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INTRODUCTION GENERALE

L’échinococcose kystique est une zoonose parasitaire majeure provoquée par le stade
larvaire d’un cestode, Echinococcus granulosus, évoluant principalement chez le chien. Le
cycle épidémiologique domestique est entretenu par le chien (hote définitif) hébergeant le ver
adulte dans son intestin gréle et le bétail qui sert d’hdte intermédiaire (Thompson et al., 2001).
Cette parasitose hautement endémique sévit dans tous les continents et constitue un probleme
de santé publique et socio-économique notamment dans les pays d’élevage de moutons tels
les pays de I’Afrique du Nord (Eckert et al., 2001 ; Shambesh, 1997 ; Dakkak, 2010). Les
pertes économiques annuelles, dans le monde, ont été évaluées chez les humains et le bétail a
193.529.740 dollars et 141.605.195 dollars respectivement (Budke et al., 2006).

Les études moléculaires ont montré que le parasite E. granulosus n’était pas homogeéne.
Plusieurs variants génétiques, définis comme souches ont été caractérisés au sein de cette
espece apres amplification par PCR par séquencage des marqueurs mitochondriaux dans les
genes cytochrome ¢ oxydase 1 et NADH déshydrogénase 1, a partir de diverses especes
d’hotes intermédiaires dans diverses régions. Dix génotypes distincts (G1-G10) ont été
identifiés avec un impact potentiel sur la pathologie et I'épidémiologie. Chaque génotype a
été associé avec un hote particulier et des modes épidémiologiques (Mc Manus, 1989, 2002 ;
Bowles et al., 1992 ; Bowles et al., 1993) : souche ovine (G1), souche bovine (G5), souche

équine (G4), souche cameline (G6)...

L’identification des souches est essentielle pour définir une stratégie de lutte contre I'E.K
bien adaptée. Les souches se différencient par leur pouvoir pathogéne pour I’homme, par la
durée de la période prépatente chez I’hote définitif et par le pouvoir antigénique. Ainsi, des
recherches récentes ont révélé que I'antigéne du vaccin (EG95), mis au point pour le génotype

G1, est immunologiquement différent dans le génotype G6 (Alvarez Rojas et al., 2013).

En Algérie, deux souches, la souche commune « ovine » et la souche « cameline », ont été
identifiées. (Bardonnet et al., 2003 ; Bart et al., 2004 ; Benchikh EIFegoun, 2004). La souche
ovine a été trouvée chez les humains et circulant chez les ovins, bovins, caprins, et rarement,
chez les camelins. Quant a la souche « cameline » (G6), elle n’a pas été souvent identifiée
chez les humains vivant en Afrique du Nord sauf en Egypte (Azab et al., 2004) et en
Mauritanie (Bardonnet et al., 2002), ou elle a été supposée jouer un réle important dans la

transmission de I’échinococcose kystique chez les humains. Cette souche a été trouvée le plus



souvent chez les camelins en Mauritanie (Bardonnet et al., 2002 ), en Egypte ( Azab et al.,
2004) et en Algérie (Bardonnet et al., 2003 ; Maillard et al., 2007 ; Kohil, 2008), et quelques
fois, chez les ovins, bovins et caprins (Bardonnet et al., 2002).

L’implication des ovins et des bovins, hébergeant la souche commune ovine (G1) dans
I’infection humaine via le chien, a été démontrée dans des études précédentes dans le nord et
sud de I’Algérie (Bardonnet et al., 2003 ; Benchikh ElFegoun, 2004). Cependant, I’importance
des camelins n’est pas connue dans la transmission de I’E.K humaine via le chien. Dans une
étude antérieure, ’évaluation de la prévalence et de la fertilit¢ des kystes hydatiques chez les
dromadaires, dans le sud de 1’ Algérie, a révélé des taux élevés : 24,8% et 100% respectivement
(Benchikh ElFegoun, 2004).

Sur la base de ces données épidémiologiques et parasitaires, I’objet de notre présente étude est
de définir, le role des camelins dans la dynamique de transmission d’E. granulosus aux chiens

(H.D.) et indirectement aux humains.

Actuellement la classification a I’intérieur d’Echinococcus granulosus sensu lato a été
révisee. Les souches ont été classées individuellement ou par groupe, et de nouvelles especes
ont été définies (Lavikainen et al., 2006 ; Nakao et al., 2007 ; Thompson, 2008 ; Saarma et al.,
2009 ; Tappe et al., 2010). Ainsi, E. granulosus (sensu stricto) regroupe G1, G2 et G3.
Echinococcus equinus et Echinococcus ortleppi correspondent a G4 et G5 respectivement.
Les souches (G6-7, G8, G10) représentent I’espéce Echinococcus canadensis (Alvarez Rojas
et al., 2013).

Concernant en particulier la souche commune G1 et la souche G6 cameline, des études
précédentes ont montré en Algérie la présence d’une zone sympatrique G1/G6 (Bart et al.,
2004; Maillard et al., 2007 ; Kohil, 2008). Cependant, malgré un panel important de kystes
recueillis dans divers hotes de cette zone, aucun cas de fécondation croisée n’a été identifié,

corroborant la séparation de ces deux souches en des espéces distinctes.

Pour identifier efficacement les G1 et G6 et détecter les fécondations croisées éventuelles
(G1/G6), Bart et coll. (2006) ont développé un nouveau marqueur génétique, le microsatellite
multilocus répété en tandem (EmsB). Celui-ci a montré un niveau plus élevé de la variabilité
intra-spécifique par rapport aux autres marqueurs génétiques. En outre, en raison de sa
localisation dans le génome nucléaire, les fécondations croisées éventuelles peuvent étre

impliguées dans la modification de ’EmsB.



Le but de cette deuxiéme étude moléculaire est d’évaluer le potentiel de reproduction entre
les souches G1 et G6 grace a I’apport de ’EmsB. Ce nouveau marqueur génétique est en

mesure de discriminer G1 et G6 et détecter surtout leurs échanges génétiques éventuels.

