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INTRODUCTION

L’ehrlichiose canine est une maladi¢ infectieuse ¢ausée par une bactérie intramonocytaire,

Ehrlichia canis. La maladie a été décrite pour la premiére fois en 1935 par DONATIEN et
LESTOQUARD en Algérie. Ses principales manifestations sont hémorragiques.

Transmise par la tique brune Rhipicephalus sanguineus, I’infection a une distribution
mondiale. Elle est rencontrée aux Etats-Unis, en Afrique, en Asie du Sud, en Inde et en

Europe, notamment en France ou elle sévit dans le pourtour Méditerranéen.

L’essor des techniques de Biologie Cellulaire et Moléculaire permet depuis dix ans de
compléter la connaissance de sa répartition géographique, de découvrir I’existence de
nouvelles souches de 1’agent pathogéne de I’ehrlichiose monocytaire canine et, de mieux

comprendre sa pathogénie.

Ainsi, nos travaux expérimentaux, réalisés au sein de I’Institut de Médecine Tropicale du
Service de Santé des Armées a Marseille, portent sur 1’étude de ces techniques, appliquées a
une souche d’Ehrlichia canis isolée en Corse en 1989. A 1’occasion de I’inoculation
expérimentale de quatre chiens avec cette souche, nous avons effectué un suivi clinique et
biologique notamment sérologique de I’ehrlichiose canine, avant de réaliser un travail de

recherche sur la souche elle-méme.
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1.AGENT ETIOLOGIQUE

Situées entre les Rickettsieae et les Chlamydiales, les Ehrlichiae sont des bactéries Gram négatif
intracellulaires obligatoires, visibles en microscopie optique. Ces agents pathogeénes ont en commun
leur tropisme pour les ¢éléments figurés du sang sauf les érythrocytes ( on les rencontre dans les
monocytes, granulocytes ou plaquettes selon les especes ), leur développement dans le cytoplasme des

cellules et pour la plupart, leur mode de transmission par un Arthropode.

1.1 Classification

L’agent étiologique de I’Ehrlichiose monocytaire canine ( EMC ) appartenait a 1’Ordre des

Rickettsiales, Famille des Rickettsiaceae, Tribu des Ehrlichieae, genre Ehrlichia.

D’aprés la classification traditionnelle datant d’avant 1997, la tribu des Ehrlichieae comportait 3
genres : Ehrlichia, Cowdria, et Neorickettsia ( Cf. Figure 1) (7).

Une révision de la taxonomie s’est imposée depuis 1994 avec la premiére utilisation de I’amplification
génomique et du séquengage de I’ADN d’Ehrlichia canis (84) ( géne ARNr 16S et géne opéron groEL
(127)). Ces outils de la biologie moléculaire ont permis de compléter progressivement 1’arbre

phylogénétique.

Ainsi, la tribu des Ehrlichieae n’appartient plus a la famille des Rickettsiaceae ( dont elle reste
néanmoins trés proche ; nous nommerons d’ailleurs les Ehrlichia « rickettsies » au sens large du
terme) et la tribu est partagée en 4 groupes génomiques ( Cf. Figure 2 ). Cette division comporte des
modifications par rapport a la classification traditionnelle (21,65).

Les Ehrlichia sont rapprochées des Wolbachia et des Anaplasma (22). Ce rapprochement avec les
Wolbachia est d’autant plus intéressant que ces derniéres ont la propriété unique de pouvoir modifier

le génome des cellules eucaryotes (22).
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Figure 1: Evolution de la classification (droite : édition 1984, gauche : édition 1998 ) (120)
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Figure 2 : Phylogénie d’Ehrlichia spp. a partir de la séquence du géne ARNr 16S ( 120)

( @ arbre pére : protéobactéries du groupe a 1)

1.2 Historique

L’agent pathogene responsable de 1’ehrlichiose canine a été découvert en 1935 par DONATIEN et
LESTOQUARD en Algérie dans le sang de chiens entretenus a 1’Institut Pasteur d’Alger, et fut baptisé
Rickettsia canis (57). En 1937, ils montrent que ’infection est transmise par la tique Rhipicephalus
sanguineus et établissent que 1’infection sévit aussi en France a Montpellier et Marseille (60).

