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RESUME

Résumé

Les hérissons sont de petits mammiféres sauvages. Ce sont des réservoirs potentiels de divers
agents zoonotiques. La présente étude a été menée a Bouira, une région du centre-Nord de
I'Algérie, elle vise a évaluer le risque de la transmission des maladies zoonotiques vers

I’homme par le bais des hérissons d’Algérie (Atelerix algirus).

Les hérissons étaient infestés d'ectoparasites, dont Archaeopsylla erinacei, Rhipicephalus
sanguineus s.l. et Haemaphysalis erinacei. Des organes de hérisson et des arthropodes choisis

au hasard ont été depistés de micro-organismes a l'aide de méthodes moléculaires.

Coxiella burnetii a été detectée dans les reins, la rate, A. erinacei, Hae. erinacei et Rh.
sanguineus s.l. Leptospira interrogans a été detecté dans les reins. Rickettsia felis et Rickettsia
massiliae ont été détectés respectivement chez A. erinacei et chez Rh. sanguineus s.I. ADN
d'une Rickettsia spp non cultivée a été trouvé a Hae. erinacei. L'ADN de Wolbachia spp. a été

détecté dans les puces.

L'ADN de nouvelles especes potentielles de Bartonella et d'Ehrlichia a été trouvé

respectivement chez les puces et les tiques.

Cette étude met en évidence la présence d’ADN provenant d'une large gamme de micro-
organismes chez les hérissons et leurs ectoparasites qui pourraient étre responsables de

zoonoses en Algérie.

Mots-clés : Hérissons ; tiques; puces; micro-organismes; zoonoses;Algérie



ABSTRACT

Abstract

Hedgehogs are small wild mammals. They are potential reservoirs of various zoonotic agents;
hence their great importance in the medical and veterinary fields. This study was conducted in
Bouira, a north-central region of Algeria, and aims to assess the risk of the transmission of

zoonotic diseases to humans through Algerian hedgehogs (Atelerix algirus).

The hedgehogs were infested with ectoparasites, including Archaeopsylla erinacei,
Rhipicephalus sanguineus s.l. and Haemaphysalis erinacei. Hedgehog organs and randomly

selected arthropods were screened for microorganisms using molecular methods.

Coxiella burnetii was detected in kidneys, spleens, A. erinacei, Hae. erinacei ,and Rh.
sanguineus s.l. Leptospira interrogans was detected in kidneys. Rickettsia felis and Rickettsia
massiliae were detected respectively in A. erinacei and in Rh. sanguineus s.I. DNA of an
uncultivated Rickettsia spp. was found in Hae. erinacei. Wolbachia spp. DNA was detected in

fleas.

The DNA of potential new Bartonella and Ehrlichia species were found respectively in fleas

and ticks.

This study highlights the presence of DNA from a broad range of microorganisms in

hedgehogs and their ectoparasites that may be responsible for zoonoses in Algeria.

Keywords: Hedgehogs; ticks; fleas; microorganisms; zoonoses; Algeria.
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INTRODUCTION GENERALE

La plupart des maladies infectieuses émergentes sont d’origines zoonotiques; la faune
constitue un réservoir de grande taille et obscur.Les zoonoses a réservoir sauvage
caractérisent un enjeu sanitaire important qui influence I'ensemble des continents (Chomel et
al., 2007).

Les hérissons sont de petits mammiféres sauvages au pelage épineux. C'est une espéce
synanthropique commune vivant dans des terriers, non seulement en milieu rural, mais aussi
en milieu urbain et périurbain, ils sont des animaux solitaires, nocturnes et insectivores ; Ils
sont des membres de la sous-famille des Erinaceinae dans I'ordre des Erinaceomorpha. ils ont
une large aire de répartition territoriale, différentes régions habitées par différentes espéces et
sous-espece (Temple & Cuttelod, 2009 ; Khaldi et al., 2012 ; Nematollahi et al., 2014).

Sur les trois genres des hérissons existants dans 1’Afrique, 1I’Algérie héberge deux especes
appartenant aux genres Atelerix, et Pareachinus, Atelerix algirus est classé comme
préoccupation mineure (Least Concern : LC) dans la liste des espéces menacées d'extinction,
cependant Paraechinus aethiopicus est classé comme Data Deficient (DD). Le Hérisson
d’Algérie Atelerix algirus est encore trés peu étudié malgré sa grande répartition en Afrique
du Nord et dans tout le Nord de 1’Algérie. Les travaux concernant cette espece en Algérie
portent sur I’étude de son régime alimentaire. L’étude du régime alimentaire du hérisson a fait
I’objet de nombreux travaux : (Biche,2003; Mimoun,2006 ;Mderdoukh, 2008 ;Guerzou,
2009). Autres travaux concernant le hérisson d’Algérie, on cite I'étude de (Bengougam,
2009) ;(Mouhoub-Sayah, 2009) et (Ouarab & Doumandji, 2010).

Les hérissons accueillent une grande variété de différents ectoparasites,endoparasites,
helminthes et ils sont connus pour étre trés fortement infestés des ectoparasites comprenant
les puces Archaeopsylla erinacei, Ctenocephalides canis, Ctenocephalides felis et Leptopsylla
segnis , et les tiques Rhipicephalus sanguineus s.l., Haemaphysalis erinacei, Haemaphysalis
parva, Ixodes hexagonus, Ixodes ricinus et Hyalomma excavatum (Skuballa et al.,
2010 ;Khaldi et al., 2012 ; Nematollahi et al., 2014 ; Goz et al., 2016 ;Leulmi et al., 2016).

Au cours des derniéres décennies, les progres évidents des outils de biologie moléculaire ont
apporté une grande aide en termes d'identification des micro-organismes infectant les

hérissons et leurs ectoparasites (Riley & Chomel, 2005).Des recherches antérieures ont
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démontré la présence d'Anaplasma phagocytophilum, I’agent causal de I'anaplasmose
granulocytaire chez les hérissons européens (Erinaceus europaeus), les hérissons a poitrine
blanche (Erinaceus roumanicus) et leurs tiques (Skuballa et al., 2010;Silaghi et al.,
2012 ;Szekeres et al., 2019).

En outre, Candidatus Neoehrlichia mikurensis a été détecté chez des hérissons urbains d'E.
romanicus a Budapest, en Hongrie, cette bactérie émergente, non cultivée est provisoirement
incluse dans la famille des Anaplasmataceae, responsable d’une infection atypique séveére
chez les humains ; et jusqu'a présent associée unigquement aux reservoirs de rongeurs. Par
ailleurs, I’agent de la maladie de Lyme (Borrelia burgdorferi s.1.) avait été révélé sa présence
chez les hérissons Erinacineus roumanicus, E. Europaeus et leurs tiques (Skuballa et al.,
2007 ; Foldvari et al., 2014; Szekeres et al., 2019).

Récemment, les rickettsies du groupe de la fievre pourprée (Rickettsia conorii, R. Massiliae,
R. Siberica et R. Helvetica) ont été détectées chez les hérissons et leurs tiques,de plus et R.
felis a été signalé dans des puces prélevées sur des hérissons dans différents pays (Chen et al.,
1997 ; De Sousa et al., 2006 ; Khaldi et al., 2012 ; Marié et al., 2012 ; Szekeres et al., 2019 ;
Greigert et al., 2020).

Auparavant ,autres bactéries avaient €té retrouvées chez les hérissons, comme: Coxiella
burnetii,Salmonella spp.,Mycobacterium marinum, Yersinia pestis,Yersinia pseudotuberculosi
, Chlamydia psittaci et Leptospira spp.; des protozoaires (Leishmania spp. , Toxoplasma
gondii et Cryptosporidium) (Riley & Chomel, 2005 ; Toméas-Pérez et al., 2014 ; Aouadi et al.,
2021).

Cependant, le peu de recherches qui sont réalisées sur leur statut d'hote réservoir de maladies
zoonotiques en Algérie a rapporté la présence d’ADN et d'anticorps contre Leishmania major,
l'agent de la leishmaniose cutanée chez A. algirus et P. aethiopicus, suggérant que ces
hérissons pourraient &tre un réservoir naturel de cette zoonose en Algérie (Tomés-Pérez et al.,
2014).

De plus, 'ADN de Rickettsia felis a été détecté chez A. erinacei et C. felis collectés d’ A.
algirus et chez A. erinacei de P. aethiopicus , et celui de R. massiliae et R. conorii dans Rh.
sanguineus s.l. échantillonné sur des hérissons.Par ailleurs, Bartonella elizabethae et

Bartonella clarridgeiae ont été signalés chez A. erinacei collectés sur des hérissons de I'Ouest
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algérien (Oran et Mascara) (Bitam et al., 2006 ;Bitam et al., 2006 ; Khaldi et al., 2012 ; Bitam
etal., 2012 ;Kernif et al., 2012 ;Leulmi et al., 2016).

L'Algérie étant une région endémique pour les rickettsioses du groupe des fiévres pourprees
(SFG) ainsi que pour diverses autres zoonoses (Khaldi et al., 2012) (Kernif et al., 2012).,
I'identification de réservoirs potentiels et d'arthropodes vecteurs représente donc une étape

importante dans la prévention de ces maladies.

Le présent travail vise a étudier la population d'ectoparasites chez les hérissons Atelerix
algirus, puis dans un second temps étudier la présence de divers micro-organismes
zoonotiques dans les organes de hérisson et dans leurs arthropodes hématophages associés
dans une région du centre-Nord de I'Algérie (wilaya de Bouira), cette étude a pour finalité de
répondre a la question clé suivante : Peut Atelerix algirus avec ses ectoparasites jouer un réle
épidémiologique dans la transmission des maladies vectorielles a son environnementy

compris ’homme en Algérie ?

Pour tenter de répondre a cette question, le présent manuscrit est structuré en quatres

chapitres :

e Le chapitre | présente une synthese bibliographique, qui est divisée en trois parties ,la
premiére est consacrée aux maladies vectorielles, ou nous nous intéressons, en premiére
section, au systeme vectoriel, ses caractéristiques et mécanismes puis en seconde section
nous proposons une petite revue bibliographique de quelques maladies bactériennes a
transmission vectorielles (Bartonellose, Rickettsiose, Ehrlichiose, Fiévre Q) et la
Leptospirose, dont nous abordons leurs étiologies, épidémiologies, diagnostics et

traitements.

La deuxieme partie permet d’évoquer I’entomologie médicale, dans sa premiere section,
nous nous focalisons sur les tiques ou leurs biologies, ecologies, leurs roles dans la
transmission des maladies vectorielles est détaillée.La deuxiéme section présente les
puces avec la méme approche des tiques, cette synthese permet bien de comprendre le
role majeur de ces insectes suceuses du sang dans 1’émergence et ré-émergence des
maladies infectieuses. La derniere partie s’attache a la présentation de 1’animal en
question, le hérisson Algérien Atelerix algirus, elle est composée de trois grandes

sections dont la premiere porte sur la biologie des heérissons,la taxonomie et leurs
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répartitions géographiques ainsi qu’aux espéces des hérissons indigenes en Algérie, la
deuxiéme section est orientée a la présentation des parasites de hérisson (endo et
ectoparasites).

Enfin, la derniére section portera le role vectoriel des hérissons dans la transmission des

maladies.

e Le chapitre Il présente la zone d’étude et ses caractéristiques climatiques.

e Lechapitre I11 est une présentation de différents matériels et techniques utilisés dans

les deux projets dont le premier a pour but d’investiguer 1’abondance et la prévalence
des arthropodes infestant les populations d’Atelerix algirus dans la wilaya de
Bouira,en premier lieu nous avons collecté les ectoparasites des hérissons vivants et
morts ,puis en second nous avons procedé a une identification morphologique initiale
au laboratoire de [I’universit¢é Akli Mouhand Oulhadj ,suivi d’une deuxiéme
identification & IHU-Marseille ,dans le but de confirmer I’identification initiale nous
avons soumis quelques échantillons de puces et tiques a une identification moléculaire
et protéomique (MALDI-TOF/ MS),en dernier lieu nous avons exploité ces résultats
pour calculer quelques indices parasitaires (étude statistique).
Le deuxiéme projet vise a rechercher les microorganismes pathogénes dans des
échantillons de sang, d’organes et d’ectoparasites d’Atelerix algirus, grace a I’aide des
techniques de biologie moléculaire : qPCR, PCR standard (conventionnelle), une
analyse phylogénétique des séquences obtenues.

e Le chapitre IV présente les résultats obtenus des deux projets suivi d’une discussion

conclusion des ces deux projets pour cléturer.

Evidemment, ces quatres chapitres sont suivis par une conclusion générale qui dresse un bilan
de nos travaux : les limites de notre étude ainsi que les perspectives envisageables.

Enfin, un complément d’informations est fourni en annexes de la présente thése de doctorat.

Page 4



Chapitre 1

Synthése bibliographique



Chapitre | Synthése bibliographique

Systéme vectoriel &I Maladies vectorielles

1 Systéme vectoriel & Maladies vectorielles

1.1 Définition d’une maladie vectorielle

Une maladie vectorielle résulte de la transmission d’une infection & un homme ou un animal
par I’intermédiaire d’un arthropode hématophage (moustique, tique, moucheron, mouche).
Elle repose sur les interactions complexes entre un agent pathogene, un (ou des) vecteur(s) et
un (ou des) hote(s) au sein d’un écosystéme. Une maladie vectorielle fait également intervenir
un réservoir (populations de vertébrés ou d’invertébrés) qui assure le maintien de I’agent

infectieux dans la nature (Pottier, 2008).

1.2 Le systeme vectoriel et ses caractéristiques

Le systéeme vectoriel fait intervenir un vecteur dans le but de faciliter la rencontre entre un
agent pathogéne et son hote et éviter les pertes d’agents infectieux liées au passage dans le
milieu extérieur.

Un nombre de maladies émergentes du fait notamment des changements écologiques tels le
réchauffement climatique et la modification des écosystémes,sont des maladies a transmission
vectorielle.En effet,ces maladies sont particulierement sensibles aux changements écologiques
susceptibles de modifier l'aire de répartition de certains pathogénes et/ou vecteurs et de

favoriser la propagation de la maladie (Tran et al., 2005) .

1.3 Les mécanismes de la transmission d’une maladie vectorielle

Trois acteurs nécessaires au cycle de transmission vectorielle : I’hote, le vecteur et le
pathogeéne (Cochet & Moussion, 2013).

Les mécanismes de la transmission vectorielle se déroulent en trois phases successives : la
contamination du vecteur au cours d’un repas sanguin, le développement de 1’agent pathogene

dans I’organisme du vecteur et la transmission a un hote vertébré réceptif (Rodhain, 1999) .

1.3.1 Contamination du vecteur
Le vecteur acquiert un agent pathogene (virus, bactérie, protozoaire ou helminthe), lors d’un

repas de sang sur un hote parasité.

1.3.2 Le développement et la transmission de ’agent pathogéne

Différents scénarios peuvent étre envisagés en fonction du mode de transmission :
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> le pathogene ne subit aucune transformation dans le vecteur. Le vecteur joue donc le role
d’une seringue. A 1’occasion d’un repas de sang interrompu sur un hote infecté, ses picces
buccales se contaminent et vont infecter un hote sain lors du prochain repas de sang de ce
vecteur. C’est la transmission mécanique comme les taons pour la transmission aux bovins
de la besnoitiose en France, mais aussi du trypanosome T. vivax en Guyane.

» le pathogéne réalise un cycle de transformation dans 1’organisme du vecteur. Il devient
ensuite infectant et sera transmis a un hote au cours du prochain repas sanguin du vecteur.
Le délai entre la contamination du vecteur et le moment ou 1’agent est infectant est appelé
incubation extrinseque, ce mode appelé la transmission biologique, il est observé pour le
paludisme avec son vecteur 1’anophele.

» le vecteur transmet I’agent pathogéne a un hote sain. La transmission vectorielle se fait par
la salive, les déjections, ou par régurgitation. L’hote devient infecté puis infectant. Un
vecteur sain pourra se contaminer sur cet hote et recommencer un cycle de transmission.

C’est la transmission a un hote vertébré.

Maladies zoonotiques a transmission vectorielle sont souvent maintenues dans des cycles de
transmission complexes impliquant de multiples hotes vertébrés et de leurs vecteurs
arthropodes. Par conséquent, le risque de maladie est intrinsequement lié a I'écologie des
hotes vertébrés, les agents pathogeénes et de leurs vecteurs (Salkeld et al., 2010).

Hotes vertébrés peuvent avoir divers roles dans les cycles de transmission de I'agent
pathogeéne, allant de porteurs asymptomatiques aux hotes réservoirs, hétes amplificateurs, des
hotes d'entrainement, et les animaux qui soutiennent les populations de vecteurs sans

contribuer directement a la propagation des maladies (Fenton & Pedersen, 2005).
1.3.3 Quelques maladies a transmission vectorielles

1.3.3.1 La Bartonellose

La bartonellose est un amas de conditions cliniques affectant 1’étre humain et une variété des
animaux, un grand nombre d’infections de Bartonella sont des zoonoses. Les manifestations
zoonotiques les plus couramment reportées des infections sont la maladie des griffes de chat,
I’angiomatose bacillaire, 1’endocardite et la neurorétinite (Guptill, 2010).La premiére
description de la bactérie par le médecin péruvien Alberto Barton était en 1909, il s’agit de

I’espéce Bartonella bacilliformis.
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Le genre Bartonella ne comportait qu’une seule espéce jusqu’au 1993, puis leur nombre a
augmenté du fait de la découverte de nouvelles especes et d’une reclassification de bactéries
incluses jusqu’alors dans d’autres genres ( Breitschwerdt & Kordick, 2000).

Le genre Bartonella appartient a la famille des Bartonellaceae issue du groupe des
Rhizobiaceae appartenant a la sous-division alpha des Protéobactéries; voisines des
rickettsies et brucelles ; il contient plus de 30 espéces qui ont été décrites jusqu'a présent. En
fait, apres la mise en ceuvre des outils moléculaires plus efficaces pour la détection, le nombre
de nouvelles especes augmente rapidement (Gil et al., 2010).

Les bactéries de la famille Bartonellaceae sont Gram négatives et non acido-alcoolo-
résistantes. Elles sont polymorphes : elles peuvent apparaitre sous forme de coques, de
batonnets ou en anneau et sont souvent filamenteuses. Les bartonelles sont de petites tailles
qui ne dépassent pas 3 um de longueur (Brenner et al., 1993).Les bacilles de B. henselae

mesurent de 0.3 8 0.6 sur 0.3 a 1 um et ceux de B. bacilliformis de 0.2 4 0.5 sur1a 2 um
(Fig.1).

Figure 1.Photo de bartonelle espece Bartonella quintana (Image, Photo Bartonella Quintana, Infectieux et
Parasitologie - Vulgaris Médical, n.d.)

Ce sont des bactéries aérobiques de Gram négatives, oxydase, catalase, nitrate-réductase,
indole et uréase négatives, de forme bacillaire ; elles sont principalement hémotropes, des
parasites intracellulaires facultatifs associés avec des érythrocytes et les cellules endothéliales
de mammiféres (Dehio, 2001 ; Birtles, 2005).

Leur culture sont difficile, car elles poussent lentement, entre 10 jours et 6 semaines et cela
dans des conditions inhabituelles (Del Prete et al., 2000) .

La taille du génome des bartonelles est relativement petite : 1700 a 2174 kilobases. Son

contenu en guanine et cytosine (GC%) est faible : 38.5 a 41 mol %, le génome de B. henselae
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de 1,9 MB, se présente sous forme d’un ADN circulaire contenant 1665 génes et 124
pseudogeénes. Son G+C % est de 38 (Li et al., 2007).

Les bartonelles ont déja été retrouvées sur quatre continents : L’Europe, L’ Amérique du Nord
et ’Amérique du Sud, L’Afrique et L’Asie (Chomel et al., 1999 ; Bermond et al.,
2000;Staggemeier et al., 2010).La distribution géographique des bartonelles varie
considérablement selon les especes.

Les points communs qui relient les Bartonella spp. sont d’une part leur hémotropisme chez
les mammiféres qui leur servent de réservoir et d’autre part le fait qu’elles soient transmises
par les arthropodes suceurs de sang. La transmission s’effectue lors du repas sanguin par
inoculation lors de la piqlire ou morsure, mais aussi par 1’intermédiaire des déjections et des
Iésions de grattage avec un phénomene d’amplification bactérienne réalisée dans le tube

digestif de I’arthropode (Gandois, 2013).

De nombreuses espéces de Bartonella semblent étre bien adaptées a la survie prolongée chez
les hétes réservoirs mammiferes. Une bactériémie prolongée chez les hétes réservoirs
cliniguement normaux est considérée commune (Jacomo et al., 2002 ;Chomel et al., 2003).
Les chats semblent étre le principal réservoir mammifére pour les espéces zoonotiques
importants, B. henselae, et aussi pour B. clarridgeiae et éventuellement B. koehlerae (B.
Chomel et al., 2004). Les coyotes et les chiens peuvent étre des réservoirs mammiferes pour
B. vinsonii subsp. Berkhoffii et des chiens et des renards pour candidatus B. rochalimae (Henn
et al., 2009; Chomel et al., 2003).D'autres exemples d'hotes réservoirs comprennent les
bovins, qui semblent étre le réservoir mammifere pour B. bovis, les écureuils terrestres de
Californie pour candidatus B. washoensis, et les étres humains pour B. quintana et B.
bacilliformis (Bermond et al., 2000;Kosoy et al., 2003).

Plusieurs arthropodes ont été impliqués dans la transmission de bartonelles tels que les poux
de corps humains, les puces de chat, les mites d’oreille du campagnol, les phlébotomes encore
les tiques (Breitschwerdt et al., 2001).

Les bartonelloses humaines sont un groupe de maladies avec un spectre clinique qui
augmente rapidement. Les manifestations bien connues comme la maladie de Carrion (B.
bacilliformis), la fievre des tranchées (B. quintana), maladie des griffes du chat (Bartonella
henselae), et 1’angiomatose bacillaire sont des exemples de d’infection au Bartonella spp
(Velho et al., 2003). Parallelement a ces maladies, la bactériémie récurrente, 1’endocardite,
I'érythéeme polymorphe, 1’angiomatose bacillaire, la péliose hépatique, et d'autres syndromes

ont été rapportés avoir été causés par des bactéries de ce genre (Edouard & Raoult, 2010).
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En raison du manque de la sensibilit¢ des techniques microbiologiques classiques, la
bartonellose est généralement diagnostiquée par PCR amplification des séquences d’ADN

spécifiques a I'organisme et / ou par des tests sérologiques (Breitschwerdt, 2014).

Le développement récent d'une approche d'isolement plus sensible en utilisant culture de
cellule d'insecte a base de milieu de croissance suivie d'une amplification PCR et séquencgage
de I'ADN a grandement facilité la détection moléculaire et 1’isolement réussi de Bartonella
spp. depuis le sang d'animaux malades ou sains, y compris les chats, les chiens, les dauphins
et les humains (Duncan et al., 2007;Lynch et al., 2011).

La sérologie du bartonelle manque de sensibilité et ne peut étre utilisée pour impliquer une
exposition antérieure a Bartonella spp., Méme lorsque le sérum des patients de la MGC, qui
est causé par B. henselae, est utilisé dans divers laboratoires de diagnostic pour le dépistage
des anticorps par immunofluorescence, les sensibilités de test allaient 14-100%(Tsuruoka et
al., 2012).

Les Bartonella ont une sensibilité in vitro a de nombreux antibiotiques dont les aminosides,
les tétracyclines, la rifampicine, les fluoroguinolones et le cotrimoxazole (lves et al., 1997).
Dans l'étude de Kordick et al., (1997), divers antibiotiques, dont la doxycycline et
I'amoxicilline, semblaient efficaces pour réduire le nombre de bactéries dans le sang ;en outre
la gentamicine en association avec la doxycycline est considérée comme la meilleure stratégie
thérapeutique pour I'endocardite, et I'érythromycine est I'antibiothérapie de premiére intention
pour le traitement des lésions angioprolifératives.La rifampicine ou la streptomycine peuvent
étre utilisées pour traiter la verruga peruana (Pathogenicity and Treatment of Bartonella
Infections, 2014).

Cependant Rolain et al., (2004), suggérent que le traitement des infections a Bartonella doit
étre adapté a chaque situation clinique, a I'espéce de Bartonella infectante et a la forme aigué
ou chronique de la maladie : selon ces scientifiques, Il est important que lorsque les infections
a Bartonella les plus graves sont reconnues, diagnostiquées et traitées en temps opportun,

I'issue soit généralement favorable.

1.3.3.2 La Rickettsiose
Les rickettsioses représentent des maladies infectieuses causées par des rickettsies. Elles sont
associées aux arthropodes (essentiellement les tiques, mais aussi les poux, les puces, les

coccinelles et les acariens). Ceux-ci sont vecteurs et/ou réservoirs et/ou sieges de
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multiplication dans le cycle bactérien (Parola & Raoult, 2001).La premiere description évoquant

le typhus des broussailles (Scrub typhus) date du Il1¢siécle en Chine.

La taxonomie des rickettsies a été modifiée par le développement des techniques de biologie

moléculaire, en 1989, il a été montré que le genre Rickettsia appartient la classe alpha des
protéobactéries (Weisburg et al.,1989),et a I'ordre des Rickettsiales qui a été historiqguement

divisé en 3 familles : les Rickettsiaceae, les Bartonellaceae et les Anaplasmaceae ;et a la

famille des Rickettsiaceae (Renvoisé & Raoult, 2009).

Les rickettsies sont des bactéries intracellulaires strictes de 0,3-0,5x0,8-2 m2 (Fig.2). Elles
ne sont pas colorées par la coloration de Gram. Pour les mettre en évidence en microscopie
optique, il faut avoir recours a la coloration de Gimenez utilisant la fuchsine basique et la
coloration de Giemsa (Ngwamidiba et al., 2006).

La multiplication des rickettsies se fait par scissiparité,uniquement en situation intracellulaire.
Leur température optimale de croissance est de 32 °C pour les rickettsies du groupe
boutonneux, 35 °C pour le groupe typhus et O. tsutsugamushi. Le génome des rickettsies est

constitué d’un chromosome circulaire (Hansmann, 2009).

Figure 2.Photo de Rickettsia conorii subsp. conorii a I’intérieur d’une cellule endothéliale humaine. Coloration
de Gimenez. (Renvoisé & Raoult, 2009)

Les rickettsioses sont présentes dans de nombreuses régions du monde et dans les cing
continents (Parola et al., 2013), leur présence est en fonction de la présence de leur vecteur et

de la répartition des réservoirs.
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L’incidence saisonnicre des rickettsioses dépend du cycle de développement de 1’arthropode.
L’augmentation de 1’incidence mondiale observée ces derniéres années présente plusieurs
explications.Hormis une augmentation de I’intérét, il existe trés probablement une
augmentation des contacts vecteurs-humains.

Comme pour les autres maladies vectorielles, la transmission de la bactérie au vecteur peut se
faire par plusieurs mécanismes qui sont 1’infection du vecteur lors d’un repas de sang sur un
hote infecté, la transmission transovarienne ou la transmission trans-stadiale [transfert de la
bactérie de stade en stade de développement du vecteur, de larves a nymphes et de nymphes a
adultes] (Parola et al., 2005).

Dans la plupart des cas, le réservoir est représenté soit par I’homme pour R. prowasekii a
I’origine du typhus, soit par des mammiféres comme le chien dans la fievre boutonneuse
méditerranéenne. Dans certains cas, les arthropodes vecteurs peuvent aussi constituer le
réservoir, ou jouer un réle d’amplificateur du cycle bactérien tel que les tiques et les puces

(Hansmann, 2009).

Les rickettsioses sont reconnues comme importantes infections émergentes a transmission
vectorielle chez les humains,elles sont transmises par les différents types d'arthropodes, les

tiques, les puces, les poux et les acariens (Bitam, 2012).

Les rickettsioses partagent des manifestations cliniqgues communes telles que la fievre, le

malaise, I’exanthéme, présence et absence d’une escarrification et une lymphoadénopathie.

Les scientifiqgues ont distingué deux groupes au sein du genre des Rickettsia, dont la
différence était basee initialement sur les manifestations cliniques, Le groupe « typhus » qui
comporte Rickettsia prowasekii, agent du typhus exanthématique, Rickettsia typhi a 1’origine
du typhus murin et Rickettsia canada. Ces rickettsioses provoquent des fievres éruptives, plus
OU MOIns Séveres.

Le groupe des fievres boutonneuses qui comporte de nombreuses espéces de rickettsies, dont
les mieux connues sont Rickettsia rickettsii, agent de la fievre pourprée des montagnes
rocheuses, Rickettsia conorii, agent de la fievre boutonneuse méditerranéenne, Rickettsia
africae a I’origine de la fiévre boutonneuse africaine, ou encore Rickettsia australis, agent de
la fievre du Queensland. Ce groupe est caractérisé cliniquement par 1’association fréquente,
mais non obligatoire, d’une fiévre éruptive a une plaie correspondant a la trace de
I’inoculation de la rickettsie par 1’arthropode vecteur, souvent une tique (Hansmann, 2009), et

le groupe Orientia comprend des rickettsies proches de la bactérie Orientia tsutsugamushi.
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Le diagnostic des rickettsioses est souvent confirmé par la serologie qui reste le moyen le plus
accessible au laboratoire de routine, la technique de la micro-immunofluorescence (MIF)
constitue la méthode de référence pour le sérodiagnostic des rickettsioses. Il s’agit d’une

méthode sensible et spécifique. (Eremeeva et al., 1994;Brouqui et al., 2004).

La PCR est une méthode sensible et spécifique pour la détection et des rickettsies. Différents
types de prélevements peuvent étre utilisés tels que les biopsies cutanées au niveau de
I’escarre ou de I’éruption cutanée, les prélévements de sang total ou méme les tiques ou les
puces. Ce sont les PCR faites sur les biopsies cutanées qui sont les plus sensibles. Différents
génes peuvent étre ciblés:ompA, ompB, gltA, scal, scad4 et 17kDa (Roux et al.,
1997;Ngwamidiba et al., 2006).

Devant une suspicion de rickettsiose,il faut traiter empiriquement,sans attendre la
confirmation diagnostique. A 1’inverse, une piqire de tique asymptomatique ne doit pas
s’accompagner d’un traitement empirique systématique. La doxycycline (200 mg/j) est
I’antibiothérapie de référence des rickettsioses transmises par les tiques pour les adultes,

comme pour les enfants (Chapman et al., 2006 ;Renvoisé & Raoult, 2009).

Il a été démontré que les rickettsies du groupe boutonneux sont sensibles a la doxycycline,
chloramphénicol,rifampicine,télithromycine et quinolones,et sont résistantes aux
bétalactamines, cotrimoxazole, érythromycine et aux aminosides. Les rickettsies du groupe

des typhus ont le méme profil de sensibilit¢ sauf qu’elles sont sensibles a 1’érythromycine

(Rolain et al., 2004 ;Whitman et al., 2007).

1.3.3.3 L’ehrlichiose

L’ehrlichiose est une infection transmise par des tiques responsables de fievre, de frissons,
de douleurs musculaires, de maux de téte et d’une sensation générale de malaise ( Petri,
2020).

Elle est causée par des bactéries (Ehrlichia spp.) Gram-négatives intracellulaires obligatoires
appartenant a I'ordre des rickettsiales, la famille des Anaplasmataceae , elles sont des agents
pathogenes des cellules eucaryotes. Elles ont evolué pour survivre et se répliquer dans un

large éventail de tiques et d'hotes mammiferes, y compris les humains ( Dunning et al., 2006).

Décrites pour la premiére fois chez I'hnomme en 1964 au japon, les bactéries du genre

Ehrlichia ont été découvertes en 1935 par Donatien et Lestoquard en Algérie dans le sang d’un
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chien infesté par des tiques du type Rhipicephalus sanguineus a I’institut pasteur d’Alger, et fut

baptisées rickettsia canis (Brouqui, 1998).

Elles sont non mobiles et mesurent entre 0,2 et 2 um de diamétre. Elles se localisent et se
multiplient dans des vacuoles intracytoplasmiques. Elles forment ainsi des agrégats bactériens
nommes morula (« mdre » en latin) appelé Ehrlichiae, visibles en microscopie optique par les
colorations Diff Quick®, Wright ou Giemsa sous la forme d’inclusion arrondie de 1 a 7 um

de diametre prenant une teinte pourpre violine (fig.3) (Dahmani et al., 2018).

Figure 3.Ehricichia.spp. Morula (fleche) dans un leucocyte neutrophile et des érythrocytes dans le frottis de
sang. ( Albay et al., 2016)

Ces bactéries de la famille sont transmises par piqire de tiques dures. Ainsi, I’épidémiologie
des maladies qui en découlent est intimement liée a la bioécologie de ces tiques vectrices.
Les tiques vectrices d’Ehrlichia chaffeensis, d’E. ewingii et d’E. ruminantium sont
principalement du genre Amblyomma, mais aussi Ixodes ricinus et Hyalomomma detritum (
Parola et al., 2003 ;Sarih et al., 2005).

Ces arthropodes hématophages de la classe Arachnida sont de distribution quasi universelle et
parasitent toutes les classes de vertébrés. L’homme n’est lui qu’un hote accidentel, qui peut
lors de la piqdre étre contaminé par les bactéries qui circulent habituellement entre tiques et
populations animales, les réservoirs d’Ehrlichia spp. sont des mammiféres sur lesquels se
nourrissent les tiques vue 1’absence de transmission transovarienne dans ces tiques vectrices
(Dahmani et al., 2018).
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La répartition géographique est spécifique a chaque ehrlichiose et étroitement dépendante de
la répartition du vecteur intervenant dans le cycle infectieux. De méme, leur prédominance au

printemps et en €té, est liée a I’activité saisonniere des tiques.