Sur le plan épidémiologique, la forte incidence de I’E.K démontre la nécessité de renforcer
la surveillance et le controle de la maladie. Les chiens s’infestent habituellement apres
ingestion de visceéres contaminés avec des kystes hydatiques qui n’ont pas été détruits apres
I’abattage. Pour rompre le cycle épidémiologique entre les hotes définitifs et intermédiaires, il
est impératif d’empécher les chiens de s’infester par les organes parasités, et éviter ainsi la
transmission de I’échinococcose kystique aux humains et aux animaux réceptifs. L’objet de
cette troisieme partie est de savoir si les conditions actuelles des abattoirs, en Algérie, sont
satisfaisantes pour éviter la propagation de I’échinococcose kystique, ou au contraire, sont

favorables a la contamination de 1’hote définitif.

Avant d’exposer tous nos résultats et les commenter, nous avons estimé qu’il était important
de faire un rappel sur la taxonomie, la morphologie et la biologie du parasite Echinococcus

granulosus, ainsi que sur la prévalence et le diagnostic de 1’échinococcose kystique.



PREMIERE PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE
CHAPITRE |. ETUDE DU PARASITE

1-Classification taxonomique des Echinocoques (Craig., 2007 ; Ito et al., 2006 ; Yang et al.,
2006 ; Xiao et al., 2005)

Régne : Metazoa

Phylum : Platyhelminthe

Classe : Cestoda

Sous classe : Eucestoda

Ordre : Cyclophyllidea

Famille : Taeniidae

Genre : Echinococcus

La taxonomie d'Echinococcus a longtemps été controversée. Basée principalement sur les

différences morphologiques et les caracteristiques de spécificité hote-parasite, 16 especes et
sous-especes, 13 ont éte initialement décrites. Par la suite, la plupart de ces taxons ont été
consideérés comme synonymes de Echinococcus granulosus et seulement 4 espéces valides ont
été reconnues : E. granulosus sensu lato; E. multilocularis ; E. oligarthrus et E. vogeli. Mais ,
au cours des 50 dernieres années , les observations de terrain et en laboratoire ont révélé la
variabilité phénotypique considerable entre les isolats d'Echinococcus , en particulier ceux de
E. granulosus , qui comprennent les différences dans : la morphologie, dans les deux stades
larvaires et adultes , le développement in vitro et in vivo , pouvoir infectant pour 1’hote et de
la spécificité d’hote , de la composition chimique , le métabolisme , les protéines et les
enzymes, la pathogénicité et l'antigénicité. L'application d'outils moléculaires a révélé des
différences dans les sequences d'acides nucléiques qui refletent cette variation phénotypique
et les caractéristiques génétiques. Le fait que certains de ces variants ou souches sont ou pas
infectieux pour 'nomme a donné lieu a une réévaluation de I'importance de la santé publique
d'Echinococcus dans les zones ou ces variants circulent. Une révision de la taxonomie des
especes du genre Echinococcus a été proposeée qui est généralement admise, et est fondée sur
les nouvelles données moléculaires et les caractéristiques biologiques et épidémiologiques des

especes et des souches adaptées a I'hote.

Concernant Echinococcus granulosus sensu lato, la nouvelle classification donne comme
nouvelles especes (Nakao et al., 2007 ; McManus, 2013)
- Echinococcus granulosus sensu stricto,

- Echinococcus equinus

- Echinococcus ortleppi



- Echinococcus canadensis

- Echinococcus felidis

- et Echinococcus schiquicus identifiée récemment au Tibet (Xiao et al., 2006).

Seules les caractéristiques morphologiques et biologiques de Echinococcus granulosus
sensu lato, objet de notre étude, seront décrites.

2-Description des formes parasitaires d’Echinococcus granulosus
2-1-Description de I’adulte

Le cestode adulte se caractérise par une petite taille, mesurant quelques mm (3 a 4 mm
environ), et posséde en moyenne 3 a 4 segments, I’avant dernier segment est mdr et porte un
pore génital ouvert, comme chez le segment gravide, dans sa moitié postérieure. Le dernier
segment gravide mesure habituellement plus que la moitié de la longueur totale du ver entier.
La partie antérieure ou scolex est munie d’un rostre armé de 30 a 42 crochets de taille variable
et disposés en 2 couronnes dont ceux de la premiere mesurent 25 a 49 um et ceux de la
deuxiéme 17 a 31 um. Les caractéres morphologiques des crochets et leur disposition sont
utilisés dans la diagnose morphologique de I’espéce. L utérus gravide présente des branches

latérales bien développées.

Photo 1. Echinococcus granulosus adulte observé au microscope optique
(Kohil, 2008)



2-1-1-Etapes du développement de I’adulte
Dans l'intestin gréle

- Jour 1: le protoscolex est évaginé et prolongé; il contient de nombreuses corpuscules
calcaires.

- Jour 11-14 : les corpuscules calcaires disparaissent; les canaux excrétoires latéraux
sont remarquables; formation de dénotations actuelles de rédiment génital de premier
proglottis; construction d'un secteur claire au dessous du cou “bande" marque
I'emplacement du premier segment.

- Jourl4-16: le rédiment est divisé en deux et se prolonge; premier segment
entierement formé.

- Jour 17-20: les testicules rudimentaires apparaissent dans le premier proglottis; étape
initiale dans la formation du deuxiéme proglottis.

- Jour 20-28: deux segments; les organes génitaux males "testicules, sac cirrus et
conduit spermatique” se sont developpés; organes génitaux femelles "ovaires et glandes de
vitelline” se développant toujours; l'utérus apparait strié; sac de cirrus et vagin ouvert a
I'extérieur par le pore génital.

- Jour 28-33: les organes génitaux males et femelles dans le proglottis terminal
marissent entierement; utérus dilatant toujours; le proglottis avant-dernier se développe;
une bande ou le troisiéme segment apparait.

- Jour 33-37: lovulation et la fertilisation dans le proglottis terminal; l'utérus
entierement dilaté contient des zygotes divisés; organes génitaux males et femelles se
dégenérant dans le proglottis terminal; le strobile est divisé en 3 ou 4 segments.

- Jour 37-45: le segment gravide avec des ceufs embryonnés (oncosphéres) dans

I'utérus; le strobile est diviseé en 3, 4 ou 5 segments (Thompson et al., 1995).



Jours 33-37 Jours 37-45

Figure 1. Les étapes de développement de I'adulte Echinococcus granulosus dans
I'intestin gréle du chien (Thompson et al., 1995)

2-2-Description des ceufs (embryophores)

Figure 2. (Eufs de Tenia spp (Bathiard et al., 2002)
7



Ce sont des éléments microscopiques de 35 a 45 um de diameétre légerement ovalaires et
morphologiquement semblables aux ceufs de Taenia hydatigena et Teenia pisiformis et donc
ne peuvent pas étre différenciés entre eux.

