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GLOSSAIRE
Antigene thermolabile Antigéne qui est détruit ou perd ses qualitésing
température déterminée.
Asthénie: Dépression de I'état général.
Chikungunya: Maladie virale qui provoque une infection pseudipale avec

douleurs articulaires.

Co- agglutinines: Agglutinations de plusieurs sérovars apparait aurs des
premiéeres
semaines de la melad

Dengue : Maladie virale caractérisée par une forte fiewae des douleurs
musculaires

Dyspnée Difficulté de la respiration
Epistaxis: Saignement de nez
Immuno dominant: Relative a un antigene dominant.

Immunsérums Sérum fournie par des animaux immunisés activeroentre un
microbe.

Leptospirémique Invasion des leptospires des différents organesaims.
Macro agglutination test Test qui visualise les agglutinas a I'ceil nu.

hY

Micro agglutination test Test exigeant un microscope a fond noir pour
I'observation des

agglatm
Neuro-encéphalitique Atteinte neurologique qui se traduit par une imadgéRM.

PétéchiesHémorragie cutanée, caractérisée de petites tédmesouge violacé.



Sérogroupes Souches ayant des criteres sérologique identigoasant ou pas
appartenir a la
méme espece.

Sérovars Souches appartenant au méme sérogroupe graceactavité avec des
anticorps
monoclonaux.

Thrombopénie Diminution du taux des plaquettes sanguines.
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RESUME

Le but de ce travail est la production d’'un réagéhérique, I'antigéne thermorésistant (TR) a padsila
souche_eptospira biflexdPatoc I. Cet antigéne est utilisé dans le diagndgect de la leptospirose par le
test de macro-agglutination sur lame. Etant dolmpértance de la leptospirose en Algérie, la Maiti

de disponibilité du réactif actuellement importé Baorad*. France — empéche le dépistage rapide de
cette maladie. Un protocole de production prop@sdgCNR des Leptospires a I'lnstitut Pasteur$?aai

été modifié au niveau de certains parametres lelgtesse de centrifugation. Notre étude a éthsim

sur 100 sérums positifs confirmés par la technidmeéférence de micro-agglutination (MAT) ainsi que
par les données épidémiologiques fournies paindbed de renseignements des malades. La comparaison
entre le réactif produit et le réactif importé atitoa un pourcentage de sensibilité identique dessleux
cas (100%).

Par contre le pourcentage de spécificité du réauntiforté (93%) est relativement supérieur a celui d
réactif produit (90%). Toutefois, une meilleure kiggad’agglutination est observée avec le réactidpit.

Mots clés : Antigéne thermorésistant, test de maggiutination sur lame, Leptospira bifleRatoc, test
de micro-agglutination (MAT), épidémie de la legiivese.

ABSRTACT

The aim of this work is the production of a geneeagent, Thermoresistant antigen (TR) friogptospira
biflexa Patoc | this antigen is used in the direct diagoas leptospirosis using the macroagglutinaties t

on slide. Given the impotance of leptospirosis igekia, the variability of the reagent avaibilitypw
brought in by Biorad —france-, prevents the fasteging of the illness. The production protocol
suggested by the Center of Reference of the Lejpésspt Institut Pasteur-Paris- has been modifted a
certain parameters such as the centrifugation sgg@dsurvey has been conducted on one hundred sera
conformed by the reference method of microaggltitnatest (MAT) as well as by epidemiological data
provided by an information card of ill people. Tbemparaison between the produced reagent and the
imported reagent gives a percentage of sensilfilifp%) similar to both . Whereas, the percentage of
specificity of imported reagent (93%) is relativglseater than of the produced reagent (90%). We als
notice a better agglutination quality using thedarced reagent.

Key-words : thermoresistant antigen, macroaggltiinaest, Leptospira biflexamicroagglutinatio test,
leptospirosis epdemic.




INTRODUCTION

L’Algérie, a l'instar d’autres pays -développésauvoie de développement-, met
tout en ceuvre pour améliorer certains secteurs{paémi lesquels nous citerons le
secteur sanitaire, secteur d’activité de la redteescientifique par excellence.

Cet important créneau utilise un nombre inestimdel@roduits de base,
meédicamenteux ou réactifs, parmi lesquels figuartigene thermorésistant, réactif
destiné a la détection de la leptospirose danériemshumain.
Cependant, d’énormes difficultés surgissent quaatdisponibilité permanente de
ces produits au niveau des difféerents centres tadigps et sanitaires.
Les causes de la variabilité de disponibilité deslpits different selon leur origine,
a savoir :

- Variabilité due a une faible capacité de producpouar les produits de

fabrication locale,
- Variabilité fluctuante avec le capital devise ptas produits d’importation.

Le diagnostic de la leptospirose au laboratoir&l spit direct ou indirect, est
astreignant, car il nécessite la disponibilité pemente de ce réactif. C'est
d’ailleurs ce qui a sGrement rebuté les laboragaie I'Institut Pasteur d’Algérie, a
sa production locale.

L’'objet du présent travail consiste en la formulatet le contrble d’'un réactif
géneérique a savoir :

Antigéne Thermorésistant pour I'identification et le contrble de la
leptospirose.

La démarche méethodologique adoptée pour la réalsde ce travail consiste a :

- Produire et controler le réactif antigene thermstast, grace au mode
opératoire établi par le centre national de réfézaites leptospires de
I'Institut Pasteur Paris — France - .

- Comparer le réactif ainsi produit avec le réaémoin importé en testant
100 sérums positifs par la technique de macro-#gghion sur lame,

- Confirmer le diagnostic positif des 100 maladegegrace la technique de
référence de micro-agglutination .

- Reéaliser une étude épidémiologique pour I'anné¥ 28fin de connaitre la
situation de la leptospirose en Algérie.



|. HISTORIQUE

La leptospirose a été décrite « officiellement » #886 simultanément et
indépendamment paMATHIEU et WEIL , alors que la maladie avait déja été
individualisée a Paris pd&rANDOUZY en 1883 qui réunissait la description de
deux cas chez des égoutiers de « fievre bilieustyphus hépatique ». Elle a été,
cependant, trés certainement rapportée depuisdomgt en Asie, associée a la
riziculture sous divers noms. Ce seront les JagoiNADA et IDO qui en 1916
identifieront et cultiveront lI'agent étiologique s le nom deSpirochaeta
icterohaemorrhagiae lls incrimineront aussi le rat comme réservoin tait,
STIMSON, en 1907, observe d&pirochaeta interrogansdans les reins d'un
malade décédé a la Nouvelle Orléans de « fieviegjau [16]

En 1914, WOLBACH et BINGER découvrent dans I'eawa®n une nouvelle
espece non pathogene de Spirochaeta baj@méschaeta biflexa
De ce fait la classification officielle du genredtespira regroupe deux especes :

1- Leptospira biflexaincluant les germes saprophytes ;
2- Leptospires interrogans représentant la souche pathogéne avec les
sérotypes.

En 1918, le diagnostic sérologique spécifique paeaction Agglutination —
Lyse » ou RAL, rebaptisé plus tard « Micro — Agglation Test » ou MAT, est
mis au point a I'Institut Pasteur de Paris — FrgmemMARTIN etPETTIT .

En 1920, une surveillance passive de la leptospicasul des sérodiagnostics sera
mise en place en France. [18]

La situation parait simple : une bactérie, une dialaun réservoir. Puis, des
leptospiroses parfois atypiques seront isoléeslel@®spires dont les anticorps
suscités dans I'organisme ne répondront pas a&ildbaemorrhagiae. Le nouveau
sérotype ainsi isolé sera ajouté a la gamme amnggén

C’est la période non pas de la leptospirose, nesdaptospiroses. La RAL, utilisée
avec des immunseérums connus, et effectuée powgrdiitier les sérotypes. On
décrit alors fievre des 7 jours, la fievre autorendd fievre des marais, etc.

En 1971 BORG-PETERSEN, découvre I'existence d’'un antigene thermolabile e
immunogénique dans le sérotype ICTERO N°1.



En 1972, KMETY démontre que l'antigene Vi, présent dans les sauche
pathogenes, est inactivé lorsqu’il est chauffe &C5pendant dix minutes. Alors
qu’il est possible d'obtenir un antigene thermastsit par un traitement a la
chaleur de la souche saprophlyaptospira biflexaPatoc |. Cet antigéne résiste a la
température de 100°C pendant 30 minutes et offrpaumcentage d’agglutination
avec les sérums homologues atteignant 99%. En 1DPMAZZONELLI , G.
DORTA DE MAZZONELLI etM. MAILLOUX ont mis au point une technique
sérologique d’agglutination sur lame, simple, po&ccet rapide, utilisant un
antigene polyvalent, l'antigen®atoc, afin de simplifier le dépistage des
Leptospiroses humaines.