L'Ehrlichiose monocytaire canine (CME) est une maladie transmise a la tique qui peut causer
la mort chez les chiens et les chats par I'Ehrlichia Canis, E.chaffeensis, est l'agent de
I'ehrlichiose monocytaire humaine (HME), peut également provoquer des maladies chez
plusieurs autres vertébrés, y compris les chiens et les cerfs. Ehrlichiose granulocytique a
Ehrlichia ewingii, il existe aussi une nouvelle espéce proche d’Ehrlichia canis semble étre

I’agent responsable d’une ehrlichiose humaine au Venezuela (EHV)(Perez et al., 1996).

La recherche de morulae sur frottis sanguin est tres peu rentable en raison de la faible quantité
des monocytes circulants. La recherche d’anticorps contre ces bactéries dans le sang peut étre
utile, mais ce type de tests ne peut généralement pas détecter les anticorps pendant plusieurs
semaines apres le début de la maladie. Le test le plus sensible reste la PCR , cherchant le
géne codant I’ARNr 168 reste le plus utilisé ( Petri, 2020).

Ehrlichia chaffeensis est sensible a la doxycycline et a la rifampicine, elle est résistante aux
fluoroquinolones. Elle est également résistante aux B-lactamines, cotrimoxazole, macrolides
et telithromycine, ainsi qu’aux phénicolés (thiamphénicol, chloramphénicol) (Dahmani et al.,
2018).

1.3.3.4 Wolbachia spp.

Les endosymbiontes de Wolbachia englobent un grand groupe de bactéries intracellulaires
d'importance biomédicale et vétérinaire, étroitement liées & Anaplasma, Ehrlichia et
Rickettsia, elles sont découvertes par le microbiologiste américain Marshall Hertig et
nommees selon son collégue et collaborateur Simeon Burt Wolbach en 1924, chez les ovaires

des moustiques Culex pipiens (Hertig & Wolbach, 1924).

Ce genre de membres a Gram négatif des Alphaprotéobactéries n'infecte pas les vertébrés
mais se limite plutdt aux espéces d'ecdysozoaires, y compris les arthropodes terrestres et une

famille de nématodes filaires parasites, les Onchocercidae (Landmann, 2019).

Les différentes souches de Wolbachia spp. ont été classées dans des lignées phylogénétiques
majeures appelées supergroupes ou clades. Des études phylogénétiques récentes mettent ainsi
en évidence la présence de 21 génogroupes (de A a Q) au sein du genre Wolbachia. Les
clades A, B, E, G, H, I, K, M, N, O, P et Q ne contaminent que les arthropodes. Les clades C,

Page
14



Chapitre | Synthése bibliographique

D, J infectent les filaires. Le clade L identifié dans un nématode parasite la plante Radopholus
similis (Tylenchidae), et enfin, le clade F infecte a la fois les arthropodes et les filaires
(Dahmani et al., 2018).

Wolbachia spp. fait parti de la famille des Anaplasmataceae, elle partage les mémes
caracteres morphologiques avec les autres membres de la famille tels que :Ehrlichia,
Anapasma,..elle est Gram négatif ,non mobile ;cette bactérie de petite taille (0,5 a1 pum) peut
se transmettre verticalement grace a sa capacité d’induire une série de distorsions de la
reproduction chez leurs hétes pour augmenter le succés de reproduction des femelles
infectées, améliorant ainsi la transmission maternelle de Wolbachia (fig.4) (Werren et al.,
2008).
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Figure 4.Micrographie électronique a transmission de Wolbachia dans une cellule d'insecte (O’Neill, 2004)

Il a été demontré que Wolbachia peut effectuer aussi un transfert horizontal naturel entre des
insectes phylogénétiquement distantes , qui consiste & transmettre du microorganisme de
certain héte a leurs parasites comme le cas de Drosophilia simulans et son parasite
Leptopilima boulardi (Heath et al., 1999).

Les bactéries du genre Wolbachia ne sont pas directement responsables de pathologie chez les
mammiferes, ’infection des arthropodes par cette bactérie induit des altérations des
fonctions reproductrices. Le succes de wolbachia est attribué a une transmission maternelle
efficace et a des manipulations de la reproduction de I'hdte qui favorisent les femelles

infectées, telles que I'incompatibilité cytoplasmique sperme-ceuf (Serbus et al., 2008).

Des phénomenes similaires ont été mis en évidence chez des crustacés terrestres chez lesquels
Wolbachia est responsable d’incompatibilité cytoplasmique, de parthénogenése (produire une

femelle a partir d’un ceuf non fécondé) et de féminisation de crustacés génétiquement
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males.De plus, la capacité des males a muer est réduite .Des bactéries du genre Wolbachia
infectent également des espéces de filaires de la famille des Onchocercidae . Celles-ci sont
des nématodes parasitant les mammiféres et transmis par piqlre de moustique, dont certains

sont des Culex eux-mémes infectés par Wolbachia. Au sein des especes filariennes infectées.

Le taux d’infection est de 100 % puisque filaire et bactérie entretiennent une relation
symbiotique. Wolbachia joue en effet un réle dans la fertilité et I’embryogenése des filaires,
la maturation des larves en adulte, la longévité des filaires adultes ou encore la protection du
nématode infecté contre le systtme immunitaire du mammifere parasité. Ces caractéristiques
sont a I’origine du concept de traitement des filarioses lymphatiques humaines & Wuchereria
bancrofti mais également des filarioses vétérinaires par un antibiotique actif sur les rickettsies,
la tétracycline, visant a éradiquer Wolbachia des filaires, et donc les filaires de 1’hote
(Dahmani et al., 2018).

1.3.3.5 Fievre Q
La fievre Q est une zoonose causee par la bactérie intracellulaire Coxiella burnetii. Bien qu'il
ait une gamme d'hotes large et diversifiée, chez les animaux, cet organisme est principalement

connu comme une cause des pertes de reproduction chez les ruminants domestiques.

En 1937, Edward Holbrook Derrick a proposé le nom Query fever (fievre Q) pour décrire les
maladies fébriles chez les travailleurs des abattoirs de Brisbane, Queensland, Australie
(Maurin & Raoult, 1999).

Ce petit coccobacille est un pathogéne intracellulaire obligatoire de la famille des
Coxiellaceae, ordre Legionellales et subdivision gamma des Proteobacteria (fig.5). Selon
Sandoz et al ( 2016), cette bactérie peut se présenter par deux formes correspondant a un
cycle biphasique: La variante a grandes cellules (LCV :large cell variant) qui est la forme a
réplication exponentielle ,la forme stationnaire sans réplication est la variante a petites

cellules (SCV : small cell variant).

C. burnetii était considéré comme le seul membre du genre Coxiella. Cependant, plusieurs
especes candidates ont maintenant été reconnues chez les reptiles (C. cheraxi), les oiseaux (C.
avium) et les humains (C. massiliensis). Les bactéries de type Coxiella sont également
courantes chez les tiques, et I'un de ces organismes a été trouvé chez le cheval (Spickler,
2007).
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Figure 5.Coxiella burnetii. Micrographie électronique a transmission montrant une paroi cellulaire de type Gram
négatif. Grossissement d'origine, X75 000.(Fournier et al., 1998)

La fievre Q est observée chez les travailleurs qui sont professionnellement en contact étroit
avec des animaux d'élevage (qui sont souvent asymptomatiques) ou leurs produits. La
transmission se fait habituellement par inhalation d'aérosols infectés qui peuvent voyager sur
de longues distances, affectant les personnes vivant sous le vent d'une ferme de moutons ou
de chevres infectée (Medkour et al., 2020), la maladie peut également étre contractée par

I'ingestion de lait cru infectieux (Petri, 2020).

Cette maladie est trouvée dans le monde entier, mais les caractéristiques épidémiologiques de
cette maladie varient selon la zone geographique considérée, y compris les régions ou elle est
endémique ou hyper endémique, et la survenue de grandes épidémies (Carole Eldin et al.,
2017).

Coxiella burnetii peut infecter un large éventail d'hotes vertébrés et invertébres, parmi les
mammiferes, les bovins, les moutons et les chevres sont le réservoir le plus fréquent menant a
la transmission humaine. Cependant, la faune peut aussi constituer un réservoir. Elle peut étre

transmise par les tiques et éventuellement par d'autres arthropodes.

La maladie se presente par deux formes : aigue et chronique, la maladie aigue déclenche une
infection fébrile qui touche souvent le systéeme respiratoire. Elle provoque un risque accru de
fausse couche spontanée et d’accouchement prématuré chez les femmes enceintes, en
revanche, elle se manifeste par une endocardite ou une hépatite ; une ostéomyélite peut

survenir dans la forme chronique (Petri, 2020).

Les laboratoires de diagnostic utilisent généralement la PCR pour détecter C. burnetii dans les

sécrétions, les excrétions et les tissus mais aussi utilisent des tests sérologiques comprenant
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I'immunofluorescence indirecte (IFA), les ELISA, la microagglutination et la fixation du

complément (Spickler, 2007).

Differents antibiotiques sont prescrits en fonction de la gravité de l'infection. Les patients
atteints de fievre Q aigué peuvent récupérer sans traitement ou avec un antibiotique tel que la
doxycycline. Les patients atteints de fievre Q chronique nécessitent généralement plusieurs
mois de traitement avec une combinaison d'antibiotiques comme la doxycycline et

I'nydroxychloroquine ou la chloroquine (Carole Eldin et al., 2017).

1.3.3.6 Leptospirose

La leptospirose est une maladie anthropozoonose négligée de distribution mondiale,
contagieuse affectant les animaux et les humains et causée par la bactérie spirochete «
Leptospira » (Koko et al., 2001 ; Goarant, 2016).

Les leptospires sont des bactéries minces, flexibles et filamenteuses. Elles mesurent entre 0,1
et 0,2pm de large et entre 6 et 12pum de long. Enfin, ces germes présentent deux extrémités
crochetées (fig.6),la classification est basée sur des critéeres de pathogenicité et de
reconnaissance antigénique.Ces deux parametres permettent de distinguer une espéce
pathogene, agent de la leptospirose chez I'nomme et I'animal (L.interrogans) une espece

commensale (L.biflexa), retrouvée dans I'environnement ( Levett, 2001).

Figure 6.Une image de microscopie électronique a balayage de Leptospira interrogans (Koens & Lauga, 2014)

Leptospira interrogans au sens large comprend tous les Leptospires pathogenes et ainsi
subdivisé en 64 génomoespéces ; plus de 300 sérovars (Philip et al., 2020;Guglielmini et al.,
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2019 ;Coudert et al., 2007). Un sérogroupe est défini comme I'ensemble des souches portant
des épitopes communs sur la membrane externe, induisant la production d'anticorps

agglutinants. Ces anticorps agglutinants sont a la base du dépistage sérologique de I'infection.

Les mammiféres sont les hotes habituels de la maladie. Les rongeurs constituent dans la
grande majorité des pays du monde le réservoir principal, bien que de nombreux autres
animaux, domestiques ou sauvages, puissent étre impliqués comme les chiens, les bovins, les
porcs, les sangliers, les hérissons et les musaraignes. Cependant, I’homme représente pour
ces bactéries un hote accidentel (Abadia & Picu, 2005 ; Coudert et al., 2007).

Les réservoirs de la leptospirose sont surtout les rongeurs sauvages, un grand nombre
d'animaux pourraient étre une source d'infection par leptospira ( Levett, 2001;Haraji et al.,
2011) .

Le polymorphisme des symptdmes et la variété des organes atteints rendent le diagnostic
clinique de leptospirose tres difficile (Laurent et al., 2004). Les cas épidémiologiques les plus
fréqguemment rapportés sont des formes aigués, subaigués et chroniques. Les humains peuvent

étre infectés par voie directe ou indirecte (Bharti et al., 2003).

Selon Levett (2001),les leptospires peuvent étre visualisés dans le matériel clinique par le
microscope a fond noir ou par immunofluorescence ou par un microscope photonique aprés
une coloration appropriée.

L’examen sérologique regroupe les tests de : Macro-Agglutination (TR), Micro-Agglutination
(MAT), Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), et le test unitaire a lecture visuelle
sur bandelette ; la recherche du génome de Leptospira par amplification génomique en chaine
PCR est une technique qui permet de poser avec certitude un diagnostic plus rapidement et
plus précocement (dans les dix premiers jours), sans pouvoir préciser le sérovar. Elle est
réalisable sur tous les milieux biologiques (82,1 % de sensibilité et 100% de spécificité
(Merien et al., 2005).

La streptomycine a montré la meilleure action bactéricide contre les leptospires et qu'elle était
I'antibiotique anti-leptospire le plus efficace. La gentamicine, la tobramycine et l'isépamicine

sont également efficaces comme alternatives a la streptomycine.

Bien que les pénicillines, les tetracyclines et les macrolides soient également efficaces pour le
traitement de la leptospirose,le traitement nécessite une hospitalisation avec une

antibiothérapie pour les malades diagnostiqués précocement avant le stade hémorragique, la
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convalescence est longue mais généralement sans séquelles (Kobayashi, 2001;Griffith et al.,
2006).

Généralités sur les arthropodes d’intérét médical et vétérinaire

(Tiques T Puces)

L’entomologie médicale est la discipline qui s’intéresse a 1’étude des arthropodes vecteurs
d’agents pathogénes responsables de maladies humaines, ces vecteurs sont hématophages et
assurent la transmission biologique active d’un agent pathogéne (virus, bactérie, parasite)
d’un vertébré a un autre vertébré. En fait la majorité des arthropodes d’importance médicale et
vétérinaire appartiennent a la classe des insectes (comme les moustiques) et des arachnides
(comme les tiques) (Mathison & Pritt, 2014 ; Laroche et al., 2015).

2 Les arthropodes d’intérét médical et vétérinaire (tiques & puces)

2.1 Tiques

Les tiques sont considérées comme le deuxiéme plus important vecteur d’agents pathogénes
humains au monde, juste aprés les moustiques (Heyman et al., 2014), elles sont divisées en
deux groupes : les argasides, ou tiques molles, et les ixodides, ou tiques dures. A la différence
de la treés grande majorité des insectes hématophages, les tiques sont parasites a tous les stades
de leur développement, d'ou de multiples occasions de contracter, puis de transmettre des
germes pathogenes.Leurs préférences trophiques varient souvent d'un stade de développement
a l'autre, d'ou une dispersion des germes (virus, bactéries, protozoaires, ...) qui s'effectue a une

trés large échelle, aux dépens de tous les groupes de vertébrés terrestres (Infect et al., 1998).

2.1.1 Position systématique
La position systématique des tiques qui est retenue ici est celle proposée par (Camicas &
Morel, 1977):
Embranchement: Arthropoda (Siebold et Staninus, 1845),
Sous-embranchement: Chélicerata (Heymons, 1901),
Classe: Arachni. (Lamarck, 1801),
Sous-classe: Acarida. (Van der Hammen, 1961),

Super-ordre: Anactinotrichoida. (Van der Hammen, 1968),
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Ordre: Ixodida. (Van der Hammen).

Selon la classification adoptée par (Pérez-Eid, 2007), les tiques constituent I’ordre des
Ixodida, est subdivisé en trois sous-ordre, quatre familles, 31 genres, 66 groupes, 12 sous
groupes, et 869 especes oOu SOUS especes.

Les trois familles de tiques sont : les Ixodidae ou tiques dures (694 espéces), les Argasidae ou
tiques molles (177 espéces) et les Nuttalliellidae (1 seule espece) (Hoogstraal & Aeschlimann,
1982) .

La classification des tiques fait toujours 1’objet de discussions parmi les écoles de
systématique, mais Camicas et al (1998) ont publié une synthése des différents noms et
synonymes utilisés dans la littérature avec 869 especes ou sous-especes répertoriées au 1er
janvier 1996. Cette publication constitue la référence majeure francophone en taxonomie (
Camicas et al., 1998 ; Socolovschi et al., 2008). Il existe 223 especes de tiques en Afrique

dont 180 sont des tiques dures et 43 des tiques molles.

2.1.2 Caractéristiques morphologiques des tiques
Le corps des tiques est divisé en deux parties (fig.7) (Pérez-Eid, 2007) :

e Le capitulum : formant la partie antérieure du corps, il est constitué d’une base, d’un
rostre (organe perforateur) lui-méme composé d’une paire de pédipalpes symétriques
porteurs de nombreuses soies (organe sensoriel), d’un hypostome dentelé (organe
d’encrage et d’alimentation) situé en position ventrale et de deux chélicéres dorsales
(organe de perforation).

e L’idiostome : formant la partie postérieure du corps, il comporte des parties
tégumentaires souples d’aspect lisse et des parties sclérifiées a ’origine de la
dénomination de « tiques dures ».

Les tiques dures sont dites les « géants » des acariens car leur taille oscille entre 1.5 a 15 mm

lorsqu'il s'agit de femelles adultes gorgées.
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Figure 7. Morphologie générale d'une tique dure femelle : face dorsale (C) (Pérez-Eid, 2007)
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Les tiques dures (Ixodidae) posseédent une caractéristique commune : la présence d’une plaque
dorsale sclérifiée, le scutum. Celui-ci recouvre presque la totalité du corps du male alors que
chez les larves, les nymphes et les femelles, il est réduit a la partie antérieure (fig.8)
(Lommano, 2012).

Coxael I II[ 1V ¢

Plaguessubanales

EV.

Figure 8. Terminologie de la morphologie des Ixodidae (male)(Bouattour, 2002)

Selon Fontenille et al., (2009), les différentes espéces des tiques sont caractérisées par une
morphologie spécifique, des comportements variables et 4 types de cycles sont distingués
selon le nombre d’individu parasités au cours de leurs vies : polyphasique, triphasique,

diphasique et monophasique. Les tiques sont aussi caractérisées en fonction :

o de la nature des hdtes (trixene ou téléotrope : tropisme pour un groupe d'hotes
différent pour chaque phase comme pour les Ixodidae ; dixenes ou ditropes : tropisme
pour 2 groupes d'hétes ; monoxene ou monotrope : tropisme pour un unique groupe
d'hétes) ;

o de leur spécificité parasitaire (exclusivité des rapports entre tous les stades d'une
espece et un héte ou un genre d'hote) ;

o de leur sélectivité parasitaire (choix des tiques, a 1 ou plusieurs stades, de certains
ordres ou classes de vertébreés) ;

e de l'ubiquité (aptitude des tiques a infester toutes les especes de vertébrés d'un
biotope) ;

o de leur biotope : endophile ou exophile avec de grande diversité de lieux et de type

d'activité.
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2.1.3 Cycle des tiques
Le cycle de vie de la tique se décompose en trois phases (cycle triphasique): larve, nymphe et
adulte (Fig.9). Le dimorphisme sexuel est évident seulement a I'état adulte, seul moment ou
on peut distinguer la femelle du male. En général, le cycle de vie des tiques Ixodidae est
uniforme pour toute la famille .A chaque phase, pour effectuer son cycle de développement, la
tique se nourrit de sang, élément indispensable a la transformation vers la phase suivante ou a
la production et a la ponte des ceufs chez les femelles. De ces ceufs sortent les larves
hexapodes qui vont chercher un hote vertébré sur lequel prendre un repas de sang. Les larves
gorgées se détachent de I'h6te et se laissent tomber au sol ou a lieu la mue. Les nymphes
octopodes, résultat de la mue, attendent le passage d'un héte pour se nourrir. Apres avoir pris
le repas de sang, elles vont muer au sol en adultes, femelles ou méles. Une derniére fois, les
adultes prennent un repas de sang: les males se nourrissent tres peu ou pas du tout, tandis que

les femelles peuvent se dilater jusqu'a atteindre 100 fois leur poids (Casati, 2005).

e, S
Oeufs \

l‘) S
Se nourrit surtout sur des Larve
mammiféres (moyens ou grands)
et sur 'Homme Se nourrit plutét
du sang de petits
\ animaux
{
J
(/! Nymphe

\ A
Male Se nourrit plutot sur des animaux de taille
petite ou moyenne

Figure 9. Cycle de développement des ixodides(Anonymous, n.d.)

2.1.4 Ecologie et étiologie des tiques
Les tiques sont des parasites temporaires, qui passent la plupart de leur temps dans le milieu
extérieur (Francois, 2008).Elles sont adaptées a deux composants de leur habitat:
I'environnement physique et leur hote.Lorsque les tiques sont en mue dans I'habitat physique,

ils sont en danger de se dessécher et affamés.
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Les larves sont plus sensibles en raison de leur grande surface par rapport a leur petit volume.
Elles sont également exposées a des prédateurs tels que les rongeurs, les oiseaux, les reptiles
et les fourmis, et a des agents pathogénes tels que les champignons. Ces facteurs défavorables
limitent le type d'habitats qu'une espéce se trouve dans la connaissance de I'habitat physique
typique d'une espéce est une aide a l'identification.La composante la plus importante de
I'nabitat d'une tique physique est le climat qui est défini par la température et I'numidité (Latif
& Walker, 2004).

Dans la nature, une tique peut acquérir un pathogeéne (« s’infecter ») de trois maniéres
différentes (Lommano, 2012):

e La plus courante est I’acquisition d’un pathogene lors d’un repas de sang sur un hote
développant une infection systémique (généralement 1’hdte réservoir). C’est la
transmission horizontale.

e Pour une méme tique, le pathogene peut survivre aux mues successives et donc lors
du passage d’un stade gorgé au stade suivant non gorgé. C’est le passage trans-stadial.

Ce mode de transmission est obligatoirement présent chez un arthropode dit «
vecteur et de plus, il est nécessaire a la survie a long terme du microorganisme dans
la nature (Gern & Humair, 2002).

e Plus rarement, lorsque les ovaires d’une femelle sont infectés par le pathogene, celle-

ci peut transmettre son infection a sa descendance. C’est la transmission trans-

ovarienne ou verticale.

2.1.5 ROle des tiques dans la transmission des maladies vectorielles
Les tiques transmettent plus d'espéces pathogénes que tout autre groupe d'arthropodes

hématophages a travers le monde (Durden, 2006).

2.1.5.1 Roledirect
On observe tout d’abord les 1ésions classiques lors d’infestation par des hématophages que
sont les désordres dermatologiques au point de fixation et les désordres hématologiques issus
de la spoliation sanguine (Merchant & Taboada, 1991).
» Action mécanique irritative
= Une inflammation locale avec prurit, érythéme local et formation de nodule.
=Un risque de rupture du rostre pour les especes longirostres.
» Action favorisant
=Des infections cutanées en particulier a Staphylocoques.
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*Des myases : les plaies locales lors du détachement de la tique sont des sites propices au
développement de larves de mouches.

» Action spoliatrice
Elle est surtout importante chez des animaux jeunes en raison d’une concentration du sang par
la tique et de I’absence de résistance de cette hote qui favorise des infestations massives.

» Action toxique
Elle est due aux substances toxiques de la salive :

= La paralysie ascendante a tiques

= Une action antigénique on peut observer des cas d’hypersensibilité | et IV entrainant

une véritable immunité acquise contre I’implantation et 1’égorgement de nouvelles

tiques.

2.1.5.2 Role indirect

Le role pathogene indirect des tiques est un réle vecteur dd non pas a leur action propre mais
leur aptitude a transmettre les germes infectieux prélever sur un animal lors d’un repas
précédent, ou recus d’une autre tique, elles transmettent une plus grande variété de micro-
organismes, les protozoaires, bactéries (en particulier les rickettsies et spirochétes), les virus,
et méme des helminthes, que tout autre groupe d'arthropode vecteur, et sont parmi les plus
importants vecteurs de maladies affectant le bétail, les humains et les animaux de compagnie
(Jongejan & Uilenberg, 2004).

2.2 Les puces

Les puces sont des parasites obligatoires (endo ou ectoparasites) des oiseaux et mammifeéres.
Ceux qui sont survenant sur les oiseaux ne sont représentés que dans cing familles de puces:
Ceratophyllidae, Leptopsyllidae, Pulicidae, Pygiopsyllidae et Rhopalopsyllidae , tandis que

les autres especes parasitent les mammiféres (Dunnet & Mardon, 1991).

2.2.1 Position systématique des puces
La systématique est établie sur des caractéeres morphologiques des puces adultes (Franc,
1994). Les 2574 espéces et sous-especes sont regroupées selon Lewis, (1998),( Bitam et al.,
2010) en 16 familles et 238 genres dont on ne mentionnera que celles comprenant des
especes importantes pour les animaux domestiques et pour I'homme.
e Les puces appartiennent au : Regne : Animal
e Embranchement : Arthropodes

e Classe : Insectes
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e Ordre : Siphonaptéres
On désigne sous ce nom des insectes hématophages,a métamorphose compléte
holométaboles, dépourvus d’ailes et a corps aplati. Les pattes postérieures, tres développées,
sont adaptées au saut (Moulinier, 2002).
Cet ordre, qui regroupe des insectes ectoparasites a 1’état adulte, a une filiation phylogénique
qui fut longtemps discutée, la distinction fut établie sur I’ensemble des critéres suivants
(Michener, 1952) :

= Absence d’ailes.

= Antennes courtes et fortes, placées dans une dépression formant une gouttiére.

= Corps aplati latéralement, progression aisée dans le pelage.

= Pattes adaptées au saut.

= Corps et pattes couverts de soies.

= Couleur de jaune a brun sombre.

= Hématophages des vertébrés ,pieces buccales adaptées a la pigdre.

= Palpes labiaux et maxillaires.

= Trois segments thoraciques indépendants.

= Larves allongées, formes et apodes.

= Nymphes peu mobiles enfermées dans un cocon.
Le développement de certains organes, parallelement a la réduction d’autres, a fait des
Siphonaptéres des insectes hautement spécialisés

e Famille : Pulicidae et Tungidae.
La famille des Pulicidae regroupe plusieurs genres :
- Ctenocephalides, espéce felis (Bouché, 1835) et canis (Curtis, 1826),
- Pulex, espéce irritans (Linné, 1758),
- Xenopsylla, espece cheopis (Rothschild, 1903),
- Spilopsyllus, espéce cuniculi (Dale, 1878).
La famille des Tungidae : - genre Tunga, espece penetrans (Linné, 1758) (Kramer F. et
Mencke N.2001).

2.2.2 Caractéristiques morphologiques des puces
La puce, de couleur brune, est un insecte de petite taille mesurant de 1,5 a 4 mm, dépourvu
d’ailes. Son corps est aplati, trés chitinisé et muni de formations (peignes, cténidies, soies,
épines...) favorisant I’accrochage de la puce dans la fourrure et le plumage des hotes ainsi que

son déplacement sur 1’épiderme . L'adulte mesure de 2 a 6 mm de long, et peut méme aller
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jusqu'a 10 mm. En tant gu'insectes, les puces présentent une téte, un thorax et un abdomen

segmentés en continuité, avec 3 paires de pattes (Bitam et al., 2010b) (Fig.10).

L’ceil est rudimentaire et parfois absent. Les antennes sont courtes, situées dans des fossettes

latérales et érectiles chez les males de la plupart des especes. Ces dernieres permettent le

maintien de la femelle sus-jacente pendant la copulation ( Beaucournu & Launay, 1990).

HElAD THOIRAX ABD?MEN

Pronotal
comb

Antepygidial
bristles

Maxillary palpus
Labial palpus
Mesopleuron

Figure 10.Archaeopsylla erinacei (Leroy, 2016)

Il est possible de classer les puces en fonction de trois grands types comportementaux :

les puces qui vivent en permanence sur leur hote et qui ne le quittent que pour
contaminer un nouvel individu ; elles sont qualifiées de « puces de fourrure » et
possédent habituellement une bonne aptitude au saut ; c'est le cas de X. cheopis, de
Pulex irritans et de C. canis et C. felis.

les « puces nidicoles » ou « puces de terriers », qui passent la quasi-totalité de leur
temps dans le nid ou le terrier et ne parasitent leur héte qu'au moment des repas, c'est-
a-dire tous les deux a quatre jours (Ceratophyllus gallinae) ; ces espéces sont moins
mobiles et sautent moins haut que les précédentes.

les « puces sédentaires » et les « puces pénétrantes » : apres fécondation, les femelles
d'Echidnophaga gallinacea se fixent autour des yeux des volailles et plus rarement des
chiens, celles de Tunga penetrans s'enfoncent dans le conjonctif sous-cutané, la seule

communication avec l'extérieur étant I'orifice de ponte (Franc, 1994).

2.2.3 Cycle de développement des puces

Le developpement de la puce passe par plusieurs stades. La vie de ce parasite débute par un

ceuf qui se transforme en larve, puis en pupe pour aboutir a 1’état adulte (Fig.11). Le cycle de

vie correspond a une métamorphose compléte, les femelles gravides de la plupart des especes
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de puces qui ont été étudiées peuvent produire des centaines d'ceufs durant leurs vies.Les ceufs

éclosent généralement en environ 5 jours (Mullen & Durden, 2002).

Les femelles pondent des ceufs de maniére continue, sans rythme par rapport aux repas
sanguins. Les ceufs n’adhérent pas aux poils ou plumes des hotes (a une exception pres) et
tombent au sol ou dans la litiére des nids ou terriers. Le nombre d’ceufs est variable.

Pour Ctenocephalides felis, il a été évalué a environ 30 par jour et, sur la totalité de la vie

active d’une femelle a plusieurs centaines (400 a 1 000 selon les auteurs) ( Bitam et al., 2006).
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Figure 11.Cycle de développement de la puce (Charlesworth, 1991)

Le cycle de développement de la puce peut se terminer en quatorze jours ou se prolonger

jusque 140 jours selon les conditions de température et d’humidité (Silverman, et al., 1981 in
Simon, 2009).

2.2.4 Ecologie et étiologie des puces
Les puces sont des insectes cosmopolites. On les trouve partout ou vivent leurs hotes, sur tous
les continents et les principales fles du monde. On note une plus grande diversité des espéces
dans les régions tempérées du globe. Quelques puces ont une distribution mondiale mais la

plupart des espéces sont limitées a la distribution de leur hdte (Moulinier, 2002).

Les facteurs environnementaux sont souvent importants dans la détermination de I'abondance

des puces dans différents habitats ou régions géographiques. Ces facteurs sont souvent liés
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aux conditions climatiques, météorologiques, ou du sol, tels que le pourcentage de
I’humidité, la température et la teneur en humidité du sol. Les conditions environnementales
favorables, comme I'abondance de I'h6te et de la disponibilité de la nourriture abondante pour
les larves, une humidité élevée, et des températures douces, promeuvent de fortes populations

de nombreuses especes de puces (Mullen & Durden, 2002).
2.2.5 Role des puces dans la transmission des maladies

2.2.5.1 Role pathogeéne direct

Les piqdres de puces sont a l'origine d'une spoliation sanguine non négligeable lors
d'infestations massives, et d'une irritation qui peut étre particulierement marquée chez les
sujets sensibilisés. La dermatite par hypersensibilité aux piqlres de puces (DHPP) est bien
connue chez le chien et le chat (Franc, 1994).

» Nuisances dues a la pigQre de puce
Ctenocephalides felis dont la spécificité est tres large, peut alors piquer I’homme, et ainsi
entrainer des lésions bénignes type papules localisées principalement sur les jambes
provoquant des démangeaisons généralement sans conséquence (Ménier & Beaucournu,
2001).

» Troubles psychiques
Les puces peuvent €tre a 1’origine d’importantes insomnies, avec parfois retentissement
psychique par la seule idée de la présence des puces et de ne pouvoir s’en débarrasser. Ces
troubles, relevant de la psychiatrie, constituent 1’ectoparasitophobie également retrouvée avec
d’autres arthropodes, notamment les poux et les sarcoptes (Marvy, 1989 in Aubry-Roces et
al., 2001).

2.2.5.2 Role pathogéne indirect

Les puces sont essentiellement connues dans leur réle pathogéne direct, mais ce sont des
vecteurs d’agents pathogénes au méme titre que les autres arthropodes hématophages. On
connait bien sdr le role joué par les puces du rat (dont Xenopsylla cheopis) et la puce humaine
(Pulex irritans) dans la transmission de la peste humaine (Yersinia pestis), réle découvert par
PL Simond en 1898.

Plus d’une centaine d'espeéces de puces sont capables de transmettre le bacille de la peste, les
principales étant Pulex irritans, Xenopsylla cheopis, X. brasilensis, X. astia et Nosopsyllus
fasciatus (Lewis, 1993).
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% Ricketsia mooseri est I’agent du typhus murin qui peut, par I’intermédiaire de
Xenopsylla cheopis aussi étre dangereuse pour I’homme.

% Francisella tularensis est I’agent de la tularémie du lapin et du liévre; cette zoonose
est notamment transmise par Spilopsyllus cuniculi et Ceratophyilus faciatus (Bussieras
& Chermette, 1991).

% Le virus de Sanarelli, agent de la myxomatose, est porté par la puce du lapin,
Spilopsylius cuniculi ; il fut trés utile dans les premiéres campagnes de contrdle de la
population lapine en Australie.

La puce du lapin (Spillopsyllus cuniculi) peut occasionnellement transmettre 1’agent de la
tularémie (Francisella tularensis) mais aussi le virus agent de la myxomatose. Les puces des
carnivores sont susceptibles de transmettre des filaires sous-cutanées ou peéritonéales telles
que Dipetalonema reconditum mais surtout la bactérie agent de la maladie des griffes du chat,
Bartonella henselae.

Les puces peuvent également étre transmises de diverses parasitoses tels que les nématodoses
Mastophorus muris de nombreux rongeurs, ou la filaire Acanthocheilonema recondita du
chien, par exemple), des cestodoses Hymenolepis fraterna des rats Rattus rattus et R.
norvegicus; H. myoxi du lérot Eliomys quercinus...), ou chez des musaraignes
(Pseudohymenolepis redonica de la crocidure Crocidura russula), ou chez des canidés, dont
le chien avec Dipylidium caninum. Certaines de ces cestodoses peuvent se rencontrer chez
I'nomme, et c'est par ingestion de la puce que toutes ces contaminations se font ( Beaucournu
& Gomez-lopez, 2015).