Les ceufs d’E.granulosus sont de forme sphérique a ellipsoide, de 30-50 um sur 22-24um
de diametre. Ils sont entourés d’une coque épaisse, ou embryophore, striée transversalement,
contenant a l'intérieur un embryon hexacanthe pourvu de six crochets disposés par paires,
appelé encore oncosphére. La maturation de I’ceuf se réalise dans le milieu extérieur (Euzeby.,
1966; Marion, 2009).

Ils sont résistants dans le milieu extérieur et devront étre ingérés par I'n6te intermédiaire

réceptif pour poursuivre leur évolution.

2-3-Description des larves (ou hydatide) d’E. granulosus
La larve d'E. granulosus, parfois désignee sous I'appellation de Echinococcus polymorphus ou
hydatide, posséde des dimensions tres variables, mais elle a habituellement le volume d'une

noix et atteint souvent celui d'une orange, parfois celui de la téte d'un enfant (Euzeby., 1998).

La forme larvaire, E. polymorphus appelée aussi vésicule échinococcique ou hydatide, est de

couleur blanche, globuleuse et de taille variable.

: Adventice

: Cuticule

: Membrane proligére
: Liquide hydatique

: Sable hydatique

: Vesicule fille
exogeéne

7 : Vésicule proligére

8 : Protoscolex

9 : Vésicule fille endogene
10 : Vésicule petite
fille

OO WDN B

Figure 3. Structure de la larve hydatide (Lausier, 1987; Koltz et al., 2000)



Une fois sa structure compléte acquise, la larve comporte les éléments suivants :

- une membrane externe cuticulaire, membrane hyaline, blanchatre, protectrice vis-a-vis des
bactéries et des grosses molécules mais laissant passer les éléments nutritifs. Immergée dans

I’eau, elle se rétracte et s'enroule sur elle-méme en cornet (caractere de diagnose).

- une membrane interne, germinative ou membrane proligére, est une mince pellicule
plasmoidale, richement nucléée, et correspond a la partie fertile de I'enveloppe du parasite.
Cette membrane a un réle important car elle génére tous les éléments hydatiques internes de

la larve.

- un liquide vésiculaire, clair appelé "eau de roche", toujours en hypertension. C'est le
liquide hydatique qui est riche en histamines dans les hydatides fertiles. 1l renferme des sels

minéraux, de I'aloumine, des acides amingés, de la lécithine, de la choline et diverses enzymes.

- des eléments germinatifs : appelés capsules ou vésicules proligeres, Celles-ci contiennent
des scolex larvaires ou protoscolex, a partir desquels, se forment chez I’hote définitif, des vers
adultes. Les nombreuses granulations que ces vésicules forment ressemblent a des grains de

sable d'ou l'appellation de “sable hydatique".

Les vésicules proligéres qui sont produites par la membrane germinative, apparaissent
d'abord a la surface de celle-ci comme de petits bourgeons qui, peu a peu, se développent et se
creusent d'une cavité qui s'emplit de liquide. Quand elles atteignent leur developpement

complet, elles ne sont plus liées a la germinative que par un court pédicule.

Les scolex, a I'intérieur de ces capsules vont apparaitre sous forme de petits bourgeons
pariétaux, puis acquiérent leur structure céphalique typique. Ils sont fixés alors par un court

pédicule a la face interne de la capsule proligére.

Autour du kyste, le parenchyme de I’organe parasité se tasse et devient I’adventice ou le
péri-kyste, ou se développent progressivement une importante réaction granuloscléreuse et

une riche néo-vascularisation.
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3-Etude biologique
3-1-Cycle évolutif

Figure 5. Cycle évolutif de Echinococcus granulosus
(Eckert et al., 2004)

A : parasite adulte

B : principal hote définitif, le chien domestique.

C : proglottis avec ceufs.

D : ceufs avec oncospheéres.

E : infection chez les humains.

F : mouton et autres ongulés (hétes intermédiaires).
G: le foie de mouton atteint de kyste hydatique.

Comme pour tous les taeniidés, le cycle biologique d’Echinococcus granulosus est de type
hétéroxene, s’accomplissant chez deux hétes ; un hote définitif, principalement le chien et
d’autres canidés sauvages (loup, chacal, coyote...) et des hotes intermédiaires, le mouton
principalement ainsi que d’autres herbivores (bovins, caprins, camelins, équins...), ’homme
intervient dans le cycle comme hote accidentel (Altintas, 2003). Le cestode adulte
E .granulosus vit dans la partie proximale de I’intestin gréle du chien. Le nombre de vers
échinocoques développés est fonction du nombre de protoscolex ingérés. Le chien est

habituellement infesté par plusieurs centaines de vers fixés entre les villosités intestinales de
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I’intestin gréle. Le segment ovigere, rempli d’ceufs, se détache du strobile (corps du ver) et
s’¢limine avec les déjections dans le milieu extérieur ou il se désintegre et libére les ceufs.
Chaque ceuf ou embryophore renferme un embryon hexacanthe ou oncosphére. Apres
ingestion par un hote intermédiaire, I’oncospheére est libérée de sa coque sous I’action des sucs
digestifs, elle traverse la paroi intestinale a 1’aide des crochets et de ses propres sécrétions,
elle mesure 20 a 25u de diamétre mais sa plasticité lui permet de franchir tous les capillaires.
Elle gagne par le systéme porte le foie, parfois dépasse le foie par les veines sus-hépatiques et
parvient aux poumons. Plus rarement, la localisation peut se faire dans n’importe quel point
de I’organisme par la circulation générale. Une fois dans le viscere, I’embryon se transforme
par un processus de « vésiculisation » en larve hydatide. Le cycle est fermé lorsque le chien
(héte définitif) ingere les visceres (foie, poumons) portant des kystes fertiles, des animaux
(hbtes intermédiaires) parasités (Médecine Tropicale, Actualités, 2004). Les protoscolex
ingérés subissent ’action de la pepsine de 1’estomac et s’évaginent dans la partie antérieure
du duodénum sous I’effet de la bile et de la modification du Ph. Ils se développent ensuite en
vers sexuellement matures, (Schantz et al., 1995; Petavy et al., 1990 ; Bourdeau & Beugnet,
1993 ). Chaque protoscolex ingére peut donner naissance a un cestode adulte au bout de six
semaines en moyenne aprés 1’infestation. Cependant, la durée de la période prépatente varie
selon les souches de I’espéce E. granulosus. L’homme s’insére accidentellement dans le cycle

du parasite, il constitue généralement une impasse parasitaire.