En 1977, au cours de la premiere réunion des Lpiptdsgues européens a
Brescia, le Docteutoyce COGHLAN décrivit les résultas obtenus grace a la
technique d’agglutination macroscopique modifiéegil@-méme. [17]

Afin de simplifier le dépistage des LeptospirosemhinesJ. Mazzonelli,
G.Dorta deMazzonelli, etM. Mailloux ont mis au point une technique
sérologique simple, rapide, utilisant un antigeolg\alent, I'antigéne Patoc
préparé selon les indications AuJoyce Coghlan17]
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. GENERALITES

La leptospirose est une anthropozoonose trés répaai@s le monde entier, elle
est associée a une bactérie qui, émise par legsudfanimaux infectés, peut
survivre dans l'environnement humide (eaux dou¢&s).

La diversité clinique des leptospiroses est extféeeméme que la diversité des
souches sur les plans épidémiologique, antigénmueenetique. Cependant le
groupe des leptospires pathogeénes est homogenepaakdités de transmission,
son devenir dans l'organisme infecté et les organigles, restent les mémes.

Il reste vrai que licterohaemorrhagiaest responsable des leptospiroses les plus
fréequentes et les plus graves dans le monde. [15]

La leptospirose présente un large spectre de nssaii@ns cliniques depuis le
syndrome pseudogrippal (fievre, myalgie , vomissasglouleurs
abdominales, éruptions cutanées ) et parfois plucateurs a ce stade de la
maladie ( suffusion conjonctivale bilatérale) denlmronostic jusqua I'atteinte
pluriviscérale dont la forme clinique typique éstsyndrome de WEILassociant
fievre, ictere, insuffisance rénale et signes héagique diffus. [15]

D’autres organes peuvent étre atteint dans le acidne défaillance multi viscérale
(poumons, cceur et méninges ) engageant le promitsiie.

Une étude a montré un taux de séroconversion gigtiiffdans 30 % des cas d’un
échantillon de population infantile suggérant aiosi contact possible dés les
premiéres années de vie.

De ce fait, lI'observation continue de cas, une gmtaion clinique tres
polymorphe, la méconnaissance occasionnelle dundsig et une mortalité qui ne
semble pas varier depuis 20 ans, justifie 'impactade I'étude épidémiologique
réalisée dans ce mémaoire.

[1.1. Microbiologie

Les leptospiroses sont dues a des bactéries de geptospirg de la famille des
LeptospiraceaeCe sont des bactéries a Gram négatif, trés alemdelicoidales
avec des extrémités recourbées en crochets. Hltedeo4 a 25 um de long et 0,1
um de large. (Fig 3)

Ces bactéries sont caractérisées par une tresegraokilité, a la fois par rotation,
flexion, et translation.
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L'observation de ces fins spirochetes nécessitemicroscope muni d’un
condenseur a fond noir, en raison de son grandeadgl champ a faible
grossissement.

Les spires serrées visible au microscope élecfoenisont au nombre d'une
vingtaine permettent de distinguer les leptospites autres spirochétes de méme
gue la présence d’'un endoflagelle, un organe loteuananterne.

Les leptospires sont capables de passer a tragdilrels 0,45 et méme 0,22 um ce
qui peut étre mis a profit pour décontaminer unehke en culture.

Erdofiagelle

Figwe I Morphologie des leplopsiies en misraseopie & balyaga

Autrefois, les leptospires étaient divisés en deespeces par le critere
pathogénique:Leptospira biflexaegroupait les souches saprophytes (aquicoles) et
Leptospira interroganges pathogénes. [19]

12



Toute fois rien ne permet morphologiguement deirdjser les leptospires
pathogenes des saprophytes. [1]

Une définition génomique sur la base du taux des@aation des ADN dans des
expéeriences d’hybridation ADN/ ADN [31] a révéléegies leptospires pathogenes
étaient divisées en 7 especes :

* Leptospira interrogans

* Leptospira borgpetersenii

* Leptospira santarosai

* Leptospira noguchii

* Leptospira weilii

* Leptospira kirshneri

* Leptospira alexanderi

Les leptospires sont divisées en un nombre indétérrd’especes dont 3 sont
nommeées : [31]

* Leptospira biflexa

* Leptospira wolbachii

* Leptosira mayeri

13



Ordre

Spirochaetale

l

Famille

Leptospiraceae

[

Genre

L.interogans

Leptospira ‘ ' L kirschneri

L .noguchii

Leptospira biflex a Leptospira interrogans L borgpetersenii
L weillii

Espéce saprophyte ® Espéce pathogéne - [ - R e

— L .alexanderi

Figure 2 : Arbre phylogénétique des leptospires

[1.2. Physiologie et caracteres métaboligues

Les leptospires sont des bactéries aérobies strici@talase positive, oxydase
negative.

Ces bactéries doivent étre maintenues a I'obscuwé@ésont des germes Chimio-
organotrophes, aux besoins nutritionnels simpilass inhabituels (glucides non

necessaires ) capable d'utiliser les acides gtaagachaines comme seule source
de carbone et d’énergie. [4]

La culture des leptospires est délicate (tempézatiér croissance varie entre 28-
30°C) et lente (temps de génération de 10 a 12h).

Actuellement, on utilise le milieu EMJHEllinghausenM cCullough modifié par

Johson etHarris) qui contient comme source de carbone desagajdas a longue
chaine sous la forme de Tweens, et des ions ammooimme source d'azote.
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Cependant, ce milieu n’est pas totalement synthétigar on doit y ajouter de
I'albumine bovine fraction V pour détoxiquer les dens. [18]

Le glycérol et le pyruvate améliorent la croissarles vitamines Bl et B12 sont
necessaires, de méme que les ions chlorure, phesptacium, magnésium et
ferriques.

En pratique, on ajoute également les ions zinogaaese, et les sulfates. [15]

Le milieu EMJH devient sélectif pour les leptospge en y rajoutant I'un des
inhibiteurs suivants : [18]
- 5 fluro-uracile.
- Phosphomycine.
Kanamycine.
Rifampicine.
Métronidazole.

A l'isolement la culture est tres lente, exigeaatfpis jusqu’a 2 mois. Par contre
apres plusieurs sub-cultures une croissance cerséaatitient en 8-10 jours.

Il faut savoir que la culture des leptospires asbfisée en milieu EMJH liquide

gu’en milieu solide car leur croissance est treselet les colonies apparaissent au
mieux en une vingtaine de jours. [15,26]

[1.3. Structure antigénigue

Les différences antigéniques expliquent I'existeteeérotypes voisins qui
n‘auraient pas les mémes propriétés chez 'hnomrobext les animaux et
possederaient des roles différents en eépidémial@ge variants antigéniques
peuvent étre sélectionnés en cultivant les leptesiur milieux liquides contenant
des antisérums de lapin homologues ou hétérologues.

La présence de variants antigéniques est importémtepoint de vue vaccination.
Il existe de nombreuses préparations antigénigomieeicant des antigenes de
groupe ou type. [28]

L’enveloppe des leptospires contient des antigeswetyut de nature poly osidique
ou lipopolyosidique. Les antigénes spécifiques pnéident a ce niveau.

La spécificité des antigénes rencontrées diminu&grieur vers l'intérieur de la
bactérie et la nature des antigénes prédominaatygeh celle-ci est de moins en
moins poly osidique et de plus en plus proteifR@)
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Les nombreuses réactions rencontrées pendanttagueephase de la maladie
empéchent de déterminer le sérogroupe en causstadee.Il est nécessaire
d’examiner d’autres prelevements successifs. [30]

L'antigéne immunodominant, responsable de la ditéemntigénique de surface
(sérovars) est le lipopolysaccharide (LPS). Sitadsdl'enveloppe externe, |l
suscite la production d’anticorps, revélés paest tle micro agglutination (MAT).

I1.4. Génome et biologie moléculaire

Les leptospires comportent deux chromosomes ciresldont I'un de 4300 kb

(kilo bases) mais pas de plasmides. [1]

Les genes ribosomaux ne sont pas organisés maisrsaombre non équilibrés et

différent selon les sérovars.

Des transferts génétiques latéraux ont été obsefvége espéce a l'autre [27] et
sont méme responsables de problemes de classifidatisqu’ils touchent le locus
hmscodant le lipopolyssacharide (LPS).

[1.5. Mécanisme et mode d’action

La leptospirose est une zoonose dont les résemmmingaux sont multiples. (Fig 3)
Les cas sont donc généralement isolés ou sporadigiseparfois des groupements
peuvent évoquer un aspect épidémique. Ces dermiécesinies I'urbanisation
incontrélée dans des conditions sanitaires médamaduit a I'éclosion de
pseudo-épidémies avec un nombre important de mal§&iy

[I.5.1.Voies de transmission

La contamination chez 'homme peut étre directe @artact avec les animaux
infectés, soit indirecte par contact avec les eaud’autres produits souillés par les
urines des animaux infecteés.