Présentation de Lanimal modele Aterix algirus

3 Présentation de I’animal modéle Atelerix algirus

3.1 Le hérisson dans le monde
L’Ordre des insectivores regroupe environ 60 genres reparti en 6 familles. Pour bon nombre

de systématiciens, c'est un ordre cosmopolite, ou se cotoient les espéces les plus primitives
parmi les mammiferes (Bretagnolle & Attié, 1989). En plus des hérissons, autres insectivores
incluent les taupes, les gymnures, les tenrecs et approximativement 300 espéces de

musaraignes. La plus part ont de petites statures et partagent des caracteres de bases généraux,
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mais chaque groupe a ses propres caractéristiques qui sont faconnées a son mode de vie
(Vriends & Heming-Vriends, 2000).

Les hérissons sont des membres d’ordre Erinaceomorpha, famille Erinaceidae et sous —
famille Erinaceinae. Les 17 espéces de 5 genres sont trés répandus partout a I’ancien monde (
Afrique, Europe, Asie), cependant, ils ne se trouvent pas au centre de 1’Asie y compris Inde,
Népal, Pakistan, Tibet et en Afrique équatorial occidental (Quesenberry & Carpenter, 2012 ;
Symonds, 2005).

D’apreés Wroot (1984), la classification des hérissons est basée sur la forme et modéle des
épines, la longueur des oreilles et la morphologie du crane.Les espéces couramment
rencontrées incluant Atelerix albiventris, aussi connu comme le pygmée africain & ventre
blanc ou a quatre orteils de I’ Afrique centrale et Erinaceus europeus, le hérisson européen de
I’Europe occidentale. Le genre Atelerix a autre membres comportant le hérisson (A.pruneri),
le hérisson Algérien (A.algirus), le hérisson de Somali (A.scalter) et le hérisson de cap
(A.frontalis).Autres genres englobent le hérisson de désert (Paraechinus spp.) de Moyen
Orient et de Nord Africain ; les hérissons a longues oreilles (Hemiechinus spp.) de I’Asie,
Inde, et le Nord Africain (Mitchell & Tully, 2009).

Les hérissons sont des animaux généralement crépusculaires et nocturnes et fréquentent

aussi bien les foréts que les champs et les vergers (Ouarab & Doumandji, 2010).

L’importance Vvétérinaire-médicale des hérissons est liée & leurs habitats urbains et aux
nombreux agents pathogénes zoonotiques qu'ils pourraient héberger, en outre, les hérissons
sont des animaux de compagnie dans plusieurs parties du monde, y compris aux Etats- -Unis,

ou ils sont maintenus dans environ 40 000 ménages (Riley & Chomel, 2005).

3.2 Le hérisson en Algérie

D’aprés Reeve (1994), les espéces presentes sur le continent Africain appartiennent surtout
aux genres Atelerix, Paraechinus et Hemiechinus. Les études faunistiques sur les mammiferes
d’Algérie (Kowalski & Rzebik-Kowalska, 1991) montrent 1’existence de deux espéces de
hérissons : le Hérisson d’Algérie (Atelerix algirus) et le Hérisson du désert (Hemiechinus

aethiopicus).
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Ces deux especes de mammiferes (le hérisson d'Afrique du Nord et le hérisson du désert sont
largement distribuées et ont une population apparemment stable en Afrique du Nord (Khaldi
etal., 2012) .

Les hérissons d'Afrique du Nord sont originaires et endémiques des régions du Nord de
I'Afrique, du Maroc a la Libye. lls ont également été introduits pour les régions voisines, y
compris les régions montagneuses du sud, de I'Espagne, la France et les Tles au large de la
cote de I'Afrique, tels que les Tles Canaries et les Baléares. Les populations introduites en
France sont maintenant éteintes (Everett, 2012).

Selon Bengougam (2009), les hérissons comptent parmi les mammifeéres les plus primitifs, se
caractérisant par leurs épines et leurs aptitudes a se rouler en boule en cas de danger. Ils ont
toujours été appréciés des humains; ils figurent fréguemment dans les contes traditionnels et
on les traite localement comme des animaux familiers. On les utilise également dans la
médecine traditionnelle et bien d'autres domaines. Dans les régions rurales, particulierement
du sud, les hérissons sont vendus dans les souks, morts ou vivants, comme n'importe quel
animal domestique.

Le régime alimentaire du hérisson d’Algérie se compose de vers de terre, de mollusques,
d’araignées, de cloportes, d’insectes, d’ceufs d’oiseaux nichant au sol, de baies et de fruits
sucres (Guerzou, 2009).

Les hérissons sont des animaux solitaires. Ils vivent seuls une fois adultes et se retrouvent
uniquement pour les périodes de reproduction. Les hérissons sont matures sexuellement vers

I’age de 9 a 11 mois (Mennessier, 2013).
3.3 Le hérisson du Nord Atelerix algirus

3.3.1  Position systématique
La classification du hérisson d'Algérie selon ( Wilsson & Reeder, 1993 in Corbet & Hill,
1994) est illustrée dans le (Tab.1).
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Tableau 1.Classification du hérisson Atelerix algirus

Régne Animalia
Embranchement Chordata
Classe Mammifeéres
Sous-classe Theriens
Infra-classe Eutheriens
Ordre Insectivores
Famille Erinaceidae
Sous-famille Erinaceinae
Genre Atelerix
Espéece Atelerix algirus (Lereboullet 1842)
Nom commun Hérisson d’Algérie, Hérisson du Nord
d’Afrique

3.3.1 Description
Atelerix algirus a été longtemps considéré comme étant Erinaceus europaeus, car il possede
beaucoup de ressemblances morphologiques avec ce dernier mais en ayant une taille un peu
plus petite, un corps plus mince, une téte séparée du corps avec des oreilles longues et larges
et des pieds arrieres plus petits. Et ce n'est qu'a partir de 1988, suite aux travaux de (Corbet,

1978) qu'il deviendra ce gu'il est actuellement ( Corbet , 1988).

C’est un hérisson assez gros. Il pese a I’état adulte entre 1200 a 1400 g. Son corps porte des
piquants dorsaux et latéraux qui le protégent face aux prédateurs. La téte est bien distincte par
rapport au reste du corps montrant un museau pointu, des oreilles nettement visibles, courtes
et arrondies, mais des yeux assez petits, pelage ventrale est blanc cassé avec des quantités
variables de brun (Fig.12) .
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Figure 12 . Photo originale du hérisson du Nord d’Afrique (Hérisson Algérien) Atelerix algirus Lereboullet
1842

Selon (Biche ,2003 in Bengougam, 2009) ,il existe une sous espéce du hérisson d'Algérie qu'il
a appelé E. algirus vagans et qui selon lui differe de I'espece type par une décoloration
remarquable des piquants et des poils. L'animal est presque entierement entouré d'un blanc

pur. C'est a peine si sur certains piquants on peut observer une trace d'anneaux colorés en gris.

Sur le continent africain la population tunisienne des hérissons a été différenciée comme A. a.
fallax de celle en Algérie (A. a algirus.) sur la base de la forme des nasales et mandibule (
Vesmanis ,1979 in Corbet ,1988) et une forme marocaine ( Aethechinus algirus lavaudeni
Cabrera 1928-Mogador) sur la base du plus pale pelage, mais ni l'isolement ni discontinuité a

été démontré dans les deux cas.

3.3.1 Répartition géographique
L’espéce Atelerix algirus occupe essentiellement 1’ Afrique du Nord, et en particulier tout le
Nord de I’ Algérie (Morales & Rofes, 2008).11 est présent sur la bande située entre les plateaux
sahariens et les chaines montagneuses de 1’Atlas jusqu’au littoral méditerranéen plus au Sud,
il peut apparaitre sur les hauts plateaux ou il coexiste avec le hérisson du désert (Mouhoub-
Sayah, 2009) (Fig.13).
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Figure 13. Distribution géographique du Hérisson Atelerix algirus (Amori et al., 2008)

3.3.1 Habitat
Les hérissons d'Afrique du Nord préférent les climats arides, mais se retrouvent dans un large
éventail d'habitats, y compris broussailles séches de la Méditerranée, les prairies, les
paturages, les champs cultivés, semi-désertiques, et les jardins. Ils sont également présents a
proximité des populations humaines. lls se trouvent généralement a des altitudes de 400 m ou
moins, bien que des élévations de jusqu'a 900 m aient été observées au Maroc (Amori et al.,

2008).
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3.4  Le Hérisson du Sud Paraechinus aethiopicus
3.4.1 Position systématique

la taxonomie du hérisson de désert est présente ci-dessous (Tab.2):

Tableau 2.Classification du Paraechinus aethiopicus (Hutterer, 2014)

Régne Animalia
Embranchement Chordata
Classe Mammalia
Ordre Insectivora
Famille Erinaceidae
Genre Paraechinus
Espéce Paraechinus aethiopicus (Ehrenberg 1833)
Nom commun Hérissons de désert

3.4.2 Description

Ce hérisson est de taille moyenne ou petite, a grandes oreilles proéminentes. Les bulles
tympaniques sont hypertrophiées provoquent un renflement des régions auditives.La
couverture épineuse est partagée en deux sur le front par une raie médiane nue, parfois
indistinct. Les poils abdominaux sont fins et denses (Le Berre , 1989).

L’extrémité des piquants est sombre déterminant la couleur d’ensemble de 1’animal. Le ventre
est blanc avec une bonde transversale brune ou niveau de la poitrine. Le museau, la gorge, la
face, et le front sont brun foncé, le menton et le cou sont blancs. Les extrémités (oreilles,

pattes) sont brunatres (Fig.14).

>
é:' W8

Figure 14.Photo du hérisson du Sud Paraechinus aethiopicus (Alsahli, n.d.)
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3.4.1 Reépartition géographique

L’aire de répartition de cette espeéce s’étend depuis Ain Sefra (32° 44’ N.; 0° 36> W.) jusqu’a
Laghouat (33° 49’ N.; 2° 54’ E.) et Biskra (34° 51’ N.; 5° 45” E.). Selon le méme auteur, elle
est signalée a Brezina et a El Goléa (30° 35°N.; 2° 52” E.). Sa présence est mentionnée dans le
semi-aride notamment dans les environs d’Oran (35° 44’ N.; 0° 39 ; W.). Sur les hauts
plateaux, il vit dans la région de Bou-Saada (35° 13’ N., 4° 11’ E.), plus précisément dans la
réserve naturelle de Mergueb (35° 36” N.; 3° 57° E.) et au sud de 1I’Atlas saharien (Kowalski
& Rzebik-Kowalska, 1991).

A. Algirus vit principalement dans le Nord du pays tandis que P. aethiopicus se trouve le plus
souvent dans la zone des hauts plateaux. Néanmoins, les deux especes peuvent parfois
coexister dans la méme zone, notamment dans le Nord du pays. En effet, dans une étude
menée par Khaldi et al, 2012 les deux espéces ont été capturées a M'sila une région du Nord-
Est de I'Algérie.

3.4.2 Habitat
Paraechinus aethiopicus est bien adapté aux conditions arides, sécheresse. Il vit dans les
déserts chauds et secs, mais peut aussi étre trouvé dans les zones de végeétation d'une oasis ou
de la cote (Hall, 2002).

3.5 Similarités entre Atelerix et Paraechinus

D’aprés Corbet (1988), Atelerix partage certaines caractéristiques avec vraisemblablement
dérivés Paraechinus (cuir chevelu large nue, petite orteil , masque blanc, vaste plateau
palatine) suggérant une proche relation de Paraechinus que de Erinaceus. Cependant, il
manque l'auditoire spécialisé bulle et des épines papillées du Paraechinus et la morphologie

du pénis est unique dans la famille.
3.6 Les grandes menaces

3.6.1 Trafic routier
Les menaces comprennent la mortalité accidentelle sur les routes (roadkill), les populations
peuvent étre limitées par la disponibilité de I'habitat convenable (Rondinini & Doncaster,
2002).
En Algérie, le nombre des hérissons victimes de la circulation routiére est commun et élevé

spécialement en printemps et en été (Mouhoub Sayah et al., 2009).
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Un nombre croissant de routes et la perte de I'habitat sont les menaces les plus graves pour les

especes, mais il est peu probable qu'ils sont les principales menaces a I'neure actuelle.

3.6.1 Prédation
Reeve (1994), révele que beaucoup d’espéces, allant des renards (Vulpes vulpes) et chiens
(Canis lupus familiaris) a mustelidés et divers oiseaux de proie se nourrissent

occasionnellement sur les hérissons.

3.6.2  Pesticides
L'utilisation des engrais, des herbicides et des pesticides par les agriculteurs et les jardiniers
est l'autre grande cause de mortalité chez les hérissons. Les empoisonnements par ces produits
entraineraient une mortalité de 26 %. La mort par intoxication aigué touche surtout les jeunes
entre 6 et 12 mois (Maréchal & Libois, 1997).

3.6.3 Modifications d’habitats
Les méthodes agricultures modernes, en éliminant les haies, bosquets, talus boisés et chemins
creux, ont abouti a une banalisation du milieu rural, les lieux qui fournissent abris et

nourriture aux hérissons ont donc tendance a disparaitre (Maréchal & Libois, 1997).

3.6.4 Lapéche
Le hérisson est également péché localement et mangé dans la région méditerranéenne.
Au Maroc, il est utilisé localement a des fins médicales et apparait dans les marchés de

sorcellerie locale (Amori et al., 2008).

3.6.5 Pour I’espece Paraechinus aethiopicus

Il n'y a pas de menaces majeures pour cette espéce dans son ensemble (Hutterer, 2014).

3.7 Le hérisson et les parasites

Les hérissons accueillent une grande variété de différents ectoparasites, endoparasites,
helminthes et ils sont connus pour étre tres fortement infesté des ectoparasites (les tiques, les
puces) (Gaglio et al., 2010 ; Pfaffle et al., 2014).
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3.7.1  Ectoparasites

3.7.1.1 Tiques

En raison de leur comportement alimentaire actif dans le sous-bois et leur manque de
toilettage efficace, les hérissons sont des hotes ideals pour les ectoparasites (Fig.15), (Féldvari
etal., 2011).

Les hérissons peuvent transporter plusieurs especes de tiques et de puces,et la
charge de ces ectoparasites peut varier selon les individus. Taux de parasitisme chez les
hérissons dans des environnements urbains peut étre affecté par des paysages hétérogenes
avec une différence claire au niveau individuel (Thamm et al.,, 2009).Les tiques
potentiellement choisissent leur héte basé sur I'odeur liée a I'état de santé de I'n6te (Bunnell et
al., 2011).

L’habitat préféré des ectoparasites sur les hotes est I’avant pattes, le cou, la téte, la poitrine et
le ventre (Saupe, 1988).Les hérissons sont des hotes fréquents des tiques dures Ixodes
hexagonus (Gern et al., 1991 ; Beichel et al., 1996 ; Gern et al., 1997)

Figure 15.Photo d’un hérisson infesté par les tiques (Hosni & El Maghrbi, 2014)

3.7.1.2  Puces

Partout dans le monde, les puces, en particulier les especes de Ctenocephalides, sont des
ectoparasites communs de chiens domestiques, les chats et les hérissons (Mircean et al.,
2010 ; Gracia et al., 2013 ; Hajipour et al., 2015).

Archaeopsylla erinacei est la puce des hérissons. Elle est également hébergée par les chats et
les chiens autres que les hérissons et elle peut étre transférée de hérissons par un contact

direct. Les puces d’animaux adultes peuvent attaquer et mordre les humains. Les cas humains
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avec eruption sont causés par morsures des puces sont signalés dans certains pays ( Goz et al.,
2016).

3.7.2  Endoparasites
Les hérissons sont souvent fortement infectés par des parasites : les helminthes dans les voies
respiratoires (Crenosoma striatum et Capillaria aerophila) , la cause de dysfonctionnement
des poumons. Le tractus intestinal de ces petits mammiferes est souvent infecté par Capillaria
erinacei. En outre les hérissons peuvent étre occasionnellement infectés par d'autres
nématodes (Physaloptera clausa), trématodes (Brachylaemus erinacei) et cestodes
(Hymenolepis erinacei) (Beck, 2007).

Parfois les hérissons sont infectés par des coccidies (lsospora) et cryptosporidies
(Cryptosporidium spp.). Deux espéces de coccidies ont été détectées dans les deux hérissons
(Atelerix algirus & Paraechinus aethiopicus), Isospora sp. et Eimeria sp. (Khaldi et al.,
2012).

3.8 Le rdle vectoriel des hérissons dans la transmission des agents pathogénes

Malgré la présence fréquente des hérissons, peu d’informations sont disponibles sur son statut
d’hote réservoir pour différents pathogénes.ll a été montré que les hérissons peuvent étre
infectés par des agents pathogenes transmis par les tiques tel que 1’encéphalite a tiques
(TBE), virus, Borrelia spp., et Anaplasma phagocytophilum, (Labuda & Randolph, 1999 ;
Skuballa et al., 2007 ; Skuballa et al., 2010 ; Skuballa et al., 2012 ; Silaghi et al., 2012).

En plus, certaines bactéries ont été trouvées chez les hérissons, dont : Coxiella burnetii,
salmonella spp., mycobacterium marinum, Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis
,Chlamydia psittaci et Leptospira spp. ,ce qui peuvent mettre en question leurs statuts
comme hotes réservoirs pour ces bactéries, (McCarthy & Moore, 2000 ; Chomel & Riley,
2005 ; Bierque et al., 2020 ;Marié et al., 2012).

Tomas-Pérez et al., (2014) suggérent que les hérissons ont un potentiel réle épidémiologique
comme hote réservoir de leishmaniose (L.major). Goz et al., (2014) ont affirmé que les
hérissons partageant les mémes habitats avec les humains dans les régions urbaines et
suburbaines en particulier peuvent étre a ’origine de la transmission de certaines maladies a

puces et a tiques des hérissons aux humains.
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Les hérissons modulent I'épidémiologie de certaines especes de B. burgdorferi s.l, ce qui
affecte la distribution et I'abondance des génotypes de B. burgdorferi s.I dans divers habitats.
Les jeunes individus en particulier ceux qui ont une compétence immunitaire faible ont un
haut potentiel de réservoir pour les génotypes (B. afzelii, B. bavariensis ,B .speilmanii)
(Skuballa et al., 2012).

Candidatus Neoehrlichia mikurensis a été détecté chez les herissons urbains (Szekeres et al.,
2019), Rickettsia conorii, R. Massiliae, R. Siberica et R. Helvetica) ont été détectés chez les
hérissons et leurs tiques,de plus et R. felis a été signalé dans des puces prélevees sur des
hérissons dans différents pays (Chen et al., 1997 ; De Sousa et al., 2006 ; Khaldi et al., 2012 ;
Marié et al., 2012 ; Szekeres et al., 2019 ; Greigert et al., 2020).

Cette double fonction épidémiologique (maintenance des tiques et le hote réservoir), qui fait
d'eux des acteurs clés dans les cycles urbains d'agents pathogenes transmis par les tiques est
unique pour les hérissons (Rizzoli et al., 2014).
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Afin de détecter les agents pathogénes et les ectoparasites chez les populations d’Atelerix
algirus dans le Nord d’Algérie, cette thése est scindée en 2 grandes projets : le premier est
I’investigation de la prévalence et I’abondance des ectoparasites infestant Atelerix algirus
dans la wilaya de Bouira et le second est la détection des agents infectieux chez les

ectoparasites et échantillons de sang et d’organes des hérissons.

4  Présentation de la zone d’étude

L'étude a été menee dans différentes régions de la wilaya de Bouira, elle est considéré comme
un lien entre les wilayas centrales du Nord de I'Algérie en raison de son emplacement
géographique stratégique important. la région est également lI'une des zones touristiques les
plus belles et les plus pittoresques d'Algérie, avec ses attractions naturelles ouvertes telles que
le " Parc naturel de Tikjda" qui est situé sur les montagnes de Jurjura et le sommet
montagneux de Lalla Khadija, qui est fréquenté par des touristes du monde entier. Bouira est
également connue pour ses capacités agricoles en tant que région agricole d'excellence connue
pour sa production abondante de blé, de pommes de terre, de figues, d'olives et de miel.

Elle est située dans la région Nord-Centre du pays, a 120 km au Sud Est de la capitale
(Alger), elle s’étend sur une superficie de 4456,26 km? représentant 0,19% du territoire

national.

La wilaya de Bouira est limitée géographiqguement au Nord par la wilaya de Boumerdés et
Tizi-Ouzou, au Sud et Sud Ouest par la wilaya de M’sila et de Médéa et a 1’Est et Sud Est
par la wilaya de Béjaia et Bordj-Bou-Arréridj et a I’Ouest par la Blida et Médéa (Fig.16).

Caractérisée par un relief fortement accidenté, son chef lieu est situé a une altitude de 525m,
au bas du piémont Sud Ouest du Djurdjura dont le sommet le plus élevé est lala-Khadija
(2308m) (Anonymous, 2013).
Le relief est contrasté et comporte cing grands ensembles physiques :

e La dépression centrale (plaines des Aribes, plateau d’El Asnam, la vallée d’Ouadhous

et Oued Sahel).
e La terminaison orientale de 1’ Atlas blidéen.
e Le versant sud du Djurdjura (Nord de la wilaya).

e Lachaine des Bibans et les hauts reliefs du sud.
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e Ladeépression sud des Bibans.
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Figure 16.Carte géographique de la wilaya de Bouira (Anonymous, 2013).

La zone boisée représente 25 % du territoire avec 111 490 ha de massif forestier. On trouve le
pin d'Alep, le chéne vert ainsi que le chéne-liege. Le climat est chaud et sec en été, froid et
pluvieux en hiver. Selon la classification de Kdppen-Geiger, le climat est de type Csa. La
pluviométrie moyenne est de 700 mm/an au nord et de 250 mm/an dans la partie sud. Les

températures varient entre 20 et 40 °C de mai a septembre et de 2 a 12 °C de janvier a mars.

Issue du découpage administratif institué par ordonnance n°® 74/69 du 02 juillet 1974, relative
a la refonte de 1’organisation territoriale des Wilayas. Elle est organisee administrativement en
45 communes et 12 dairas (sous préfectures), elle compte une population de

728 290 habitants (recensement 2011) avec une superficie totale de 4454 km2.
Pour 1’agriculture, la Superficie d’agriculture de la wilaya est estimée a 190 060 ha (42,67%

de la superficie de la wilaya), dont 11 411 ha (6%) de superficie irriguée. Les zones boisées

tiennent une place importante dans la wilaya, elles occupent 112 250 ha (25,20% de la

Page 43



Chapitre 11 Présentation de la zone d’étude

superficie totale de la wilaya. Les principales essences forestieres sont le pin d'Alep, le chéne

vert et le chéne liege (Anonymous, 2013).

4.1 Zones d’échantillonnage

L’échantillonnage a duré 3 ans, d’Aout 2014 jusqu’au Juin 2017 (apres le réveil des
hérissons de leur hibernation : début de printemps jusqu’a 1’autaumne ), un total de 27
hérissons (13 femelles ,14 méles) ont éte echantillonneés, ils sont tous identifiés comme étant
Atelerix algirus, le hérisson du Nord Algérien,I’espece endémique de la région (Tab.3).

21 sur 27 hérissons morts, principalement étaient victimes de la route suite a des accidents du
trafic routier ou tués par les paysans dans les foréts, champs et les jardins. 6 sur 27 hérissons
(2 males, 4 femelles) ont été capturés vivant et on a procédé a un déparasitage puis I’animal a

été relaché dans son environnement naturel.

Tous les échantillons ont été conservés dans de 1’alcool 70° ensuite traités au laboratoire

VITROME de IHU- infection méditerranée Marseille-France.

L’échantillonnage a été réalisée au niveau de différentes régions de la willaya de
Bouira (fig.17) :

i Bouira |

Figure 17.Carte géographique montrant les sites d’échantillonnage au niveau de la wilaya de Bouira
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Tableau 3.Tableau récapitulatif des hérissons échantillonnés selon les régions

Communes Coordonnées GPS Altitudes  Région Nombre de
hérisson

Latitudes Longitu DMS (degrés, échantillonne

des minutes,
secondes)
Ahl-el-ksar  36.2531 4.03944 36° 15’ 11" Thiliwa 11
Nord, 4° 2' 612m Thigmit 04
22" Est. Thalamine 02
Ahl-el- 01
ksar
centre
Ighil 01
mehalah
Ouled 36.2119  4.11046 36° 12'43" 910 m Halassa 04
Rached Nord, 4° 6’
38" Est.
Bechloul 36.2119 4.11046 36° 12" 43" 414m Bechloul 03
Nord, 4° 6
38" Est.
Bouira 36.3667  3.88333 36° 22" 0" Oued 01
Nord, 489 m eddhous
3° 52" 60" Est.

Tous les échantillons collectés ont été transportés au laboratoire de biologie de 1’Université
d’Akli Mohand Oulhadj de Bouira pour une premiere identification morphologique des
ectoparasites puis a IHU —Infection Méditérranée 1’unité de recherche : Vecteurs-Infections
TROpicales et MEditérrannéennes (VITROME) — Marseille —France.
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Le déparasitage a été effectué sur 14 entre eux (12 morts, 2 vivants) étaient inestées
d’arthropodes avec une moyenne de collecte de 40,25 puces (1087/27) et 8.66 tiques
(234/27) par hérisson (en calculant le nombre total des arthropodes/ le nombre total des
hérissons échantillonnés ) , I’ecart type (o) est de 312.12 chez les puces et 63.63 chez les
tiques .

Le nombre des ectoparasites collectés est mentionné dans le tableau suivant : (Tab.4).

Tableau 4.Nombre des ectoparasites récoltés des hérissons échantillonnés par région

Reégion du hérisson Nbre des Nombre des puces  Nombre des tiques
hérissons
échantillonnes

Ahl-el-ksar (centre) 01 0 13
Thigmit (Ahl-el-ksar) 03 241 168
Thiliwa (Ahl-el-ksar) 04 790 24
Halassa (Ouled rached) 04 10 16
Bechloul (centre) 01 01 12
Oued eddhous (Bouira) 01 45 1
Total 14 1087 234

Le hérisson Atelerix algirus est un animal richement parasité, vu le nombre élevé des
puces est de 1087 et celui des tiques 234 ,ce qui confirment quelques études  (Reeve,
1994 ;Foldvari et al., 2011).

Les régions Thiliwat et Thigmit (Ahl-el-ksar ) sont plus parasitées que les régions Halassa,
Bechloul et Oued eddhous car ses deux régions se caractérisent par une forte ruralité, un
réseau hydrographique important et la présence des divers animaux sauvages et domestiques
(Aouadi et al., 2021).
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Afin de realiser une étude entomo-épidémiologiques ,nous avons scindé notre

travail en deux grands projets :

Projet I : Investigation de la prévalence et Cabondance des ectoparasites chez
A. algirus

5 Investigation de la prévalence et I’abondance des ectoparasites chez A.

algirus

Introduction

Les hérissons sont des animaux sauvages et animaux de compagnie dans plusieurs parties du
monde, ils sont connus pour étre trés fortement infestés des tiques et des puces a cause de
leur régime alimentaire et leur vie dans les forets , Atelerix algirus fait parti des deux espéces
endémique en Algérie, dans ce projet nous essayons d’étudier la prévalence et I’abondance

des ectoparasites dans cette population des hérissons.

5.1 Matériels
» Matériel biologique : Les hérissons (Atelerix algirus), tiques et puces , un chien de
chasse de race berger allemand pour rechercher les hérissons et leurs cadvres
> Matériel non biologique :, des tubes coniques, des pouts, solution de conservation
d’échantillon (éthanol 70°), des pinces.produits chimiques de MALDI-TOF/MS kit
d’extraction d’ADN,appareillges (Microflex-Maldi-tof,EZ1—extracteur d’ADN EZ1

,Biorad-gPCR, séquenceur,..etc

5.2 Méthodes

5.2.1 Lacollecte des ectoparasites (tiques & puces)
Les cadavres de hérissons ont été récupérés a la main soit au bord des routes pour ceux qui
ont été heurtés par des véhicules, dans les foréts ou les jardins pour ceux qui sont morts
accidentellement empoisonnés par les agriculteurs. Aprés, nous avons procédé a un
déparasitage de I’animal vivant aussi les cadavres des hérissons morts dont la technique est la

suivante :
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a. Les tiques

La collecte des tiques se fait a 1’aide d’une pince. La technique consiste a examiner
visuellement en écartant les épines pour rechercher les tiques visibles a I’ceil nu et les

prélever (Fig.18) ,le nombre total des tiques collectés 234 tiques dont 28 tiques gorgées.

Figure 18.Méthode de récolte des tiques (Originale)
b. Les puces
Les puces dont nous disposons sont récoltées par prélévement direct a 1’aide d’une pince dans
une grande bassine de couleur claire, plus de 30 cm de hauteur pour évite leur fuite (Fig.

19),le nombre total des puces collectés 1087.

(A) (B)

(A : déparasitage d’un hérisson vivant, B : déparasitage d’un cadavre)

Figure 19.Méthode de collecte des puces (Originale).

Les ectoparasites prélevés sont conservés dans des tubes contenant de 1’Ethanol a 70° car le
desséchement fragilise trés fortement les spécimens. Ils ont été triés par groupe, comptés, et
chaque groupe d'arthropodes d'un méme hérisson a été immédiatement placé dans le méme

tube.
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5.2.2 Identification Morphologique des espéces des ectoparasites
Une loupe binoculaire (OPTIKA ST-30, FX-EU 20X (Via Rigla, Ponteranica BG, Italia) et
des clés d’identifications ont été utilisées pour identifier morphologiquement les arthropodes
collectés au niveau de I'espéce initialement en Algérie a I'Université Akli Mohand Oulhadj de
Bouira (Bouattour, 2002 ;Walker et al., 2003;Beaucournu & Launay, 1990).

L'identification morphologique a été vérifiece a I'lHU Méditerranée Infection (Marseille,
France) a l'aide d'un stéréomicroscope Zeiss Axio Zoom V16 (Zeiss, Marly le Roi, France),
d'un microscope numérique VHX-7000 (Kayence, Osaka, Japon) et des clés d’identification
(Estrada-Pefia et al., 2018 ;Beaucournu & Launay, 1990).

Certains spécimens de puces sélectionnés au hasard ont été soumis a un éclaircissement qui
consiste a tremper l'ensemble de I'échantillon ou sa partie d'intérét dans une solution
d'hydroxyde de potassium (KOH) a 10 % et un bain de lactophénol d'’Amman avant d'étre

montés en milieu de montage Euparal afin de rendre les critéeres morphologiques plus visibles.

5.2.3 Identification des arthropodes collectés par le Matrix-Assisted Laser

Desorption lonization/Time-Of-Flight- Mass Spectrometry (MALDI-TOF/MS)
L’identification  morphologique des espéces  d’ectoparasites reste une affaire des
spécialistes,d’autre part nous avons utilisé le MALDI-TOF-MS qui a été rapporté comme une
méthode encourageante pour l'identification des arthropodes, afin de soutenir I'identification
morphologique des arthropodes, quatres-vingt -douze tiques (dont 28 des tiques gorgées) et
vingt-six puces ont été sélectionnées au hasard et disséquées pour passer au MALDI-
TOF/MS.

5.2.3.1 Principe

MALDI-TOF / MS est connu pour étre une technique analytique extrémement sensible ce qui
permet la détection de grandes biomolécules plus fragiles comme les peptides, les protéines,
les glycoprotéines et les oligonucléotides en raison de sa capacité a détecter rapidement de
grandes biomolécules en quantités infimes, MALDI-TOF / MS est un outil idéal pour
caractériser les biomarqueurs des maladies dans des échantillons biologiques , le spectrometre
de masse MALDI-TOF est un spectrométre couplant une source d’ionisation laser assistée
par une matrice (MALDI = Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation) et un analyseur a
temps de vol (TOF = Time-Of-Flight) (Cho et al., 2015).
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Son principe est basé sur le bombardement de molécules d'échantillon avec une lumiére laser
pour provoquer l'ionisation de I'échantillon en fonction de leurs rapports masse / charge (m /
z). L’échantillon est mélangé a la matrice et placé sur une lame. Le dépdt (ou spot) formé est
appelé cible. La matrice transforme I'énergie laser en énergie d'excitation pour I'échantillon,
ce qui conduit a la pulvérisation d'ions d'analytes et de matrice a partir de la surface du
mélange. De cette maniere, le transfert d'énergie est efficace et les molécules d'analytes sont
également épargnées par une énergie directe excessive qui peut provoquer une decomposition.
Les ions transmis par le dispositif sont détectés, comptés voire identifiés, a 1’aide d’un
détecteur (Fig.20).

Un ordinateur pilote [’appareil, effectue I’acquisition des données réduites sous forme de
spectres de masse qu’il permet d’analyser. La matrice doit étre préparée sous hotte chimique

avant chaque série d’analyses et conservée a 4 °C a I’abri de la lumiére.

1.00-
MS Detector L
T 050
] ey
A
A B C E.FGN\JRL 000 ‘ il A
10 0 0 00000®G OO Neutral field T ‘51‘3 - ;0“3 - T
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Figure 20.Le procédé de spectrométrie de masse MALDI-TOF (Clark et al., 2013)

5.2.3.2 La préparation des ectoparasites

Le MALDI-TOF/MS est une nouvelle technique qui a montré son efficacité dans le
domaine d’identification des espéces des arthropodes ces dernieres annees. (Yssouf,
Socolovschi, et al., 2013;Yssouf et al., 2013;Yssouf et al., 2014;Yssouf et al., 2016;Nebbak et
al., 2017 ;Diarra et al., 2017).