Dans les années suivantes, la maladie est identifiée en Afrique, Inde, Moyen-Orient, Etats-Unis,
Antilles. La rickettsiose est désormais appelée ehrlichiose, en hommage au savant allemand
EHRLICH.

L’intérét pour I’ehrlichiose est croissant depuis la terrible épidémie de 1968 qui décima une partie de
la population canine militaire lors de la guerre de Vietnam (106). Sa forme clinique particulierement

redoutable la fit nommer « pancytopénie tropicale canine ».



Ce n’est qu’en 1971, apres une longue période d’absence de diagnostic, que 1’agent causal est isolé,
rebaptisé Ehrlichia canis ( E. canis) et la technique de culture mise au point (108). Le test sérologique

d’immunofluorescence indirecte est adopté en 1972 pour une mise en évidence spécifique (119).

1.3. Morphologie et cycle

En microscopie optique, on observe un microorganisme immobile, de petite taille (0,5 & 4pm) qui
infecte le cytoplasme des leucocytes ( monocytes sanguins, macrophages tissulaires, cellules réticulo-
endothéliales et histiocytes de différents organes ) et des thrombocytes du chien et des autres canidés.
Cette bactérie ne prend pas la coloration de Gram, mais apparait a la coloration de May-Griinwald-
Giemsa comme une inclusion cellulaire basophile ( rouge, lilas ou bleu foncé selon le stade de
développement de la bactérie : les corps €élémentaires sont pourpre, les corps initiaux gris bleu ) (29,

108) ( Cf. Figure 3 ).

Figure 3 : Morula d’E. canis dans un monocyte canin Coloration MGG (GX1000)
(cliché D. PARZY 1996)

Les Ehrlichia se présentent sous trois formes morphologiques successives : - les corps élémentaires

(0,5 um ) — les corps initiaux ( 0,5-2,5 um ) — les morulas ( 4 um ) (47).

* Les corps ¢lémentaires sont des éléments aux contours ovoides, limités par une double membrane et
isolés du cytoplasme de la cellule-hote par la membrane d’une vacuole. La membrane externe peut
paraitre ridée, la membrane interne semble adhérer au cytoplasme.

* Les corps initiaux sont hétérogenes, constitués de sous-unités. Ils représentent une forme
intermédiaire.

* Les morula sont les formes mires d’'E. canis. Elles renferment 2 a 40 corps élémentaires dans une

vacuole produite par la cellule-hote.



Les trois stades du cycle d’E. canis survivent en position intracellulaire ( Cf. Figure 4 ). En effet le
mode de survie intracellulaire est ainsi expliqué : les Ehrlichia pénétrent dans la cellule hote par
phagocytose dirigée et se multiplient dans le phagosome en inhibant la fusion phagolysosomiale (23).
Cette inhibition de la fusion phagosome-lysosome est étroitement liée a 1’activité métabolique de la
bactérie comme en témoigne sa restitution en présence de tétracycline, antibiotique connu pour ses

capacités de blocage de la synthese des protéines des procaryotes (23).

Figure 4 : Cycle de développement d’E. canis dans les monocytes (108)

La propagation de I’infection se fait par lyse du phagosome et libération des bactéries dans
I’environnement (29).