L’hydatide suite a une reproduction asexuée sous forme de polyembryonnie active, renferme
plusieurs centaines de milliers de protoscolex, ¢léments infestants pour 1’hote définitif.
Le développement de I’hydatide est trés lent et la fertilité (formation des protoscolex) n’est
obtenue qu’au bout de 15 a 18 mois chez les ovins et les bovins. Par conséquent, la

contamination des chiens est due essentiellement aux animaux agés (brebis et vaches agées).

12



HOTE DEFINITIF

Adulte sexuellement mature fixé a ’intestin gréle au
niveau des cryptes de Lieberkuhn par le scolex

Segment ovigeére
détaché, les ceufs
sont rejetés dans les

Les protoscolex évaginés
descendent activement
entre les villosités

selles
Al | Les protoscolex invaginés Les ceufs résistants o)
oLA*+] | sont ingérés par I'hote contiennent les
définitif oncospheres qui sont
inaérés nar 1’héte P —

H
ﬂ@_ﬂ L’ceuf éclot

. u-ﬁ" dans I'estomac

. et I’oncosphére
i \ ] libéré est active
AT dans I'intestin
=% gréle

Le métacestode (kyste hydatique) o

se développe dans les viscéres et %: % {)
les protoscolex sont produits par -
multiplication asexuée

L’oncosphére pénétre
dans la muqueuse et entre

dans la circulation

HOTE INTERMEDIAIRE

Figure 6. Cycle évolutif basique d’Echinococcus granulosus (Thompson, 1995).
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4-Etude épidémiologique
4-1-Sources d’infestation

4-1-1- Sources indirectes

Les herbivores et les omnivores (hotes intermédiaires), infestés par la larve d’E. granulosus,
renfermant des protoscolex (larves fertiles) constituent des sources indirectes et, assurent
I’infestation du chien et autres canidés sauvages (hotes définitifs). Le mouton est considéré
comme le principal hote intermédiaire de 1’échinococcose kystique en raison des taux
d’infestation et de fertilité des kystes tres élevés. Mais les taux d’infestation rapportés chez les
autres ruminants (bovins et camelins surtout), montrent que le role de ces espéces dans
I’entretien de 1’échinococcose kystique n’est pas négligeable (Gusbi et al., 1990 ; Benchikh
Elfegoun, 2004 ; Azlaf & Dakkak, 2006).

4-1-2- Sources directes

Ce sont les mammiféres carnivores appartenant a la famille des canidés principalement le
chien. Le chien parasité par le cestode adulte Echinococcus granulosus rejette dans ses
déjections des segments ovigeres remplis d’ceufs (200 a 800 ceufs) 42 a 61 jours (durée de la
période pré patente), aprés absorption de visceéres d’hdtes intermédiaires infestés par des

kystes hydatiques fertiles (contenant des protoscolex).

4-2- Modes de transmission de ’E.K
4-2-1- Chez les animaux (hotes intermédiaires)

Les animaux réceptifs contractent I’échinococcose kystique par ingestion d’ceufs
d’Echinococcus granulosus renfermant des embryophores hexacanthes viables. La
contamination des ruminants se produit lors de la consommation des fourrages ou eau de

boisson souillée par les matiéres fécales de chiens de bergers ou de chiens errants parasités.

4-2-2- Chez le chien (ho6te définitif)
Le chien s’infeste par le téniasis a Echinococcus granulosus apres ingestion de visceres (foie

et poumons le plus souvent) parasités par des hydatides fertiles.
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4-2-3- Chez ’homme

Les humains sont des hotes accidentels conférant ainsi a la maladie un caractere zoonotique.
L’homme contracte I’infestation :
- soit par contact direct avec un chien parasité : les segments ovigeres s’accumulent dans la
région péri anale ou ils se désintégrent et libérent les ceufs. Le chien disperse ces ceufs avec la
langue sur différentes parties de son corps et, I’homme (enfant surtout) se contamine en
caressant le pelage de I’animal puis en portant la main chargée d’ceufs dans la bouche. Un

contact étroit et un manque d’hygiéne sont des facteurs favorables a sa contamination.

- soit par contact indirecte aprés ingestion de végétaux (légumes, fruits) ou eau souillée par les
ceufs du parasite. L’homme peut étre aussi contaminé dans le cadre de ses activités au

quotidien tels les bergers, les vétérinaires et les eleveurs (Acha, 1989).

Les facteurs de risque de la contamination humaine ont été étudiés dans certains pays. A
titre d’exemple, (Campos-Bueno et al., 2000) en Espagne, ont évalué plusieurs facteurs de
risques dans une enquéte touchant 127 patients atteints d’E.K prouvée et 127 témoins associés
par le sexe, age, et la résidence. Le risque d’infestation était plus élevé dans les petits endroits
comptant jusqu’a 500 habitants et augmente avec le nombre de chiens dans la famille et le
nombre d’année de coexistence avec eux. Par ailleurs, les facteurs de risques importants
étaient des chiens ayant acces aux visceres crus des animaux abattus et des chiens gardés en
liberté et capables de pénétrer dans les habitations. Par contre, 1’ingestion des produits du
potager familial sur une longue période n’a pas été associée avec 1’augmentation du risque
pour I’échinococcose kystique. Dans une enquéte réalisée en Argentine, un des facteurs de
risque pour I’E.K était de s’entourer par un grand nombre de chiens pendant leurs premicres
années de vie (Larrieu et al., 2002). Dans la région du Tibétain chinois (Sichuan),
I’augmentation des risques était associée avec la vie nomade, 1’age, les jeux avec les chiens,
I’absence de protection de la nourriture des insectes, et 1’élevage des yacks et moutons (Wang
et al., 2001). Dans les régions arides de 1’ Afrique, 1’eau est une source d‘infestation par E.

granulosus ou les humains et les carnivores utilisent souvent les mémes points d’eau

(Macpherson, 2001).
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CHAPITRE Il : PREVALENCE ET REPARTITION GEOGRAPHIQUE DE
L’ECHINOCOCCOSE KYSTIQUE