Le protocole utilise pour les tiques est appelé « Dry —MS » qui consiste a effectuer une

dissection des quartes pattes sous un microscope optique (Zeiss Axio Zoom.V16, Zeiss,

Marly le Roi, France), et les sécher pendant une nuit a 37°C dans le bain sec (Diarra et al.,
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2017),ces pattes vont étre homogénéisées avec une pincée de poudre de verre, plus 40ul de
Mix (50% ACN, 70% AF) dans le TissueLyser (QIAGEN, Allemagne), pendant 60s 3/ cycles
a une fréquence de 30Hz (Nebbak et al., 2017) .

Pour identifier les espéces des puces par MALDI-TOF/MS, des études ont prouvé que

I’'usage des échantillons céphalothorax des puces est 1’échantillon le plus préférable (Yssouf

etal., 2014).

Pour cela, nous avons procédé a une désalcoolisation des céphalothorax au bain sec a 37 °C
pendant la nuit pour éliminer 1’éthanol , ensuite une bille de tungsténe stérile est ajouté au de
20pl de mix (70% AF.50% ACN), tous vont étre mélangés dans le tissueLyser ,3 cycles de
30s a une fréquence de 30Hz. ( Zurita et al., 2019)

Les profils des spectres obtenus seront visualisés avec Flex analysis v.3.3 software, les
spectres de haute qualité ont été testés a lI'aveugle a l'aide du logiciel MALDI Biotyper v.3.0
par rapport a la base de données de laboratoire (Vitrome- Marseille) contenant les spectres de

référence de plusieurs especes d'arthropodes (Yssouf, Flaudrops, et al., 2013).

Le protocole de la préparation du MALDI-TOF/MS selon (Williams et al., 2003) (Annexes
01,02).

5.2.4 Extraction d’ADN des arthropodes
Seize tiques, vingt-huit tiques femelles gorgées ( la moitié des corps des tiques non gorgées
et environ ¥, des corps de tiques gorgées) ont été soumises a une identification moléculaire en
plus, vingt-six puces ont été également sélectionnées au hasard et soumises a une extraction
d'ADN.L’extraction a été effectuée avec un kit EZ1 DNA Tissue (Qiagen) selon les
recommandations du fabricant, en commencant avec une prélyse qui consiste a ajouter 180ul
de tampon de lyse G2 et 20ul protéinase K (Qiagen, Hilden, Allemagne) des arthropodes
(tique avec 04 pattes, la moitié de la puce), puis suivie d’une incubation a 56°C pendant une

nuit.

Le volume total d’ADN récupéré a la fin de I’extraction est d’ordre de 100ul de tampon, il

sera conservé a-20°C jusqu’a I’utilisation (Diarra et al., 2017) (Annexe 02).

5.25 L’identification Moléculaire des arthropodes
L'ADN de vingt-six puces ,seize tiques et vingt-huit femelles gorgées ont été sélectionnées au

hasard et soumis & une PCR conventionnelle, suivie d'un séquencage dans un thermocycleur
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automatisé (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), amplifiant un fragment d'environ
1000 paires de bases de I'l'TS1 (espaceur transcrit interne) et un fragment de 460 paires de
bases du gene de I'ARN 16S de la tique respectivement pour l'identification des puces et des
tiques, comme décrit précédemment (Vobis et al., 2004;Boyer et al., 2019). L'ADN de Rh.
sanguineus sl. et Ctenocephalides felis spécimens identifiés et élevés dans laboratoire
(Vitrome- Marseille) ont été utilisés comme témoins positifs. Un mélange PCR sans ADN a

été utilisé comme contrdle négatif.

5.2.6 Calcul des indices parasitaires
Dans le but d’évaluer le parasitisme de I’espéce de hérisson étudiée, nous avons calculé trois

indices parasitaires proposés par (Bush et al., 1997).

5.2.6.1 La prévalence parasitaire (Pr%)

La prévalence est le nombre d'hétes infectés par un ou plusieurs individus d'une espéce
parasitaire particuliere (ou groupe taxonomique) divisé par le nombre d'h6tes examinés pour
cette espece parasitaire.

La prévalence parasitaire est le rapport du nombre des hérissons infestés (NHI) par un groupe
donné de parasites sur le nombre des hérissons examinés (NHE).

Pr: Prévalence.

NHI: Nombre de Hérissons infestés d’ectoparasites Pr = NHI/NHEx100

NHE: Nombre de Hérissons examinés

D'aprés Valtonen et al., (1997) les especes sont qualifiées de fréquentes ou principales (Pr >

50%), secondaires ou intermédiaires (10% < Pr < 50%), rares ou satellites (Pr < 10%)

5.2.6.2 Intensité parasitaire moyenne
C’est le rapport entre le nombre total des individus d’une espece parasite dans un échantillon

d’une espece hote et le nombre d’hotes infestés par le parasite

NP : Nombre de total d’une espéce parasite. Im = NP/NHI

NHI: Nombre de Hérissons infestés

Pour les intensités moyennes (IM), la classification adoptée est celle de Bilong-Bilong &
Njiné (1998) :

L'intensité moyenne (Im) était élevée si Im est supérieur a 100, moyenne si Im se situait entre

50 et 100, faible si Im se situait entre 10 et 50; et trés faible si Im est inférieur a 10
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5.2.6.3 L’abondance parasitaire moyenne (Am)

L’abondance parasitaire est le rapport du nombre total d’individus d’un groupe de parasites
dans un échantillon d’hotes (NP) sur le nombre total d’hotes (infestés ou non infestés) dans
I’échantillon (NPE). C’est le nombre moyen d’individus d’un groupe donné de parasites par
hotes examines. Am = NP/NHE

NP: Nombre de parasites.

NHE: Nombre de Hérissons examinés

Projet 11 :Détection des microorganismes pathogénes chez A. algirus

6 Détection des microorganismes chez A. algirus

Introduction

Les hérissons sont des animaux de compagnie dans plusieurs parties du monde, leur valeur
dans le domaine vétéro-médical est liée a leurs différents habitats tels que les régions urbaines
et suburbaines ainsi qu'aux innombrables agents pathogenes zoonotiques qu'ils peuvent
abriter, I’objectif de cette étude est d’enquéter sur la présence de divers micro-organismes
zoonotiques dans les organes du hérisson (Atelerix algirus) et dans leurs arthropodes
hématophages associés dans une région du centre-nord de I'Algérie (Bouira).

6.1 Matériels

» Matériel biologique : Un chien de chasse de race berger allemand pour rechercher
les hérissons et leurs cadavres,les organes des hérissons (rein, rate), échantillon du
sang, tiques et puces,

> Matériel non biologique : des tubes coniques, des pouts, solution de conservation
d’échantillon (éthanol 70°), une trousse chirurgicale. Le matériel de laboratoire (la
trousse de matériel chirurgical : bistouri, pinces...) est stérilisé et désinfecté par
autoclave au niveau des laboratoires de ’université de Akli Mohand Oulhadj —Bouira
avant et aprés son utilisation,produits et appareillages de biologie moléculaire,
logiciel ChromasPro pour 1’assemblage des séquences d’ADN,logiciel de construction

des arbres phylogénétiques (MEGA Xx).
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6.2 Méthodes

6.2.1 L’entretien des hérissons & ponction cardiaque
Les hérissons vivants ont été mis dans des cages menées d’une grille et revétues du foin ou
de paille pour chauffer et absorber les liquides (Un hérisson par cage car ils sont des animaux
solitaires, ils ne se rencontrent que pour se reproduire), le hérisson est insectivore, son régime
alimentaire se compose des vers de terre, de mollusques,... etc. Mais celui en captivité peut
s’adapter a un régime normal , nous avons essayé¢ d’équilibrer leur régime tout en se basant
sur ces produits qui sont adaptés des sites de protection et d’élevage des hérissons :les
produits carnés destinés aux chats et chiens ,la viande et les ceufs bien cuits ,eau ,salade et
fruits secs :raisin ,abricot ,figues. Tout en évitant le lait et le pain ou leurs dérivés car ils ont

une intolérance au lactose et au gluten,pendant une semaine. (Annexe 04).

Nous avons procédé a une ponction cardiaque sur 6 hérissons, dans le but de prélever le sang
dans un tube sec stérile ou un tube EDTA cela permettant de garder les hérissons vivants
(Annexe 04).Apres avoir réalisé la prise du sang, le hérisson en captivité est inspecté apres
pour rechercher les ectoparasites puis relaché dans la nature dans son site de capture (habitat

original).

6.2.1 La dissection des hérissons
Apres avoir effectué le déparasitage sur les cadavres des hérissons, on procéde a une
dissection ; la rate et le rein de chaque hérisson ont été collectés et immédiatement placés
séparément dans des flacons stériles contenant 70 % d'éthanol. (Voir 1’annexe 05).
Tous les échantillons ont été conservés a température ambiante avant d'étre transportés au

laboratoire VITROME de I''HU Méditerranée Infection, (Marseille, France) pour 1’analyse.

6.2.2 Extraction d’ADN
Tous les échantillons de sang, rein et rate des hérissons, 138/218 tiques et 119/853 puces
sélectionnés au hasard ont été soumis a une extraction d'/ADN. Un morceau d'environ 25 mg
de chaque organe, les abdomens des puces et la moitié des corps des tiques ont été transferés
individuellement dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml et incubés une nuit a 56°C dans 180 pl
de tampon de lyse G2 et 20 pl de protéinase K (Qiagen, Hilden, Allemagne) pour permettre la
lyse des tissus (Diarra et al., 2017) (Annexe 03).

L'ADN a été extrait de 200 pl de chaque échantillon dans un €éluat de 100 pl en utilisant le kit

de tissus ADN EZ1 (Qiagen) avec le robot EZ1 (Qiagen) conformément aux instructions du
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fabricant. L'ADN a été soit utilisé immediatement, soit conservé congelé a -20°C jusqu'a son
utilisation (Sadeddine et al., 2020).

6.2.3 La détection moléculaire des microorganismes pathogénes
L’ADN extrait a eté soumis a des réactions quantitatives en chaine par polymérase (QPCR) a
I'aide d'amorces ciblant RKND pour Rickettsia spp., ITS2 pour Bartonella spp., ITS4 pour
Borrelia spp., ARN 16S pour Leptospira spp., 1S1111 pour Coxiella burnetii et 23S pour
Anaplasmataceae et réalisé dans un systétme de détection CFX96 Touch™ (Bio-Rad
Laboratories, Foster City, CA, USA) selon les instructions du fabricant (Diarra et al.,
2017 ;Keita et al., 2020). Chaque réaction contenait des contréles négatifs (mélange PCR sans
ADN et ADN d'un échantillon de puce ou de tique élevé en laboratoire) et un contréle positif
(ADN de souches bactériennes cultivées dans laboratoire IHU-Marseille). Les échantillons

¢taient considérés comme positifs lorsque les valeurs seuil du cycle (Ct) étaient < 35.

Tous les échantillons positifs pour le gene RKND de Rickettsia spp. ont été soumis a d'autres
gPCR a l'aide d'amorces et de sondes spécifiques ciblant R. felis et/ou R. typhi pour les puces
et R. aeschlimannii ou R. massiliae et/ou R. conorii pour les tiques (selon les especes de
tiques). De méme, tous les arthropodes positifs pour le gene Anaplasmataceae 23S ont été
testés pour Wolbachia spp., et les échantillons positifs pour C. burnetii 1S1111 ont été soumis

a un deuxieme test ciblant le fragment de géne spécifique de C. burnetii IS30A (Annexe 09).

Les échantillons positifs dont les especes bactériennes n'ont pas pu étre confirmées par gPCR
spécifiqgue ont été soumis a une PCR conventionnelle et a un séquencage pour la
détermination des espéces. Des témoins négatifs et positifs ont été utilisés comme décrit ci-

dessus. Les séquences des amorces et des sondes utilisées sont répertoriées dans 1’annexe 10.

A l'aide du logiciel ChromasPro version 1.7.7 (Technelysium Pty. Ltd., Tewantin, Australie),
les séquences obtenues ont été assemblées, analysées, corrigées puis exposées contre ceux de
NCBI GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi) pour les comparer aux sequences de

référence disponibles.

6.2.1 Analyse phylogénétique
Afin d'effectuer une identification spécifique, une analyse d'alignements de séquences
multiples des séquences partielles obtenues pour Leptospira spp.(rpoB), Bartonella spp.(
ftsZ), Rickettsia spp. (ompA), Anaplasmataceae (23S) et Ehrlichia spp. Les génes séquencés

par groEL, ainsi que leurs séquences de référence correspondantes disponibles dans GenBank,
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ont été réalisés a l'aide du logiciel MEGA version X (Kumar, Stecher, Li, Knyaz et Tamura

2018) avant le tracé des arbres phylogénétiques (voir Annexe 10).

Les modeles du logiciel MEGA version X (Kumar) ont été utilisés pour trouver le meilleur
modele d'ADN pour chaque donnée d'alignement. Le modele avec le critére d'information
bayésien (BIC) le plus bas a été choisi pour chaque tracé d'arbre phylogénétique. Les arbres
phylogénétiques ont été déduits en utilisant la méthode du maximum de vraisemblance
(Maximum Likehood :ML) sous le modéle Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) +G+l pour
Bartonella spp. gene ftsZ, modéle Tamura a 3 parameétres (T92) +G pour Anaplasmataceae
23S et Rickettsia spp. géne ompA, modele HKY +G pour Ehrlichia spp. géne groEL et
Wolbachia clades géne Anaplasmataceae 23S et le modéle Kimura a 2 parametres (K2) +G
pour Leptospira spp. gene rpoB. Le support de la topologie a été examiné en utilisant le
bootstrap (Felsenstein, 1985) sur 200 réplications pour tous les arbres phylogénétiques, les
valeurs de bootstrap inférieures & 60% ne sont pas affichées.
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7 Reésultats de projet | : Investigation de la prévalence et I’abondance des
ectoparasites chez A. algirus

Le but de ce projet est d’évaluer la prévalence et I’abondance des ectoparasites (tiques et
puces ) chez les hérissons d’Algérie Atelerix algirus dans différentes régions de la province
de Bouira (Ahl —El-Ksar (Ahl-el-ksar centre ,Thiliwa, Thigmit,Thalamine,lghil Mehallah) ,
Ouled Rached (Halassa, Assif -el - Khemis ), Bechloul (Bechloul centre), Bouira (Oued
eddhous).

7.1 Résultat d’identification morphologique des especes de tiques et puces
L’examen morphologique au laboratoire des puces et tiques collectées nous a permis

d’identifier deux espéces de tiques (Rh. sanguineus s.l., Hae. erinacei ) ,des tiques engorgées
de sang identifiées jusqu’au genre Rhipiciphalus spp. (femelles engorgées dépourvues de
caractéristiques permettant une identification définitive c’est pour cette raison sont soumis a
une identification par MALDI-TOF/MS et moléculaire ) ,et une seule espéce de puces

Archaeopsylla erinacei (Fig 21,Fig.25).

a: Vue d'ensemble d'une puce A. erinacei femelle montée dans le milieu de montage Euparal aprés 1’éclaircissement de
KOH ; b : Téte d'échantillon de puces A. erinacei montée dans le milieu de montage Euparal aprés I’éclaircissement de
KOH : Les épines des cténidies génales et pronotales sont indiquées par des fleches, ¢ : Vue d'ensemble d'une puce A.
erinacei femelle sans 1’éclaircissement de KOH.

Figure 21: Photographies de puces Archaeopsylla erinacei prélevées sur un hérisson Atelerix algirus prises avec

un stéréomicroscope Zeiss Axio Zoom V16 (G X20) (Zeiss, Marly le Roi, France).
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» Archaeopsylla erinacei
La téte possede deux épines coniques isolées de chaque coté. La cténédie pronotale est formée
de 2 a 8 épines peu serrées. Sa téte est aussi longue que large au niveau de 1’oeil, présente une
petite épine conique isolée a I’extrémité postéricure de la fossette antennaire ainsi que des

yeux bien développeés (Fig.22).
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Figure 22.Critéres d’identification morphologique des puces Archaeopsylla erinacei
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» Rhipicephalus sanguineus
La base du capitulum une forme d’hexagone et le rostre est court. En position dorsale des
yeux plats peu visibles et des festons bien nets.En position ventrale on peut voir des plaques
adanales et des plaques stigmatiques bien développées. Le coxe | est bifide et posséde deux
épines.Festons et sillons adanaux marqués, plaques stigmatiques effilées, ocelle plat, plaques
adanales de forme triangulaire, a base étroite ; scutum avec ponctuations interstitielles fines
ou moyennes, ponctuations piliferes trés apparentes, sillon scapulaire non distinct (Fig.23).

Figure 23.Critéres d’identification morphologique des tiques Rhipicephalus sanguineus
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» Haemaphysalis erinacei
Yeux absents ; plaques stigmatiques ovalaires ; article 1l du pédipalpe plus large que ’article
111 ; base du capitulum trapézoide ; coxa | a éperon court ; males sans plaques ventrales ...
Présence de festons adanaux ; sillon anal en demi-cercle postérieur a I’anus, Palpes allongés
(articles 11 habituellement plus longs que larges) ; ocelles arrondis Palpes ramassés (articles Il
aussi larges ou plus larges que longs) ; ocelles ovales, Scutum sans ornement émaillé ;
éperons de la coxa | trés longs (Fig.24).
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Figure 24.Critéres d’identification morphologique des puces Haemaphysalis erinacei
Nos résultats de collecte confirment que les hérissons peuvent héberger une grande variété
d’ectoparasites a cause de son mode de vie et son régime alimentaire (FOldvari et al.,
2011),on remarque une Co-infestation tiques —puces chez presque la totalité des hérissons (
Tab. 5).

Tableau 5.Répartition des espéces d’ectoparasites collectés

Especes Nbre Nbre Nbre Nbre
Ectoparasi hérisson  hérissons  d’ectoparasites  d’ectoparasites
tes S morts vivants  collectés (morts) collectés
infestés infestés (vivants)
Puces A. erinacei 11 2 853 (3314,5229) 234 (924,142%)
Tiques Hae. erinacei 10 0 39 (394) 0
Rh.sanguineu 7 2 151(1464,59) 16 (1623)
ss.l
Rhipiciphalus 5 0 28 (28%) 0
Spp

Les résultats d’identification des especes des puces enregistrent la présence d’une seul espece
qui  Archaeopsylla erinacei la puce de hérisson (Tab .4), ce qu’il a été déja rapporté par
d’autres études (Gaglio et al., 2010 ; Khaldi et al., 2012 ; Pfaffle et al., 2014; Goz et al.,
2016). L’identification des tiques a révélé une dominance de genre Rhipiciphalus
(Rh.sanguineus .s.l qui est selon Almeida et al., (2017) considérée comme la tique la plus
abondante dans le monde grace a sa large gamme d’ habitats et d’hotes , y compris le bétail,
les animaux de compagnie et la faune sauvage ;suivi du genre Haemaphysalis
(Hae.erinacei :ses hotes préférés sont les mammiferes terrestres, tels que les hérissons et les
carnivores pour les tiques adultes) (Guglielmone et al., 2014) .
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a : Haemaphysalis erinacei &,b: Rhipiciphalus spp. @ ¢-d: Rhipiciphalus sanguineus.sl @, &

Figure 25.Photos originales des tiques (Gx8)

7.2 Résultats d’identification des arthropodes par MALDI-TOF/ MS

Dans la présente étude, cette technologie a été utilisée comme outil complémentaire pour

soutenir I'identification morphologique et moléculaire des arthropodes collectés.

vingt-six (26/853) puces A. erinacei, 13/39 Hae. erinacei ,51/151 Rh. sanguineus s.l. ont été
sélectionnés au hasard parmi différents hérissons pour étre soumis a une analyse MALDI-
TOF MS. De méme, afin de déterminer I'espece des 28 tiques engorgées morphologiquement
identifiées au niveau du genre comme Rhipicephalus spp., elles ont également été soumises a
une analyse MALDI-TOF MS : 24 /26 (92,3 %) puces ( A. erinacei), 12/13 (92,3 %) tiques
(Hae. erinacei ,48/51 (94,1 %) Rh. sanguineus s.l. et 28 (100%) Rhipicephalus spp. gorgées,
ont fourni des spectres reproductibles et de hautes qualités au sein de chaque espece (Fig.26)
(Tab.6).
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Tableau 6.Résultat d'identification des arthropodes par le MALDI-TOF/MS

Les Nombre des Nombredes  Nombredes Identification [ Sv*
échantillons  spécimens spécimens spécimens correcte aveC  obtenus
testés/I avec spectres  Utilises pour  ytilisés pour Blindtest  par blind
morphologi ~ deBonne  lamiseajour  Blind test test
que qualité de
database
26 24/26 4 20 20/20 1.861 —
A.erinacei (92.31%) (100%) 2.485
(average:
2.172)
13 12/13 2 10 10/10 1.926 -
Hae.erinacei  (92.31%) (100%) 2.226
(average:
2.068)
51 48/51 3 45 45/45 1.415 -
Rh.sanguine (94.12%) (100%) 2.362
uss.| (average:
1.916)
28 28/28 0 28 28/28 1.451 -
Rhipicephalu (100%) (100%) 2.085
S Spp. (average:
1.856)
118 112/118 9 103 103/103 1.415 -
(94.91%) (100%) 2.485

(*) LSV : Valeur du score logarithmique
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Figure 26.Profils spectraux MALDI-TOF MS de chaque espéce d’arthropodes

7.2.1 Résultat d’identification moléculaire des arthropodes collectés

Afin de confirmer l'identification morphologique des arthropodes, six Hae. erinacei, dix Rh.
sanguineus s.I et vingt-six A. erinacei précédemment identifiés morphologiquement ont été
sélectionnés au hasard pour étre soumis a une identification moléculaire ainsi que les 28
femelles gorgées de Rhipicephalus spp., afin de déterminer 1’espece . Des séquences partielles

de bonne qualité ont été obtenues pour 100% (16/16) des tiques non engorgées (Hae. erinacei
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et Rh. sanguineus s.1.), 88,5% (23/26) des puces testées, et 75 % (21/28) des tiques engorgées
(Rhipicephalus spp).

La comparaison de séquences 16S de Rh. sanguineus s.I non gorgées avec celles qui se
trouvent sur la base de données de GenBank (analyse BLAST) a révélé que des identités
allant de 99,15 % a 100 % avec Rh. sanguineus de référence disponibles dans GenBank
(numéros d'accés : MG855662, MH018852, MW172416, JX997393 et KT382469)
comprenant des séquences de I'naplotype Rhipicephalus sanguineus lla de la lignée tempérée
d'Algérie, de Croatie et de Malte (numéros d'acces : KX793742, KX793735, KX793726 et
KX793724) (Sandor Hornok et al.,, 2017) ,tandis que ceux des tiques engorgees
(Rhipicephalus spp ) présentaient des identités allant de 97,66 % a 100 % avec les séquences
de référence de Rhipicephalus sanguineus (numéros d'acces : KX793742, KT382469,
MH630344, KT382465, JX997393, MH018852). Parmi ces spécimens gorges (Rhipicephalus
spp.), seize avaient des identités avec des séquences de référence de I'haplotype
Rhipicephalus sanguineus Ila de la lignée tempérée et cing avaient des similitudes avec des

séquences de I'naplotype I1b de la méme lignée.

Les séquences 16S obtenues pour Hae. erinacei avait une couverture de requéte (Query
cover) allant de 95 % a 100 % et des identités allant de 97,44 % a 97,97 % avec les séquences
références 16S de Hae. erinacei de GenBank (numéros d'accés : KX901846 et KU880549).
Quant aux résultats BLAST des séquences de puces ITS1, ils avaient une identité allant de
99,77% a 100% avec ceux d'A. erinacei disponibles dans GenBank (numéros d'acces :
LT627362, LT604112 et LT576377(Tab.07).

Ces résultats moléculaires soutiennent l'identification morphologique et MALDI-TOF/MS
précédemment réalisée, les séquences obtenues pour les arthropodes sont dans 1’annexe 03,
les séquences partielles d'/ARN 16S de la tique (Hae. erinacei et Rh. sanguineus s.l.) et les
séquences partielles ITS1 de la puce (A. erinacei) ont été déposées dans GenBank et les

numéros d'accession sont résumés dans 1’annexe 04.
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Tableau 7.Résultat d'identification moléculaire des arthropodes

Résultats & Discussons

Espece

Selon
identification
morphologiq

ue

A. erinacei

Hae. erinacei

Rh.

Sanguineus

Rhipicephalus
spp.
(tiques

gorgeées)

Total

Nombre

de

Spécimen

s testés

26

10

28

70

Séquences

de Bonne
qualité

23/26
(88.46%)

6/6
(100%)
10/10
(100%)

21/28
(75%)

60/70
(85.71%)

Résultat du
(BLAST)

A. erinacei

Hae. erinacei

Rh. Sanguineus s.

Rh. Sanguineus s.l
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7.3  Méthode d’exploitation des résultats par les indices parasitaires

Le taux d’infestation enregistré dans notre étude était de 57.1% (12/21) chez les hérissons
morts et 33.3% (2/6) chez les vivants, presque la majorité étaient infestés de tiques et puces.
2/12 (16,67 %) des hérissons étaient parasités uniquement par des tiques, 0/12 (0 %) étaient
parasités uniquement par des puces et 10/12 (83,33 %) étaient parasités a la fois par des puces
et des tiques.

Onze (91,7%) des douze hérissons parasités étaient co-infestés par au moins 2 especes
d'arthropodes, les infestations mixtes furent une association de 1’espéce Archaeopsylla
erinacei et Haemaphysalis erinacei avec 1’espéce de tiques Rhipiciphalus sanguineus .s.|
(Tabh.8) .

Les indices parasitaires des arthropodes ont été calculé comme chez I’espéce Archaeopsylla
erinacei :prévalence(Pr) :11/21x100=52.3%, Intensité moyenne (Im) :853/11=77 4,
L’abondane moyenne (Ab) :853/21=40.6.

Tableau 8.Indices parasitaires des puces et des tiques du hérisson

Ectoparasites Espéces Prévalence  Intensité Abondance
(Pr) moyenne (Am)
(Im)
Puces Archaeopsylla erinacei 52.3% 77.5 40.6
Tiques Haemaphysalis erinacei 47.6% 3.9 1.8
Rhipiciphalus sanguineus.s.I  38.09% 22.3 8.5
Rhipiciphalus spp 23.8% 5.6 1.3

Ainsi I’espece prépondérante est bien Archaeopsylla erinacei avec 11 hérissons parasités sur
21 soit une prévalence de 52.3%, suivie Haemaphysalis erinacei par 47.6%, Rhipiciphalus
sanguineus .s.1 33.3% et Rhipiciphalus spp.23.8%.

L’intensité moyenne la plus élevée est celle d’Archaeopsylla erinacei avec 77,5 suivie par
Rhipiciphalus sanguineus 21.5, Rhipicephalus spp 5.6 et enfin Haemaphysalis erinacei 3,9.

» Le sexe —ratio de la population des puces

Il est calculé comme suit : Sex-ratio = tombre de males/nombre de femelles
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Le sexe- ratio de peuplement des Archaeopsylla erinacei est de 0,637, les 1087 puces

collectées etaient réparties comme suit 664 femelles (66.01%), 423 males (38.9%).

Cette étude a enregistré que le nombre des puces males est moins que des femelles, d’aprés
Dudek et al.,( 2017) le ratio de sexe est en faveur envers les femelles, sous une grande

compétition, elles dominent les méles sur de pauvres hotes.

7.4 Discussion de projet |
Atelerix algirus est une espéce endémique du Nord de I’ Afrique, bien que les hérissons soient

connus pour étre des hoétes parfaits pour les ectoparasites a cause de leur mode de vie, il existe
peu d’informations publiées concernant la population d’ectoparasites qui infestent cette

espece.

Cette étude est munie au centre d’Algérie montre que 12 (57.1%) sur 21 cadavres des
hérissons examinés sont parasités d’arthropodes ,(33.3%) avec 2/6 hérissons vivants , dans
une étude similaire des populations des ectoparasites des hérissons morts (Erinaceus
concolor) , principalement des victimes du trafic routier dans la province du Bursa en
Turquie , Girisgin et al., ( 2015) reportent un taux d’infestation supérieur a le notre 11/19
hérissons (57.8%) ,ils ont détecté un total de 3 especes de tiques Rh sanguineus ,Hyalomma

aegyptium, Haemaphysalis parva et une espece de puce Archaeopsylla erinacei.

Nous remarquons que le hérisson Atelerix algirus est un animal richement parasité, vu le
nombre élevé des puces est de 1087 et celui des tiques 234 cela peut s'expliquer par les
caractéristiques des régions échantillonnées qui sont favorables au développement des
ectoparasites: un climat modéré , une forte ruralité, un réseau hydrographique important et
une présence de divers animaux sauvages et domestiques, on remarque aussi une co-
infestation tiques —puces chez presque la totalité des hérissons échantillonnés ;ce qui confirme
les résultats des Girisgin et al., ( 2015) ,ces taux €élevés des arthropodes collectés pourraient
s’explique aussi par rapport aux cycles biologiques des arthropodes car les tiques sont des
parasites obligatoires tout au long leur cycle de vie ,ils ont besoin de d’un repas sanguin pour

chaque stade de développement.

Les résultats d’identification des especes des puces enregistrent la présence d’une seul espece
qui est Archaeopsylla erinacei la puce d’hérisson (Tab.4), ce qu’il a été déja cité dans

d’autres études précédentes chez d’autres espéces des hérissons en Allemagne (Visser et
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al., 2001), en Grande Britain (Gaglio et al., 2010), en Hongrie (Foldvari et al., 2011) , la
république de Tcheque ,(Pféffle et al., 2014),en Iran (Hajipour et al., 2015) .

En grand Maghreb, peu d’études de 1’ectoparasitisme chez I’espéce A. algirus existent, ceux
qui ont ét¢ réalisées révelent que cette espéce héberge un cocktail d’ectoparasites (puces et
tiques ) ;en Libye ,Hosni & El Maghrbi (2014),annoncent un taux d’infestation Atelerix
algirus 55.7% qui est inférieur a ce lui trouvé dans cette étude ,ils ont cité que cet hérisson
est infesté de deux espéce de puces Xenopsylla cheopis et Ctenocephalides .canis et une seule

espece de tique Rhipicephaleus appendiculatus .

D’aprés Dudek et al., (2017) , le ratio de sexe est en faveur envers les femelles, aussi elles
dominent les males sur de pauvres hétes. Cependant pour les tiques, ces études ont enregistré

que la présence de 02 especes Rh. sanguineus , I. hexagonus.

Nos résultats vont dans le méme sens et confirment les résultats des 3 études précédentes
effectuées sur le méme model biologique (Atelerix algirus),malgré la différence géographique
et climatique de ces derniéres études y compris la notre : dominance de 1’espéce A. erinacei
suivis de genre Rhipicephalus,sauf qu’on signale que 1’identification morphologique réveéle

aussi la présence de ’espéce Haemaphysalis erinacei.

Pour confirmer l'identification morphologique des ectoparasites d'Atelerix algirus, nous avons
utilisé I'analyse MADI-TOF/MS comme une technique qui est devenue un outil efficace et

rapide pour l'identification des arthropodes au cours des derniéres années.

Les puces sont de petits insectes; ainsi, ils sont difficiles a identifier pour la raison que les
criteres morphologiques pour identifier et distinguer les espéces sont parfois tres subtils et
difficiles a observer méme pour les personnes ayant des compétences entomologiques. Leur
identification nécessite souvent un éclaircissement de KOH suivi d'un montage dans un
milieu entre lame et lamelle afin de rendre les criteres morphologiques plus visibles. Cette
méthode de montage rend I'échantillon inutilisable pour une analyse ultérieure. Par
conséquent, il ne peut pas étre appliqué sur tous les spécimens. Par conséquent, MALDI-TOF

MS et les méthodes moléculaires aident a l'identification sans ambiguité des especes.

Notre analyse MALDI-TOF/MS a montré d'excellents résultats en termes de productibilité et
de la qualité des spectres, nous avons été en mesure d'identifier avec succes toutes les puces
20/26 comme A. erinacei qui correspond a 100% de l'identification précédente, 100% de

concordance pour les espéeces des (Rh. Sanguineus.s.I J)comme 1’espéce correspondante
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existait déja dans la base de données ; en outre, nous avons également été en mesure de
supplémenter la base de données MALDI-TOF/MS avec une autre espece de tique

(Haemaphysalis erinacei).

Les spécimens d'arthropodes sélectionnés ont tous été identifiés au niveau de I'espéce a I'aide

de cet outil innovant. Cependant, les valeurs des scores logarithmiques obtenues pour
quelques spécimens étaient faibles (<1,7). Ceci peut s'expliquer par le fait que nos
échantillons ont été conservés dans I'alcool pendant plus de trois ans, et il a été démontré que
cette méthode de conservation altére la composition protéique des échantillons (Benyahia et
al., 2021) .

7.5 Conclusion de Projet |

L’objectif de cette ¢tude était d’investiguer la charge des ectoparasites chez la population du
hérisson Algérien (Atelerix algirus) de la wilaya de Bouira,le nombre d'ectoparasites
sélectionnés pour confirmer leur identification a été choisi au hasard, en tenant compte de la

diversité potentielle des especes et du nombre de spécimens.

Dans I'ensemble, dans cette étude, nous avons utilisé trois méthodes différentes pour
I'identification des arthropodes (morphologie, biologie moléculaire et MALDI-TOF MS) et
les résultats d'identification étaient concordants pour ces trois méthodes; les hérissons
échantillonnés ont été infestés par une seule espéce de puces (Archaeopsylla erinacei) et deux
especes de tiques (Haemaphysalis erinacei,Rhipicephalus sanguineus s.l ) avec prédominance
des puces .Le pourcentage de Co-infestation était éleve 91.7% ,les hérissons sont Co- infestés
par au moins 2 espéces d’arthropodes, par conséquent, Atelerix algirus peut jouer un réle
dans la dissémination des populations des puces et des tiques dans la faune sauvage (Annexe
07).