Ce cycle de développement est voisin de celui des bactéries de 1’ordre des Chlamydiales, le genre
Ehrlichia différe cependant des espéces de la famille des Chlamydiaceae par ses caractéres génétiques,
antigéniques ( absence de réaction croisée en immunofluorescence indirecte ) et métaboliques ( les

Ehrlichia sp. sont aptes a oxyder la L-glutamine et a générer de I’ATP ) (65).
1.4 Culture
En 1971, NYINDO et al. de I’Université de I’Illinois, furent les premiers a cultiver avec succes E.

canis dans des monocytes du sang périphérique de chiens infectés expérimentalement, prélevés

pendant la phase aigué de la maladie (108).



La méthode a été améliorée en transférant des monocytes infectés par E.canis sur une culture cellulaire
de monocytes canins normaux, provenant de chiens non infectés (79).

Cette premicre lignée cellulaire, permettant une propagation massive d’ E.canis, appelée MDH
( cellules hybrides MDH-SP ) a été développée par HOLLAND et RISTIC (81).

D’autres méthodes de culture ont utilis€ des macrophages de péritoine du chien (124), des cellules
humaines-hybrides (125) et des lignées de macrophages de chiens ( lignée DHS82 promue par
WELLMAN et al. (139) en 1988, développée par DAWSON et al. en 1993 (49), et utilisée depuis a

grande échelle pour la culture d’'E. canis).

La mise en culture est longue : il faut 14 a 34 jours pour voir apparaitre les premiers microorganismes
(84).

Récemment, une lignée de cellules endothéliales immortelles d’origine humaine ( EU. HMEC-1 ) a
été testée comme support de culture intéressant pour E. canis, E. chaffeensis ( agent de 1’Ehrlichiose
humaine) et Rickettsia rickettsii ( agent de la Fi¢vre Pourprée des Montagnes Rocheuses chez
I’homme et le chien ) (3,52). Il semblerait méme qu’E. canis aurait une meilleure croissance sur ces

cellules que sur les cellules DH82. Ce nouveau support cellulaire reste a explorer plus précisément.

1.5 Le Genre Ehrlichia

On a longtemps pensé que les Ehrlichia infectaient leurs hotes de maniére spécifique, ce qui explique
leur appellation ( E. canis, E. equi ... ). Mais expérimentalement, il est prouvé que I’infection
interespeces est possible pour plusieurs de ces bactéries, le doute persiste concernant 1’infection
naturelle.

La pathogénicité d’E. canis pour ’homme a par exemple longtemps été suspectée a cause de la
réaction sérologique croisée obtenue en 1986 lors du premier cas humain d’ehrlichiose répertorié par
MAEDA et al. (98) et lors de I’étude de PARZY et al. en 1991 (112) . Cependant, grace a 1’isolement
en 1991, de I’agent pathogene sur un malade, une étude de biologie moléculaire a pu étre réalisée. Elle
a conduit a mettre en évidence des différences génomiques entre la bactérie isolée et E. canis: la

nouvelle bactérie fut nommée Ehrlichia chaffeensis (55) ( Cf. Tableau I).



Tableau I : Caractéristiques des bactéries du genre Ehrlichia (21)