1-Prévalence de I’échinococcose kystique dans le monde

La prévalence de 1’échinococcose uniloculaire a Echinococcus granulosus varie
considérablement d’une aire géographique a 1’autre, avec des foyers de hautes endémicité
dans le sud de I’Amérique latine (Pérou, Chili, Argentine, Uruguay et du sud du Brésil), dans
les pays de I’Europe du sud notamment la Gréce, Roumanie, Italie, sud de la France, Espagne
et Portugal, le sud de la Russie, au Moyen-Orient, le sud ouest de I’ Asie (Turquie, Iraq, Iran),
et en Chine (Acha, Szyfres, 1989 ; WHO, 2001). En Afrique, la maladie sévit avec une grande
endémicité dans les pays de I’Afrique du Nord (Algérie, Maroc, Tunisie, Libye), mais aussi
dans certains pays de I’Afrique de I’Est (Kenya dans la région du Turkana et au Massai),
Tanzanie, Ouganda, Soudan et Ethiopie (Macpherson & Craig, 1991 ; Romig, 1990 cité par
Andersen et al., 1997 ; Eckert, 2001).

Dans certains pays I’E.K est un probléme émergeant (Eckert et Deplazes, 2004). Donnons
I’exemple du Kazakhstan et du Kyrgystan ou I’incidence humaine de ’E.K a augmenté de
trois a quatre fois dans les dix dernieres années (Torgeson et al., 2002 ; 2003). En Algérie,
I’échinococcose kystique constitue un probléme majeur de santé publique et économique.
Autrefois, Senevet (1951), Pampiglione (1965) et plus tard Benhabyles (1984), considéraient
les hauts plateaux, comme une zone d’enzootie de la maladie en raison de son statut de région
traditionnelle de 1’¢levage pastorale du mouton. L’échinococcose kystique humaine a
enregistré de forts taux dans les wilayas ou 1’¢levage de mouton est important (M’sila, Saida,

Sétif, Oum El Bouaghi,.....) (Benhabyles, 1984).

En 2002, les chiffres rapportés par I'INSP montrent que 1’incidence la plus ¢levée de I'E.K
humaine est enregistrée dans les régions a grand élevage ovin (M’sila : 44 cas, Médéa : 63

cas, Tiaret : 38 cas).

1-1- Prévalence chez les animaux herbivores (hotes intermédiaires)

Le caractére endémique de 1’échinococcose kystique a été rapporté chez le cheptel ovin
dans de nombreux pays du monde avec des saisies et des pertes économiques importantes
(Carmena et al., 2013), tous les pays de I’ Afrique du Nord sont concernés par I’E.K. Ainsi au
cours d’une enquéte réalisée a grande échelle au niveau de divers abattoirs en Algérie,

Larbaoui et al., (1980) ont relevé un taux d’infestation élevé de 21,2% sur 1.735.257 de
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moutons abattus. Au Maroc, la prévalence a atteint 50% chez les jeunes ovins et plus de 90%
chez les brebis agées (Bulletin Mensuel de Liaison et d’Information. 2000).

En 2006, Azlaf & Dakkak, étudient la prévalence chez 2948 moutons, 2337 chévres, 618
bovins, 482 chameaux et 455 équidés dans 4 régions du Maroc a élevage pastoral: le Rif (cote
de la Méditerranée et les montagnes hautes du Rif), le Loukkos (plaine du nord et
I’Atlantique), le centre (Rabat et les régions de Casablanca), les montagnes du centre de
I’Atlas et le sud (région arides et semi désertiques). Le résultat montre des taux moyens
d'environ 56% chez les bovins, 40% chez les ovins, 20 % chez les chameaux, 17,80% chez les
équidés et 7 % chez les caprins. Ces taux étaient beaucoup plus élevés dans le Loukkos (85 %
des bovins et 59 % des ovins) et dans le Moyen Atlas (68 % du bétail et 45 % des moutons)
que dans les autres régions. En Tunisie, pays hautement endémique dans la région
méditerranéenne, le taux d’infestation enregistré de 1993 a 1996, dans huit localités du pays,
était de 65,6% (Lahmar, 1999). L’endémie hydatique a été aussi mise en évidence en Libye

ou Tashani en 2002 a trouvé un taux encore élevé de 20% sur un total de 1087 moutons.

Des taux d’infestation souvent €levés ont été trouvés chez les bovins dans les pays
d’Afrique du Nord : 12,66% en Algérie (Benchikh Elfegoun, 2004), 22,98% (8,3% : <2ans,
83,4% : >5ans) au Maroc (Azlaf & Dakkak, 2006), 5,4% en Libye (Gusbi et al., 1990) et
6 ,4% en Egypte (Haridy et al., 2006). Le dromadaire constitue également un véritable
réservoir de kyste hydatique. En effet, cette espéce est souvent trés infestée, des taux élevés
ont été rapportés en Algérie : 42,1% (Larbaoui et al., 1980) et 24, 8% (Benchikh Elfegoun,
2004), et 12,03% (Azlaf & Dakkak, 2006), en Libye : 48% avec une prédominance de
I’atteinte pulmonaire et 90 % de kystes fertiles (Ibrahem et al., 1998), en Mauritanie : 54 a
60% (Beurdeley et al., 1997).

L’¢échinococcose kystique est aussi répandue dans la plupart des pays sub-sahariens sur le
long de la zone vaste du Sahel a I’Afrique du Sud. De récents rapports ont indiqué une
prévalence variable chez le bétail dans divers pays. Les régions a haute endémicité sont
retrouvées en Afrique de I’Est incluant le Soudan, I’Ethiopie, le Kenya et I’Ouganda. (Eckert,
2002). En Ethiopie, des taux d’infestation variant de 2 a 26% ont été rapportés chez le cheptel

ovin dans deux localités (Eckert, 2002).

L’appréciation de la prévalence au Kenya a montré des taux assez élevés de 30%, 15% et

61,4% chez les bovins, caprins et camelins respectivement (Njoroge, 2002)
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La maladie est endémique dans les pays du Moyen Orient. Les pourcentages d’infestation
relevés chez les bovins en Iran et en Irak étaient respectivement 22,9% et 10,9% (Saeed et al.,
2000). Chez les dromadaires, on a rapporté des taux de prévalence souvent tres élevés : 26,7%
en Jordanie (Seimenis, 2003), 11 4 61% en Iran (Dar & Alkarmi. 1997), 35,2% et 59,3% avec

une prédominance de I’atteinte pulmonaire en Iran (Ahmadi, 2005).