8 Resultats de projet Il : Détection des microorganismes pathogénes chez
A. algirus

8.1 Résultats de détection moléculaire et d’analyse phylogénétique

8.1.1 Coxiella burnetii
45 échantillons, dont onze (52,4%) reins, six (30%) rates, quinze (46,9%) Hae. erinacei, neuf

(11,5%) Rh. sanguineus s.l. et quatre (3,4 %) A. erinacei prélevés sur 15 hérissons étaient
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positifs en qPCR pour Coxiella burnetii, ciblant les deux genes (1S1111 et IS30A).Cependant,

chez les échantillons de sang des hérissons vivant ,3/6 étaient positifs pour C.burnetii.

Neuf hérissons n'avaient que des organes positifs (un hérisson n'avait qu’une rate positive, 5
hérissons n'avaient que les reins positifs et 4 avaient les deux organes positifs (rate et reins),
trois hérissons avaient seuls les arthropodes collectés étaient positifs pour coxiella burnetii
et trois autres pour lesquels les arthropodes et les organes étaient positifs (1 avait les deux
organes et Rh. sanguineus positifs, 1 avait les deux organes, A. erinacei et Hae. erinaceli

positifs et 1 avait des reins, A. erinacei et Rh. sanguineus positifs).

8.1.2  Leptospira spp.
Dix échantillons (7 reins, 1 rate et 2 tiques Rh. sanguineus s.l.) étaient positifs pour gPCR
Leptospira spp. Ces échantillons positifs appartenaient a 9 hérissons, parmi eux 8 pour
lesquels seuls les organes testés positifs (uniquement une rate était positive et 7 avaient le rein

positif uniqguement) et 1 pour lequel seul la tique (Rh. sanguineus s.1.) a été testée positive.

Toutes les puces testées étaient négatives. Les dix échantillons positifs ont ensuite été soumis
a une amplification PCR conventionnelle (PCR standard) d'un fragment de 592 paires de
bases de Leptospira spp. gene rpoB. Seuls 3 reins étaient positifs, et des séquences de bonne
qualité ont été obtenues pour deux d'entre eux. Les résultats de I'analyse BLAST ont montré
100% de similarité de nos séquences avec Leptospira interrogans détectés chez un humain en

provenance de Chine (numéro d'acces : CP044513).

L'analyse phylogénétique utilisant des séquences de réference publiées a seulement révélé que
nos séquences se sont regroupées avec le groupe de séquences de référence de Leptospira

interrogans (Fig.27), confirmant leur identification en tant que Leptospira interrogans.
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Leptospira sp Kidney 17 Atelerix algirus
.| Leptospira sp Kidney 20 Atelerix algirus

CP044513 Leptospira interrogans serovar Canicola
Leptospira interrogans

CP011410 Leptospira interrogans serovar Bratislava
CP043041 Leptospira interrogans serovar Hardjo
—CP001221 Leptospira interrogans serovar Lai

- L DQ296147 Leptospira interrogans serovar Pyrogenes

L (CP048830 Leptospira interrogans serovar Copenhageni

- CP015052 Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo

— KJ701736 Leptospira borgpetersenii serovar Mini

rKJ701734 Leptospira borgpetersenii serovar Poi

5

Leptospira borgpetersenii

KJ701733 Leptospira borgpetersenii serovar Javanica
: CP012029 Leptospira borgpetersenii serovar Ballum

-DQ296134 Leptospira horgpetersenii serovar Javanica
—— CP033614 Leptospira kmetyi

—DQ296139 Leptospira kirschneri serovar Cynopteri

—EU349502 Leptospira noguchii

8

KJ152440 Leptospira santarosai Other Leptospira species

—CP024871 Leptospira mayottensis

— DQ296132 Leptospira weilii serovar Celledoni

DQ296129 Leptospira alexanderi serovar Manhao

[1:1]

Figure 27.Arbre phylogénétique de Leptospira spp.

basé sur le gene partiel rpoB déduit a I'aide de la méthode du maximum de vraisemblance (ML) sous le modele Kimura a 2

paramétres (K2) + G. Le support de la topologie a été examiné en utilisant le bootstrap (Felsenstein, 1985) sur 200

réplications. Les valeurs de bootstrap inférieures a 60 % ne sont pas affichées.
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8.1.3 Rickettsia spp.
Un total de 166 arthropodes (87 A. erinacei, 56 Rh. sanguineus s.l., 21 Hae. erinacei et 2
Rhipicephalus spp. gorgés) prélevés sur douze hérissons étaient positifs pour Rickettsia spp.

par gPCR. Cependant, tous les organes testés (reins et rate) et sang étaient négatifs.

Aprés une qPCR spécifique, 68/87 (78,2 %) des Rickettsia spp. trouvés dans les puces A.
erinacei ont été confirmés étre Rickettsia felis. Ces puces ont été récoltees sur 10/21

hérissons.

gPCR positives pour Rickettsia spp et étaient négatives pour R. felis ont été soumises a une
qPCR spécifique a R. typhi et étaient toutes négatives. Trente-huit Rh. sanguineus s.l. et deux
tiques engorgées (Rhipicephalus spp.) prélevées sur 7/21 hérissons, étaient positives pour R.
massiliae par une gPCR spécifique, et toutes étaient négatives pour R. conorii. Tous positifs

Hae. erinacei a été testé négatif pour R. aeschlimannii.

Les 58 échantillons positifs pour lesquels I'espéce Rickettsia n'a pas été confirmée par gPCR
specifique (19 A. erinacei, 18 Rh. sanguineus sl et 21 Hae. erinacei) ont été soumis a une
PCR conventionnelle et a un séquencage ciblant un fragment de 630 paires de bases du géne
ompA pour Rickettsia spp. Seuls six échantillons étaient positifs (1 Rh. sanguineus s.I. d'un
hérisson et 5 Hae. erinacei de 4 autres hérissons) et des séquences de bonne qualité ont été

obtenues pour 2/6 échantillons (2 Hae. erinacei).

L'analyse BLAST a indiqué que les deux séquences obtenues étaient identiques et
présentaient une similitude de 100 % avec une Rickettsia spp. non cultivée. (Numéro d'acceés:
MG228270) precédemment détecté chez les tiques Dermacentor nuttalli de Chine. L'analyse
phylogénétique n'a pas fourni d'informations supplémentaires sur l'identification de cette

espéce de Rickettsia, car elle se regroupait avec d'autres Rickettsia spp. (Fig.28).
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@ Uncultured Rickettsia sp. from Haemaphysalis erinacei Tick 66
..| MG228270 Uncultured Rickettsia sp
@ Uncultured Rickettsia sp. from Haemaphysalis erinacei Tick 13

—1 JN943296 Uncultured Rickettsia sp

4¢ MH932069 Candidatus Rickettsia jingxinensis
- “IMG906676 Candidatus Rickettsia longicornii

—MT062907 Rickettsia vini

AF179362.2 Rickettsia heilongjiangii OmpA (ompA) gene partial cds

”h— MG906665 Rickettsia heilongjiangensis

L U43795 Rickettsia japonica
AY319292 Rickettsia peacockii

~ MH532257 Rickettsia slovaca

100

MF988095 Rickettsia rickettsii

U43791 Rickettsia conorii subsp caspia

KF245449 Rickettsia conorii subsp israelensis
MF379309 Rickettsia sibirica subsp mongolitimonae
=1 KY113110 Rickettsia parkeri
"L GU247115 Rickettsia africae

’7 MH932060 Rickettsia aeschlimannii

TU— MH532237 Rickettsia massiliae

o

—U43803 Rickettsia rhipicephali

MG432690 Rickettsia monacensis

Figure 28.Arbre phylogénétique de Rickettsia spp.

basé sur le géne partiel gltA déduit a l'aide de la méthode du maximum de vraisemblance (ML) sous le modele Tamura a 3

paramétres (T92) + G. Le support de la topologie a été examiné en utilisant le bootstrap (Felsenstein, 1985) sur 200

réplications. Les valeurs de bootstrap inférieures a 60 % ne sont pas affichées.
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8.1.4 Bartonella spp.
Bartonella spp. a été détectée dans 8/298 (2,7 %) échantillons testés (2/20 (10 %) rate et
6/119 (5,04 %) puces ( A. erinacei) provenant de 7/21 (33,3 %) hérissons différents. Tous les

échantillons de reins, de sang et de tiques ont été testés négatifs.

Ces échantillons positifs a la gqPCR ont ensuite été soumis a une PCR conventionnelle,
amplifiant un fragment de 200 paires de bases du gene gltA de Bartonella spp. quatre
échantillons ont été amplifiés avec succes et deux séquences de bonne qualité ont été obtenues

(1 d'une rate et 1 d'une puce A. erinacei).

Les résultats de I'analyse BLAST ont indiqué une identité de 98,02 % avec une Bartonella
spp. non cultivée, précédemment détectée dans un pika du plateau (Ochotona curzoniae) de
Chine (numeéro d'accés : MN056885) pour les deux séquences obtenues a partir de la rate et

d'A. erinacei.

Etant donné les faibles pourcentages d'identité obtenus pour le géne gltA, un fragment de 333
paires de bases du gene ftsZ a également été amplifié et séquencé pour les échantillons

positifs en qPCR. Quatre séquences (A. erinacei de 4 hérissons) ont été obtenues.

Analyse de BLAST des séquences indiquées pour l'ensemble d'entre elles couverture de
requéte a 98 % et identité a 97,22 % avec la référence Bartonella clarridgeiae isolée de chats

en France (numéro d'accés : FN645454).

Les résultats du séquencage basés sur deux géenes ainsi que I'analyse phylogénétique du géene
ftsZ suggerent que la Bartonella détectée dans cette rate et ces puces A. erinacei est

potentiellement une nouvelle espece (Fig.29).
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AF061747 Bartonella quintana

—— AB519075 Bartonella washoensis

AB602539 Bartonella jaculi

AFA67754 Bartonella doshiae

———— HM636445 Bartonella senegalensis
—1 AF467755 Bartonella koehlerae

‘L AF061746 Bartonella henselae

| —— AB602541 Bartonella callosciuri

AY515135 Bartonella phoceensis

— AB440633 Bartonella japonica

a2

EU111774 Bartonella rattaustraliani

KJ361689 Bartonella fuyuanensis

— AF467753 Bartonella grahamii
—— HM636444 Bartonella massiliensis

— EU111776 Bartonella queenslandensis

CP031844 Bartonella krasnovii
AF467759 Bartonella tribocorum
AFA467760 Bartonella elizabethae

CP003123 Bartonella australis

CP000524 Bartonella bacilliformis

78

— FN645461 Bartonella rochalimae

FN645454 Bartonella clarridgeiae

0050

‘ Bartonella spp. from Archaeopsylla erinacei H6P9
‘ Bartonella spp. from Archaeopsylla erinacei H14P10
‘ Bartonella spp. from Archaeopsylla erinacei H18P10

‘ Bartonella spp. from Archaeopsylla erinacei H20P2

Figure 29.Arbre phylogénétique de Bartonella spp.

basé sur le géne partiel ftsZ déduit a l'aide de la méthode du maximum de vraisemblance (ML) sous le modele Hasegawa-

Kishino-Yano (HKY) +G+l. Le support de la topologie a été examiné en utilisant le bootstrap (Felsenstein, 1985) sur 200

rép

lications. Les valeurs de bootstrap inférieures a 60 % ne sont pas affichées
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8.1.5 Anaplasmataceae
Un total de 7 organes prélevés sur 6 hérissons (4 avaient une rate positive seulement, 1 avait
un rein positif seulement et 1 avait les deux organes positifs), 7/138 tiques (4 Hae. erinaceli
prélevées sur 2 hérissons et 3 Rh. sanguineus prélevées sur 2 autres hérissons) et 62/119 puces
A. erinacei prélevées sur 9 hérissons étaient positives en gPCR ciblant le géne

Anaplasmataceae 23S. Tous les spécimens de sang étaient négatifs.

Toutes puces (62/62) positives pour les bactéries Anaplasmataceae étaient positives pour
Wolbachia spp. par qPCR et toutes les tiques étaient négatives. Tous les organes et tiques
positifs pour gPCR Anaplasmataceae 23S et 42 échantillons de puces sélectionnés au hasard
positifs pour Wolbachia spp. Les gPCR ont été soumises a une PCR conventionnelle et a un
séquencage ciblant le gene Anaplasmataceae 23S amplifiant un fragment de 485 paires de

bases. Tous les organes testés (7/7) étaient négatifs.

Des séquences du géne 23S de bonne qualité ont été obtenues pour 37/42 puces Wolbachia
gPCR-positives et étaient toutes identiques. L'analyse BLAST de ces sequences a révélé des
identités de 99,56 % avec Wolbachia pipientis (numéro d'accés : CP037426) et Wolbachia
endosymbiont de différents arthropodes, y compris Drosophila simulans et Drosophila
melanogaster (numéros d'acces : CP003884 et AE017196).

L'analyse phylogénétique a révélé que nos séquences de Wolbachia détectées chez les puces

sont situées dans le clade Wolbachia « A » et semblent appartenir a ce clade (Fig.30).
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Wolbachia

Ehrlichia

Anaplasma

@ Wolbachia endosymbiont of Archaeopsylla erinacei H2P4

@ Wolbachia endosymbiont of Archaeopsylla erinacei HEP8

AEO017196 Wolbachia endosymbiont of Drosophila melanogaster CLADE A
NRO76629 Wolbachia sp CLADE A

r NRO76253 Wolbachia endosymbiont of Culex quinquefasciatus CLADE B

100

L CP031221 Wolbachia pipientis CLADE B

CP0O15510 Wolbachia endosymbiont of Folsomia candida CLADE E

AEO17321 Wolbachia endosymbiont of Brugia malayi CLADE D

4“':465// Wolbachia endosymbiont of Litomosoides sigmodontis CLADE D

77T d

Figure 30.Arbre phylogénétique de Wolbachia spp.

A) basé sur le géne partiel d'Anaplasmataceae 23S déduit a I'aide de la méthode du maximum de vraisemblance (ML) sous le

modéle Tamura a 3 paramétres (T92) + G.

B) Arbre phylogénétique basé sur le géne partiel Anaplasmataceae 23S représentant les clades de Wolbachia déduits en
utilisant la méthode du maximum de vraisemblance (ML) sous le modele Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) +G. Les clade F et
H ne sont pas représentés. Le support de la topologie a été examiné en utilisant le bootstrap (Felsenstein, 1985) sur 200

réplications. Les valeurs de bootstrap inférieures a 60 % ne sont pas affichées.
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L'ADN de cing tiques a été amplifié avec succes (3 Hae. erinacei et 2 Rh. sanguineus s.lI.) et 4

séquences de bonne qualité ont été obtenues (3 Hae. erinacei et 1 Rh. sanguineus s.1).

Les résultats de BLAST ont révélé une identité de 96,65 % a 96,66 % des séquences obtenues
avec Ehrlichia spp détecté chez Rhipicephalus complanatus et Haemaphysalis muhsami
prélevés sur des porcs en République démocratique du Congo (numéros d'acces : MK942592,
MK942591 et MK942590).

En utilisant des amorces amplifiant un fragment de 590 paires de bases d'Ehrlichia spp.
groEL, trois séquences de bonne qualité ont été obtenues (2 Hae. erinacei et 1 Rh. sanguineus
s.l.). Les résultats de BLAST ont révélé une identité de 94,89 % a 95,08 % avec Ehrlichia spp

détecté chez Haemaphysalis concinna en provenance de Russie (numéro d'acces : JX092091).

Les arbres phylogénétiques (Fig.31) ont montré pour les deux génes séquencés que nos
sequences d’ Ehrlichia spp. regroupées séparément des autres espéces d'Ehrlichia, suggérant

ainsi qu'elles appartiennent probablement a une nouvelle espece potentielle d'Ehrlichia.

Tous les échantillons testés étaient négatifs pour Borrelia spp. fragment de gene 1TS4 ciblé
dans I'analyse gPCR , en plus les 6 échantillons de sang des hérissons vivants étaient négatifs
pour tous les agents pathogenes dépistés . Les résultats de détection de micro-organismes

sont résumés dans le (Annexe 08).

Les séquences consensus obtenues pour les différents micro-organismes détectés chez les
hérissons et leurs arthropodes associés ont été déposées dans la base de données GenBank et

tous les numéros d'accession sont détaillés dans un tableau dans Annexe 08.
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@ Ehrlichia sp. from Tick T15 Haemaphysalis erinacei “
@ Ehrlichia sp. from Tick T16 Haemaphysalis erinacei
@ Ehrlichia sp. from Tick T24 Haemaphysalis erinacei

@ Ehrlichia sp. from Tick TS50 Rhipicephalus sanguineus

MK942592 Uncultured Ehrlichia sp

KYA498333 Ehrlichia canis

Ehrlichia

KT364330 Candidatus Ehrlichia rustica

KP702294 Ehrlichia muris

CPOO7480 Ehrlichia chaffeensis

- [ KMO21422 Candidatus Ehrlichia urmitei
NRO77002 Ehrlichia ruminantium

APO13028 Wolbachia endosymbiont of Cimex lectularius

KT364329 Candidatus Wolbachia ivorensis

CP0O15510 Wolbachia endosymbiont of Folsomia candida WO I ba Ch ia

CcP042445 Wolbachia pipientis

CPO11148 Wolbachia endosymbiont of Drosophila incompta
KMO21425 Anaplasma platys

CPO15376 Anaplasma phagocytophilum

KT364326 Candidatus Anaplasma ivorensis

KYA498330 Candidatus Anaplasma mediterraneum
MH321192 Anaplasma ovis

KY498332 Anaplasma marginale

Y13122 Rickettsia conorii

Ehrlichia sp. from Tick T24 Haemaphysalis erinacei

0,

Ehrlichia sp. from Tick T50 Rhipicephalus sanguineus

Ehrlichia sp. from Tick T15 Haemaphysalis erinacei

JX092091 Uncultured Ehrlichia sp
AF125273 Ehrlichia ewingii
KU212375 Candidatus Ehrlichia urmitei
JX629806 Ehrlichia minasensis
KY498324 Ehrlichia canis
JQO085941 Ehrlichia chaffeensis
4’”,7 DQ672553 Candidatus Ehrlichia ovata
L MNGO9911 Ehrlichia muris
ABO74462 Candidatus Ehrlichia shimanensis
; KRO63139 Candidatus Ehrlichia khabarensis

DQ647005 Ehrlichia ruminantium

Figure 31.Arbre phylogénétique d'Ehrlichia spp.

A) :basé sur le gene partiel d'Anaplasmataceae 23S déduit a I'aide de la méthode du maximum de vraisemblance (ML) sous

le modele Tamura a 3 paramétres (T92) + G.

B) :Arbre phylogénétique basé sur le géne partiel Ehrlichia groEL déduit en utilisant la méthode du maximum de
vraisemblance (ML) sous le modele Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) + G. Le support de la topologie a été examiné en
utilisant le bootstrap (Felsenstein, 1985) sur 200 réplications. Les valeurs de bootstrap inférieures a 60 % ne sont pas
affichées.
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8.2 Discussion de projet 11
Dans cette étude menée dans une région du centre-Nord de I'Algérie, I'ADN de divers micro-

organismes, dont C. burnetii, L. interrogans, Leptospira spp., R. felis, R. massiliae, Rickettsia
spp., Wolbachia spp., bactéries Anaplasmataceae et de nouvelles souches potentielles de
Bartonella et d'Ehrlichia ont été détectées dans les organes de hérisson et/ou leurs tiques et
puces. Au cours des dernieres décennies, le développement de nouvelles technologies, dont
des outils moléculaires tels que la réaction en chaine par polymérase (PCR) et le sequencage,
a permis des progrés considérables dans I'étude des maladies infectieuses et dans
I'identification de leurs réservoirs. Dans cette étude, ces méthodes nous ont permis d'utiliser
des contrbles négatifs et positifs appropriés pour identifier différents micro-organismes

infectant les hérissons et leurs ectoparasites.

Le hérisson d'Afrique du Nord (A. algirus) est une espece endémiqgue dans les pays et iles du
bassin méditerranéen, notamment en Afrique du Nord (Algérie, Tunisie, Maroc et Libye) et
en Europe du Sud (Espagne et France) (Amori et al., 2008).En Algérie, ces petits mammiferes
sont inscrits sur la liste des espéces protégées (décret présidentiel n°06-405 du 22 Chaoual
1427, correspondant a la ratification le 14 novembre 2006 du protocole relatif aux aires
spécialement protégées et a la diversité organique en Méditerranée, signé en Barcelone le 10
juin 1995). Méme s'ils ont été suggérés comme un réservoir potentiel de diverses maladies

zoonotiques, ils restent relativement peu étudiés (Riley & Chomel, 2005).

Dans cette étude, 57,1% (12/21) des hérissons étaient infestés d'ectoparasites.Ce taux
d'infestation est similaire a celui rapporté dans une étude sur des hérissons morts (Erinaceus
concolor) de Turquie (Girisgin et al., 2015), mais inférieur a celui rapporté dans une région du
Nord-est de I'Algérie (M’sila) avec la méme espece de herisson capturée vivante (Khaldi et
al., 2012).

Cette grande différence dans le taux d'infestation (57,1% ) pourrait s'expliquer par le fait que
dans notre étude, les hérissons ont été retrouvés morts, et on sait que lorsque la température
corporelle baisse, les arthropodes ont tendance a se détacher pour chercher un nouvel hote.
Néanmoins, deux des hérissons ramassés a Ahl-El-Ksar étaient fortement infestés de puces
avec 500 et 236 spécimens collectés respectivement sur un hérisson du village de Thiliwa et
un autre de Thigmit,les puces et les tiques prélevées sur les hérissons ont été

morphologiquement, identifiées comme A. erinacei, Rh. sanguineus s.l. et Hae. Erinacei
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(Annexe 7).Cette identification a été confirmée par le biais de la biologie moléculaire et
MALDI-TOF/MS.

A l'aide d'outils moléculaires, I'ADN de toutes les bactéries testées - a I'exception de Borrelia
spp. a été détecté dans les organes des hérissons et/ou leurs arthropodes, indiquant ainsi que
les hérissons pourraient étre des réservoirs importants de divers agents zoonotiques. Fait
intéressant, 2 hérissons et/ou leurs ectoparasites ont été co-infectés avec 8 micro-organismes
différents en méme temps, et 17 ont été co-infectés avec au moins 2 micro-organismes
(Annexe 07).

Coxiella burnetii, l'agent étiologique de la fievre Q, est une bactérie gram-négative
intracellulaire obligatoire. Cette maladie zoonotique négligée peut affecter les animaux
sauvages et domestiques ainsi que les humains. Cette bactérie se propage par voie aérosol et

par contact avec des animaux infectés ou leurs produits.

Des études ont été menées dans multiples pays pour étudier sa propagation chez les différents
animaux, il a été démontré sa présence chez les animaux sauvages tels que : les angulés, les
girafes, les mangoustes, les cerfs, les rongeurs (Ruiz-Fons et al., 2008) ;ainsi que chez les
ruminants (Cumbassa et al., 2015).D’autres études ont montré que C. burnetii peut infecter
différentes especes d'arthropodes, principalement les tiques mais aussi les puces (Xenopsylla
cheopis et Ctenocephalides felis) (Loftis et al., 2006 ;Psaroulaki et al., 2014 ; Devaux et al.,
2020).

Une étude sérologique a rapporté la présence d'anticorps contre Coxiella burnetii chez des
hérissons européens d'Autriche (Sixl et al., 1989), et il a été récemment rapporté chez les
hérissons Erinaceus amurensis et leurs tiques Haemaphysalis flava de Chine (Gong et al.,
2020;Fang et al., 2021).

Dans cette étude, nous rapportons la présence de C. burnetii pour la premiére fois chez les
hérissons A. algirus et leurs puces A. erinacei et les tiques Hae. erinacei en Algérie. Fait
intéressant, dans ce travail, Coxiella burnetii a été détectée a la fois dans les organes du
hérisson et dans toutes leurs espéces d'arthropodes associées (A. erinacei, Rh. sanguineus s.l.
et Hae. erinacei), suggérant que ces arthropodes pourraient étre potentiellement impliqués
dans le cycle de vie de cette bactérie. Cependant, cette hypothése ne peut étre confirmée,
d'autant plus qu'il ne s'agit pas du mode habituel de transmission de la maladie, méme s'il a

déja été suggéré dans une étude précédente que des espéces de tiques pourraient faciliter la

Page 82



Chapitre IV Résultats & Discussons

transmission de Coxiella burnetii (Bellabidi et al., 2020).De plus, il ne peut étre confirme si
cette bactérie est associée a A. erinacei ou si ces puces ont été infectées en se nourrissant d'un
hérisson bactériémique ou en co-alimentant avec des tiques infectées (une transmission
horizontale de I'ectoparasite a son hote ou vice versa).Des études expérimentales sont

nécessaires pour clarifier cela.

La leptospirose est une zoonose tres répandue affectant les humains et les animaux
domestiques et sauvages, causee par une bactérie spirochéte aérobie obligatoire appartenant
au genre Leptospira. La contamination humaine se produit le plus souvent soit aprés un
contact direct avec I'urine d'animaux infectés, soit indirectement par lI'intermédiaire de I'eau ou

du sol contaminés.(Adler & de la Pefia Moctezuma, 2010).

Dans la présente étude, Leptospira spp. a été détecté dans les tiques (Rh. sanguineus s.l.) et
dans les reins et la rate des hérissons. L'analyse BLAST des séquences obtenues a partir de
reins de hérisson a révélé qu'elles étaient similaires aux séquences de reférence de deux
espéces différentes. En effet, ils ont le méme pourcentage d'identité avec plusieurs séquences
de référence de Leptospira interrogans et deux sequences de Leptospira borgpetersenii.
Cependant, une analyse phylogénétique basée sur le gene rpoB (Annexell) utilisant
uniquement des séquences de référence publiées a montré que nos séquences se regroupaient
au sein du groupe Leptospira interrogans. Par conséquent, I'identification de nos séquences a
été validée en tant que Leptospira interrogans.

En Algérie, il existe peu d'études sur la leptospirose, et la prévalence de cette maladie est
encore inconnue. Néanmoins, cette bactérie a été détectée dans I'environnement ainsi que chez
I'nomme et certains animaux, notamment les chiens, les chats et les bovins (Donatien et al.,
1951 ;Donatien,Gayot, & Poul, 1951;Mailloux, 1962 ;Mailloux,1963 ;Mountain, 2010 ;Aubry
et al.,1975 ;Afiri, Amara Khorba, et al., 2013 ;Afiri, Toudeft, et al., 2013 ;Derdour et al.,
2017 ;Zaidi et al., 2018).

Des études précédentes ont déja signalé la présence des Leptospira interrogans chez des
hérissons de Chine, mais aussi de différents pays du bassin méditerranéen, dont la France et
I'ltalie (Ma et al., 2020). Leptospira spp. a été détecté chez Ixodes ricinus de Pologne
(Wojcik-Fatla et al., 2012) et en Rh. sanguineus s.l. collectés sur des chiens en RDP lao
(Nguyen et al., 2020).
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Cependant, a notre connaissance, cette bactérie n'a jamais éeté signalée, ni chez les hérissons
(A. algirus) ni chez les tiques Rh.sanguineus d'Algérie. Nos résultats suggerent que les
hérissons et leurs tiques pourraient potentiellement étre considérés comme une source de
Leptospira spp. en Algérie. Les humains et les animaux domestiques pourraient facilement
étre infectés en manipulant des hérissons infectés. Néanmoins, il n'y a aucune preuve de la

capacité de la tique a transmettre cette bactérie.

Les Rickettsies sont de petites bactéries Gram-négatives intracellulaires obligatoires
appartenant a la famille des Rickettsiaceae et a I'ordre des Rickettsiales. Les rickettsioses sont
des maladies émergentes ou ré-émergentes. Les principaux vecteurs sont les arthropodes
hématophages (Eldin & Parola, 2020), les humains sont considérés comme des hotes
accidentels (Renvoisé et al., 2009). Au moins 11 espéces de Rickettsia ont été détectées chez
les arthropodes d'Algérie (Kernif et al., 2012).

Rickettsia felis est un agent causal du groupe émergent de fiévre boutonneuse rickettsiose
(Angelakis et al., 2016), cette bactérie a été associée a de nombreuses especes de puces. La
puce du chat (Ctenocephalides felis) est un vecteur reconnu. Les moustiques se sont révélés
étre des vecteurs compétents en laboratoire, tandis que certaines especes de poux des livres se

sont révélées étre naturellement infectées (Angelakis et al., 2016 ;Dieme et al., 2015).

Dans cette étude, R. felis a été détecté dans des puces A. erinacei prélevées sur A. algirus. Ces
résultats soutiennent la présence de cet agent de la fievre pourprée transmise par les puces

chez les puces algériennes, dont A. erinacei.(Greigert et al., 2020)

Rickettsia massiliae est également un agent causal de la rickettsiose du groupe de la fiévre
pourprée chez I'hnomme. Le réservoir n'a pas encore été clairement identifié, mais cette
bactérie est transmise par Rh. sanguineus s.l. (Brouqui et al., 2007). Dans cette étude, R.
massiliae a été détecté dans Rh. sanguineus s.l. confirmant sa présence chez les tiques
algériennes. Cet agent rickettsien est couramment associé aux tiques et a déja été détecté dans
Rh. sanguineus s.l. prélevé sur des hérissons en Algérie (Bitam et al., 2006 ; Khaldi et al.,
2012) et dans d'autres pays (Vitale et al., 2006).

Dans la présente étude, une Rickettsia spp. a été détecté dans 2 Hae. erinacei. Cette Rickettsia
spp. était similaire a celle trouvée chez Dermacentor nuttalli de Chine (travail non publié) ; et
proche des séquences ( potentiel nouveau Rickettsia spp.) trouvées chez tiques (Hae. erinacei

et Rh. sanguineus s.1.) prélevées sur des hérissons A. algirus signalés dans une autre étude en
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Algérie (Khaldi et al., 2012). Tous les organes des hérissons ont été testés néegatifs pour
Rickettsia spp. par qPCR . En conséquence, cette Rickettsia spp. non cultivée semble étre
associée uniquement aux tiques, et il n'y a aucune preuve d'une transmission potentielle aux

hérissons ou que ces hérissons pourraient étre des réservoirs.

Certaines gPCR des puces positives pour Rickettsia spp. (géne gltA) étaient négatifs a la
gPCR spécifique de R. felis et R. typhi ainsi qu'a la PCR conventionnelle ciblant le géne
ompA (contenu dans Spotted Fever Group Rickettsia).Ainsi, ces échantillons n'ont pas été
identifiés au niveau de I'espéce. Néanmoins, dans une étude précédente, I'organisme Rickettsia
felis-Like a eté détecté dans des puces A. erinacei échantillonnées sur des hérissons mais n'a
pas été amplifié par les amorces habituelles ciblant le géne ompA en raison des variations de

ce gene dans les souches de Rickettsia felis.(Gilles et al., 2009).

Par conséquent, compte tenu de I'étude citée ainsi que de nos résultats PCR, ces Rickettsia
spp. détectés dans les puces semblent étre des organismes semblables a Rickettsia felis-like.

Le séquencage d'autres géenes est nécessaire pour la confirmation.

Les bartonelloses sont des maladies émergentes et ré-émergentes dans le monde entier
caractérisées par une bactériémie intra-érythrocytaire et causées par des bactéries
intracellulaires fastidieuses appartenant au genre Bartonella. Les arthropodes hématophages
tels que les phlébotomes, les poux et les puces sont considérés comme des vecteurs. Divers
mammiféres ainsi que les humains ont été signalés comme des réservoirs d'espéces de

Bartonella (Halos et al., 2004 ;Pathogenicity and Treatment of Bartonella Infections, 2014).

Plusieurs études ont rapporté différentes espéces de Bartonella chez les hérissons. Dans les
zones urbaines et suburbaines de la république Tchéque, Bartonella washoensis et B.
melophagi ont été détectés chez des hérissons Erinaceus europaeus (Majerova et al., 2021)
L'agent causal de la maladie des griffes du chat chez I'hnomme B. henselae et une Bartonella
spp. phylogénétiqguement proches de B. taylorii ont été détectés respectivement dans une puce
A. erinacei et dans des échantillons de muscles et de peau collectés sur des hérissons a
poitrine blanche du Nord Erinaceus roumanicus de Budapest, Hongrie.( Hornok et al.,
2014 ;Szekeres et al., 2019).

En Algérie, différentes espéces de Bartonella ont déja été signalées, dont B. tribocorum chez
les hérissons A. algirus (Bitam et al., 2009),B. elizabethae chez les hérissons et leurs puces A.

erinacei et B. clarridgeiae chez les puces A. erinacei prélevées sur des hérissons (Bitam et
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al., 2009 ; 2012). Dans cette étude, nous avons trouvé Bartonella spp. ADN dans les rates de
hérisson ainsi que dans leurs puces associées (A. erinace).Celle détectée dans les puces
pourrait étre potentiellement une nouvelle espéce de Bartonella, phylogénétiquement proche

de B. clarridgeiae.

D'autres études a travers le monde ont signalé la présence de nouvelles especes potentielles de
Bartonella chez les hérissons. En lItalie, un nouveau clone de Bartonella spp. a été signalé
dans des échantillons de rate de 2 hérissons européens E. europaeus de la région de la
Basilicate (province de Matera) (Greco et al., 2021). Ce clone présentait une proximité
phylogénétique avec B. clarridgeiae. dans une étude menée en Israél, 'ADN d'une Bartonella
spp. a été détecté dans un échantillon de sang d'un hérisson a poitrine blanche E. concolor. La
séquence obtenue pour cette Bartonella spp. était différent de toutes les espéces connues.
Cependant, dans l'analyse phylogénétique, il s'est regroupé dans le méme clade avec B.

clarridgeiae et B. rochalimae (Marciano et al., 2016) .