La survie de leptospires pathogenes durant plissi|@ois a été constatée dans des
eaux proches de la neutralité ou légerement aéslin
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De méme, le caractere infectant des urines pegiradenger lorsqu’il s’'agit de
celles d’animaux herbivores ou omnivores. (voirésnh )

Mode de contamination

Contact indirecte / \ Contact directe

Eaux. Boues Urines d'animaux infectes

N /

Pénetration des Jermes

!

Voie transcutanae Yoie mugueuse Yoie digestive {Plus rare).
Conjonctivale
buccale, nasale

Représentation schEmatique de la transmission
des leptospires dans la nature

Les leptospires pénetrent dans I'organisme hurpainles muqueuses intactes
telles la conjonctive, la muqueuse nasopharyngéelesu poumons, en cas
d’'inhalation d’eau et a la faveur de plaies, ouxdaiations de la peau parfois
minimes.

Chez les animaux, les mémes voies de contaminasions fonctionnelles mais
peut s’y ajouter, chez le bétail, une transmissiiérinaire ou congénitale.

La transmission inter humaine est exceptionnelle, cg soit par voie urinaifel],
sexuelle [22], d’allaitemen23] ou transplacentaine4.
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Le risque de contamination de laboratoire est @nlifaité .La transmission par
voie aérienne existe pas mais dans les conditions habituellenaspulation, il
ne peut y avoir formation’dérosols.

Le risque est lié essentiellement par un contaztlantel avec les germes : soit par
projection de culture, notamment lorSngection a lanimal, soit par piqdre, soit
par contact avec des tissus animaux infectés.¢ehiéma)

Risque de contamination accidentelle

Injection a 1"animal Des tissus d'animaux infectes
{ broyats de foie et de rein )

Projection de culture

Piqﬁre

Representation schematigue de la transmission
des leptospires au laboratoire

[1.5.2.Les réservoirs

Le réservoir des leptospires pathogénes est eslemint animal, mais se
prolonge dans I'environnement. Il peut s’agir draaux infectés, malades ou non
(porteurs chroniques), ou encore de leurs cadawuraekpouilles dont la survie des
leptospires est limitée dans le temps. Les animatectés excrétent par leurs
urines des leptospires pendant de longues duraeséds).
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Les leptospires peuvent survivre pendant plusisensaines ou mois dans les sols
ou les eaux douces, notamment a I'abri de la lwr(@gouts, mines). [15]

Le risque de contamination est élevé dans lessztmenides ou des animaux

urinent fréequemment. C’est le mode indirect quilegtlus souvent a 'origine des

transmissions humaines. (Fig 3)

[ - By L - T
Dol posch, cheara chawous

Figure 3 @ Cycle des differents modes de contaminations par les leptospires

cher Phomme cof les animanx .

Parfois, une espece sauvage présente peu d’oppéstuwhe contact avec les
humains, mais des animaux domestiques peuvent slervelais efficaces. Chez les
mammiferes sauvages, les rongeurs (rats, soungagnols,etc.), insectivores

( hérissons, mus araignes ), mais aussi les chemwgs, et plus rarement , les
carnivores, sont impliqués, Parmi les espéces doques, équins , bovins, mais
aussi ovins, et caprins pour les animaux de regitesanidés pour les animaux
familiers , jouent le plus grand role . [15]
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1I.6. Physio pathologie [19]

La voie de pénétration des leptospires dan I'olgaai héte est constituée soit par
les muqueuses soit par les effractions cutanees.

Ceci suppose des mécanismes de chimiotaxie, dmmthést de passage
transmembranaires. Les bactéries doivent ensuiessa@irement gagner le
compartiment vasculaire (septicémie obligatoirein afi’étre éliminées par le
systéme urinaire qui constitue la voie de sortie.

Leurs mobilités les aident probablement a acconggliparcours,mais, a nouveau,
ilIs doivent franchir des barrieres tout en échap@arx systemes défensifs tres
efficace dans les tissus, mais aussi dans le sategdeptospires persistent pendant
prés d’'une semaine.

La physiopathologie de la leptospirose est résusnéteux phases :

La premieére phaseest liee au passage transcutané des leptospinewexst la
muqgueuse, et gagnent la circulation sanguine owlatique. Les leptospires
pathogenes échappent a la phagocytose et se menltidans le sang et les tissus
hotes.

La deuxiéme phaseil apparait dans le sang des anticorps de tyledgs le 8™
jour.

Les leptospires pathogenes peuvent échapper dsdaplgr le systéme anticorps
complément.

La capacité de pénétration intracellulaire desolgptes pathogenes notamment du
sérogroupd.eptospira icterohaemorrhagiaest actuellement prouvée, bien que les
leptospires aient été longtemps considérés comrsebdetéries extracellulaire
strictes. [19]

Il.7. Clinique _[19]

La clinique de la leptospirose représentée paosad la plus classique est l'ictere
fébrile a rechute.

Cette forme classique est constituée de troisgdses : (Fig 4)

A/. Phase d’incubation

Cette phase est silencieuse, elle dure géenéraletnanii4 jours, mais elle peut
varier d'une personne a une autre, on a noté deéneas de temps d’incubation
allant de 2 a 30 jours.
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B/. Phase pré -ictérigue

C’est la période d’invasion ou leptospirémique.ébut brutal dure de 3 a 5 jours
avec présence de leptospires dans le sang et leek C&actérisé par de la fievre a
39°C et plus, des frissons, des céphalées, degymydinollets et cuisses). Cette
periode réalise un syndrome grippal plus ou mogvere.

On peut observer dans cette période, une hémoregre le troisieme et le
guatrieme jour, un herpés, une éruption, ou enaer®yndrome méninge.

C/. Phase ictérique

C’est la période d’état ou immune. Le syndromediéeix persiste mais s’atténue.
Les manifestations viscérales sont plus ou moinére8 avec différentes atteintes
il s’agit de :

*Atteinte hépatique . avec ictere de coloration orangée, dit flambdoyan
apparaissant entrie quatrieme et le sixieme jour,

*Atteinte rénale : expliquant une insuffisance rénale,

*Atteinte neuromeéningée: qui se manifeste généralement par un troubla de
conscience,

*Atteinte pulmonaire : exprimée par une toux, une dyspnée, nécessitghis
part du
temps une radiographie du thorax,

*Syndrome hémorragiquegénéralement discret : épistaxis, quelques pé&sechi

Cette phase ictérique, qui apparait au quatrigme en moyenne a une durée
moyenne de 5 jours.

Le dixieme jour est marqué par le début de la phdispyrexie ou phase
intermédiaire qui se manifeste par la chute deshaperature et la régression de
I'ictére et des signes neurologiques.

La recrudescence fébrile apparait afijabr puis elle disparait au 2[ur laissant
la place a la crise urinaire.

La convalescence de la maladie est longue, marmgaéene asthénie prolongée,
mais la guérison survient sans séquelles.

Au total, la maladie évolue classiqguement en quptrases d’environ 5 jours
chacune. (Fig 4)
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Temperature

[LCTR o eubiure

3 !‘::-él_'!.:-!:.r_.;_iL'

—g- - - - - - - -

Lirimes 4 culounc

Sane, [OR, Ulrenes (EXTR)

Figure 4 : Chronologie des prélevements a réalipeur le diagnostic de la
leptospirose

1I.8. Le diagnostic [19]

Le diagnostic de la leptospirose peut étre clinigudiologique.

[1.8.1. Diagnostic clinique [19]
Etant donné l'extréme polymorphisme de laladhie, de la fievre pseudo-
grippale a I'hépatonéphrite, de nombreuses affestpeuvent réaliser des tableaux
cliniques proches.
Il s’agit de :

- hépatite virale,

- paludisme,

- dengue, chikungunya, etc.

11.8.2. Diagnostic biologique[19]
Le diagnostic renferme le diagnostic spécifiquie eiagnostic non spécifique.
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11.8.2.1. Diagnostic non spécifiqugl9]

Il s’agit des différentes analyses effectuées harktoire des centres hospitaliers
sur le sang, les urines et le liquide céphatuchen (LCR) du malade. Les
résultats de ces analyses permettent une oriemt&ilgective vers la leptospirose.

Cependant les éléements qui peuvent attirer I'atinrdgont :Thrombopénie, CPK
augmentées contrastants avec des transaminasékepées, auxquelles s’ajoutent
de facon rare une élévation des Triglycérides atsabment des HDL cholestérol .
Ces 2 derniers points refletent I'interaction dgstdspires avec le métabolisme des
lipides.