Génogroupe Espece Hote naturel Symptomatologie Cellules Vecteur Géographie
cibles in vivo
1 E. sennetsu Homme Fiévre glandulaire Monocytes, Helminthes ? Japon
Macrophages
Agent SF Métacercaire Fievre CN et CT Cellules Sellantchasmus | Japon
du parasite Adénopathie souris mononucléées fallacus
Sellanchasmus ( helminthe)
falcatus
Neorickettsia Chiens et Salmon poisoning, Nanophyetus USA
helminthoeca canidés Syndrome Macrophages salmincola
hémorragique (helminthe)
USA
Ehrlichiose equine Monocytes, Helminthes ? Europe
E. risticii Cheval monocytique ou macrophages
Potomac horse fever Cellules
épithéliales
intestin
2 Wolbachia Insectes Incompatibilité ? Culex pipiens ?
fertile (moustique )
Parthénogénése
3 C. ruminantum Chévre,moutons Péricardite Cellules Amblyomma sp Afrique
, bétail endothéliales
E. canis Chiens Ehrlichiose canine Monocytes- Rhipicephalus Ubiquitaire
ou Pancytopénie macrophages sanguineus
canine tropicale
E. ewingii Chiens Ehrlichiose canine Granulocytes ? USA
granulocytaire
Ehrlichiose Homme Asymptomatique Monocytes ? Venezuela
humaine du
Venezuela
E. chaffeensis Homme Ehrlichiose humaine Monocytes Amblyomma
américaine Macrophages americanum USA
WSU86-1044 Bétail ? ? ?
E. muris Souris ? Monocytes ? Japon
4 Anaplasma Bovins, Anémie Erythrocytes Dermacentor Europe Sud
Ovins, hémolytique andersonii et D.
Caprins variabilis
Ehrlichiose Moutons, Ehrlichiose Ubiquitaire
granulocytique Chevaux, granulocytique Granulocytes Ixodes ricinus
humaine chiens, cerfs humaine
E. Moutons, bétail, Tick-born fever Granulocytes Ixodes
phagocytophila bison Granulocytes scapularis
E. equi Cheval Ehrlichiose equine
E. platys Chiens Thrombocytopénie
cyclique canine Plaquettes Ixodesricinus
Ixodes sp ?
?
Non E. boviset Moutons, Ehrlichioses Monocytes, Hyalomma Moyen-
groupé ovina bétail bovines et ovines macrophages Rhipicephalus Orient,
E. ondiri Bétail, Fiévre pétéchiale Granulocytes ? Afrique
moutons bovine Sri Lanka
Kenya
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1.6. Les autres rickettsies du chien (7,47)

* Ehrlichia platys: Infectant les plaquettes du chien, elle est responsable d’une thrombopénie et
d’une thrombopathie par période d’une a deux semaines : il s’agit de la Thrombopénie cyclique du
chien. La bactérie a été isolée dans différents états des Etats-Unis sans mise en évidence d’un
pouvoir pathogene, et plus récemment en Gréce et a Taiwan. Il semblerait qu’il existe une
variabilité génétique a I’origine de plusieurs souches distinctes. Il n’existe pas de réaction croisée

sérologique avec E. canis.

* Ehrlichia risticii : Responsable de 1’ehrlichiose monocytaire équine ( EME ) ou Potomac Horse
Fever, elle peut étre inoculée expérimentalement aux carnivores domestiques, provoquant des
symptomes modérés et transitoires ( diarrhée, hyperthermie, abattement, adénomégalie ) et une
séroconversion systématique. Dans les conditions naturelles, elle serait responsable d’une
ehrlichiose canine atypique. Il est donc possible que les chiens et les chats soient les réservoirs d’E.

risticii.

« Ehrlichia ewingii : Cette Ehrlichia intragranulocytaire infecte les granulocytes neutrophiles et
¢osinophiles. Elle est responsable d’une ehrlichiose granulocytaire canine caractérisée par des
signes cliniques moins marqués que lors de 1’ehrlichiose classique, avec prédominance de
symptomes locomoteurs : boiterie d’un ou plusieurs membres, raideur, dos voussé, difficultés a se
lever ou a marcher, articulations douloureuses ou enflées .

Il existe des croisements sérologiques avec E. canis.

 Ehrlichia equi : Cette Ehrlichia infecte les polynucléaires neutrophiles et éosinophiles dans
I’espece €quine. Chez le chien, elle est responsable d’une infection accompagnée de 1égers troubles
de I’hémogramme ( anémie et thrombopénie ), qui passe la plupart du temps inapercue. Elle est
trés proche génétiquement d’E. phagocytophila ( un nucléotide de différence sur le géne ARNr
16S ), responsable de la Tick Borne Fever des ruminants, décrite aussi ponctuellement chez le
chien et de I’agent de I’ehrlichiose granulocytaire humaine.