En Europe, les foyers de forte endémicité sont situés principalement dans les pays du sud
et du centre du continent tels I’Espagne, Italie, Portugal, Sud de la France, Gréce, Turquie, la

Roumanie et la Yougoslavie (Fertin et al., 2006).

En Turquie, lors d’une enquéte, le taux d’infestation a atteint 51,1% chez les ovins dans
différentes régions du pays. (Eckert, 2002). L’échinococcose Kkystique est hautement
endémique dans diverses régions d’Espagne. Une enquéte basée sur les ultrasons pour la
détection des kystes hydatiques chez les ovins a été réalisée en Sardaigne en 2012 sur trois
fermes identifiees en A, B, C sur un total de 129 moutons ; les résultats ont montre 51, 30 et
48 animaux atteints respectivement dans les fermes A, B et C (Dore, 2014).

Le caractére fortement endémique de 1’échinococcose a E. granulosus a été mis en
évidence chez les moutons dans d’autres pays tels la République de Russie, Bashkorstostan :
38%, en Ouzbekistan : 47,2%, dans le district sud de Moldavie : 72, 6% (Bondari & Bondari,
1998).

En Asie, et dans la République Populaire de Chine, des taux d’infestation tres élevés ont
été rapportés chez les ovins dans diverses régions du pays : de 0 a 99% dans la province de
Xingjiang, 10 a 100% a Qinghai, 56% au Tibet. Pour les autres ruminants, les prévalences
trouvées dans plusieurs provinces chinoises de 1984 a 1995, étaient de 0 a 88% et 4 a 42%
chez les bovins et caprins respectivement dans la province de Xingjiang, 51% et 14 a 32%
pour les bovins et caprins dans la province de Gansu, et 72% chez les bovins a Qinghai, 81%
et 3% pour les bovins et caprins respectivement a Ningxia, et 66% des bovins au Tibet
(WHO, 2001 ; Xiao, 2006).

En Australie, dans I’lle de Tasmanie, la prévalence de I’échinococcose était trés €levée
avant |’établissement du programme de contrdle de la maladie, avec 12% de chiens parasités
par E. granulosus, 52% des ovins et plus et 17% des bovins infestés par les kystes hydatiques
(WHO, 2001).
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1-2- Prévalence chez ’homme

L’E.K a un caractere anthropozoonotique. L’incidence chez I’homme est trés élevée dans
les pays de I’ Afrique du Nord. En Algérie, 2,06 cas pour 100.000 habitants ont été notifiés en
2002 (INSP, 2002), mais ce chiffre est en deca de la réalité car il ne tient compte que des cas
chirurgicaux enregistrés dans les services de chirurgie. Au Maroc, de 1980 & 1992, 13.973 cas
ont été enregistrés, avec une incidence annuelle de 4,8 cas hospitalisés par 100.000 habitants
(Laamrani EI Idrissi et al, 1997). De méme, en Tunisie, I’incidence sociale de
I’échinococcose kystique est tres importante. Elle est a 1’origine de 10% des opérations
chirurgicales dont le cott est estimé a 800 dollars par malade. En Libye, I’utilisation de
I’échographie (ultrasons) lors d’une enquéte portant sur 4103 patients a permis de déceler 57

cas (1,4%) d’E.K (Shambesh, 1992).

L’échinococcose kystique revét aussi une incidence humaine importante au Moyen Orient
et dans les pays du Golf. A titre d’exemple, en Iran, une étude effectuée de 2000 a 2009, a
montré que sur 294 patients atteints d’échinococcose kystique, 108 (36,9%) venaient de la

région urbaine et 185 (63,1%) de la region rurale (Hajipirloo et al., 2013)

En Europe, ’E.K a une distribution géographique variée. Une endémicité élevée a été
enregistrée dans les pays des Balkans, incluant la Yougoslavie, la Roumanie, la Bulgarie et la
Grece. En Bulgarie, entre 1983 et 1995, le nombre de cas d’échinococcose humaine est passé
de 176 a 291 correspondant a une incidence annuelle de 2 a 3,3 pour 100.000 habitants
(Shaikenov et al., 2002).

L’échinococcose kystique revét chez ’homme un véritable probléeme de santé publique
dans la Fédération de Russie et dans les Etats indépendants limitrophes (Larrieu et al., 2002 ;
Powlowski, 2001).

En Reépublique Populaire de Chine, le cycle synanthropique impliquant le chien
domestique et principalement le mouton est le mode de transmission le plus commun et la
principale source d’infestation pour I’homme. Une étude a montré un total de 8939 cas
d'échinococcose humaine signalé de 2006 a 2011, le taux de prévalence était de
818.7/100000, et 88,9% des patients étaient des bergers. Cas répartis dans la province du
Sichuan (Xi et al., 2013).

En Amérique du Sud, I’E.K. est présente dans la plupart des pays, mais les prévalences les

plus importantes sont enregistrées dans les régions d’Argentine, Pérou, Chili, Brésil et
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Uruguay ou le parasite est a I’origine de problémes de santé publiques trés importants. Ainsi,
des taux d’incidence annuelle élevés ont été enregistrés en Argentine : & Rio Negro une
enquéte effectuée sur 560 a montré un taux de 189 (34%) enfants atteints et 371 (66%)
adultes. Tous les participants a I'étude ont été examinés pour I’E.K en utilisant I'échographie
abdominale, et des radiographies thoraciques (Bingham, 2014)

1-3- Prévalence de ’Echinococcus granulosus chez le chien (hote définitif)

Le chien est le principal responsable de la transmission de 1’échinococcose kystique a E.
granulosus chez le bétail et chez I’lhomme (Zhang, 2006). Par conséquent, 1’évaluation de la
prévalence chez I’hote définitif est trés importante car elle permet d’évaluer les risques de
contamination des animaux réceptifs (hotes intermédiaires) et des humains en raison du
caractére zoonotique de I’E.K. Les taux d’infestation élevés des chiens avec E. granulosus
rapportés dans divers pays endémiques témoignent du rdle important de cette espece dans
I’entretien des cycles épidémiologiques. Ainsi, dans les pays de I’ Afrique du Nord, des taux
trés élevés ont été enregistrés. En Algérie, en 2008, deux régions de I’Est ont servi a une
recherche de la prévalence de I’échinococcose chez des chiens en utilisant ’ELISA, ainsi 372
sérums dont 87 provenant de Sétif et 285 de Constantine ont été analyseés, les résultats ont
montré que parmi 107 sérums de chiens de la région urbaine de Constantine 40 sérums
répondaient positivement a I’ELISA, et 105 positifs parmi 178 provenant de la région rurale.
18 serums étaient positifs parmi les 87 sérums de Setif (Benchikh EIFegoun et al., 2008).