11.8.2.2 Diagnostic spécifique

Ce diagnostic biologique est réalisé avec des tiestéference peu disponibles
dans les laboratoires.

En Algérie, seul I'Institut Pasteur qui réalisetdst sérologique de référence : Test
de Micro agglutination communément appelé réadmiartin et Pettit.

Le diagnostic spécifique regroupe trois (03) diagios différents :

A/. Diagnostic bactériologique

L’examen direct au microscope a fond noir, réadisele sang, le LCR ou encore
les urines, permet d’observer la présence de fimsaheétes.

La culture du sang ou le LCR sur le milieu spéadédEMJIH (Ellinghausen, Mc
Cullough, Jonhson et Harris), est lente et di#ig@lisque le délai d’observation est
de deux mois avant de conclure a la négativit@delkure.

Compte tenu de la difficulté du diagnostic bactégmue par isolement et
identification du germe, le diagnostic de la leptosse est assuré essentiellement
par la sérologie.

B/. Diagnostic sérologique

Ce diagnostic est réalisé a partir dyodir par différents tests :
-Test de deépistage appelé encore test de macrdagflon sur lame avec
I'antigéne thermorésistant dit « TR » (test de skigje).

-Test de confirmation ou test de micro-agglutinatiMAT) appellée encore
réaction de Martin et Pettit : ce test est utipe@ir les sérums positifs ou douteux
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au « TR », avec une gamme d’antigenes, pour lardétation du (des) sérogroupe
(s) en cause, lorsque le seuil de positivité eptgeure ou égale a 1/100. (voir
matériel et méthodes)

D’autres examens sérologiques utilisent pour laestigge de la maladie il s’agit
de:
» Technique ELISA utilisd.biflexasouche Patoc non pathogene
 Test de Lepto-dipstick, un test rapide sur bantteeou sont fixées les
antigenesL biflexa permattant ainsi de capter les IgM anti-leptospire
présents dans les sérums de patients. Les IgMesmiite mis en évidence
par réaction colorée.

La sérologie des leptospiroses est d’interprétatitiitile pour les raisons
suivantes :

- la positivité des réactions est souvent tardivé jdi et plus), ceci est d(i a
I'antibiothérapie précoce,

- l'absence d’'une évolution significative du tauxrttiaorps,

- la sensibilité du test TR vis-a-vis de certain®ggasupe, et

- les phénoménes de co-agglutination.

C/. Amplification génigue (PCR)

Cette amplification concerne le gene rrs codaARN ribosomial 16 S.

Vu la longueur des délais des cultures et I'apjgaritardive des anticorps
spécifiques, I'intérét de la PCR est évident ajug la RT- PCR

Elle permet un diagnostic direct en 48 heuresespidsma, le LCR ou encore les
urines dés I'apparition des premiers signes cliesgdie la maladie.

[I.9. Traitement [19]

Le traitement symptomatique, notamment en termeaemation (respirateurs,
dialyse ...), est tres important.

Il est parfois écrit que les formes bénignes neigggnt pas de traitement
antibiotiqgue. Cependant la possibilité de compitcahotamment oculaire parait
une indication formelle .

Peni G: 6 Million Ul (2 Million Ul x 3)/ 24 h pamitraveineuse pendant 7 a 8 jours.
Ampicilline : 0,5a 1g x 3/ jour.

Amoxicilline : 0,5 x 3 /jour.
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Doxycycline 100 mg x 2 / jour pendant 7 jours

Dans des cas d’hyper-exposition de courte duréeauntibio-prophylaxie a pu étre
proposée a la dose hebdomadaire de 200 mg d’argilneo

Compte tenu de l'incubation courte, il sembleradf@rable de doubler la prise et
de distribuer la doxycycline bi-hébdomadairemeit 200 mg).

L’antibiothérapie précoce réduit la durée et laési® des symptdmes.

[1.10. Prophylaxie [19]

Il faut éviter les zones humides polluées pardegeurs, ainsi que les baignades en
eaux douces méconnues.

La protection des personnes exposées (éboueurgjergppar des bottes, lunettes
ou encore vaccin spécifiquement dirigé contrediichaemorrhagiae, est efficace
mais peu utilisée par ces personnes.

Cependant, selon le servic&gidémiologie Institut Pasteur Algérie, la vaccioat
contre la leptospirose est inexistante en Algérie.
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lll. MATERIEL ET METHODES _ [4]

A/-MATERIEL
Le matériel utilisé au cours de cette étude esstadag essentiellement de matériel
biologique, de consommables ainsi que de certaiparaillages.

-Matériel biologigue

Nous avons utilisé 290 sérums de malades provedandifférents secteurs
sanitaires et CHU.

Alors que pour I'étude épidémiologique le nombregddevements est limité a 100
sérums confirmés positifs.

Les sérums de malades sont titrés par les soudahdeptbspires de références
controlées (appelées également antigenes vivants ).

Une batterie de 16 souches de référence choifoeietie par le CNRLIPP-France-
permet I'identification du sérogroupe en cause dbuse infection a Leptospires.

Les souches sont repiquées en milieu EMJH tou37gsurs.

Les principaux antigénes vivants utilises en MATMtsindiqués dans la liste
suivante :

1- AUSTRALIS 9- HEBDOMADIS

2- AUTUMNALIS 10- ICTEROHAEMORRHAGIAE
3- BATAVIAE 11- PANAMA

4- CANICOLA 12- SEMARANGA ( Patoc)

5- BALLUM 13- POMONA

6- CYNOPTERI 14- PYROGENES

7- GRIPPOTYPHOSA - BEJROE (sefre)

8- SEJROE (hadjobovis) 16- TARASSOVI
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Autre matériel

-Centrifugeuse réfrigérée

-Bain —marie

-Spectrophotometre

-Agitateur magnétique

-Microscope a fond noir

- pH-metre

- Microplaques en plastique a 96 puits a fond plat.

- Microscope a fond noir.

- Tube a hémolyse 0,5 ml non stériles.

- Multipette plus EPPENDORF ( micropipette a reeér), Peptus*

- Combitips* 2,5 ml non stériles.

- Pipettes jetables 1 ml .

- Cbnes jaunes et cones bleus.

- Micropipettes 200 ml, et 1000 ml.

- Pipette multicanaux.

- Filtres a usage unique, adaptable a une seritbg2eml, de porosité 0,48n
et\ou 0,22um.

- Systéme de filtration NALGENE relié a une pompecde.

- Seringue jetable 2 ml.

- Seringue Cornewell 10 ml stérile.

- Etuves 28°C et 37°C.

- Hotte a flux laminaire.

- Anse de platine.

- Lame en verre de qualité supérieure.

B/-REACTIFS

1- Immunsérums de lapin.

2- Eau physiologique tamponnée, pH = 7,6

3- Eau bidistillée stérile.

4- Milieu EMJH (EllinghausenM cCullough modifié padohson eHarris).
5-Formol 37% (Merck)

6-Tampon PBS 1X (voir en annexe)

7-Sérum de lapin

8-Merthiolate 20% Sigma (voir en annexe)
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1/. Immunsérums de lapin :

Les immunsérums de référence sont produits pareleses de référence, selon les
meéthodes recommandeées par le sous-comité de tai@netmpermettent de vérifier
I'identité d’'un sérogroupe connue.

Au cours de notre étude, nous avons bénéficié dencmunsérums de référence

par un don du Centre National de Recherches dewd@mes de I'Institut Pasteur
de Paris (CNRLIPP)-France-

2/. Eau physiologique tamponnée pH = 7.6

Elle est composée de tampon Sdérensen et d’eaugdyisjue a 0,85 %
(voir annexe).

3/. Eau bidistillé stérile.

Cette eau est obtenue par un distillateur Millipetedoit étre stérilisée a 120°C
pendant 20 minutes.

4/. Milieu EMJH  [1]

C’est le milieu de Ellinghausen — Mc Cullough masgipar Johnson et Harris
( EMJH ) qui est le plus utilisé pour l'isolement’entretien de leptospires.

C/-METHODES

a/-Préparation du milieu EMJH
Il est composé d’'un supplément albumineux et d’base (commercialisée par
DIFCO —France-), mélangée dans un rapport de @.sur

1-Préparation du supplément albumineux [2]

La préparation du supplément albumineux nécessateodd la préparation des
solutions stock donné par le tableau 1
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Tableau 1 : Préparation des solutions

stocks

Composition des solutions-stocks em Volume de solution-stock en ml
grammes pour 100 ml d’eau distillée pour 100 ml de suppément
Zn SO,, 7 HO 0,4 1
Mg Cl,, 6H,0 1,5 1
Ca Cl,, 2H,0 1,5 1
Pyruvate de sodium 10 1
Glyceérol prét a 'emploi 2
Tween 80 prét a 'emploi 12,5
Vitamine Bi2 0,02 1

Préparer chacune des solutions-stocks
autoclaver a 110°C pendant 20 minutes.