Il existe un test sérologique spécifique.
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 Ehrlichia chaffeensis: L’agent de 1’chrlichiose monocytaire humaine peut infecter en milieu
naturel le chien (56). Les manifestations de la maladie peuvent étre graves. Ainsi, le role éventuel

des chiens comme réservoir zoonotique de I’infection humaine n’a pas été écarté.

* Rickettsia rickettsii : Cette rickettsie est responsable de la Rocky Mountain Spotted
Fever ( Fiévre pourprée des Montagnes Rocheuses ), une maladie qui affecte plusieurs especes de
vertébrés, dont I’homme et le chien. Jusqu’a ces derniéres années, la maladie n’a été décrite que
sur le continent américain. Récemment, des cas ont été suspectés en Italie. La transmission
transovarienne de cette rickettsie de la tribu des Rickettsiaceae, dans la tique vectrice, est

intéressante a signaler par opposition a E. canis.

* Rickettsia conori : Elle provoque chez I’homme la Fiévre boutonneuse méditerranéenne, qui est
fréquente dans le Sud-Est de la France. Certaines enquétes épidémiologiques rapportent une
prévalence élevée de chiens infectés dans les régions concernées, et posent ainsi la question d’un

éventuel réservoir canin.

2. EPIDEMIOLOGIE

2.1 Agent vecteur : la tique Rhipicephal us sanguineus

2.1.1 Classification (28)

Les tiques représentent un des groupes les plus importants d’ectoparasites qui affectent la santé
humaine et animale. Elles font partie des Acariens, sous-ordre des Ixodides caractérisé par la
présence de stigmates en arriére des hanches IV ( métastigmatiques ). On distingue deux familles :
les Ixodidés ( « tiques dures » ) et les Argasidés ( «tiques molles ). Rhipicephalus sanguineus ( R.

sanguineus), dite tique brune du chien, appartient aux Ixodidés.

2.1.2 Morphologie (28)

Les caracteres généraux des Ixodidés montrent un dimorphisme sexuel trés marqué, en relation

avec le repas sanguin ( Cf. Figures 5 et 6 ).
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Figure 5 : Photographie d’une tique Rhipicephalus sanguineus femelle gorgée ( Cliché
Mérial)
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Figure 6 : Schémas d’une femelle de Rhipicephalus sanguineus (28)

Le genre Rhipicephalus est Métastriata, brévirostre, a capitulum hexagonal. Sa reconnaissance

apparait donc assez aisée ( Cf. Figure 7).
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Figure 7 : Description du genre Rhipicephalus, (28)
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2.1.3 Cycle (17,28)

Le cycle de Rhipicephalus sanguineus est trixéne : la tique se fixe sur un hote différent a chaque
stade ( larve, nymphe et adulte ). Les trois hotes sont généralement de la méme espéce, elle est

donc dite monotrope ( Cf. Figure 8 ).
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Figure 8 : Cycle de développement de Rhipicephalus sanguineus (28)

Le cycle de développement est long d’une durée totale de quelques mois a 4 ans, mais les périodes

de vie parasitaire sont relativement bréves.

La tique est strictement hématophage a tous les stades. Son parasitisme est intermittent : elle passe
plus de temps dans I’environnement extérieur que sur son hote. Le cycle s’adapte donc aux
facteurs extrinséques, tels que I’humidité et la température ( hygrométrie de 50 a 70 % nécessaire
pour la survie des ceufs et des larves ; une diapause s’installe si la température est trop basse ). En

Europe tempérée, 1’activité principale se situe au printemps et a I’automne (93).
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2.1.4 Hotes

Aux Etats-Unis, on trouve R. sanguineus essentiellement sur les chiens, voire sur d’autres espéces
quand elles sont en contact avec ces derniers ( chats ) (143). Ailleurs, on la trouve sur les moyens
et gros mammiferes et certains oiseaux (16) : les formes immatures vivent sur les rongeurs, les
adultes sur les ongulés et les carnivores. On retrouve tous les stades sur le chien. Cette adaptation
de R. sanguineus est unique chez les Ixodidés. En effet, a I’origine tique des herbivores des régions
sub-désertiques, une souche s’est adaptée de nos jours au chien et est devenue monotrope,
domestique et cosmopolite.