Une nouvelle espece potentielle Bartonella spp. ERIN phylogénétiquement proche de B.
clarridgeiae a également été signalée chez 2 espéces de hérissons de la république Tcheque
(E. europaeus et E. roumanicus) et une autre espece (Bartonella spp. SCIER) a été détectée
chez la méme espece de hérisson susmentionnée (Majerova et al., 2021). Les séquences
obtenues dans ces études n'‘ont pas pu étre comparées a celles que nous avons obtenues pour la
raison qu'elles provenaient soit d'un gene différent, soit parce que les amorces utilisées ciblent

différents fragments du méme geéne.

Les bactéries appartenant a la famille des Anaplasmataceae sont & l'origine de maladies
zoonotiques émergentes et endémiques qui ont un grand impact principalement sur la santé
publique vétérinaire, comme Anaplasma spp. et Ehrlichia spp.( Parola et al., 2005). Ce sont
des bactéries intracellulaires obligatoires transmises principalement par les arthropodes. Il
comprend également Wolbachia spp. bactéries, qui sont connues comme un endosymbiote de

nombreux arthropodes (Pruneau et al., 2014).

Dans notre étude, I'ADN de la famille des bactéries Anaplasmataceae a été détecté dans les
organes de hérisson et leurs ectoparasites par gPCR. Tous les positifs des gPCR d’organes
étaient négatifs en PCR standard ; ainsi, I'espéce bactérienne n'a pas pu étre confirmée .Ceux
détectés dans les puces ont tous été confirmes par gPCR et sequencage comme étant
Wolbachia spp. Ces bactéries peuvent étre transmises par voie trans-ovarienne et trans-

stadiale a travers des générations d'invertébrés (Landmann, 2019), et cela pourrait expliquer le
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nombre important de puces positives. Plusieurs études ont détecté la présence de Wolbachia
spp. dans différentes espéces de puces (Onder et al., 2019) ; y compris les puces A. erinacei

collectées sur des hérissons E. europaeus d'Espagne (Zurita et al., 2021).

Cependant, a notre connaissance, cette étude représente le premier signalement de cette
bactérie endosymbiote chez les puces A. erinacei d'Algérie. De plus, nos résultats mettent en
évidence la présence d'une nouvelle espéce potentielle d'Ehrlichia détectée dans les tiques
Rh. sanguineus s.I. et Hae. Erinacei. Des études précédentes ont rapporté la présence
d'Ehrlichia spp. dans Hae. erinacei prélevé sur des chévres en Iran (Bekloo et al., 2017).
Ehrlichia ewingii a été détecté chez des tiques Haemaphysalis flava prélevées sur des
hérissons de Chine (Fang et al., 2021). En Algérie, des études ont signalé Ehrlichia spp. chez
différents hotes animaux, y compris les chiens (Dahmani et al., 2015 ;Azzag et al., 2015),et
chez les tiques (Sadeddine et al., 2020).Cependant, & notre connaissance, cette étude
représente le premier signalement d'Ehrlichia spp. chez les hérissons et les tiques Hae.

erinacei dans notre pays.

Certains gPCR des échantillons positifs pour Leptospira spp., Rickettsia spp., Bartonella spp.
et Anaplasmataceae n'ont pas été identifiés au niveau de I'espéce soit parce qu'ils n'ont pas été
amplifiés avec succés par PCR conventionnelle, soit parce que la qualité des séquences
obtenues était trop mauvaise pour étre utilisée pour des analyses ultérieures. Cela pourrait
s'expliquer par le fait que la PCR en temps réel peut étre plus sensible que la PCR
conventionnelle (Kidd et al., 2008).

8.3 Conclusion de projet 11

L'intérét principal de ce travail était de détecter les microorganismes pathogénes présents
chez la population du hérisson Algérien (Atelerix algirus) de la wilaya de Bouira ainsi que
ces ectoparasites associés, nous avons utilisé des méthodes de biologie moléculaire :qPCR,
PCR standard ou conventionnelle, séquencage et I’analyse phylogénétique afin de dépister et

identifier ces germes pathogenes.
Dans cette étude, nous rapportons pour la premiere fois en Algérie, la présence de :

v' Coxiella burnetii dans les organes d’Atelerix algirus et ses ectoparasites, puces
(A.erinacei) et tiques (Hae.erinacei)
v’ Leptospira spp. dans les organes Atelerix algirus et ses tiques (Rh.sanguineus)

v’ Rickettsia felis chez les puces de hérisson ( A.erinacei)
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v’ Ebhrlichia spp. chez les hérissons A.algirus et ses tiques (Hae.erinacei)

v Wolbachia spp.chez les puces de hérisson d’Algérie (A.erinacei)

Notre travail met en évidence la présence potenticlle d’une nouvelle espéce de Bartonella
spp. détectée dans les puces de hérisson (Archaeopsylla erinacei), et une autre nouvelle

espéce d’Ehrlichia spp. détectée dans les organes et/ ou leurs tiques et puces.

La présence de ces divers agents pathogenes chez les Atelerix algirus et ses arthropodes
hématophages associés mettant en évidence leur role de réservoirs potentiels pour diverses

maladies infectieuses.
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Les hérissons sont de petits mammiferes sauvages. C'est une espece synanthropique qui est
connue pour étre trés fortement infestée des ectoparasites, sont aussi des réservoirs potentiels
de divers agents zoonotiques ; d’ou vient leur grande importance dans le domaine médical et

vétérinaire.

Les recherches récentes ont démontré la présence de divers agents pathogénes chez les
hérissons et leurs arthropodes hématophages associés mettant en évidence leur role de
réservoirs potentiels pour diverses maladies infectieuses, dont certaines a transmission
vectorielle. Malgré cela, leur implication dans les problémes de santé publique a été rarement
étudiée. En effet, on sait peu de choses sur le role des hérissons dans la transmission de ces
maladies infectieuses a I’homme, méme si ces derniéres années, ils sont devenus populaires
comme animaux de compagnie et sont également consommés comme repas traditionnel par

certaines populations.

De plus, les diverses interventions de I'nomme dans la nature, telles que l'agriculture
intensive, la déforestation et I'urbanisation, entrainent la perturbation et la dégradation des

terriers et des écosystemes des hérissons.

Cela les améne a se réfugier dans les jardins, a la recherche de nourriture et d'abris, vivant par
consequent a proximité des humains et les exposants a un risque accru de transmission de

divers agents zoonotiques.

En Algérie, les études menées sur les hérissons se sont concentrées sur son régime trophique
et son écosystéme, d’ou vient ce modeste travail qui répond sur une importante question :
Peut Atelerix algirus jouer un rdle dans la transmission des maladies vectorielles dans son
environnement ? La présente étude a été menée a Bouira, une région du centre-Nord de
I'Algérie, elle vise a évaluer le risque de la transmission des maladies zoonotiques vers
I’homme par le biais des hérissons d’Algérie (Atelerix algirus) ;ou nous avons scindé notre

thése en deux volets :une étude entomologique et épidémiologique .
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Dans un premier volet, nous avons contribué par étude entomologique a 1’é¢tude de la
population des ectoparasites chez les hérissons d’Algérie Atelerix algirus, morts (cadavres :
accidentés et/ou empoisonnés) et vivants. Différentes méthodes innovantes ont été utilisées
afin d’identifier les espéces d’arthropodes infestant A.algirus; une identification
morphologique,une identification protéomique par MALDI TOF/MS, et une identification
moléculaire.Les populations des hérissons examinés étaient infestées Archaeopsyla erinacei
(puce de hérisson) et des tiques principalement les Rhipicephalus sanguineus s.l,

Haemaphysalis erinacei (tiques de hérisson).

Dans un deuxieme volet, une étude épidémiologique dédiée a la recherche des agents
pathogénes ou nous avons procédé¢ a une détection moléculaire d’'une grande gamme
d’agents pathogénes en utilisant des échantillons d’organes, sang et ectoparasites (tiques et
puces).Nos résultats confirment la présence de plusieurs micro-organismes associés aux

hérissons et a leurs ectoparasites en Algérie.

La présente étude enregistre pour la premiere fois en Algérie, la présence de 1’agent Q fever
Coxiella burnetii dans les organes d’Atelerix algirus et ses ectoparasites, puces (A.erinacei) et
tiques (Hae.erinacei),de plus ,on rapporte la détection de Leptospira spp. dans les organes
Atelerix algirus et ses tiques (Rh.sanguineus) ; Rickettsia felis (responsable de SPF) chez les
puces de hérisson ( A.erinacei) ;Ehrlichia spp. chez les hérissons A.algirus et ses tiques
(Hae.erinacei) ,et Wolbachia spp.chez les puces de hérisson d’Algérie (A.erinacei). Par

ailleurs ,nous avons déposé soixante cing sequences dans le GenBank.

Notre travail met en évidence la présence potentielle d’une nouvelle espéce de Bartonella
spp. détectée dans les puces de hérisson (Archaeopsylla erinacei), et une autre nouvelle

espéce d’Ehrlichia spp. détectée dans les organes et/ ou leurs tiques et puces.

Dans cette section, nous proposons quelques perspectives ou recommandations afin

d’enrichir nos découvertes :

v Pour les deux nouvelles espéces découvertes dans ce travail (Bartonella spp. &
Ehrlichia spp.), nous suggérons une étude tres approfondie visant a isoler, cultiver,

caractériser les propriétés bactériologiques et nommer ces deux micro-organismes.

v Etudes expérimentales pour confirmer la transmission horizontale de Coxiella burnetii

par les ectoparasites de hérisson (Archaeopsylla erinacei) a son héte.
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v' Etudes visant a confirmer la capacité des tiques Rh.sanguineus .s.I & transmettre la
bactérie Leptospira spp. a son hote ainsi d’étudier ses mécanismes de transmission.

v' Etudes consacrées a confirmer la présence des Rickettsia felis -like, chez les hérissons
d’Algérie.

Sur la base de ces conclusions, les chercheurs, épidémiologistes et les praticiens de santé
publique devraient envisager une étude sur ’autre espéce de hérisson qui colonise le Sud
d’Algérie (Paraechinus aethiopicus) pour mieux comprendre le r6le épidémiologique de ce

petit mammifere dans les zones du sud Algeérien.

Les enquétes épidémiologiques font défaut en Algérie et en Afrique du Nord. Des études
supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre le rble des hérissons et de leurs
arthropodes hématophages dans la transmission des maladies zoonotiques a I'homme et leur

impact sur la santé publique.

Nous mettons ’accent sur I’importance que ce genre de recherches peut attribuer dans le
domaine de la santé publique Algérienne, et nous recommandons de les soutenir et les diffuser
pour couvrir et inclure d’autres modeles animaux dans différentes wilayas du territoire
national ; en particulier les animaux qui vivent a proximité de 'homme; afin d’évaluer le

risque de transmission zoonotique via le systeme vectoriel.

Ces futures études offriront un apercu de la situation épidémiologique en Algérie et aideront
les autorités a prédire toute future épidémie, ainsi qu'a gagner du temps pour intervenir

rapidement et correctement pour contenir toute catastrophe sanitaire.
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ANNEXE 01 : Le protocole de la préparation du MALDI-TOF/MS &
Protocole de biologie Moléculaire

MALDI-TOF/MS selon Williams et al.(2003)

1-Nettoyage de la cible (plaque métallique)

- Rincer la cible sous I’eau chaude du robinet en frottant avec du papier de précision (type
kim wipes ) afin de ne pas la rayer . Et Rincer avec de 1’éthanol a 70% en frottant avec du

papier de précision.

- Répéter la premiére étape.

- Placer la cible dans un petit réservoir en inox ou céramique et la recouvrir d’éthanol 70% .
- Laisser agir pendant 15 minutes puis éliminer 1’éthanol dans la poubelle appropriée.

- Déposer sur la cible 500 pl de TFA 80 %, frotter avec du papier de précision.

- Rincer la cible avec de I’eau HPLC et laisser sécher 15 minutes.

2-Préparation de la matrice

- Dans un tube polypropyléne 1.5ml, introduire 02pointes de spatules de HCCA(alpha-

cyano-4-hydroxy-cinnamic acid )

- Ajouter 500 pl d’acétonitrile

- Ajouter 250 pl de TFA a 10%

- Ajouter 250 pl d’eau HPLC

-vortexer ou secouer vigoureusement

- Soniquer 10 min plus Centrifuger 5 min a 130009

- Transférer le surnageant dans un tube polypropyléne 15ml propre, la matrice est préte a étre

utilisée.

3-Dépdt des échantillons : Compléter le plan de la cible MALDI utilisée en indiquant la

référence des échantillons déposés.
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-se placer sous hotte PSM avec des gants.

- Déposer 1ul d’échantillon dans la zone appropriée d’une fagon la plus homogene possible
et de facon a obtenir une fine couche sur la cible (support métalliques en acier inoxydable
avec 96 puits a 1’aide d’une pointe de cone. Pour chaque spécimen, on fait 4 spots pour

réduire le risque d'erreur.

- Déposer 1pl de matrice sur chaque spot.

- Laisser sécher a température ambiante

4-Insertion de la cible et lancement du spectromeétre de masse

- Introduire la plaque (la cible) dans le Microflex.

- Remplir la fiche du logiciel MALDI Biotyper Automation Control.

- Lancer le spectrometre de masse : Microflex

Biologie Moléculaire

1-gPCR Real time PCR):Elle est réalisée sous conditions aseptiques pour éviter toute
contamination (sous hotte a flux laminaire).Les constituants du mix et leurs volumes

nécessaires pour un seul échantillon sont exprimés comme suit :

q PCR 15pl+5p1 ADN

Mix Roche (2x) 10pl

H20 3ul

Sonde 5uM 0.5ul

Amorce F 20uM 0.5ul

Amorce R 20uM 0.5ul
UDG 0.5pl

Nous ajoutons deux témoins :
= Témoin négatif : Sul d’cau distille stérile avec 20l du mix.
= Témoin positif : 5ul d’ADN positif avec 20ul du mix

2-PCR STANDARD  20pl+5ul ADN
Ampli Tag Gold master mix (2x) 12.5ul



H20 eul
Amorce F 20uM 0.75ul
Amorce R 20uM 0.75ul

Nous ajoutons deux témoins :

= Teémoin négatif : Sul d’eau distillé stérile avec 20ul du mix.

= Teémoin positif : 5pl d’ADN positif avec 20ul du mix
3-Séquencage
Mix de sequencage 6ul+4ul ADN purifié

Bigdye 1pl
Tampon BDV1 1.5ul
Amorce 10uM 0.5ul
H20 3ul
ADN purifié 4ul

ANNEXES

4-Electrophorése d’ADN sur gel d’agarose Elle permet de séparer les molécules

biologiques soit selon leurs charges, soit selon leurs poids moléculaires. L application d’un

champ ¢lectrique ¢élevé a 1’échantillon, fait migrer les molécules constitutives selon leurs

charges.
- Préparation du gel d’agarose

Préparation du gel d’agarose a 1,5% :

e A l’aide d’une balance peser 3g d’agarose et le mettre dans 200ml de TBE 0.5X.

e Faire chauffer le mélange au micro-onde pendant deux minutes jusqu'a ce que le liquide

devient limpide.
e Meélanger délicatement puis verser dans un Falcon de 50ml

e Ajouter le 0.5ul de Sybr Safe sous hotte.

e Couler le gel dans la cuve apreés avoir positionné les peignes, au bout de 30 minutes retirer

soigneusement les peignes, apres polymeérisation du gel, et placer le gel (de fagon a ce que

les puits soient de coté cathode) dans la cuve d’électrophorese préalablement remplie du

tampon TBE 0,5X.
- Dépot des échantillons

-Révélation des bandes d’ADN : La révélation s’effectue avec un trans-illuminateur UV
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ANNEXE 02 : Résumé des étapes de MALDI-TOF/MS

Protocole Dry/MS
92 Tiques

Poste de dissection des arthropodes Dissection des 4 pattes des tiques Sechage 437°C au Bain sec pdt 1 Nuit

Ajout d"une pincee de poudre de verre

Centrifugation Passage au tissuelggzxezr pdt60s/3cycles 40,1 de Mix (50% ACN,70%AF)

26 Puces

Poste de dissection des arthropodes Dissection ( céphalothorax) Sechage a37°C au Bain sec pdt 1 Nuit

l

Ajout d'une bille de tungsténe +20ul de

Ceifiifagaiion Passage au tissue;.g;ezt pdt30s/3cycles  pfiy (700 ACN,50%AF)
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Depot de 1ul d’échantillons sur la
cible de Microflex +1pul de Matrice

Cormespiodanes s ores

i |
(TR

™ Dot |
1.0 Y
019 g

e gan pobith

M Archaopeyla erawe 8]

A ochavoperla raxcey 199
Archaeopnta el 148
Auchaeopryla e 198

A Aschacoprylla craxces

LY degrt de confiance immaffamt pour ['hensiication

Blind Test: Récupération desscores

Identification Moléculaire des espéces d’arthropodes

180 pl tampon delyse + 20 ul

protéinase K

l

16 tiques (/2 tique)
28 tiques gorgees (1/4 tique
26 puces (1/2 puce)

Sequencage

Digestion enzymatique
(pre-lyse) 56°C pdt 1 nuit

=
> NCBI

BLAST &
—

Recuperation des spectres

PCR standard :

ARN 165 (460pb):Tiques

Amplification de gene IT51 (1000 pb) :Puced

dans un Thermocycleur automatise
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ANNEXE 03 : Résumé des étapes de détection moléculaire
Il Détection Moléculaire des agents pathogénes

180 pl tampon delyse + 20 ul

protéinase K
Iz
K ~ 5
® — *Digestion enzymatique (pré-lyse)
» 56°C pdt 1 nuit

sExtraction d'ADN automatique EZ1

138/218 tiques (1/2tique)

41 spécimens (rien,rate) 6 (sang) 119/853 puces (abdomens puces)

(25mg)
/,"'&@&
Q@o 5%
PO b%z'/ Amplification par gPCR
O ciblant différents agents infectieux

CFX96 Touch™ (Bio-Rad)

Amplification
N o — 7 Temoin positif
: : : e
/ Amplification par gPCR ‘
ciblant différents | f ?
< 10T T > e em— | 3

pathogenes 0 10 20 % ©

Cycles
304 ADNs Lecture en temps reel (Ct<35 +++)

o
BLAST

_‘-»'L ‘

Amplification par PCR Seéquencage
conventionnelle

Blast des sequences obtenues
=== aveccelles de GenBank
(determination de I'espece)
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ANNEXE 04 : Photographie d’entretien des hérissons & ponction

-

Enfretien des herissons |

- ———— - —— -
b o -
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| K ————y

' Ponction cardiaque
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ANNEXE 05 : Protocole de dissection des carcasses des hérissons

Ajouter’alcool 70° Epinglec lesparis

Récupsararles organas




NO
Hérisson

SRS REBowovourwNnr

[EEN
(op]

17

18
19
20
21

Total

Genre
d’hérisson

RHOOs+0 Oy Oy Oy Oy 40 Ou+0 +0 Oy O3 O +O +O Oy +O 40 Oy
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ANNEXE 06 : Liste des ectoparasites collectés des cadavres des hérissons

Site de collection

Thigmit (Ahl-El-Ksar)
H'lassa (Ouled Rached)
H'lassa (Ouled Rached)
Thigmit (Ahl-El-Ksar)
H'lassa (Ouled Rached)
Thiliwa (Ahl-El-Ksar)
Thigmit (Ahl-El-Ksar)
Bechloul

Thiliwa (Ahl-El-Ksar)
Thigmit (Ahl-El-Ksar)
Thiliwa (Ahl-El-Ksar
Thiliwa (Ahl-El-Ksar)
Bechloul

Ahl-El-Ksar Centre
Ighil Mehallah (Ahl-
El-Ksar)

Thalamine (Ahl-El-
Ksar)

Thalamine (Ahl-El-
Ksar)

Oued eddous (Bouira)
Thiliwa (Ahl-El-Ksar)
Thiliwa (Ahl-El-Ksar)
H'lassa (Ouled Rached)

Date de
collection
29/11/2015
12/03/2016
10/04/2016
20/04/2016
04/05/2016
07/05/2016
09/06/2016
25/06/2016
12/07/2016
06/08/2016
12/08/2016
12/08/2016
12/08/2016
25/08/2016
25/02/2016

29/08/2016
29/08/2016
02/09/2016
06/02/2017

17/05/2017
10/06/2017

Archaeopsylla erinacei

1(19)
8(333.59)
/

236 (868 ,1509)

2(19,19)

500 (200 3,300 9)

3(1J.,29)
1 (}9)

e e T

/

45 (193, 269)
/
55 (203, 359)
2(14,19)
853

Haemaphysalis
erinacei

7(73)
4 (43)
2 (23)
6 (63)
4 (43)
3(33)
3(33)

7(73)
2(23)
39

Rhipicephalus
sanguineus
/

6(43,29)
/

/

/
39 (384, 19)
70 (693,19)
12 (113,19)

/

/
/
/
/

13 (1383)
/
/
/
1(138)
/

/
10 (103)
151

Rhipicephalus
spp.

e e

6%

12
28
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Coxiella burnetii

ANNEXE 07 : Résumé graphique des Co-infections

91| 10

11

12

13.15

16

Leptespira spp.

Leptospira
Interrogans

Bartonella spp.

Rickettsia spp.

Rickettsia felis
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ANNEXE 08: Numéro d'accés a GENBANK & Résultats de détection des microorganismes dans les organes des

() : échantillon négatif ; (/) Non testé.

Espéce

Haemaphysalis erinacei

Rhipicephalus sanguineus s.1.

Archaeopsylla erinacei

Bartonella spp.

Ehrlichia spp.

Leptospira spp.
Rickettsia spp.
Wolbachia spp.

Bactérie%o
(Positive/Testée)
Rickettsia sp.

Rickettsia felis

Rickettsia massiliae
Uncultivated Rickettsia spp.
Leptospira sp.

Leptospira interrogans
Anaplasmataceae
Wolbachia sp.

Ehrlichia sp.

Coxiella burnetii
Bartonella sp.

Uncultivated Bartonella spp.

hérissons et ses ectoparasites associés

Geéne séquenceé Nombre des sequences Numéro d’Accés a GenBank
déposées
16S 6 MW805245-MW805250
16S 10 MW805768-MW805777
ITS1 23 MW?795568-MW795590
BACTERIES
gltA 2 MZ042796, MZ042797
4
ftsZ MZ042792 - MZ042795
23S Anaplasmataceae 4 MZ026791 - MZ026794
3
groEL MZ042798 - MZ042800
rpoB 2 MZ055375, MZ055376
ompA 2 MZ064523, MZ064524
23S Anaplasmataceae 9 MZ092868 - MZ092876
Rate Reins Archaeopsylla Rhipicephalus Haemaphysalis Total
erinacei sanguineus erinacei
- - 87/119 58/106 21/32 55.7% (166/298)
/ / 68/87 / / 22.8% (68/298)
/ / / 40/58 / 13.4% (40/298)
/ / / - 2/32 0.67% (2/298)
1/20 7/21 - 2/78 - 3.3% (10/298)
- 217 / - / 0.7% (2/298)
5/20 2/21 62/119 3/78 4/32 25.5% (76/298)
/ / 62/62 - - 20.8% (62/298)
/ / / 1/3 3/4 1.3% (4/298)
6/20 11/21 4/119 9/78 15/32 15.1% (45/298)
2120 - 6/119 - - 2.7% (8/298)

1/20 / 1/119 / / 0.7% (2/298)
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ANNEXE 9 : Amorces et sondes utilisées pour la PCR en temps réel et

Microorganism
es

Rickettsia spp.
(Spotted fever

group)
Rickettsia felis

Rickettsia typhi

Rickettsia
massiliae

Rickettsia
conorii

Rickettsia

aeschlimannii

Bartonella spp.

Borrelia spp.

Leptospira spp.

Coxiella
burnetii

Fragment
ciblé

gltA
(RKNDO03)

Phosphatase
gene

Glycosyl-
transferase

Hypothetical
protein

Hypothetical
protein
RCO0743

Scal

Barto ITS2

Bor ITS4

16S

1S1111

standard.

Amorces F, R (5'-3") et sondes P (5'-6FAM-3'-TAMRA)

F GTGAATGAAAGATTACACTATTTAT
R_GTATCTTAGCAATCATTCTAATAGC

P CTATTATGCTTGCGGCTGTCGGTTC

Rfel phosp MBF_GCAAACATCGGTGAAATTGA
Rfel_phosp. MBR_GCCACTGTGCTTCACAAACA
Rfel_phosp_MBP_CCGCTTCGTTATCCGTGGGACC
Rpr331F TGCTTCATGGGCAATGTCTG
Rpr331R_TTGAGCATAAAACTGCCCTGC
Rpr33lP_CGCTGGATTATCAAAAGAATTAGCACG
R.massi 9666-F_CCAACCTTTTGTTGTTGCAC

R.massi 9666-R_TTGGATCAGTGTGACGGACT
R.massi 9666-P_CACGTGCTGCTTATACCAGCAAACA

F_TTTTGGGGTAGCACATTTTCAA
R_TTCGCCGTAACGTGCTGTAG
P_GGAAGATTTGCAGCAAAATGCTTGGTG

R aesScal F AAGCGGCACTTTAGGTAAAGAAA
R aesScal R_ CATGCTCTGCAAATGAACCA

R aesScal P_ TGGGGAAATATGCCGTATACGCAAGC
F GATGCCGGGGAAGGTTTTC
R_GCCTGGGAGGACTTGAACCT
P_GCGCGCGCTTGATAAGCGTG

F GGCTTCGGGTCTACCACATCTA
R_CCGGGAGGGGAGTGAAATAG
P_TGCAAAAGGCACGCCATCACC
F_CCCGCGTCCGATTAG
R_TCCATTGTGGCCGRACAC
P_CTCACCAAGGCGACGATCGGTAGC

F CAAGAAACGTATCGCTGTGGC
R_CACAGAGCCACCGTATGAATC
P_CCGAGTTCGAAACAATGAGGGCTG



Anaplasmatace
ae

Wolbachia spp.

Standard PCR

Rickettsia spp.

Bartonella spp.

Leptospira spp.

Anaplasmatace
ae

Ehrlichia spp.
Tiques

Puces

IS30A

23S rRNA
23S

ompA (632
bp)

gltA (200 bp)
ftsZ (333 bp)
rpoB (592
bp)

23S rRNA
(485 bp)
groEL (590
bp)

16S (460 bp)
ITS1 (1000

bp)

Annexes

F_CGCTGACCTACAGAAATATGTCC
R_GGGGTAAGTAAATAATACCTTCTGG
P_CATGAAGCGATTTATCAATACGTGTATG
F_TGACAGCGTACCTTTTGCAT
R_TGGAGGACCGAACCTGTTAC
P_GGATTAGACCCGAAACCAAG
F_CCAAAATTACAGCTAAGTGG
R_AGTGAGCTGTTACGCTTTCT
P_AGTGAGCTGTTACGCTTTCT

190-70_ F_ATGGCGAATATTTCTCCAAAA
190-701_R_GTTCCGTTAATGGCAGCATCT

F_ACGTCGAAAAGAYAAAAATG
R_GTAATRCCAGAAATARAAATC
F_FTSZDIR_CCGTGAATAATATGATTAATGC
R_FTSZREV_TTGAAATGGCTTTGTCACAAC
Lept 1900F_CCTCATGGGTTCCAACATGCA
Lept 2500 R_CGCATCCTCRAAGTTGTAWCCTT
F_GTTGAAAARACTGATGGTATGCA
R_TGCAAAAGGTACGCTGTCAC

Ehr-groEL-F_GTTGAAAARACTGATGGTATGCA
Ehr-groEL-R_ACACGRTCTTTACGYTCYTTAAC
F_CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT

R_GC TCAATGATTTTTTAAATTGCTGT
F_GTACACACCGCCCGTGCGTACT

R_GCT GCG TTC TTC ATC GAC CC Sen-ITS2
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ANNEXE 10: Résumé des étapes de construction de ’arbre phylogénétique

11 Analyse phylogénétique (Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Software)
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Abstract

Leptospirosis is an anthropozoonotique disease of worldwide distribution with tropical dominance. It is caused by a pathogenic
bacterium Leptospira interrogans which her primary reservoirs are rodents that shed the bacteria in the urine. Leptospira is wide-

spread in the environment (freshwater, moist soil, sludge..).

This study was carried out at Pasteur Institute of Algiers PIA's laboratory, the ecology of vector systems department in different
regions of Bouira district focused on the detection of leptospira spp in different samples: blood, organs, and urine of wild-caught
animals (hedgehogs).

After analysis of various samples (9 hedgehogs) in regions M'chedallah, Raffour; and Ahl- el -Ksar in 2012, we were able to iso-
late leptospira by the bacteriological test (culture of urine, liver, and kidney) 22.22% of positivity, Test of thermo- resistant antigen
(33.33% of positivity) and Microscopic-Agglutination-Test (0%). These diagnostic approaches appear to be complementary

Keywords: Leptospirosis; Anthropozoonosis; Hedgehog; Bacteriological Test; Serological Test; Environment

Abbreviations Introduction

TR test: Test of Thermo-Resistant Antigen/Macro-agglutination Leptospirosis is a neglected anthropozoonosis disease of global
Test; MAT: Microscopic-AgglutinationTest; EMJH: Ellignyhausen, distribution, contagious affecting animals and humans and caused
Mc Cullough, Johnson et Harris MEDIUM; DFM: Dark Field Micros- by the spirochetal bacterium “Leptospira” [1,2].

copy

Citation: Aouadi Nawal, et al. “Contribution to the Monitoring of Leptospira in Wild Animals (Hedgehog of Bouira District)". Acta Scientific Nutritional
Health 5.5 (2021): 36-42.
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The classification is based on criteria of pathogenicity and an-
tigen recognition. These two parameters are used to distinguish
pathogenic species, agent of Leptospirosis in humans and animals
(L. interrogans) a commensal species (L. biflexa), found in the en-

vironment [3].

Leptospira interrogans in the wider sense includes all patho-
genic Leptospira and thus subdivided into 64 genomospecies; more
than 300 serovars [4-6].

A serogroup is defined as all strains bearing common epitopes
on the outer membrane, inducing the production of agglutinating
antibodies. These agglutinating antibodies are the basis of sero-
logical screening for infection [7]. The reservoirs of leptospirosis
are especially wild rodents, a great number of animals could be a
source of infection by Leptospira [3,8]. The polymorphism of the
symptoms and the variety ofaffected organs, make the clinical diag-
nosis of leptospirosis very difficult [9]. Epidemiological cases most
frequently reported are in acute forms, sub-acute and chronic. Hu-
mans can become infected by direct or indirect way [10] (Figure 1).

Figure 1: Contamination mode by Leptospira.

In Algeria, few studies in epidemiological, clinical and biological
fields have been devoted to this zoonosis, even after the outbreaks
of two cities in Algeria (Tizi-ouzou, Sétif) [11-13], the most recent
study suggest that stray dogs are hosts for Leptospira spp [14].

Objective of the Study

The objective of our study is to evaluate the risk of transmitting
Leptospira to humans by the hedgehog who is suggested may have
a role in the epidemiology of tick-borne encephalitis (TBE), Bor-
relia spp, et Anaplasma phagocytophilum [15-17]. The diagnostic
contribution of bacteriological and serological tests was evaluated.

Materials and Methods

Hedgehogs were captured between December 2011 (winter)
and May 2012 (spring) using traps to catch wild animals or using
a hunting dog. All collected samples were processed in the labora-
tory of Ecology vector systems department at Pasteur Institute of
Algiers PIA (Annex Hamma).

Collection of arthropods (ticks and fleas)

o Ticks: Collecting ticks is done using a pointed tweezers.
The technique is based on visual examination of the spines
of hedgehogs by discarding the them for any visible ticks
and remove them (Figure 2).

o Fleas: We have are collected by a direct remove using also
a pointed tweezers, in a large basin of light color, more than

30 cm tall to prevent their escape (Figure 3).

Figure 2: Ticks collection method.

Figure 3: Fleas collection method.
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The collected Ticks and fleas are stored in tubes containing
Ethanol 70° to avoid dryness that weakens strongly the specimens.
We mention the area where ticks and fleas were collected and the

collection date, on each tube.

Samples’ collection

We perform a cardiac puncture to collect blood in a sterile dry
tube. This will allow us to do a serological study, after the death of
the animal with Ether soaked cotton, we withdraw 0.5 ml or more
of urine than we retrieve the kidneys, the liver, and a total of 36

specimens were recuperated from 9 hedgehogs.

Bacterial culture

We proceed on direct reading of drop of urine with the dark
field microscopy (DFM) to search for Leptospira, and then we inoc-
ulate the organs (kidneys and liver) in the EMJH medium followed
by homogenization by the vortex, we Incubate at 29°C in the dark
due to the sensitivity of this bacterium to light, the observations of
the cultures are weekly and this on dark-field microscopy (magni-
fication x40).

Microscopic examination of a drop is enough to recognize the
germ by their mobility and morphology (thin filaments). A two-
month observation period is required before concluding the nega-
tivity of the culture.

Test of thermo-resistant antigen

It is a microscopic agglutination reaction on slide that uses a
thermo-resistant antigen manufactured and marketed by Bio-Rad
(France). On a clean slide, drop 35 pl of pure serum to be tested
with 35 pl of a thermo-resistant antigen reactive then carefully
mix the serum and the antigen by animating the blade of a rotary
motion for about 4 minutes. The positive reaction is concluded by
the observation of more or less large clusters on the periphery of
serum, the absence of this agglutination suggest a negative result.

Test of reference (MAT)
MAT is a suitable tool for epidemiological surveys, it help de-
termine the infection sarovars during outbreak [18]. It consists

in searching agglutination between Antigen (Leptospira strain)

38
and Antibogy (serum hedgehogs). The experiment consists of two
parts: qualitative and quantitative MAT.

We execute a quantitative MAT to determine the serum titer of
each of the concerned antigens, in the case of a positive reaction
with the qualitative MAT [19].