Il est & noter que la solution de la vitamine &oit étre stérilisé par filtration en

utilisant des filtres de porosité 0,22 pum.

ci-dessus o ml d’eau distillée,

2-Préparation de 100 ml de supplément albumineuxqur 'EMJH

L’albumine bovine est tres longue a disso

(BSA)dans un bécher. Pour accélérer la
température a 37°C pendant environ une
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par mettre 50 ml d’eau bidistillée stérile avec B3 g d’albumine bovine
dissolutiast possible d’augmenter la

heure,lddng d’'éviter la mousse.




Une fois la BSA dissoute, ajouter les solutionstlssocomme indiqués dans le
tableau ci dessus.

Pour le glycérol et le Tween 80 qui sont liquidegisqueux, il est nécessaire de les
peser dans un becher. Le religuat est récupéréear lavages successifs avec
I'eau bidistillee.

Préparer extemporanément 10 ml d’'une solution&©fa 0,5 % et I'ajouter au
supplément puis compléter le volume a 100 ml aecledu bidistillée.

Enfin ajuster le pH a 7,4 (NaOH 10 N), et consetgesupplément au congélateur
a-20°C

3-Préparation proprement dite du milieu EMJH

Dissoudre 2,3 g de base dans 900 ml d’eau biéistgdtérile puis ajouter 100 ml de
supplément albumineux (préparer au préalableustegjenfinle pHa 7,5 .

Le milieu ainsi obtenu est filtré a 0,22 um graae systéme de filtration
NALGENE, puis repartit en tubes a vis sous un vaua 9 ml.

Notons cependant qu’il est impératif de rincer laténel, avant son utilisation,
avec de l'eau bidistilléee stérile, afin d’éliminkrs traces de détergents pouvant
géner la croissance des leptospires.

Contréle du milieu EMJH [3]

Une fois le milieu préparé, il subit 3 contrélessessifs avant de pouvoir l'utiliser
au laboratoire :

a- Contréle du pH

Le pH du milieu doit étre ajusté a la valeur de. B&lon le CNRLIPP un pH
compris entre 7,3 et 7,7 est acceptable, puisqui deurchette optimise la
croissance des leptospires.
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b- Controle de stérilité

Le controle de stérilité consiste a vérifier 'abse de contamination qui pourrait
se développer a la température de 37°C pendaned&$) et aussi 'absence de
leptospires aquicoles qui pourraient se dévelogp&B8° C pour une durée de 2
mois.

c- Contrble de fertilité :

Apres le test de stérilité a 37°C, 6 tubes de miEMJIH (9ml) sont ensemencés
chacun avec 0,1 ml des souches suivantes (souehesféence utilisées pour le
diagnostic sérologique de la leptospirose ), fjg'de :

1- Ballum

2- Canicola

3- Icterohaemorrhagiae

4- Sejroe (hardjobovis )

5- Hebdomadis

6- Sejroe ( sejroe)

Les six (06) tubes sont incubés a la températur28d€ pendant 7 jours puis des
observations hebdomadaires a l'aide du microscop®nd noir, permettent
d’évaluer la culture et 'absence de contaminatkag.7)

L’observation se fait en trois temps différents pcliacune des souches :
J 1 : premier jour

J 7 : septieme jour d’'incubation

J 21 : apres vingt et un jour d’incubation
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0.1 ml de la souche 0.1 ml de la culture

Incubation 28°c pendant 07 jours Incubation 28°c pendant 07 jours

-JO-Milieu EMJH -J7- Milieu EMJH

~J14- Milieu EMJH _J21-

Figure 6 : Schéma récapitulatif du contrdle de fertilité d’'usmiche

J 0: Observation au microscope pour évaluer la ttue et I'absence de contamination au
premier jour.

J 7 : Observation au microscope pour évaluer laltove et 'absence de contamination au
septieme jour.

J 21 : Observation au microscope pour évaluer ldtate et 'absence de contamination apres
21 jours.
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B /- Test de Macro agglutination sur lame a I'anti@ne Thermo-Résistant

C’est une réaction d’agglutination macroscopiquelaone, qui utilise un antigene
thermorésistant (TR), actuellement fabriqué et cencmalisé par une firme
étrangére Biorad* (France). [1]

La réalisation du test est relativement simple quesil s'agit de déposer 35 ul de
sérum pur a tester avec 35 ul de réactif antigbeerorésistant sur une lame
propre puis mélanger soigneusement le sérum ¢égkae en animant la lame d'un
mouvement de rotation pendant quatre minutes. {iguire 5)

35 pl =Sum 35 Wl Ag TR

'““ﬂ--.__:;-I I'.Erf

o O -

serum + Ag TR

— mﬁm\\

2 a 3 minute formation ----puis au centre
d'agglutination a la pérphérne

Figure 5 : Schéma récapitulatif du test de macglatgination sur lame
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La lecture se fait sur un fond noir avec un éctprau-dessus ou on voit apparaitre,
lorsque la réaction est positive, de fines aggagtid'abord a la périphérie puis au
centre de la lame.

Notons que le délai de lecture est maximum de 4dut@met que toute réaction
dépassant ce délai est considérée comme non sjpéciftig 6)

C/- Test de microaqgglitination (MAT)

Il consiste a homogénéiser le sérum a tester aveculture de leptospires, puis a
évaluer au microscope a fond noir le degré d’agution.
Ce test se realise en 2 temps :

Le MAT qualitatif , permet de déterminer le ou les antigénes, quuaggnt avec
les anticorps présents dans le sérum du malade.

Le MAT quantitatif, détermine le titre du sérum en présence de I'améigayant
donné une réaction positive en MAT qualitatif.

a/l. MAT qualitatif :

Sur une microplaque a fond plat, distribuer 25'gad physiologique tamponnée
dans la premiére rangée, c'est le témoin antigene.

Repartir ensuite 25 pl de sérum a tester preataiedécomplementé au bain
marie a 56° C pendant une demi heure, et dilug¢2udvec I'eau physiologique
tamponnée.

Ajouter enfin en colonne 25 pl de chaque antigord la densité au microscope a
fond noir est évaluée a deux croix (I'évaluatiorialdensité optique estde 1 a 4
Croix).

Puis recouvrir la microplaque et lI'incuber a 378eébdant une heure a l'obscurité.

Lecture
Evaluer le degré d’agglutination et/ou lyse pamestion de la concentration des
bactéries libres par rapport au témoin antigene :

Lorsque la quantité de leptospires libres est caammtre 50% et 100% : la
réaction est négative
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Et lorsque celle-ci est inférieure ou égale a 50&xréaction est positive

Par ce test, on détermine donc, la présence oselfete de I'agglutination avec un

ou plusieurs sérogroupes.

Lorsque la réaction est positive, on réalise un M@antitatif afin de déterminer le
titre du sérum vis a vis de chacun des antigenesetnés.
Le schéma suivant résume le MAT qualitatif sur mtaque.

IAT QUALITAT
SEROGROUPES
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Q Absence d’agglutination

O Présence d’agglutination

Figure 7 : Schéma récapitulatif du MAT qualitatif
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b/. MAT quantitatif :

C'est le méme principe que le MAT qualitatif sauéde sérum a tester déja dilué
au 1/25, subit d’autres dilutions de demi en damia méme rangée, et on ajoute a
la fin, la méme quantité d'antigene ayant donnéréaetion positive au MAT
gualitatif.

La microplaque est incubée a 37° C pendant 1 hetdeelecture s'effectue de la
méme maniere que le MAT qualitatif :

La dilution maximale donnant une concentrationeggdspires libres diminuée de
50%, détermine le titre du sérum avec un seuiltipasi de 1/100.

Le schéma suivant résume le MAT quantitatif surraptaque. (Fig 8)

MAT QUANTITATIF
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[ 354 51 -
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Figure 8 : Schéma récapitulatif du MAT quantitati
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Interprétation :

Le MAT se positive généralement 10 a 12 jours ajpeggparition des premiers
signes cliniques.

Le seuil de positivité de la réaction a éte fixélAL00 par I'Organisation Mondiale
de la Santé (OMS)

D/-Préparation de I'antigene Thermo-Résistant

1/-Préparation de la cultureL. biflexa Patoc | [5]

- Prévoir 10 ml de culture Leptospira biflexa

-Vérifier l'identité de L. biflexaPatoc | avec le sérum homologue. (voir le MAT)

- Ensemencer 1 litre ’EMJH avec 10 ml de sub-celtle la souche saprophyte
aquicoleLeptospira biflexa Patoc | ( le volume de I'erléne doit étre de 2 litres
afin d’assurer une meilleure aération de la cujtyreis incuber cette préparation a
28°C et a I'obscurité, éventuellement sur agitatdntale, pendant 4 a 7 jours afin
d’obtenir une culture correspondant a une densité 4 au microscope a fond noir.

