 0,341
Ovine 4 ans Avort. depuis 8J N 0,091




APPENDICE D

Composants du Kit IDVET et leur mode opératoire.

Description et principe du test :

Les copules sont sensibilisées avec de [l'extrait antigénique spécifique de

Chlamydia.

Les échantillons a tester et les contréles sont distribués dans les copules. Les
anticorps spécifiques de Chlamydia, s’ils sont présents, forment un complexe

antigene-anticorps.

Aprés lavage, un conjugué anti-multi-especes marqué a la peroxydase (Po) est
distribué dans les cupules. Il se fixe aux anticorps, formant un complexe antigene-

anticorps-conjugueé-Po.

Apres élimination du conjugué en exces par lavage, la réaction est révélé par une

solution de révélation (TMB).

La coloration qui en résulte est liee a la quantité d’anticorps spécifiques présents

dans I’échantillon a tester :

- En présence d’anticorps dans I'échantillon, il apparait une coloration bleue
qui devient jaune apres blocage.

- En l'absence d’anticorps dans I'échantillon, il n’apparait pas de coloration.

La lecture est réalisée a une longueur d’onde de 450 nm.

Composants du kit :

e Microplaques sensibilisées avec un antigene C.
e Conjugué Concentré (10X).

e ContrGle Positif.

e Contrdle négatif.

e Tampon de dilution 13.



Tampon de dilution 3.

Solution de lavage concentrée (20X).
Solution de révélation.
Solution d’arrét (H,SO40,5 M).

Autre matériel :

Pipette de précision mono ou multicanaux capable.

Embouts de pipette a usage unique.

Lecteur de microplaque.

Eau distillée ou désionisée.

Systeme de lavage manuel ou automatique.

Mode opératoire :

Les réactifs doivent étre placés a température ambiante (21°C +/- 5°C) avant

I'emploi et homogénéiser par retournement ou a l'aide d’un vortex.

1- Distribuer 90ul de tampon de dilution 13 dans chaque puits.
2- Distribuer :

-10 pl de Contréle Négatif dans les cupules Al et B1.

-10 pl de Control Positif dans les cupules C1 et D1.

-10pl de chaque échantillon a tester dans les cupules restantes.
3- Incuber 45 minutes +/- 4 minutes a 21°C (+/- 5°C).

4-Vider les puits. Laver 3 fois chaque cupule avec environ 300ul de Solution de
lavage. Eviter le desséchement des cupules entre les lavages.

5- Préparer le Conjugué 1X en diluant le Conjugué 10X au 1/10éme en
Tampon de dilution 3.

6- Distribuer 100ul de Conjugué 1X dans chaque cupule.
7- Incuber 30 min +/- 3min a 21°C (+/- 5°C).

8- Vider les puits. Laver 3 fois chaque cupule avec environ 300ul de Solution
de lavage.



9- Distribuer 100ul de Solution de révélation dans chaque cupule.
10- Incuber 15 min +/- 2 min a 21°C (+/- 5°C) a l'obscurité.

11- Distribuer 100l de Solution d’arrét dans chaque cupule pour arréter la

réaction.
12- Mesurer et enregistrer les densités optiques a 450 nm
Le test est validé si :

- La valeur moyenne de densité optique des controles positifs (DOcp)> 0,350
= DOCp /DOCn >3.

Validation :
Le test est validé si :

- La valeur moyenne de densité optique des contrbles positifs (DOcp) est
supérieure a 0,350.
- Le rapport entre la moyenne des contrdles positifs (DOcp) et la moyenne

des contrbles néegatifs (DOcn) est supérieure a 3.

Interprétation :

- Pour chaque échantillon calculer le pourcentage S/P :

- S/P = DO échantillon/ DO, X100.

- Les échantillons présentant un S/P inferieur ou égale a 50% considérés
comme négatifs.

- Compris entre 50% et 60% considérés comme douteux.

- Supérieur ou égal a 60% sont considérés comme positifs [152].

Résultat Statut

S/P <50% NIGATIF
50%< S/P< 60% DOUTEUX
S/P 2 60% POSITIF
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