Molecular test

Itincludes DNA extraction from kidneys samples, Verification of
purity and the reliability of the extraction technique by simple elec-
trophoresis without PCR amplification followed by PCR and fin-
ishes with a revelation of the DNA bands by a trans-illuminator. A
total volume of 100 pl of DNA was extracted from 9 kidney samples
according to the manufacturer’s recommendations (QIA amp de
QIAGEN (QIAGEN- Germany). The primers sequences and fusion
temperature of genes amplified by PCR are illustrated in table 1.

Bacterium Eene (a.mpll- Primers Sequence Tm
con size)
Leptospira|  16Srrs2 | Lepto F | 5" GCG-GCG-AAC- | 54°C
taille :542 pb GGG-TGA-CTA-A3'
LeptoR [ 57 G6A-AMGTTA-
TCC-CAG-ACT-C 3’

Table 1: Details of the targeted sequence (Invitrogen-France).

Lepto F: Primer forward; Lepto R: Primer reverses.

Results and Discussion

The nine hedgehogs were captured in the fields and their sur-
rounding are randomly selected. All the sampled hedgehogs be-
longs to Atelerix algirus (3 females sand 6 males). This study found
that the hedgehog is a richly parasitized animal where 180 fleas
and 130 ticks were counted in the three regions of Bouira district:
Ahl el-Ksar, Raffour and Ilyithéne cause they are a perfect hosts for
arthropods (Table 2 and figure 4) [20]. The regions of Ahl-el- Ksar
and Ilyithéne were more parasitized than Raffour because both re-
gions were characterized by a strong rurality, a major river system

and the presence of various wild and domestic animals.

Direct observations of the urine of nine Hedgehogs are all nega-

tive. This result may be due to a premature urine collection rela-
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Hedgehog's |Number of sampled| Ticks
s Fleas number
region hedgehogs number
Ahl-el-ksar 3 75 23
Raffour 3 26 9
ilyithéne 3 29 148
Total 9 130 180

Table 2: The number of the collected arthropods.

200
150

Ectoparasites
number 100
50
RS
0 . , ,

Ahl-elksar  Raffour
Regions

u Ticks

®Fleas

ilyithéne

Figure 4: Distribution of ectoparasites

compared to regions studied.

tive to the disease progression [21], or because the Leptospira are
eliminated intermittently in urine and contaminate the external
environment, or it is due to the acidity of urine (pH measured in all
urine samples to vary between 4.8 and 6.2).

These results do not prove the definitive absence of Leptospira
because it takes two months to three of culture to confirm the pres-
ence of the latter [22]. Over the two months (8 weeks) of culture,
we note the presence of different bacteria. The weekly reading of
each culture takes place for two months from the 1% week to 8.
This observation under dark field microscopy magnification (G x
40) helped see spirochetes form of long and very fine filaments and
sometimes bacilli and coccobacilli from 5% and 6% week of kidney
and liver culture whom belonged respectively to hedgehogs 7 and
8; the positivity rate is 22% on 09 hedgehogs, indicates the pres-
ence of Leptospira (Figure 5).

These results are consistent with those from France where they
had 5 positive kidney cultures out of 26 samples [23].

Figure 5: Spirochetes in kidney culture of hedgehog
n°7 seen by DFM (Gx 40).

This low rate of positivity found is perhaps due to the filtrations
we carried out during the cultures; also it could be regeneration
time that the bacteria need after changing the medium, this unsure
and time consuming technique is hardly reliable for an exact detec-
tion [24].

The positivity rate of 33.33% for the Macro-agglutination test
(TR) does not seem very significant perspective of specificity (Ta-
ble 3). In fact there is a rapid test for several common serogroups,
his lack of sensitivity and specificity does make him a presumptive
test [25], which makes it suitable for an accurate diagnosis [26].

Hence this result needs to be confirmed with the MAT test.

Result of TR

Positive

Hedgehog's number

Negative

Negative

Positive

Negative

Negative

Negative

Negative

O |0 | N ||| || =

Positive

Table 3: Results of macro-agglutination test.
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Allthe hedgehogs’ sera were negative to the qualitative MAT (no
agglutination) (Figure 6). However, it remains the most appropri-
ate test for sero-epidemiological surveys. According to the WHO,
the positivity threshold for the MAT reactionis 1/100 [21].

Figure 6: MAT qualitative of hedgehog's serum N° 4
(with serogroup Australis) no agglutination.

According to Ayral,, et al. [27] the hedgehog is a carrier of L. in-
terrogans Australis, and one can assume that this insectivore is one
of the main reservoirs. However, the absence of positive case of this
research may be due to the early recovery of the animal serums, as
the MAT to become positive 8-10% days after infection [24]. Dur-
ing the 1% week, 2™ to 4™ week of infection, MAT's sensibility re-
corded to be 41%, 96% respectively [28,29]. We should note that
the source of water is treated by the leaders of these municipalities
which can also prevent contamination of hedgehogs.

Despite the good quality and reliable DNA positive witness, this
study could not get a result on the molecular diagnostic PCR, fault
of a poor choice of hybridization temperature, Polymerase Chain
Reaction is the most useful and effective tool for a rapid and suc-
cessful detection of Leptospira, thanks to this technique a Chinese
study reported the presence of this bacterium in hedgehogs’ kid-
ney tissues which confirm the role of hedgehogs as host reservoirs

of Leptospira interrogans [30].

In general, from the positive results of cultures, we can speak of
the presence of spirochetes in the tested animals. Serological ex-

amination (Macro-agglutination Test), also showed agglutination,

40
synonymous with the presence of spirochetes without proving that
these are Leptospira. The Micro-Agglutination Test which is a con-
firmatory test shows negative results, it can be explained by a less
sensitive of this test in early stage of the disease [24]. Therefore, we
deduce the absence of Leptospira in the tested hedgehogs, perhaps
the positive cases it could be Treponema that has almost the same
features as Leptospira.

These results may be due to the mismatch between the period
of our research and the seasonal activity of the bacteria. According
to the publication of Ward [31], there is a very marked seasonal
peak of Leptospirosis from July to November associated with the
rainfall season while our research was carried out from December
to June [32,33].

Similarly, regular rat eradication campaigns of the municipali-
ties reduce the risk of proliferation of the bacteria in these regions,
where the number of hedgehogs’ analyzed samples remains in-
adequate and unrepresentative; this study could be enhanced by
another approach by detecting of Leptospira spp in hedgehog’s ar-
thropods to confirm the role of host reservoir and vector of hedge-

hogs.

Conclusion

Leptospirosis is the most worldwide spread zoonosis. Poten-
tially deadly, it evolves in an endemo- epidemic mode associated
with weather events especially the rainy ones. This work carried
out for six months at the Pasteur Institute of Algeria is an epide-
miological approach to monitoring the spread of the disease in the
one of Algerian provinces through animal reservoirs (hedgehogs)
in the environment.

This study was done in the province of Bouira on the three ar-
eas is not an accurate reflection of the spread of the disease in it.
However due to the severity of the disease and its evolutionary po-
tential related to possible global warming, monitoring remains to
be continued in the provinces at risk and also in others, given that
the country is endemic for leptospirosis and human cases occur
almost every year.
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Hedgehogs are small mammals. They are potential reservoirs of various zoonotic agents. This study was con-
ducted in Bouira, a north-central region of Algeria. A total of 21 Atelerix algirus corpses were picked up on
roadsides and gardens. Hedgehog kidneys, spleens and ectoparasites were collected. Twelve hedgehogs were
infested with ectoparasites, including Archaeopsylla erinacei, Rhipicephals s.l. and He hysalis
erinacei. Hedgehog organs and randomly selected arthropods were screened for microorganisms using molecular
methods. Coxiella burnetii was detected in kidneys, spleens, A. erinacei, Hae. erinacei and Rh. sanguineus s.l.
Leptospira interrogans was detected in kidneys. Rickettsia felis and Rickettsia massiliae were detected respectively in
A. erinacei and in Rh. sanguineus s.1. DNA of an uncultivated Rickettsia spp. was found in Hae. erinacei. Wolbachia
spp. DNA was detected in fleas. The DNA of potential new Bartonella and Ehrlichia species were found respec-
tively in fleas and ticks. This study highlights the presence of DNA from a broad range of microorganisms in

hedgehogs and their ectoparasites that may be responsible for zoonoses in Algeria.

1. Introduction

Hedgehogs are small spiny-coated mammals. They are a common
synanthropic species living in burrows, not only in rural environments,
but also in urban and suburban ones [1-3]. They are solitary, nocturnal
and omnivorous animals belonging to the Erinaceidae family [1-3]. Five
genera and about seventeen species are distributed on different conti-
nents, including six species living in the Mediterranean basin: Atelerix
algirus, Erinaceus concolor, E. europaeus, E. roumanicus, Hemiechinus
auratus and Paraechinus aethiopicus. They are all classified as Least
Concern (LC) in the list of species threatened with extinction except
P. aethiopicus which is classified as Data Deficient (DD) [1-3]. Hedge-
hogs are often parasitized by fleas, including Archaeopsylla erinacei,
Ctenocephdlides canis, C. felis and Leptopsylla segnis [2-5] and ticks,
including Rhipicephalus sanguineus s.l., Haemaphysalis erinacei, Hae.
parva, Ixodes hexagonus, I. ricinus and Hyalomma excavatum [2-4,6]. In
recent decades, the development of molecular tools has made it possible
to identify microorganisms infecting hedgehogs and their ectoparasites

[7]. Previous studies have reported the presence of Anaplasma phag-
ocytophilum, the agent of Granulocytic Anaplasmosis in European
hedgehogs (Erinaceus europaeus), northern white-breasted hedgehogs
(Erinaceus roumanicus) and their ticks [6,8,9]. Furthermore, Candidatus
Neoehrlichia mikurensis, an emerging tickborne pathogen responsible
for a severe atypical infection in humans and hitherto associated only
with rodent reservoirs, has been detected in urban E. roumanicus
hedgehogs from Budapest, Hungary [10]. Borrelia burgdorferi s.1., the
agent of Lyme disease, has also been detected in E. roumanicus and their
ticks and in E. europaeus [9,11]. Recently, spotted fever group rickettsial
agents (Rickettsia conorii, R. massiliae, R. siberica and R. helvetica) have
been detected in hedgehogs and their ticks [2,9,12-14] and R. felis has
been reported in fleas collected from hedgehogs in different countries
[2.12,14,15]. Other bacteria, such as Coxiella burnetii, Salmonella spp.,
Mycobacterium marinum, Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis and
Chlamydia psittaci [7] as well as some protozoa (Leishmania spp., Toxo-
plasma gondii and Cryptosporidium) have also been found in hedgehogs
[7,16].
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In Algeria, two different species of hedgehogs have been recorded:
The North African hedgehog Atelerix algirus and the desert hedgehog
Paraechinus aethiopicus. They have a different distribution; A. algirus
lives mainly in the north of the country while P. aethiopicus is found most
often in the highlands area [17]. Nevertheless, both species can some-
times coexist in the same area, especially in the north of the country.
Indeed, in a study conducted by Khaldi et al., 2012 both species have
been captured in M'sila a North-eastern region of Algeria [2,18]. A
previous study reported the presence of DNA and antibodies against
Leishmania major, the agent of cutaneous leishmaniasis in A. algirus and
P. aethiopicus, suggesting that these hedgehogs could be a natural
reservoir of this zoonosis in Algeria [16]. In addition, R. felis DNA has
been detected in A. erinacei and C. felis collected from A. algirus and in
A. erinacei from P. aethiopicus [2,5,19], and that of R massiliae and
R. conorii in Rh. sanguineus s.1. sampled from hedgehogs [2,20]. More-
over, Bartonella elizabethae and B. clarridgeiae have been reported in
A. erinacei collected on hedgehogs from western Algeria (Oran and
Mascara) [21].

Algeria being an endemic region for rickettsioses of the spotted fever
group (SFG) as well as for various other zoonoses [2,22], the identifi-
cation of potential reservoirs and arthropod vectors therefore represents
an important step in the prevention of these diseases.

The aim of this work was to investigate the presence of various
zoonotic microorganisms in hedgehog organs and in their associated
hematophagous arthropods in a north-central region of Algeria.
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2. Materials and methods
2.1. Ethical statement

Consent for this study was provided by the University of M'Hamed
Bougara, Boumerdes, Algeria. No specific approval of any Institutional
Animal Care and Use Committee was needed for this study since the
hedgehogs were already dead when picked up and no anesthetic sub-
stances were used for animal handling procedures. Prior import autho-
rization of animal samples intended for research from outside the
European Union (Algeria) to France has been obtained under the num-
ber ER21/17.

2.2. Study areas and collection period

The study was carried out over a period of approximately 3 years
(from August 2014 to June 2017) in several villages located in 4
different municipalities of Bouira province in the North-central region of
Algeria: Ahl -El-Ksar (Ahl-el-ksar center, Thiliwa, Thigmit, Thalamine
and Ighil Mehallah) (36°15'11"N, 4°2'22"E), Ouled Rached (H'lassa and
Assif el Khemis) (36°12'43"N, 4°6'38"E), Bechloul (Bechloul center)
(36°19'00"N, 4°04'00"E) and Bouira (Oued eddous) (36°22°0'N,
3°52'60"E) (Fig. 1). These municipalities are located at different alti-
tudes (414 m for Bechloul, 489 m for Oued Eddhous, 612 m for Ahl-el-
ksar and 918 m for Ouled Rached) and are characterized by significant
agricultural activity and the presence of forests. Bouira province has a
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Fig. 1. Hedgehog capture sites in Bouira province (Algeria).
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Mediterranean climate (Koppen climate classification: Csa) which is
characterized by hot, dry summers and mild, wet winters.

2.3. Hedgehog collection and sampling of organs and ectoparasites

Hedgehog corpses were collected by hand either on roadsides for
those which were hit by vehicles, in forests or gardens for those which
died accidentally poisoned by farmers. They were transported to the
biology laboratory of the University Akli Mohand Oulhadj of Bouira
where they were identified and thoroughly inspected for ectoparasites
by separating their quills. Arthropods were collected from hedgehogs
using tweezers in a large, light-colored plastic basin. They were sorted
by group, counted, and each group of arthropods from the same
hedgehog was immediately placed in the same tube containing 70%
ethanol. The spleens and kidneys of each hedgehog were collected and
immediately placed separately in sterile vials containing 70% ethanol.
All samples were stored at room temperature before being sent to the
VITROME laboratory at the IHU Méditerranée Infection, (Marseille,
France) for analysis.

2.4. Morphological identification of arthropods

All collected arthropods were morphologically identified to the
species level initially in Algeria, using the OPTIKA ST-30, FX-EU 20X
binoculars (Via Rigla, Ponteranica BG, Italia) and identification keys
[23-25]. Morphological identification was verified at the IHU
Meéditerranée Infection (Marseille, France) using a Zeiss Axio Zoom V16
stereomicroscope (Zeiss, Marly le Roi, France), a VHX-7000 digital mi-
croscope (Keyence, Osaka, Japan) and identification keys [25,26]. Some
randomly selected flea specimens were submitted to KOH clearing and a
bath of Amman’s lactophenol before being mounted in Euparal
mounting medium in order to make the morphological criteria more
visible. All the information about arthropod species, hedgehog number,
gender, collection site and date were codified, marked on sample tubes
and summarized in a table (Supplementary Data 1).

2.5. DNA extraction

All hedgehog kidney and spleen samples, 138/218 ticks (including
the 28 engorged specimens) and 119/853 fleas have been randomly
selected, rinsed in a bath of ethanol followed by distilled water,
dissected and subjected to DNA extraction. A piece of approximately
25 mg from each organ, the flea abdomens, half of the unengorged and
approximately ¥: of the engorged tick bodies have been transferred
individually into 1.5 ml Eppendorf tubes and incubated overnight at
56 °C in 180 pl G2 lysis buffer and 20 pl proteinase K (Qiagen, Hilden,
Germany) to allow tissue lysis [27]. DNA was extracted from 200 pl of
each sample in a 100 pl eluate using the EZ1 DNA tissue kit (Qiagen)
together with the EZ1 robot (Qiagen) according to the manufacturer’s
instructions. The DNA was either used immediately or stored frozen at
— 20 °C until use.

2.6. MALDI-TOF MS identification of collected arthropods

In order to support the morphological identification of arthropods,
92/138 ticks (including 28 engorged specimens) and 26/119 fleas were
randomly selected. Tick legs and flea heads and thoraxes with legs were
subjected to MALDI-TOF MS analysis, applying previously described
protocols for specimens preserved in alcohol [27,28]. one pl of the su-
pematant of each sample was deposited in quadruplicate on a
MALDI-TOF MS steel plate (Bruker Daltonics, Wissembourg, France) and
covered after drying with 1 pl of a matrix solution [29]. The target plate
was then introduced into the Microflex LT MALDI-TOF mass spectrom-
eter (Bruker Daltonics) to obtain spectra according to the parameters
already described [30]. The quality of the obtained spectra (reproduc-

ibility, overall intensity and absence of background noise) was evaluated
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using Flex analysis v.3.3 (Bruker Daltonics, Germany).

The high-quality spectra were blind tested using MALDI Biotyper
v.3.0 software against our in-lab database containing reference spectra
of several arthropod species [31] and updated with 2-4 selected refer-
ence spectra of each arthropod species [30]. The log score values (LSVs)
and MALDI-TOF MS species identification resulting from the database
queries were recorded for each tested specimen, to be compared to
morphological identification results (Table 1).

2.7. Molecular identification of arthropods

The DNA from twenty-eight engorged and sixteen unengorged tick
specimens and twenty-six fleas was randomly selected and subjected to
conventional PCR, followed by sequencing in an automated thermal
cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), amplifying a frag-
ment of approximately 1000 base pairs of the ITS] (internal transcribed
spacer) gene and a fragment of 460 base pairs of the tick 16S RNA gene
respectively for the identification of fleas and ticks, as previously
described [32,33]. DNA from unambiguously identified specimens of
Rh. sanguineus s.1. and Ctenocephalides felis bred in our laboratory were
used as positive controls. A DNA-free PCR mixture was used as a nega-
tive control.

2.8. Molecular screening of microorganisms in hedgehogs and their
ectoparasites

DNA previously extracted from hedgehog kidneys and spleens, 119
fleas and 138 ticks randomly selected were subjected to quantitative
polymerase chain reactions (QPCR) using primers targeting gltA for
Rickettsia spp., ITS2 for Bartonella spp., ITS4 for Borrelia spp., 165 RNA
for Leptospira spp., IS30A for Coxiella burnetii and 23S for Anaplasma-
taceae and performed in a CFX96 Touch™ Detection system (Bio-Rad
Laboratories, Foster City, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions. The reaction mixture composition and the qPCR conditions
were the same as those previously described [34]. Each reaction con-
tained negative controls (DNA-free PCR mixture and DNA from a
laboratory-bred flea or tick specimen) and a positive control (DNA from
bacterial strains cultured in our laboratory). Samples were considered
positive when the cycle threshold (Ct) cut-off values were < 35. All
positive fleas for the Rickettsia spp. gltA gene were submitted to a specific
qPCR using primers and probe targeting R felis and others targeting
R. typhi. All Rickettsia spp. positive ticks were submitted to specific
qPCRs targeting either R. aeschlimannii or R. iliae followed by
R. conorii (depending on the tick species). Similarly, all positive ar-
thropods for the Anaplasmataceae 23S gene were tested for Wolbachia
spp., and C. burnetii IS30A positive samples were subjected to a second
test targeting the C. burnetii IS1111 specific gene fragment. Positive
samples whose bacterial species could not be confirmed by specific qPCR
were subjected to conventional PCR and sequencing for species deter-
mination as previously described [31]. Negative and positive controls
were used as described above. The sequences of the used primers and
probes are listed in Table 2.

Using ChromasPro software version 1.7.7 (Technelysium Pty. Ltd.,
Tewantin, Australia), the obtained sequences were assembled, analyzed,
emended and then blasted against the NCBI GenBank (https://blast.
nebinlmnih.gov/Blast.cgi) to be compared to available reference
sequences.

2.9. Phylogenetic analysis

In order to carry out a specific identification, multiple sequence
alignments analysis of the obtained partial sequences for Leptospira spp.
poB, Bartonella spp. ftsZ, Rickettsia spp. ompA, Anaplasmataceae 23S
and Ehrlichia spp. groEL sequenced genes, together with their corre-
sponding reference sequences available in GenBank, were performed
using MEGA version X software (Kumar, Stecher, Li, Knyaz, and Tamura



Table 1
Arthropod morphological, molecular and MALDI-TOR MS identification results.
Arthropod  Morphological identification Molecular Identification MALDI-TOF M identification
Species ID Numberof ~ Numberof ~ Tested  Good SpeciesD st Hit Tested ~ Numberof ~ Numberof  Numberof  Blind LSV obtained
collected  specimens  specimens  quality  (BLAST  GenBank  samples specimens  specimens  specimens  test inblind test
specimens  selected for sequences  tesults)  Accession withgood  used for used for Correct ~ analysis
this study Number (ID quality database blind test ~~ Species
%) spectra upgrade 1]
Fleas Archacopsyla 853 119 % /2% Acrinacei LT627362 26 /% 4 20 0720 1861 -2485
rinacei LT604112
LT576377
(99.77%-
100%)
Ticks Hoemaphysalis 39 3 b 6/6 Hae. einacat  KX901846 13 1213 2 10 1010 1926-22%6
erinacel (100%) KU880549 (92.31%) (100%)  (average: 2.068)
(9744%-
97.97%)
Rhipicephalus 151 78 10 10/10 Rh MG835662 51 48/51 3 6 645 1415-2362
sanguineus s, sanguineuss, -~ MH018852
(100%) l KX793742 (94.12%) (100%)  (average: 1.916)
MW172416
JX997393
KT362469
(99.15%-
100%)
Rhipicephalus 28 8 8 /8 R k793742 28 /% 0 8 828 1451-208
spp. (Engorged sanguineus s, KT382469
ticks) l MH630344
(75%) KT382465 (100%) (100%)  (average: 1,856)
JX997393
MH018852
(97,66%-
100%)
Total 1071 %7 0 60/70 118 112/118 9 103 103 1415-248
103
(85.71%) (9491%) (100%)
() LSV: Logarithmic Score Value,
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Table 2
Primers and probes used for real-time and conventional PCR.

Comparative Immunology, Microbiology and Infectious Diseases 80 (2022) 101726

Microorganisms Targeted fragment

Primers F, R (5'—3") and Probes P (5'-6FAM-3"-TAMRA) References

Real-Time PCR

Rickettsia spp. (Spotted fever group) gltA (RKND03)

Rickettsia felis Phosphatase gene

Rickettsia typhi Glycosyl- transferase

Rickettsia massiliae Hypothetical protein

Rickettsia conorii Hypothetical protein

RC0743

Rickettsia aeschlimannii Scal

Bartonella spp. Barto ITS2

Borrelia spp. Bor ITS4

Leptospira spp. 165

Coxiella burnetii IS1111

IS30A

Anaplasmataceae 23S rRNA

Wolbachia spp. 238

Standard PCR

Rickettsia spp. ompA (632 bp)

Bartonella spp. gltA (200 bp)
ftsZ (333 bp)
Leptospira spp. rpoB (592 bp)
Anaplasmataceae 23 S rRNA (485 bp)
Ehrlichia spp. groEL (590 bp)
Ticks 165 (460 bp)

Fleas ITS1 (1000 bp)

F_GTGAATGAAAGATTACACTATTTAT
R_GTATCTTAGCAATCATTCTAATAGC
P_CTATTATGCTTGCGGCTGTCGGTTC

Rfel phosp MBF_GCAAACATCGGTGAAATTGA
Rfel phosp MBR_GCCACTGTGCTTCACAAACA
Rfel phosp MBP_CCGCTTCGTTATCCGTGGGACC
Rpr331F TGCTTCATGGGCAATGTCTG

Rpr331R TTGAGCATAAAACTGCCCTGC
Rpr331P_CGCTGGATTATCAAAAGAATTAGCACG
R.massi 9666-F_CCAACCTTTTGTTGTTGCAC
R.massi 9666-R_ TTGGATCAGTGTGACGGACT
R.massi 9666-P CACGTGCTGCTTATACCAGCAAACA
F_TTTTGGGGTAGCACATTTTCAA
R_TTCGCCGTAACGTGCTGTAG
P_GGAAGATTTGCAGCAAAATGCTTGGTG

R aesScal F AAGCGGCACTTTAGGTAAAGAAA

R aesScal R CATGCTCTGCAAATGAACCA

R aesScal P.TGGGGAAATATGCCGTATACGCAAGC
F_GATGCCGGGGAAGGTTTTC
R_GCCTGGGAGGACTTGAACCT
P_GCGCGCGCTTGATAAGCGTG
F_GGCTTCGGGTCTACCACATCTA
R_CCGGGAGGGGAGTGAAATAG
P_TGCAAAAGGCACGCCATCACC
F_CCCGCGTCCGATTAG
R_TCCATTGTGGCCGRACAC
P_CTCACCAAGGCGACGATCGGTAGC
F_CAAGAAACGTATCGCTGTGGC
R_CACAGAGCCACCGTATGAATC
P_CCGAGTTCGAAACAATGAGGGCTG
F_CGCTGACCTACAGAAATATGTCC
R_.GGGGTAAGTAAATAATACCTTCTGG
P_CATGAAGCGATTTATCAATACGTGTATG
F_TGACAGCGTACCTTTTGCAT

R TGGAGGACCGAACCTGTTAC
P_GGATTAGACCCGAAACCAAG
F_CCAAAATTACAGCTAAGTGG

R AGTGAGCTGTTACGCTTTCT
P_AGTGAGCTGTTACGCTTTCT

[89]

[68]

[90]

[o1]

[94]

[94]

[95]

[96]

190-70_ F ATGGCGAATATTTCTCCAAAA
190-701_R GTTCCGTTAATGGCAGCATCT
F_ ACGTCGAAAAGAYAAAAATG
R_GTAATRCCAGAAATARAAATC

F_FTSZIDIR CCGTGAATAATATGATTAATGC
R_FTSZREV TTGAAATGGCTTTGTCACAAC
Lept 1900F CCTCATGGGTTCCAACATGCA [98]
Lept 2500 R_CGCATCCTCRAAGTTGTAWCCTT
F_ GTTGAAAARACTGATGGTATGCA
R_TGCAAAAGGTACGCTGTCAC

Ehr-groEL-F_ GTTGAAAARACTGATGGTATGCA
Ehr-groEL-R ACACGRTCTTTACGYTCYTTAAC
F_CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT [33]
R_GC TCAATGATTTTTTAAATTGCTGT
F_GTA CACACC GCCCGT GCGTACT
R_GCT GCG TTC TTC ATC GAC CC Sen-ITS2

[97]

[96]

[96]

2018) [100] prior to phylogenetic tree plotting.

The Models program of MEGA version X software (Kumar) was used
to find the best DNA model for each alignment data. The model with the
lowest Bayesian information criterion (BIC) was chosen for each
phylogenetic tree plotting. The phylogenetic trees were inferred by
using the maximum likelihood (ML) method under the Hasegawa-
Kishino-Yano (HKY) +G-I model for Bartonella spp. ftsZ gene, Tamura
3-parameter (T92) +G model for the Anaplasmataceae 23S and Rick-
ettsia spp. ompA genes, HKY +G model for the Ehrlichia spp. groEL gene
and Wolbachia clades Anaplasmataceae 23S gene and the Kimura 2-
parameter (K2) +G model for the Leptospira spp. rpoB gene. Support
for the topology was examined using bootstrapping (Felsenstein, 1985)
over 200 replications for all phylogenetic trees.

3. Results
3.1. Hedgehog collection and sampling of organs and ectoparasites

A total of 21 dead hedgehogs (12 males and 9 females) were picked
up by hand and were all morphologically identified as A. algirus. Twelve
of the twenty-one hedgehogs (57.1%) were parasitized by arthropods;
among them 2/12 (16.7%) were parasitized only by ticks, 0/12 (0%)
were parasitized only by fleas and 10/12 (83.3%) were parasitized by
both fleas and ticks. All details regarding capture sites, hedgehog sex,
and the number and species of arthropods collected for each hedgehog
are summarized in Fig. ] and ina tablein Supplementary Data 1. Spleens
and kidneys were retrieved from all hedgehogs (20 and 21 respectively),
except for one hedgehog for which spleen was in a state of putrefaction
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too advanced to be considered for further analysis.
3.2. Morphological identification of arthropods

A total of 853 fleas and 218 ticks were collected from twelve
hedgehogs. All fleas were morphologically identified as A. erinacei.
Among the ticks, 151/218 (69.3%) were morphologically identified as
Rh. sanguineus s.1., 39/218 (17.9%) as Hae. erinacei and 28 (12.8%) as
Rhipicephalus spp. (engorged females lacking characteristics for defini-
tive identification). Pictures of morphologically identified fleas and ticks
are shown in the Figs. 2 and 3. A total of 10/21 (47.6%) hedgehogs were
parasitized by Hae. erinacei, 7/21 (33.3%) by Rh. sanguineus and 5/21
(23.8%) were infested by Rhipicephalus spp. Eleven (91.7%) of the
twelve parasitized hedgehogs were co-infested by at least 2 arthropod
species (Supplementary Data 1).

3.3. MALDI-TOF MS identification of collected arthropods

In order to support morphological species identification, as well as to
test the ability of MALDI-TOF MS to identify ticks and fleas, 26/
853 A. erinacei, 13/39 Hae. erinacei and 51/151 Rh. sanguineus s.1. have
been randomly selected from different hedgehogs for MALDI-TOF MS
analysis. Similarly, so as to determine the species of the 28 engorged
ticks morphologically identified to the genus level as Rhipicephalus spp.,
they have been also submitted to MALDI-TOF MS analysis. Twenty-four
(92.3%) A. erinacei, 12 (92.3%) Hae. erinacei, 48 (94.1%) Rh. sanguineus
s.1. and 28 (100%) engorged Rhipicephalus spp., provided high quality
and reproducible spectra within each species (Supplementary Data 2).
Blind test analysis of these spectra against our laboratory database
containing several arthropod species [31] and updated with reference
spectra of 2 Hae. erinacei, 3 Rh. sanguineus and 4 A. erinacei showed that
28/28 (100%) engorged Rhipicephalus spp. have been identified as
Rhipicephalus sanguineus s.l. with log-score values (LSVs) ranging from
1.451 to 2.085 (average: 1.856). All the other specimens tested have
been correctly identified at the species level with LSVs ranging from
1.926 to 2.226 (average: 2.068) for Hae. erinacei, 1.415-2.362 (average:
1.916) for Rh. sanguineus s). and 1.861-2.485 (average: 2.172) for
A. erinacei (Table 1).
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3.4. Molecular identification of the collected arthropods

In order to confirm the identification of the arthropods, the DNA of
six Hae. erinacei, ten Rh. sanguineus s.l. and twenty-six A. erinacei pre-
viously identified morphologically and using MALDI-TOF MS has been
randomly selected for molecular identification. To determine the species
of the 28 engorged females Rhipicephalus spp., they have been also
submitted to molecular identification. Good quality partial sequences
were obtained for 100% (16,/16) of the unengorged ticks (Hae. erinacei
and Rh. sanguineus s.1.), 88.5% (23/26) of the tested fleas and 75% (21/
28) of the engorged Rhipicephalus spp. ticks.

The BLAST analysis revealed that unengorged Rh. sanguineus s.1. 16S
sequences had identities ranging from 99.15% to 100% with Rh. san-
guineus reference sequences available in GenBank (Accession Numbers:
MG855662, MH018852, MW172416, JX997393 and KT382469)
including sequences of Rh. sanguineus Ila haplotype of the temperate
lineage from Algeria, Malta and Croatia (Accession Numbers:
KX793742, KX793735, KX793726 and KX793724) [35]. Those of Rhi-
picephalus spp. engorged ticks showed identities ranging from 97.66% to
100% with Rh. sanguineus reference sequences (Accession Numbers:
KX793742, KT382469, MH630344, KT382465, JX997393, MH018852).
Among these Rhipicephalus spp. engorged specimens, sixteen had iden-
tities with reference sequences of Rh. sanguineus Ila haplotype of the
temperate lineage and five had similarities with sequences of IIb
haplotype of the same lineage. The 16S sequences obtained for Hae.
erinacei had a query cover ranging from 95% to 100% and identities
ranging from 97.44% to 97.97% with the Hae. erinacei 16S reference
sequences from GenBank (Accession Numbers: KX901846 and
KU880549). As for BLAST results of the flea ITS] sequences, they had an
identity ranging from 99.77% to 100% with those of A. erinacei available
in GenBank (Accession Numbers: LT627362, LT604112 and LT576377).
These molecular results support the morphological and MALDI-TOF MS
identification previously performed (Table 1). All the sequences ob-
tained for arthropods are available in Supplementary Data 3.

The tick (Hae. erinacei and Rh. sanguineus s.1.) 16S RNA partial se-
quences and the flea (A. erinacei) ITS1 partial sequences have been
deposited in GenBank and the accession numbers are summarized in a
table in Supplementary Data 4.