Notons cependant qu'une densité bactérienne +daascope a fond noir
correspond a la superposition de deux champs pleimhsptospires.

2/- Traitement de la culture par le formol ( Formaldéhyde ) [8]

Le formol est un puissant antiseptique méme aibefdose (1/12000), son
meécanisme d’action se fait par alkylation des pne®dont il provoque la
dénaturation.

La culture est formolée avec 2 ml de solution fddéhayde a 37% puis laissée a
température ambiante durant une période de 4 a4

La concentration finale du formaldéhyde étant d&a@3%. [9]

Le but de ce traitement est d'éviter le risqueatgammination de la culture d'une
part, et d'assurer, d'autre part, une meilleursamation de I'antigene.

3/-Centrifugation de la culture

La vitesse de centrifugation préconisée dans l®pote de I'lPP-CNR des
leptospires, étant de 17000 g soit 15500 tr/mindpat 1 heure.
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Cette vitesse n’a pas éte respectee puisque lesaditoxylés de centrifugation
sont systématiquement détruits.

De ce fait nous avons diminué graduellement erepkivitesse de centrifugation
pour arriver a une vitesse, qui permet d’obteniculot visible sans détruire les
pots.

4/- Lavage du culot [5]

- Aprés la premiere centrifugation, décanter eetae culot obtenu dans chaque
pot, avec environ 200 ml de tampon PBS 1X.
La centrifugation se fait toujours a froid ( +4°&€%000 tr/min pendant 20 minutes.

- Refaire la méme opération, en lavant le culot&@ ml de tampon PBS 1X.

- Enfin reprendre le culot obtenu avec environ 10de PBS et homogénéiser
parfaitement par rotation manuelle du flacon ; mjmuter 20 a 30 ml de PBS et
conserver cet antigene concentré 3 semaines a @dhS un flacon en verre.
(Figure 10)

38



jeter le sumageant gjouter 200 ml PBS5 1 x

5000 tr/min 5000 tr/min
premier lavage

jeter le sumageant ajouter 200 ml PBS 1 x jeter le sumageant

N\
N\

5000 tr/min

dewdéme lavage 20 min

l
R

gjouter 10 ml PBS gjouter 20 a4 30 ml PBS 1 x

| - ciser

conserver trois semaines a +4°c

I~
oS B

FigurelO : Schéma récapitulatif de I'étape de aéungation

5/- Traitement thermiqgue de la suspension d’'antigegn TR [5]

Apres le délai de trois semaines a +4°C, la suspeiakantigéne est chauffée au
bain-marie a 100°C pendant 10 minutes en agitaqugmment.
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Cette étape a pour but :

- Eliminer les débris protéiniques inutiles et gauvent influencer sur la réaction
de macro agglutination a I'antigéne TR.

- Concentrer au maximum la suspension antigénique fpouvoir réaliser des
dilutions par la suite.

L’antigéne ainsi concentre est stocké a +4° Ceddpsles besoins du laboratoire,
on dilue extemporanément environ 200 ml de cegang.

6/- Mesure de la densité optigue au spectrophotonret [5]

L’antigéne est standardisé par des dilutions ssocesavec du tampon PBS 1 X
afin d’ajuster sa concentration a une densité apt({@O) de 0,235 en absorbance,
et a la longueur d’onde de 620 nm.

Il est a noter que la dilution de I'antigene corto&ise fait toujours dans la cuve du
spectrophotometre.

7/- Etape finale du réactif antigene TR

Une fois la densité optique est ajustée, on aduiiea I'antigene, du sérum de lapin
stérile a la concentration finale de 1 a 3% etnderthiolate, comme conservateur,
a la concentration finale de 0,12%. [5]

Rappelons que ce produit est tres toxique par atioal, par contact avec la peau
et/ou par ingestion.

Donc la pesée et la dilution du Merthiolate nét¢essune hotte chimique.

Le produit se présente sous forme de poudre |égarieneige.

La solution une fois préparée doit étre filtréesshatte et conservée a + 4°C, et a
I'abri de la lumiére.
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Contrble de gualité de I'antigéne TR produit : [5]

Le contrdle effectué pour tester I'antigene TRveditlé par le test de
macroagglutination décrit au préalable.

A. Réactions :
Il faut tester en paralléle le lot d'antigene adealet I'antigene TR produit par
Biorad en appliquant le test de macroagglutination décripréalable.

Pour cela on utilise environ 20 sérums de patiayasit une sérologie de
leptospirose négative ( TR Bioratégative, MAT négative ) et au minimum 10
sérums de patients ayant une sérologie positiR Bibrad positive, MAT
positive ).

Il faut réaliser en méme temps deux réactions B&aa physiologique tamponnée
( Témoins négatifs) et deux réactions avec le séémoins positif ( fourni avec
I'antigéne TR Biorag.

B. Interprétation :
L’interprétation des résultats obtenus avec |'ameproduit par rapport a
I'antigéne TR Bioradegroupe trois cas de figure :

1°" cas :Les résultats obtenus sont concordants avec l&mtid R Biorad, les
résultats sont satisfaisants, le nouvel antigenéPPRpeut étre mis en service.

2° cas :De fausses réactions positives sogcelées avec les sérums négatifs ou il
y a une auto-agglutination de I'antigene. Dansasg ajoutez 1% de sérum de
lapin, et laissez stabiliser 48h a température ambipour effectuer a nouveau la
procédure de contréle.

Si les faux positifs persistent, le lot est éliminé

3° cas :Les réactions effectuées avec les sérums positittonnent pas lieu a une
agglutination, le lot est éliminé.

C. Conservation :

- L’antigene concentré (avant la mesure de la tieogtique) se conserve 03 ans a
+4°C.
- L’antigene dilué (apres la mesure de la dengiti&goe) se conserve 01 an a +4°C.

41



V. RESULTATS ET DISCUSSION

A/-Optimisation de la vitesse de centrifugation

Les vitesses de centrifugation testées arbitrainésent représentées dans le

tableau 2 :

Tableau 2 : Conversion de la force centrifuge éasge de centrifugation

Force centrifuge relative| Vitesse de centrifugation| Observation de I'éclat
(FCR) en g m/s2 tours/min des pots
17000 15500 détruits
14000 13000 détruits
11000 11000 fissurés
8000 10000 deformés
2000 5000 intactes

La force centrifuge relative (FCR) ou accélératientrifuge en g en un point a

centrifuger est en fonction de la vitesse en touirsites du rotor et de la distance

en mm entre I'axe du rotor et le point considétérs&a formule 1 :

FCR =11,18'10"-r- 2

avec .

(formuléel)

Vv = vitesse de rotation en tours/min.
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Figure 9 : Tableau de conversion tours/min en G

Ce tableau permet de connaitre rapidement la fmogifuge relative (FCR) sans
calcul.

Pour connaitre la force centrifuge relative ( FCPorter la vitesse de rotation sur
I'échelle A, la distance entre I'axe du rotor eptant considéré (r=77,5 mm) sur

I'échelle C et relier ces deux points entre euxrpio@ sur I'échelle B, la valeur de
la FCR (g =9,8 m/s?).

Nous concluons que la vitesse de centrifugatioectiéhnée est de 2000 g.
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B/- Production de I'antigene TR

1.Etude comparative de I'antigéne TR produit avec'antigeneTR importé

Le test de macro-agglutination a I'antigene TRl'est des premiers tests proposes
pour le dépistage sérologique de la leptospird®stisimple et tres rapide a mettre
en ceuvre.

Toute fois il ne peut étre utilisé comme test usigous les sérums positifs a la
réaction de macro-agglutination doivent étre coméis par le test de micro-
agglutination MAT (technique de référence par decoeke).

Le tableau suivant représente le pourcentage demsepositifs en fonction du
temps.
L'agglutination est exprimée arbitrairement en 1+2+ et 4+

On note 6 % de sérums positifs au sérogroupe Gxipposa et 94 % de sérums
positifs aux autres sérogroupes identifies avetemps d'apparition des agglutinas
plus allongée allant de 3 a 4 minutes pour le séwqeme Grippotyphosa.

Tableau 3 : Variation du degré d'agglutination disux antigénes testés sur 100
sérums en fonction du temps.