Une seconde étude, utilisant 1’autopsie des chiens, effectuée dans les régions urbaine et
rurale de Constantine, a montré des taux de 15,55% et 26,66% dans les deux régions
respectivement (Kohil, 2008). 33% chez les chiens errants au Maroc (dans la province de
Khemisset) (Ouhelli et al., 1997), 21% (Lahmar et al., 2001) en Tunisie, et enfin 35,9% en
Libye (Awan et al., 1990).

En Afrique de I’Est, on a également relevé des taux d’infestation élevés avec E.

granulosus: 39,4% dans la région du Turkana, au Kenya (Macpherson, 1995).

La prévalence de I’infestation a été aussi déterminée chez les chiens en Jordanie ou 29,5%
des sujets étaient parasités avec E. granulosus (Al-Qaoud et al., 2003), en Irak : 24,3% (Saeed
et al., 2000) et en Iran: 48% et 33,3% de chiens urbains et de chiens nomades infestés

respectivement (Maleky et al., 2000).

20


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Zhang+W%22%5BAuthor%5D

En Italie (en Sicile), Garippa (2006) a enregistré un taux d’infestation de 5,6% des chiens

de bergers.

La prévalence a été aussi déterminée chez les chiens en Amérique latine. Ainsi, en
Uruguay, des taux de 24% et 4% ont été trouvés sur des chiens de ferme et de ville
respectivement dans la province de Tacuarembo (Oku et al., 2004).

L’évaluation de la prévalence d’E. granulosus a été faite en Chine, dans la province

autonome de Xinjiang Uygur ou 30% de la population canine étaient infestés (Liu, 1993).

Plus récemment, 1’utilisation du test ELISA-coproantigéne a permis d’enregistrer un taux

encore plus important (36%) dans la région de Naren bukee en Chine (Wang et al., 2001).
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Figure 7. Distribution de I'échinococcose kystique dans le monde (WHO, 2010)
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CHAPITRE 11l : ’ECHINOCOCCOSE KYSTIQUE MALADIE

1-Etude clinique et lésionnelle
1-1-L’échinococcose kystique chez les animaux

Il faut considérer, en matiére d'échinococcose kystique : I’E.K primitive et I’'E.K secondaire.

1-1-1-PEchinococcose kystique primitive
Symptomes

Elle évolue consécutivement a I'absorption des oncosphéres. Elle ne se manifeste que tout a
fait exceptionnellement du vivant des animaux parasités. De plus, méme lorsqu'elle s'exprime
par quelques troubles objectifs, ceux-ci sont habituellement dépourvus de toute spécificité. Il

existe plusieurs formes.

Forme hépatique, caractérisée par :
- lirrégularité de l'appétit ; des troubles de la rumination chez les bovins et les ovins ; de la
diarrhée rebelle.
- Dans quelque cas, I'hypertrophie hépatique est décelable a la percussion et a la palpation.
Cette derniére peut méme permettre la perception des kystes hépatiques.
Forme pulmonaire Dans cette forme, on rencontre
- La toux, la dyspnee, sans expectoration et sans signes physiques.
- Une légeére sub-matite et lI'absence locale de murmure vésiculaire.
Forme cardiaque Les symptomes de cette forme sont :
- la dyspnée.
- a l'auscultation on note une diminution de l'intensit¢ des bruits du cceur (localisation
myocardique) et des souffles (localisation endocardique).
Forme osseuse qui se manifeste par :
- des fractures spontanées, des déformations osseuses et des boiteries (Euzeby, 1971).
Lésions
Les lésions de base sont les kystes hydatiques.
Lésions macroscopiques
- La topographie des organes parasités est modifiée ou déformée en fonction du nombre et de
la dimension des kystes; ils sont souvent hypertrophiés.
- Dans les infestations massives, une grande partie du tissu est remplacée par les kystes; a la

surface de l'organe apparaissent plusieurs bosselures, a contour blanchatre.
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- Chez les animaux fortement infestés, le foie hypertrophié (hépatomeégalie) ressemble a
certains endroits, a une grappe de raisins. La surface des poumons apparait irréguliére, en

dépression ou surélévation.

Photo 2. Kyste hydatique ouvert avec vésicules filles remplies d’un liquide clair contenant les
protoscolex (Zejjari et al., 2014)

-Le liquide, sous pression dans le kyste jaillit a la ponction. A l'ouverture du kyste, on observe
la morphologie classique du kyste hydatique. L'examen du liquide hydatique révele la
présence d'une masse de grains sableux, constitué par des capsules proligéres et des
protoscolex, signe d'une larve fertile.

- Le KH &gé peut subir des altérations dégénératives: suppuration, caseification, calcification.
La lésion est alors dure et crisse sous le couteau. Sa nature hydatique n'est pas facile a

déterminer.

Lésions microscopiques
- A lI'examen microscopique, on observe les différents éléments de kyste hydatique: adventice,

paroi, protoscolex, capsule proligeére, et les modifications du tissu environnant.

- Le foie présente divers degrés de cirrhose, de dégénérescence, de désorganisation des
cordons hépatiques et d'atrophie par compression. Entre les kystes, les cordons du tissu
hépatique apparaissent comme les ilots.

- Au niveau des poumons, les lésions les plus importantes sont le collapsus et I'emphyséme,
caractérisé par la stratification des couches alvéolaires, la dilatation et la rupture des parois
alvéolaires, créant ainsi la formation de larges zones alvéolaires qui communiquent entre
elles.
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- Les lésions péri kystiques de chaque organe montrent une forte infiltration par les
mononucléaires avec prédominance de lymphocytes, de plasmocytes et de cellules géantes.
On trouve également des cellules épithéloides et des fibroblastes.

1-1-2-I’échinococcose kystique secondaire

Elle est consécutive a la formation de vésicules filles a partir d'une hydatide primaire; elle est

possible en I'absence d'une immunité acquise.

Symptomes

Sont généralement tres effacés, comme ceux de I’E.K primitive. Seule l'autopsie permet de
définir l'origine.