Fig. 2. Photographs of Archaeopsylla erinacei
fleas collected from an Atelerix algirus hedgehog
taken with a Zeiss Axio Zoom V16 stereomi-
croscope (Zeiss, Marly le Roi, France). a)
Overall view of female A. erinacei flea mounted
in Euparal mounting medium after KOH
clearing; b) Head of A. erinacei flea specimen
mounted in Euparal mounting medium after
KOH clearing: The spines of the genal and
pronotal ctenidia are indicated by arrows; c)
Overall view of female A. erinacei flea without
KOH clearing.
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Fig. 3. Photographs of the dorsal and ventral sides of each tick species taken with a Zeiss Axio Zoom V16 stereomicroscope (Zeiss, Marly le Roi, France) and a VHX-
7000 digital microscope (Keyence, Osaka, Japan): a), b), ¢) and d) a male specimen of Haemaphysalis erinacei; ), f) and j) a female specimen of Rhipicephalus
sanguineus s.1.; g), h), 1) and k) a male specimen of Rhipicephalus sanguineus s.1.
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3.5. Molecular screening for microorganism detection

Overall, 45 samples, including eleven (52.4%) kidneys, six (30%)
spleens, fifteen (46.9%) Hae. erinacei, nine (11.5%) Rh. sanguineus s.1.
and four (3.4%) A. erinacei collected from 15 hedgehogs were positive in
qPCR for Coxiella burnetii, targeting both genes (151111 and IS30A). Nine
hedgehogs had positive organs only (1 had positive spleen only, 5 had
positive kidney only and 3 had both positive organs), three for which
only the collected arthropods were positive and three others for which
both arthropods and organs were positive (1 had both organs and Rh.
sanguineus positive, 1 had both organs, A. erinacei and Hae. erinacei
positive and 1 had kidney, A. erinacei and Rh. sanguineus positive).

Ten samples (7 kidneys, 1 spleen and 2 Rh. sanguineus s.l. ticks) were
positive for Leptospira spp. qPCR. These positive samples belonged to 9
hedgehogs, among them 8 for which only the organs tested positive (1
had positive spleen only and 7 had positive kidney only) and 1 for which
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PCR amplification of a 592 base pairs fragment of the Leptospira spp.
rpoB gene. Only 3 kidneys were positive, and good quality sequences
were obtained for two of them. The results of BLAST analysis showed
100% similarity of our sequences with Leptospira interrogans detected in
a human from China (Accession number: CP044513). The phylogenetic
analysis using published reference sequences only revealed that our
sequences clustered with the group of L. interrogans reference sequences
(Fig. 4), confirming their identification as L. interrogans.

A total of 166 arthropods (87 A. erinacei, 56 Rh. sanguineus s.1., 21
Hae. erinacei and 2 engorged Rhipicephalus spp.) sampled from twelve
hedgehogs were positive for Rickettsia spp. by qPCR. However, all the
tested organs (kidneys and spleens) were negative. Following a specific
qPCR, 68/87 (78.2%) of the Rickettsia spp. found in A. erinacei fleas were
confirmed to be Rickettsia felis. These fleas were collected on 10/21
hedgehogs. Rickettsia spp. qPCR positive fleas which were negative for
R. felis were submitted to R. typhi specific qPCR and were all negative.

Thirty-eight Rh. sanguineus s.1. and the two Rhipicephalus spp. engorged
ticks, collected from 7/21 hedgehogs, were positive for R. massiliae by

only the Rh. sanguineus s.l. ticks tested positive. All the tested fleas were

negative. The ten positive samples were then subjected to conventional
@ MZ055375 Leptospira sp Kidney 17 Atelerix algirus

100 @ MZ055376 Leptospira sp Kidney 20 Atelerix algirus

CP044513 Leptospira interrogans serovar Canicola

CP011410 Leptospira interrogans serovar Bratislava Leptospira interrogans

LCPO43()41 Leptospira interrogans serovar Hardjo

CP001221 Leptospira interrogans serovar Lai
DQ296147 Leptospira interrogans serovar Pyrogenes

CP048830 Leptospira interrogans serovar Copenhageni

 CP015052 Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo

KJ701736 Leptospira borgpetersenii serovar Mini

r KJ701734 Leptospira borgpetersenii serovar Poi
9% Leptospira borgpetersenii
KJ701733 Leptospira borgpetersenii serovar Javanica
% CP012029 Leptospira borgpetersenii serovar Ballum
- DQ296134 Leptospira borgpetersenii serovar Javanica

t—————CP03364 Leptospira kmetyi

DQ296139 Leptospira kirschneri serovar Cynopteri

EU349502 Leptospira noguchii

83

KJ152440 Leptospira santarosai Other Leptospira species

CP024871 Leptospira mayottensis

DQ296132 Leptospira weilii serovar Celledoni

% DQ296129 Leptospira alexanderi serovar Manhao

0020

Fig. 4. Phylogenetic tree of Leptospira spp. based on rpoB partial gene inferred using maximum-likelihood (ML) method under Kimura 2-parameter (K2) +G model.
Support for the topology was examined using bootstrapping (Felsenstein, 1985) over 200 replications. Bootstrap values lower than 60% are not shown. The sequences
obtained in this study are indicated by circles.
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specific QPCR, and all were negative for R conorii. All positive Hae.
erinacei tested negative for R. aeschlimannii.

The 58 qPCR positive specimens for which Rickettsia species was not
confirmed by specific qPCR, (19 A. erinacei, 18 Rh. sanguineus s.1. and 21
Hae. erinacei) were subjected to conventional PCR and sequencing tar-
geting a 630 base pairs fragment of the ompA gene for Rickettsia spp.
Only six samples were positive (1 Rh. sanguineus s.1. from one hedgehog
and 5 Hae. erinacei from 4 other hedgehogs) and good quality sequences
were obtained for 2/6 samples (2 Hae. erinacei).

BLAST analysis indicated that the two obtained sequences were

~MT062907 Rickettsia vini

|

90| KY113110 Rickettsia parkeri

7

99 I MH532237 Rickettsia massiliae

97143803 Rickettsia thipicephali

——
0020

U43795 Rickettsia japonica

~ MH532257 Rickettsia slovaca

GU247115 Rickettsia africae

MH932060 Rickettsia aeschlimannii
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identical and showed 100% similarity with an uncultured Rickettsia spp.
(Accession Number: MG228270) previously detected in Dermacentor
nuttalli ticks from China. Phylogenetic analysis (Fig. 5) did not provide
additional information on the identification of this species of Rickettsia,
since it clustered with other uncultured Rickettsia spp.

Bartonella spp. was detected in 8/298 (2.7%) tested samples (2/20
(10%) spleens and 6/119 (5.04%) A. erinacei fleas) from 7/21 (33.3%)
different hedgehogs. All the kidneys and tick specimens tested negative.
These qPCR positive samples were afterward subjected to conventional
PCR, amplifying a 200 base pairs fragment of the gltA gene for Bartonella

@ MZ064524 Uncultured Rickettsia sp. from Haemaphysalis erinacei Tick 66
MG228270 Uncultured Rickettsia sp
! @ MZ064523 Uncultured Rickettsia sp. from Haemaphysalis erinacei Tick 13
— JN943296 Uncultured Rickettsia sp
4{ MH932069 Candidatus Rickettsia jingxinensis
0

'%°I\MG906676 Candidatus Rickettsia longicornii

AF179362.2 Rickettsia heilongjiangii OmpA (ompA) gene partial cds

99 [MG906665 Rickettsia heilongjiangensis
AY 319292 Rickettsia peacockii
101l MF988095 Rickettsia rickettsii
{U43791 Rickettsia conorii subsp caspia

KF245449 Rickettsia conorii subsp israelensis

MF379309 Rickettsia sibirica subsp mongolitimonae

MG432690 Rickettsia monacensis

Fig. 5. Phylogenetic tree of Rickettsia spp. based on gltA partial gene inferred using maximum-likelihood (ML) method under Tamura 3-parameter (T92) +G model.
Support for the topology was examined using bootstrapping (Felsenstein, 1985) over 200 replications. Bootstrap values lower than 60% are not shown. The sequences

obtained in this study are indicated by circles.
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spp.

Four samples were successfully amplified, and two good quality se-
quences were obtained (1 from a spleen and 1 from an A. erinacei flea).
BLAST analysis results indicated 98.02% identity with an uncultivated
Bartonella spp., previously detected in a plateau pika (Ochotona curzo-
niae) from China (Accession Number: MN056885) for both sequences
obtained from the spleen and A. erinacei.

Given the low identity percentages obtained for the gltA gene, a 333
base pairs fragment of the ftsZ gene was also amplified and sequenced
for the qPCR positive samples. Four sequences (A. erinacei from 4
hedgehogs) were obtained. BLAST analysis of the sequences indicated
for all of them 98% query cover and 97.22% identity with reference
Bartonella clarridgeiae isolated from cats in France (Accession Number:
FN645454).

The sequencing results based on two genes together with the
phylogenetic analysis of the ftsZ gene suggest that the Bartonella
detected in this spleen and these A. erinacei fleas is potentially a new
species (Fig. 6).

A total of 7 organs sampled from 6 hedgehogs (4 had positive spleen
only, 1 had positive kidney only and 1 had both positive organs), 7/138
ticks (4 Hae. erinacei collected from 2 hedgehogs and 3 Rh. sanguineus
collected from 2 other hedgehogs) and 62/119 A. erinacei fleas sampled
from 9 hedgehogs were positive in qPCR targeting the Anaplasmataceae
23S gene. All (62/62) positive fleas for Anaplasmataceae bacteria were
positive for Wolbachia spp. by qPCR and all the ticks were negative. All
the positive organs and ticks for Anaplasmataceae 23S qPCR and 42
randomly selected flea specimens positive for Wolbachia spp. qPCR were
subjected to conventional PCR and sequencing targeting the Ana-
plasmataceae 23S gene amplifying a 485 base pairs fragment. All the
tested organs (7/7) were negative. Good quality 23S gene sequences
were obtained for 37/42 Wolbachia qPCR-positive fleas and were all
identical. BLAST analysis of these sequences revealed identities of
99.56% with Wolbachia pipientis (Accession Number: CP037426) and
Wolbachia endosymbiont of different arthropods, including Drosophila
simulans and D. melanogaster (Accession Numbers: CP003884 and
AE017196). Phylogenetic analysis revealed that our Wolbachia se-
quences detected in fleas are located within the Wolbachia “A™ clade and
would seem to belong to this clade (Fig. 7).

DNA from five ticks was successfully amplified (3 Hee. erinacei and 2
Rh. sanguineus s.1.) and 4 good quality sequences were obtained (3 Hae.
erinacei and 1 Rh. sanguineus s.L.). BLAST results revealed 96.65-96.66%
identity of the obtained sequences with uncultured Ehrlichia spp.
detected in Rhipicephalus complanatus and Haemaphysalis muhsami
collected from pigs in Democratic Republic of the Congo (Accession
Numbers: MK942592, MK942591 and MK942590). Using primers
amplifying a 590 base pairs fragment of the Ehrlichia spp. groEL gene,
three good quality sequences were obtained (2 Hae. erinacei and 1 Rh.
sanguineus s.l.). BLAST results revealed 94.89-95.08% identity with
uncultivated Ehrlichia spp. detected in Haemaphysalis concinna from
Russia (Accession Number: JX092091). The phylogenetic trees (Fig. 3)
showed for both sequenced genes that our Ehrlichia spp. sequences
clustered separately from the other Ehrlichia species, thus suggesting
that they probably belong to a potential new Ehrlichia species.

All the tested samples were negative for Borrelia spp. ITS4 gene
fragment targeted in qPCR analysis. Microorganism detection results are
summarized in Table 3 and Fig. 9. Consensus sequences obtained for the
different microorganisms detected in hedgehogs and their associated
arthropods have been deposited in GenBank database and all the
accession numbers are detailed in a table in Supplementary Data 4. All
FASTA sequences of the amplified gene fragments for the detected mi-
croorganisms are made available in Supplementary Data 5.

4. Discussion

In this study conducted in a north-central region of Algeria, the DNA
of various microorganisms, including C. burnetii, L. interrogans,
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Leptospira spp., R. felis, R. massiliae, Rickettsia spp., Wolbachia spp.,
Anaplasmataceae bacteria and potential new strains of Bartonella and
Ehrlichia were detected in hedgehog organs and/or their ticks and fleas.

In the last decades, the development of new technologies, including
molecular tools such as polymerase chain reaction (PCR) and
sequencing, has enabled considerable progress in the study of infectious
diseases and in the identification of their reservoirs. In this study, these
methods allowed us using appropriate negative and positive controls to
identify different microorganisms infecting hedgehogs and their
ectoparasites.

The North African hedgehog (A. algirus) is an endemic species in the
Mediterranean basin countries and islands, including North Africa
(Algeria, Tunisia, Morocco and Libya) and southern Europe (Spain and
France) [36]. In Algeria, these small mammals are on the protected
species list (Presidential decree No. 06-405 of 22 Chaoual 1427, cor-
responding to the November 14, 2006 ratification of the protocol
relating to specially protected areas and organic diversity in the Medi-
terranean, signed in Barcelona on June 10, 1995). Even though they
have been suggested as a potential reservoir of various zoonotic dis-
eases, they remain relatively understudied [7].

In this study, 57.1% (12/21) of the hedgehogs were infested with
ectoparasites. This infestation rate is similar to that reported in a study
on dead hedgehogs (E. concolor) from Turkey [371, but lower than that
reported in a northeastern region of Algeria with the same hedgehog
species captured alive [2]. This large difference in the infestation rate
could be explained by the fact that in our study, hedgehogs were
recovered dead, and it is known that when body temperature drops,
arthropods tend to detach themselves to look for a new host. Never-
theless, two of the hedgehogs picked up in Ahl-El-Ksar were heavily
infested by fleas with 500 and 236 specimens collected respectively on a
hedgehog from Thiliwa village and another from Thigmit.

In our study, the fleas and ticks collected from hedgehogs were
morphologically identified as A. erinacei, Rh. sanguineus s.1. and Hae.
erinacei. Twenty-eight engorged female ticks were identified only at the
genus level as Rhipicephalus spp. for the reason that they were lacking
characteristics for definitive morphological species identification.

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS) is an innovative proteomic tool which
has been successfully applied for identification of arthropods of medical
interest. With an appropriate database, this tool represents a good
alternative to the tedious methods habitually used for arthropod iden-
tification [42]. This inexpensive method allows to test readily a large
number of samples compared to molecular biology which is a more
expensive and time-consuming method. In the present study, this tech-
nology was used as a complementary tool to support the morphological
and molecular identification of the collected arthropods. Our in-lab
database did not contain any reference spectrum for Hae. erinacei, thus
we had to implement it in order to allow for identification. The selected
arthropod specimens were all identified to the species level using this
tool. However, the obtained log scores values for a few specimens were
low (<1.7). This may be explained by the fact that our samples were
kept in alcohol for more than three years, and it has been demonstrated
that this method of preservation alters the protein composition of the
samples [43]. In order to perform molecular identification of the
selected arthropods, ITS1 and tick 16S RNA gene fragments were
amplified. The tick and flea obtained sequences all showed high simi-
larity with reference sequences of Rh. sanguineus s.L, Hae. erinacei and
A. erinacei available in GenBank. Regarding the engorged tick speci-
mens, both MALDI-TOF MS and molecular biology identification results
allowed their assignation to the Rh. sanguineus s.l. species. The number
of selected ectoparasites to confirm their identification was randomly
chosen, considering potential species diversity and the number of
specimens. Fleas are small insects; thus, they are challenging to identify.
The morphological criteria for identifying and distinguishing species are
sometimes very subtle and difficult to observe even for people with
entomological skills. Their identification often requires a KOH clearing
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Fig. 6. Phylogenetic tree of Bartonella spp. based on ftsZ partial gene inferred using maximum-likelihood (ML) method under Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) +G+1
model. Support for the topology was examined using bootstrapping (Felsenstein, 1985) over 200 replications. Bootstrap values lower than 60% are not shown. The
sequences obtained in this study are indicated by rhombuses.
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Fig. 7. A) Phylogenetic tree of Wolbachia spp. based on
n Anaplasmataceae 23S partial gene inferred using
maximum-likelihood (ML) method under Tamura 3-
parameter (T92) +G model. B) Phylogenetic tree based
on Anaplasmataceae 23S partial gene representing Wol-
bachia clades inferred using Maximum-Likelihood (ML)
method under Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) +G model.
Clade F and H are not represented. Support for the to-
pology was examined using bootstrapping (Felsenstein,
1985) over 200 replications. Bootstrap values lower than
60% are not shown. The sequences obtained in this study
are indicated by circles.
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followed by mounting in a medium between slide and coverslip in order
to make the morphological criteria more visible. This mounting method
makes the sample unusable for further analysis. Consequently, it cannot
be applied on all the specimens. MALDI-TOF MS and molecular methods
help in unambiguous species identification, for this reason, all the flea
specimens selected for MALDI-TOF MS analysis have been also

NR076253 Wolbachia endosymbiont of Culex quinquefasciatus CLADE B

AE017321 Wolbachia endosymbiont of Brugia malayi CLADE D

CP046577 Wolbachia endosymbiont of Litomosoides sigmodontis CLADE D
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submitted to molecular identification. Overall, in this study we used
three different methods for arthropod identification (morphology, mo-
lecular biology and MALDI-TOF MS) and the identification results were
concordant for these three methods. Nevertheless, the main purpose of
this study was not to compare the performance of different identification
methods, but we used them only to confirm and support the
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Fig. 8. A) Phylogenetic tree of Ehrlichia spp. based on
u Anaplasmataceae 23S partial gene inferred using
maximum-likelihood (ML) method under Tamura 3-
parameter (T92) +G model. B) Phylogenetic tree based
on Ehrlichia groEL partial gene inferred using maximum-
likelihood (ML) method under Hasegawa-Kishino-Yano
(HKY) +G model. Support for the topology was exam-
ined using bootstrapping (Felsenstein, 1985) over 200
replications. Bootstrap values lower than 60% are not
shown. The sequences obtained in this study are indicated
by circles.
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morphological identification. The number of selected specimens is
therefore not important, it must only be sufficient to allow unambiguous
identification of the arthropods.

Archaeopsylla erinacei and Hae. erinacei, commonly called the
hedgehog flea and the hedgehog tick, are often associated with hedge-
hogs [14,38], but this flea and tick species can also be found on other

animals, such as, felids, canids, foxes, hares, kestrel nests and birds
respectively [14,39]. Rhipicephalus sanguineus s.1., the brown dog tick, is
amply distributed worldwide. It is commonly associated with dogs;
however, it can occasionally bite humans and other animal hosts [40].
The same arthropod species (A. erinacei, Hae. erinacei and Rh. sanguineus
s.1.) have previously been collected from A. algirus hedgehogs in another
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Table 3

Summary results of microorganism detection in hedgehog organs and their associated arthropods (ticks and fleas).
Bacterium % Spleen Kidney Archacopsylla erinacei Rhipicephal g H hysalis erinacet Total
(Positives/Tested)
Rickettsia sp. - B 87/119 58/106 21/32 55.7% (166/298)
Rickettsia felis / / 68/87 / / 22.8% (68/298)
Rickettsia massiliae / / / 40/58 / 13.4% (40/298)
Uncultivated Rickettsia spp. / if / - 2/32 0.67% (2/298)
Leptospira sp. 1/20 7/21 - 2/78 - 3.3% (10/298)
Leptospira interrogans - 2/7 / - / 0.7% (2/298)
Anaplasmataceae 5/20 2/21 62/119 3/78 4/32 25.5% (76/298)
Wolbachia sp. / / 62/62 - - 20.8% (62/298)
Ehrlichia sp. / / / 1/3 3/4 1.3% (4/298)
Coxiella burnetii 6/20 11/21 4/119 9/78 15/32 15.1% (45/298)
Bartonella sp. 2/20 - 6/119 - - 2.7% (8/298)
Uncultivated Bartonella spp. 1/20 / 1/119 / / 0.7% (2/298)

(-): Negative sample; (/) Untested.
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Fig. 9. Graphical table summarizing the microorganisms detected in each hedgehog, allowing visualization of the existing co-infections.

study conducted in Algeria [2]. These arthropod species have been also
reported on other hedgehog species in Algeria and other countries,
including the desert hedgehog (P. aethiopicus) [2,14,37,41].

Using molecular tools, DNA of all tested bacteria - except for Borrelia
spp. - were detected in the hedgehog organs and/or their ectoparasites,
therefore indicating that hedgehogs could be significant reservoirs of
various zoonotic agents. Interestingly, 2 hedgehogs and/or their ecto-
parasites were co-infected with 8 different microorganisms at the same
time, and 17 were co-infected with at least 2 microorganisms (Fig. 9).

Coxiella burnetii, the etiological agent of Q fever, is an obligate
intracellular gram-negative bacterium. This neglected zoonotic disease
can affect wild and domestic animals as well as humans. This bacterium
spreads through the aerosol route and contact with infected animals or
their products. Prior studies showed that C. burnetii can infect different
arthropod species, mainly ticks and also fleas (Xenopsylla cheopis and
Ctenocephalides felis) [44,45]. A serological study reported the presence
of antibodies to C. burnetii in European hedgehogs from Austria [46],
and it has recently been reported in Erinaceus amurensis hedgehogs and
their Haemaphysalis flava ticks from China [47,48]. Herein, we report
the presence of C. burnetii for the first time in A. algirus hedgehogs and
their A. erinacei fleas and Hae. erinacei ticks in Algeria. Interestingly, in

our study, C. burnetii was detected in both hedgehog organs and all their
associated arthropod species (A. erinacei, Rh. sanguineus s.l. and Hae.
erinacei), suggesting that these arthropods may be potentially involved
in the life cycle of this bacterium. However, this hypothesis cannot be
confirmed, especially since this is not the usual mode of transmission of
the disease, even if it has already been suggested in a previous study that
tick species could facilitate the transmission of C. burnetii [49]. Also, it
cannot be confirmed if this bacterium is associated with A. erinacei or if
these fleas were infected by feeding on a bacteremic hedgehog or by
co-feeding with infected ticks. Experimental studies are needed to clarify
this.

Leptospirosis is a widespread zoonotic disease affecting humans and
domestic and wild animals, caused by obligate aerobe spirochete bac-
teria belonging to the Leptospira genus. Human contamination occurs
most often either after direct contact with the urine of infected animals
or indirectly through contaminated water or soil [50]. In the present
study, Leptospira spp. was detected in Rh. sanguineus s.. ticks and in
hedgehog kidneys and spleens. BLAST analysis of the sequences ob-
tained from hedgehog kidneys revealed that they were similar to the
reference sequences of two different species. Indeed, they have the same
identity percentage with several reference sequences of L. interrogans
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and two sequences of L. borgpetersenii. However, phylogenetic analysis
based on the rpoB gene (Fig. 4) using only published reference sequences
showed that our sequences clustered within the L. interrogans group.
Accordingly, the identification of our sequences was validated as
L. interrogans. In Algeria, there are few studies on leptospirosis, and the
prevalence of this disease is still unknown. Nevertheless, this bacterium
has been detected in the environment as well as in humans and certain
animals, including dogs, cats and cattle [5]1-60]. Previous studies have
already reported L. interrogans in hedgehogs from China, and also from
different countries of the Mediterranean basin, including France and
Italy [61]. Leptospira spp. was detected in I. ricinus from Poland [62] and
in Rh. sanguineus s.1. collected on dogs in Lao PDR [63]. However, to our
knowledge this bacterium has never been reported, neither in A. algirus
hedgehogs nor in Rh. sanguineus ticks from Algeria. Our results suggest
that hedgehogs and their ticks might potentially be considered a source
of Leptospira spp. in Algeria. Humans and domestic animals could easily
become infected by handling infected hedgehogs. Nevertheless, there is
no evidence of the tick’s ability to transmit this bacterium.

Rickettsiae are small obligate intracellular gram-negative bacteria
belonging to the Rickettsiaceae family and the Rickettsiales order. Rick-
ettsioses are emergent or re-emergent diseases. The main vectors are
hematophagous arthropods [64,65]. Humans are considered accidental
hosts [66]. At least 11 Rickettsia species have been detected in arthro-
pods from Algeria [22].

Rickettsia felis is a causative agent of an emerging spotted fever group
rickettsiosis [67]. This bacterium has been associated with many species
of fleas. The cat flea (Ctenocephalides felis) is a recognized vector.
Mosquitoes have been shown to be competent vectors in laboratory
settings, while some booklice species were found to be naturally infected
[67,68]. In this study, R. felis was detected in A. erinacei fleas collected
from A. dlgirus. These results support the presence of this flea-borne
spotted fever agent in Algerian fleas, including A. erinacei [14].

Rickettsia massiliae is also a causative agent of spotted fever group
rickettsiosis in humans. The reservoir has not been clearly identified yet,
but this bacterium is transmitted by Rh. sanguineus s.l. [69]. In this study,
R. massiliae was detected in Rh. sanguineus s.., confirming its presence in
Algerian ticks. This rickettsial agent is commonly associated with ticks
and was previously detected in Rh sanguineus sl. sampled from
hedgehogs in Algeria [2,20] and in other countries [70].

In the present study, an uncultivated Rickettsia spp. was detected in 2
Hae. erinacei. This uncultivated Rickettsia spp. was similar to that found
in Dermacentor nuttalli from China (unpublished); and close to the po-
tential new Rickettsia spp. sequences found in Hae. erinacei and Rh.
sanguineus s.l. ticks sampled from A. algirus hedgehogs reported in
another study in Algeria [2]. All hedgehog organs tested negative for
Rickettsia spp. by qPCR. Accordingly, this uncultivated Rickettsia spp.
seems to be associated only with ticks, and there is no evidence of a
potential transmission to hedgehogs or that these hedgehogs could be
reservoirs. Some qPCR-positive fleas for Rickettsia spp. (gltA gene) were
negative to R felis and R. typhi specific qPCR and also to the conven-
tional PCR targeting the ompA gene (contained in Spotted Fever Group
Rickettsia). Thus, these samples have not been identified to the species
level. Nevertheless, in a previous study, Rickettsia felis-Like organism has
been detected in A. erinacei fleas sampled on hedgehogs but has not been
amplified by the usual primers targeting the ompA gene because of
variations in this gene in R. felis strains [71]. Therefore, considering the
cited study as well as our PCR results, these Rickettsia spp. detected in
fleas seem to be Rickettsia felis-Like organisms. Sequencing of other
genes is necessary for confirmation.

Bartonelloses are worldwide emerging and re-emerging diseases
characterized by intraerythrocytic bacteremia and caused by fastidious
intracellular bacteria belonging to the Bartonella genus. Hematophagous
arthropods such as sandflies, lice, louse flies and fleas are considered as
vectors. Various mammals as well as humans have been reported to be
reservoirs of Bartonella species [72,73]. Several studies reported
different species of Bartonella in hedgehogs. In urban and suburban areas
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of the Czech Republic, Bartonella washoensis and B. melophagi have been
detected in E. europaeus hedgehogs [74]. The causative agent of cat
scratch disease in humans B. henselae and a Bartonella spp. phyloge-
netically close to B. taylorii have been detected respectively in an
A. erinacei flea and in muscle and skin samples collected on northern
white-breasted hedgehogs E. roumanicus from Budapest, Hungary [9,
751.

In Algeria, different Bartonella species have already been reported,
including B. tribocorum in A. algirus hedgehogs [76], B. elizabethae in
hedgehogs and their A. erinacei fleas and B. clarridgeiae in A. erinacei
fleas sampled from hedgehogs [21,76]. In this study, we found Bartonella
spp. DNA in hedgehog spleens as well as in their associated fleas
(A. erinacei). The one detected in the fleas could potentially be a new
species of Bartonella, phylogenetically close to B. clarridgeiae. Other
studies in the world reported the presences of potential new Bartonella
species in hedgehogs. In Italy, a new clone of Bartonella spp. have been
reported in spleen samples of 2 European hedgehogs E. europaeus from
Basilicata region (Matera province) [771. This clone presented phylo-
genetic proximity to B. clarridgeiae. In a study carried out in Israel, the
DNA of a Bartonella spp. was detected in a blood sample of a Southem
white-breasted hedgehog E. concolor. The sequence obtained for this
Bartonella spp. was different from all the known species. However, in
phylogenetic analysis it clustered in the same clade with B. clarridgeiae
and B. rochalimae [78]. A Potential new species Bartonella spp. ERIN
phylogenetically close to B. clarridgeiae was also reported in 2 hedgehog
species from Czech Republic (E. europaeus and E. roumanicus) and
another species (Bartonella spp. SCIER) was detected in the same
hedgehog species aforementioned [74]. The sequences obtained in these
studies could not be compared to those we obtained for the reason that
either they were from a different gene or because the primers used target
different fragments of the same gene.

Bacteria belonging to the Anaplasmataceae family are the cause of
emerging and endemic zoonotic diseases that have a great impact pri-
marily on veterinary public health, such as Anaplasma spp. and Ehrlichia
spp. [79]. They are obligate intracellular bacteria transmitted mainly by
arthropods [79]. It also includes Wolbachia spp. bacteria, which are
known as an endosymbiont of many arthropods [30].

In our study, the DNA of the Anaplasmataceae bacteria family was
detected in hedgehog organs and their ectoparasites by gPCR. All qPCR-
positive organs were negative in conventional PCR; thus, the bacterial
species could not be confirmed. Those detected in fleas were all
confirmed by qPCR and sequencing to be Wolbachia spp. These bacteria
can be transmitted by transovarial and trans-stadial means through
generations of invertebrates [81], and this could explain the significant
number of positive fleas. Several studies have detected the presence of
Wolbachia spp. in different flea species [82], including A. erinacei fleas
collected on E. europaeus hedgehogs from Spain [33]. However, to our
knowledge, this study represents the first report of this endosymbiont
bacteria in A. erinacei fleas from Algeria.

Furthermore, our results highlight the presence of a potential new
Ehrlichia species detected in Rh. sanguineus s.1. and Hae. erinacei ticks.
Previous studies have reported the presence of Ehrlichia spp. in Hae.
erinacei sampled from goats in Iran [84]. Ehrlichia ewingii has been
detected in Hae. flava ticks sampled on hedgehogs from China [48]. In
Algeria, previous studies reported Ehrlichia spp. in different animal
hosts, including dogs [85,36] and in ticks [87]. However, to our
knowledge this study represents the first report of Ehrlichia spp. in
hedgehogs and Hae. erinacei ticks in this country.

Some qPCR-positive samples for Leptospira spp., Rickettsia spp.,
Bartonella spp. and Anaplasmataceae were not identified to the species
level either because they were not successfully amplified by conven-
tional PCR or because the quality of the obtained sequences was too poor
to be used for further analyses. This could be explained by the fact that
real-time PCR may be more sensitive than conventional PCR [88].

Several studies have shown the presence of various pathogens in
hedgehogs and their associated bloodsucking arthropods highlighting
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their role as potential reservoirs for various infectious diseases,
including some vector-borne ones. Despite this, their involvement in
public health issues has rarely been investigated. Indeed, little is known
about the role of hedgehogs in the transmission of these infectious dis-
eases to humans even if in recent years they have become popular as pets
and are also eaten as a traditional meal by some populations [3]. Added
to that, the various interventions of humans in nature, such as intensive
agriculture, deforestation and urbanization, are leading to the distur-
bance and degradation of hedgehog burrows and ecosystems [1]. This
brings them to take refuge in gardens, looking for food and shelter,
consequently living close to humans and exposing them to an increased
transmission risk of various zoonotic agents.

5. Conclusion

Our results confirm the presence of several microorganisms associ-
ated with hedgehogs and their ectoparasites in Algeria. We report here
two potentially new bacterial species, and also made it possible to
expand the repertoire of the pathogens associated with hedgehogs and
arthropods in this area.

Epidemiological investigations are lacking in Algeria and North Af-
rica. Further studies are needed for better understanding the role of
hedgehogs and their hematophagous arthropods in the transmission of
zoonotic diseases to humans and their impact on public health.
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Les hérissons sont de petits mammiféres sauvages. Ce sont des réservoirs potentiels de divers agents
zoonotiques. La présente étude a été menée a Bouira, une région du centre-nord de I'Algérie, elle vise a évaluer
le risque de la transmission des maladies zoonotiques vers I”’homme par le bais des hérissons d’Algérie (Atelerix
algirus).Les hérissons étaient infestés d'ectoparasites, dont Archaeopsylla erinacei, Rhipicephalus sanguineus
s.l. et Haemaphysalis erinacei. Des organes de hérisson et des arthropodes choisis au hasard ont été dépistés de
micro-organismes a l'aide de méthodes moléculaires. Coxiella burnetii a été détectée dans les reins, la rate, A.
erinacei, Hae. erinacei et Rh. sanguineus s.I. Leptospira interrogans a été détecté dans les reins. Rickettsia felis
et Rickettsia massiliae ont été détectés respectivement chez A. erinacei et chez Rh. sanguineus s.I. ADN d'une
Rickettsia spp non cultivée a été trouvé a Hae. erinacei. L'ADN de Wolbachia spp. a été détecté dans les puces.
L'ADN de nouvelles espéces potentielles de Bartonella et d'Ehrlichia a été trouvé respectivement chez les puces
et les tiques. Cette étude met en évidence la présence d'ADN provenant d'une large gamme de micro-organismes

chez les hérissons et leurs ectoparasites qui pourraient étre responsables de zoonoses en Algérie.

Mots-clés : Hérissons ; tiques; puces; micro-organismes; zoonoses;Algérie.
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Abstract

Hedgehogs are small wild mammals. They are potential reservoirs of various zoonotic agents; hence their great
importance in the medical and veterinary fields. This study was conducted in Bouira, a north-central region of
Algeria, and aims to assess the risk of the transmission of zoonotic diseases to humans through Algerian
hedgehogs (Atelerix algirus).The hedgehogs were infested with ectoparasites, including Archaeopsylla erinacei,
Rhipicephalus sanguineus s.l. and Haemaphysalis erinacei. Hedgehog organs and randomly selected arthropods
were screened for microorganisms using molecular methods. Coxiella burnetii was detected in kidneys, spleens,
A. erinacei, Hae. erinacei ,and Rh. sanguineus s.l. Leptospira interrogans was detected in kidneys. Rickettsia
felis and Rickettsia massiliae were detected respectively in A. erinacei and in Rh. sanguineus s.I. DNA of an
uncultivated Rickettsia spp. was found in Hae. erinacei. Wolbachia spp. DNA was detected in fleas. The DNA
of potential new Bartonella and Ehrlichia species were found respectively in fleas and ticks. This study
highlights the presence of DNA from a broad range of microorganisms in hedgehogs and their ectoparasites that

may be responsible for zoonoses in Algeria.
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