Temps min
1 min 2 min 3 min 4 min
Réactif
Antigene 6 % _ |6% _ 6% _ |6% +
Biorad *
94 % + (94 % ++(94 % ++ +94 % + + H
Antigene 6 % _ 6% _ 6% + 6% +
produit
94 % ++ |94 % +++H94% ++++(94% ++++
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Le graphe suivant représente la variation du dd@gglutination en fonction du
temps pour les deux réactifs :

* Antigene Biorad *

* Antigene IPA

Cette variation concerne deux entités différentag ghacun des réactifs a tester.
Il s’agit du :

- pourcentage de sérums positifs confirmés aveéregroupe Grippotyphosa).

- pourcentage de sérums positifs confirmés aveadass sérogroupes (94 %).

On remarque une similitude des graphes conceraamtdux réactifs pour un méme
pourcentage.

Notons, cependant qu'une meilleure qualité d’agghiton ( agglutinas plus
visible ) est observée en un temps plus court jantigéne IPA par rapport a
I'antigene Biorad. (Fig 11)
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Figure 11 :Variation du degré d'agglutination des deux antgemestés sur 100
sérums en fonction du temps.



L'interprétation de ces résultats est probabler@ata la concentration du réactif.
Pour cela, nous avons essayé d'approfondir ceitie étfin de mieux comprendre la
différence du temps d'apparition des premiers dggls, en mesurant la DO au
spectrophotometre. Celle-ci a révélé les résustatsants :

DO Ag Biorad = 0,117
DO Ag produit = 0,234

Nous Concluons que la DO de l'antigéne produit2$bis plus supérieure que
celle de I'antigene Biorad. Ce qui laisse suppgsél est plus concentré.

Généralement les premiers agglutinas apparaissemit da fin de la premiere
minute

(30 secondes environ). C’est le cas de 94 % dess@oositifs, alors que dans 6 %
des cas, la période d'observation requiert quelquiesites ( limite acceptée 4
minutes ). [6]

C’est le cas du sérogroupe Grippotyphosa idemdi€la suite grace a la technique
de micro-agglutination sur plaque MAT. (voir tadnlied)

On constate que chez les patients infectés paértegupe Grippotyphosa, les
titres obtenus sont faibles de I'ordre de 100 Uldiol I'explication la plus logique

des résultats obtenus, concernant un faible deguggldtination pour un temps
plus allongé variant de 2 a 3 minutes.

Ces résultats concordent parfaitement avec |'attaiésée par MAILLOUX et al.
(1978).

Pour conclure, I'antigene TR ( Biorad, IPA ) deslauche Patoc | est un facteur

valable permettant une orientation préliminairerdawétection de la leptospirose,
indépendamment des sérogroupes infectants.  [7]
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2/- Comparaison du test de Micro agglutination avecle test de Macro
agglutination sur  lame étude sur 100 préleveménpositifs.

L'analyse des résultats démontre que sur 100 m@lémts positifs au test de
macro agglutination, seuls 95% ont été confirmédeest de micro agglutination
(MAT).

On remarque que 5 cas sur 100 donnent un résusdifpau TR et négative au
MAT puisque le titre obtenu est inférieur a la lienacceptée par 'OMS (1/100).
Les résultats concordent avec les recherches effestpaMailloux et Col [6]
confirmant que le test de macroagglutination sorelast capable de détecter les
anticorps de leptospires précocement par rappdesiule référence le MAT.

Tableau 4: Résultats des deux techniques testéd98serums

Test de micro agglutination Nombre de sérums Test de macro agglutination
(Titre) TR
Positive 76 Positive
1/100 — 1/400
Positive 14 Positive
1/800 — 1/1600
Positive 05 Positive
> 1/1600
Négative < 1/100 05 Positive

Notons cependant que la demande de sérums taoti€eimant les 5 cas a permis
de confirmer ultérieurement la réaction du MAT.

La cinétigue de production d’anticorps obéit dolaexponentielle en fonction du
temps, mais peut étre retardée par I'administrgir@éeoce des antibiotiques. [6]
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3/- Evaluation du réactif TR pour le dépistage déa leptospirose en 2007

La sensibilité du réactif est définie comme étantapacité du test a donner des
résultats positifs avec les sérums réagissanttaimeteptospires.

La spécificité définie la capacité du réactif dimpger des résultats négatifs avec les
autres sérums qui n‘ont réagi avec aucun leptegMAT negatif ).

L'évaluation mathématique du réactif TR produit ghint de vue sensibilité et
spécificité est donnée par les formules (1 et} |

Pourcentage de sensibilité : a x 100 (2)
a+ b

Pourcentage de spécificité : d x 100 (3)
car

avec:

(@) : le nombre de sérums positifs au TR et au MAT

(b) : le nombre de sérums négatifs au TR et posuifsIAT
(c) : le nombre de sérums négatifs au TR et négatifd AT
(d) : le nombre de sérums négatifs au TR et negatifd AT

L'application de la formule sur '’Antigéne TR Bidraet I’Antigene produit révele
les résultats suivants :
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Tableau 5 : Résultas du diagnostic sérologique280 malades par le test TR et le test MAT

Test de microagglutination Test de macroagglutination
MAT TR
Positif Négatif Positif Négatif
Antigene
importé 111 (a) 166  (d) 111 (a) 166  (d)
0 (b 13 (c) 13 () 0 (b)
Antigéne 105 (a) 166 (d) 105 (a) 166 (d)
produit
0 (b 19 (o) 19 (0 0 (b)

Sensibilité % : 111 x 100= 100 %
111 +0

Spécificité % :_166 x 100= 93 %
13 + 166

Sensibilité % : 105 x 106 100 %
105+ 0

Spécificité % :_166 x 108 90 %
19 + 166

La sensibilit¢ des deux réactifs est de 100 % adoies la spécificité du réactif
Biorad est relativement meilleure que celle dutifantigéne IPA.
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C/- Résultats du diagnostic sérologique par le teSIAT

Plusieurs technigues sérologiques sont utilisabtes le diagnostic biologique de
la leptospirose, et sont caractérisées par undabdaaset une specificité propre
rendant parfois nécessaire l'utilisation simultadéaleux techniques au cours de la
maladie.

La macroagglutination sur lame (antigene TR) e¢¢$t de micro agglutination sont
les techniques traditionnellement utilisées autatoire de I'IPA.

Toute fois, le test de micro agglutination ou réact’agglutination lyse (RAL) de
Martin et Pettitdemeure la technique de référence.

Il faut savoir que plusieurs serogroupes peuvérd étrouvés dans un méme
prélevement. De ce fait, la sélection se fera gerfgorésomptive avec l'antigéne
donnant le titre le plus élevé en MAT quantitatif.

La figure n°12 représente la répartition en prapardes différents sérogroupes
identifiés sur 100 sérums testés.

Le sérogroupécterohaemorrhagiag largement prépondérant, est retrouve dans 66
% des cas positifs.

Ces résultats rejoignent les résultats du CentrdomNd de Référence des
Leptospires —France- lors du rapport annuel diaetign 2004 donnés pde.
Baranton et D.Postic [11]

Hardjobovis

Pyrogenes Bataviae
3% yrog

3%
Grippotyphosa
6%

Canicola
9%

Sejroe-Sejroe
Icterohaemorrhagiae 10%

66%

Figure 12 : Pourcentage d’identification des séragpes réalisé sur 100 malades
—2007-
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D/- Etude épidémiologique

Les résultats de I'étude épidémiologique sont degné&ce a la fiche de
renseignements accompagnant chaque prélevemendldde. (voir en annexe)

1/- Age et sexe des malades :

Les patients sont en grande majorité de sexe maseoit 80% des positifs, I'age
moyen est de 38 ans (extrémes 16 a 80 ans).

La répartition des malades par tranche d’age est@ode la facon suivante :

Pyramide des ages des 100 cas positifs en 2004
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Figure 13 : Répartition des patients par tranchag#.
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2/- Données géographigues des malades :

L'origine géographique des patients diagnostigeésteoitement liée au secteur
rural ou ils y habitent. Effectivement la majorités patients concernés s'exposent
de facon quotidienne aux leptospires, ceci est l&ur activité quotidienne, telle

est le cas des femmes au foyer (jardinage, péenages domestiques de poules ou
de lapins, ou encore le ravitaillement en eau douce

Le tableau 7 indique le nombre de cas au niveadliffésents centres hospitalier.

Toutefois, on note un pourcentage important (48 &opatients au niveau du CHU
de Tizi Ouzou qui est a l'origine de I'épidémidaldeptospirose dans la localité
de Tala Athmane —wilaya de TIZI OUZOU-déclaréD&itembre 2006.