La forte spécificité d’hote de cette tique R. sanguineus est a opposer a celle, tres faible, d’autres

especes de tiques comme Ixodes ricinus.

Il s’agit de la deuxiéme espéce de tique la plus rencontrée chez le chien, aprés Dermacentor

reticulatus.

La recherche de I’hote par R. sanguineus est dite « passive » : la tique est « en embuscade » sur
certains sites et se fixe sur I’hdte qui « s’accroche » a des récepteurs. Cette « stratégie » est a
opposer a celle des tiques du genre Amblyomma qui « attaquent » de fagon active (110).

La recherche de I’hote s’effectue par I’utilisation de I’ensemble des organes sensoriels
périphériques des tiques et leurs chémo-, mécano-, photo-, ou thermo-récepteurs comme le
rappelle PAROLA (110). Les tiques sont trés sensibles a des stimuli indiquant la présence d’hotes
potentiels, comme le C02, le NH3, les phénols, les aromates, les vibrations et la température
corporelle des animaux a sang chaud, les odeurs mais aussi les sons. En effet, les stimuli sonores

émis par les chiens semblent efficaces pour attirer R. sanguineus.

2.1.5 Répartition géographique (16)

R. sanguineus est I’espéce de tique la plus répandue dans le monde ; elle est présente entre le 50°
de latitude Nord et le 35° de latitude Sud.

Elle vit sur tous les continents : Etats-Unis, Asie du Sud-est, Afrique et Europe, hormis peut-étre
I’ Australie. Secondairement, on la trouve en zones tropicales et tempérées dans les habitations du

Bassin Méditerranéen et de I’Europe tempérée ( Cf. Figure 9 ).
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Figure 9 : Répartition géographique de Rhipicephalus sanguineus

Endo-exophile, elle parasite en effet chenils et maisons des pays tempérés ( aux abords des niches
et des zones de forte concentration canine ). Les chenils militaires sont donc tout particuliérement
exposés a I’infestation par les Rhipicéphales et aux maladies transmises par ces tiques. C’est le cas
surtout dans le Sud-Est méditerranéen francais et en Afrique, comme nous I’a confirmé 1’étude
sérologique que nous avons menés en 1999 ( Stage personnel ) a I’Institut de Médecine Tropicale
du Service de Santé¢ des Armées (Marseille) portant sur 28 chiens militaires ( 13 positifs vis-a-vis
d’E. canis ) provenant de Djibouti, du Sénégal et de la Cote d’Ivoire, ainsi que les enquétes

épidémiologiques menées par DAVOUST et al. (14,37,38,42,43).

2.1.6 Contamination de la tique par E. canis

Elle se fait au stade larvaire ou nymphal, au cours d’un repas sanguin sur le chien en phase aigué
d’ehrlichiose (71). Il n’y a pas encore de certitude concernant le délai d’implantation nécessaire de
la tique pour s’infecter au cours de son repas.

La fixation de la tique a lieu généralement sur une zone a peau fine ( oreilles, ars, fanon, mamelle,
périnée ). Une étude belge récente ( 2001 ) sur la distribution des tiques sur 1’animal montre une
grande majorité de fixation sur la téte, les oreilles et le cou (97). Les espéces brévirostres se
retrouvent plus fréquemment sur ou dans le pavillon auriculaire, les marges de 1’anus ou sous la
queue. La fixation s’effectue en deux temps, un temps mécanique de pénétration et un temps
sécrétoire de véritable fixation (28):

» la tique enfonce ces chéliceres,
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* puis sécréte une salive qui digere 