Tableau 7 : Origine géographigue des malades

Origine Effectif Pourcentage

Région EST
CHU tizi Ouzou, CHU
Constantine, CHU 55
Jijel,SS Bedjaia, SS

Lakhdaria

55%

Région OUEST
SS Boufarik, CHU Sidi 35 35%
Belabes, SS Koléa, SS
Larabaa, Privé, SSAttaf

Région CENTRE
CHU Béni Messous,
CHU Mustapha, CHU 10 10%
Parnet, CHU El-Harrch,

CHU Kouba, CHU ElI-
Kettar, SS Rouiba, Prive

52



3/- Contexte clinigue :

Dans le cas de la leptospirose l'intervalle de teerpmoyenne est de 07 a 12 jours
apres l'apparition des premiers signes cliniques.
Les principaux signes cliniques sont représentas atableau 8.

Tableau 8 : Principales symptémes cliniques desgElignts testés.

Symptémes Cliniques Confirmeés
Fievre 100 %
Ictere 79 %
Syndrome algique 82 %
Atteinte rénale 53 %
Hémorragie 48 %
Syndrome pulmonaire 26 %
Syndrome méningé 14 %
Injection conjonctivale 13 %
Syndrome neuro-encéphalitique 9 %

Les signes les plus frequemment retrouves parmi®@spatients confirmés sont :
la fievre, le syndrome algique, l'ictere, le synaerénal et enfin ’'hémorragie.

On constate que les formes fébriles pures, enaakfi@es de pseudo grippale sont
de loin les plus fréquentes.

La gravité de la maladie est due a sa forme la gdwactéristique (fievre, ictere et
atteinte rénale).
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Toutefois d’autres présentations cliniques existeotamment les méningites et les
infections pulmonaires.

Ces résultats concordent avec les travaux réapaés-abrice Merien et col.
(2005) dans le cadre de la surveillance de la $gmtose en Nouvelle-Calédonie.
[12]

4/- Distribution mensuelle de la leptospirose humae des 100 cas positifs

La recrudescence saisonniére représentée suula figrdessous est désormais un
elément irrégulier du fait du changement climatigneAlgérie.

Nombre de cas
(o]
|
\
\

Ul

Jan Fev Mar Avr Mai Juin Juil Aut Sep Oct Nov Dec

Figure 14 : Distribution mensuelle de la leptosmeades 100 cas positifs

En 2007, on note 59 % des cas diagnostiqués entroils de Juillet et Décembre,
excepté le mois de sécheresse en Aolt. Cepentlapparait deux pics tardifs
significatifs en Janvier et Mai, qui ne sont p&s la une région particuliere mais
aux phénomeénes météorologique connus comme étarfadeurs importants de
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recrudescence de leptospiroses. Par exemple ungétature modeérée et une
pluviométrie élevée. [13]

5/- Facteurs a risque

Chez 'hnomme, les leptospiroses sont principalerdestzoonoses professionnelles
ou des zoonoses occasionnelles dites domestiquis loisirs. (figure 15)

Quvrier dans la Restaurateurs
sabliére 3%
2%

Macons
Adolescents 4%

8%

Plombiers -Egoutiers
19%

Retraites
14%

Femmes au foyer
19%

Agriculteurs -
Eleveurs
38%

Figure 15 : Répartition des facteurs a risque clesz100 cas positifs
Désormais le nombre de cas chez les adolescestsetlaités et, les femmes aux

foyers (41%) est presque égale a celui des cag&gpriofessionnelles a risque (
59% ) ou prédominent les agriculteurs et éleve8$.3
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Probablement I'absence de la vaccination aux psaias exposees contribue a
cette augmentation des leptospiroses professi@mdles hommes adultes, plus
souvent engages dans des activités a risquesplssrdatteints.

La contamination peut se faire soit par contactaes animaux infectés ou leurs
organes

(éleveurs), ou encore par contact avec un enviraenecontaminé par l'urine des
animaux infectés ( agriculteurs, égoutiers, plomsbetc... ). [14]

Les zoonoses occasionnelles de loisirs résulteimcipalement des activités
domestiques quotidiennes chez les femmes au fquert (€levage de poules,
jardinage, ou encore ravitaillement en eau de puitsle riviere dans les zones
rurales).

Du méme, le nombre de cas chez les adolescents eetraités est remarquable,
ceci est d0 probablement aux travaux domestiguesse et péche en eau douce.
[15]
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CONCLUSION

Ce modeste travail constitue une ébauche d’'un elossientifique et technique en
vue de la production locale de l'antigene thermistast, réactif destiné au
dépistage de la leptospirose.

Les résultats obtenus refletent I'importance ductitalans le dépistage de la
maladie et la facilité dans sa production ainsi daas la réalisation du test de
macro agglutination sur lame.

De méme, la prise en compte, des résultats ségulegides 100 cas confirmés par
la technique de référence : test de micro agglidinal MAT ) ainsi que les
informations obtenues par la fiche de renseignesreed malades, méme si elles ne
peuvent étre considéerées comme représentativesgiidtion eépidémiologique de
la leptospirose en Algérie, permettent cependarsug@oser I'impact supérieur du
sérogroupe Icterohaemorrhagiae.

Une concordance des résultats de la réaction dstdée et la réaction de référence
est observée.

Nous concluons ainsi que la réaction macroscopimuestitue une meéethode de
dépistage valable pour les leptospiroses humaines.

L’étude de faisabilité étant réalisée, il seraincanvisageable d’effectuer une
étude de rentabilité : étude technico-économiguejue de la production locale du
réactif, en tenant compte des diverses étapesatkigtion (culture de la souche
Patoc,..., conditionnement et stockage du produatfin
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ANNEXE

MINISTERE DE LA SANTE
INSTITUT PASTEUR D’ALGERIE

Fiche de renseignements
(accompagnant la demande de sérologie de Leptospie)

Nom : Cachet de I'hopital
Prénom : Sexe

Date de naissance :

Lieu d’habitation :

Profession :

Date de début de la maladie :

Date du prélévement :

Symptomatologie :

[ Syndrome fébrile [ Syndrome algique [ Atteinte pulmorne

[ Atteinte rénale O Syndrome méningé O s neuroegphalique

0 Ictére 0 Infection conjonctivaIeD Susgpon d’hépatite
virale

l Taux de plaquettes l Autres

Contact avec les animaux :

[J Rongeurs : [0 Rats: [J Chiens:

[J Bovins : [J Chevaux [] Autres:

Contact avec I'eau douce (préciser) :

[} Bain: [l Péche [} Sports nautique :

[ En riviere : [ lac ou étang [ Plan d’eau a préciser :
Traitement antibiotique :

O Non O Oui Date : Naeu:
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Eau physiologiqgue tamponnée pH =7.6

Elle est composée de :

Tampon SOBMS -------------------- 160 ml
Eau physmgitjue a 0,85 % -------- 1840 ml
Tampon Sdrensen
Nee HPOy, 12 O ----------mmmemmmee- 8,339
KHPOr - 1,09 g
2@ gSp ---------mmm e 11

Ce tampon est autoclavé 20 minutes a 110°C et nonaet 4°C.

Le milieu EMJH

La composition de la base EMJH en g/l est donnémeaexe

Na, HPO oo 1
KHLPO, i 0,3
NaCl.....oooii e, 1
NH.Cl. oo 0,25
Thiamine.......ccoooviiiiiii e 0,005

Préparation du tampon PBS:

PBS 10 X concentré NaCl........cooi 80 g
NaHPO, 12 HO .........cceeee 11,33 ¢
KHPO, oo 29
HOQSPp «covoiiviieiiiiieiieieieen 1|

Autoclaver 20 minutes a 120° C et diluer au 1/10naxment de 'emploi.

Préparation du Merthiolate 20 % [25]

Le Merthiolate ou le Thimerosal = Sodium éthyl meithiosalicylate =
2 - (C2H5 HgS) C6H4C02 Na..
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Liste des abréviations

Ac : Anticorps.

Ag TR: Antigéne Thermorésistant.

CPK : Creatine Phopho Kinase

CuSQ: Sulfate de cuivre.

EMJH : Ellinghausen Mc cullough modifé par Johnsbhiarris.
FeSQ: Sulfate de fer.

H,O : Molécule d’eau.

HDL cholestérol : Lipoprotéine de Haute Densitélebterol.
Ig M : Immunoglobuline de type M.

J : Jours.

LCR : Liquide Céphalo Rachidien.

MAT : Micro agglutination test.

MgCl,: Chlorure de magnésium.

mg : milligrammes.

NaCl : Chlorure de sodium.

NaH,PQ,: Sodium dihydrogéne phosphate.

Na,HPQ, : Disodium hydrogéene phosphate.

NH,CI : Chlorure d’ammonium.

Na OH : Hydroxyde de sodium.
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OMS : Organisation Mondiale de la Santé.
pH : potentiel d’Hydrogene.

PPI : pour préparation injectable.

gsp : quantité suffisante pour.

RAL : Réaction d’Agglutination Lyse.

Ul : Unité Internationale.

ZnSQ,: Sulfate de zinc.
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