L'échinococcose kystique secondaire des voies biliaires, qui est souvent ictérigéne et
I'nydatidose secondaire des poumons, qui peut se traduire par de la broncho-pneumonie.
Lésions

Sont beaucoup plus démonstratives

e L’échinococcose kystique secondaire des séreuses

Affecte surtout le péritoine. Elle s'y traduit par la formation de vésicules-filles adhérentes a la
face externe des visceres abdominaux, ou fixées sur le mesentére, le péritoine pariétal,
I'épiploon, les ligaments du foie, etc.... Rarement libre dans la séreuse.

Les hydatides secondaires sont parfois si nombreuses qu’elles recouvrent intégralement tous
les viscéres abdominaux.

L'E.K secondaire des autres cavités séreuses est beaucoup plus rarement signalée.

e L’échinococcose kystique secondaire des parenchymes

Affecte principalement le foie, et rarement les poumons. Elle se traduit par la formation de
nombreuses vésicules dans le tissu considéré. Ce processus ressemble a I’E.K poly kystique

primitive.
e L’échinococcose kystique secondaire des canaux muqueux

Se caractérise par I'abondance des kystes secondaires, isolés ou contigus selon les cas, qui
peuvent n'intéresser que les canaux ou méme le tissu dans lequel ils se trouvent (Euzeby,
1971).
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1-2-I’échinococcose kystique chez I'homme
La période d’incubation est variable, allant de 12 mois a plusieurs années, selon la localisation

et la charge parasitaire.

Symptbdmes et complications

Ils dépendent de la localisation de cette tumeur parasitaire liquidienne.

L’échinococcose kystique hépatique

La plus fréquente des localisations avec une latence clinique trés longue, la découverte est
souvent faite suite a un examen échographique systématique ou d’une complication. Il
comprime les tissus environnants sans les détruire en siégeant plus souvent au lobe droit

(60 %) qu’au lobe gauche.

Les signes cliniques apparaissent progressivement avec la tumeur :

- sensation de tiraillement ou de pesanteur de 1’hypocondre droit, dyspepsie, plénitude
postprandiale.

- la palpation abdominale montre classiquement une hépatomégalie, une tumeéfaction
indolore, lisse, déformant la paroi (Koltz et al., 2000).

Dans les formes biliaires, des troubles dyspeptiques sont observes : nausees, vomissements,
géne ou parfois véritables douleurs abdominales. L’état général est habituellement bien
conserveé.

Les complications sont dominées par les fistules biliaires et la surinfection du contenu

kystique.

L’échinococcose kystique pulmonaire

Cliniqguement on distingue deux phases
- Primitive

Le kyste est découvert lors d’examen systématique ou lors d’une maladie intercurrente et se

traduit par une toux, dyspnée ou hémoptysie (Koltz et al., 2000).
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- Secondaire
A la rupture dont I’expression clinique est la «vomique hydatique»: le patient rejette par la
bouche et les narines une importante quantité de liquide au godt salé, avec des débris

parasitaires comparés a des «peaux de raisins sucées».

L’échinococcose kystique rénale
Elle est plus rare et exceptionnelle, généralement unilatérale se manifeste cliniquement par

des douleurs de la fosse lombaire (Koltz et al., 2000).

Autres localisations
Kyste hydatique cérébral
Le kyste hydatique cérébral est tres rare et représente environ 1-5% des cas.
Chez I’enfant il est responsable d’un syndrome d’hypertension intracranienne.
Chez I’adulte, les premiers signes a apparaitre sont la crise épileptique, 1’hémiparésie,

I’hémianopsie, les trouble du langage (Koltz et al., 2000).

Kyste hydatique cardiaque
La localisation cardiaque de 1I’échinococcose kystique est rare et represente 0.5 a 2% des cas.
L’échinococcose kystique cardiaque est habituellement latente mais peut se manifester par
des douleurs angineuses, une dyspnée, des palpitations ou des lipothymies, Ischémie

myocardique, hémoptysie.

La fissuration et la rupture sont les complications les plus importantes et les plus graves de
cette localisation : embolie pulmonaire pour le kyste du cceur droit, déficit neurologique pour
le cceur gauche (Koltz et al., 2000).

Kyste Hydatique osseux
Dans le tissu osseux, I’E.K a E.granulosus ne prend pas 1’aspect d’un véritable kyste. Il
réalise une infiltration sans aucune limitation par bourgeonnement multi vésiculaire ;

’ostéopathie hydatique affaiblit progressivement la colonne vertébrale.

Des complications neurologiques majeures a type de troubles sphinctériens, paresthésies, para

parésie ou paraplégie par compression médullaire (Koltz et al., 2000).
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Kyste hydatique du pancréas

Caractérisé par les signes cliniques suivants : mauvais état genéral, température de 37°8 C
(subfébrile), absence d’ictere (anictérique), douleur abdominale et amaigrissement. A la
palpation de I’abdomen, on découvre une masse épigastrique de consistance ferme, sensible,
fixe par rapport au plan profond.

Localisations rares des kystes hydatiques

Les kystes dus a E. granulosus peuvent se développer dans tous les tissus et organes (Feki
et al., 2008).

Quelques localisations rares et / ou exceptionnelles ont été rapportées, 1’échinococcose
kystique du cordon spermatique (Haouas et al., 2006), des cotes (Karaoglanoglu et al., 2001),
de la cuisse (Vicidomini et al., 2007), du genoux (Ben Haha-Bellil et Chelly, 2005), du
péricarde (Karadede et al., 2008), du cceur avec 1’échinococcose kystique céerébrale multiple
(secondaire a la chirurgie), du kyste hydatique para rectal (Bounaim et al., 2006), de 1’oreille
moyenne et du lobe temporal (Llanes et al., 2008). Les kystes hydatiques de la thyroide ont
¢été rapportés chez I’enfant (Versaci et al., 2005).

La découverte des kystes hydatiques peut étre fortuite ou due a la pression qu’exerce le

kyste sur les tissus ou organes qui I’entourent. Le kyste peut se calcifier dans certains cas.

Les infections secondaires peuvent se produire lors de rupture d’un kyste hydatique
primaire. Dans ce cas, les kystes sont surtout a localisation abdominale et peuvent s’y
développer. Chez 40 a 80 % des patients atteints de kyste hydatique primaire, un seul organe
est atteint avec un seul kyste (Eckert et Deplazes, 2004). Dans les zones d’endémie (Sud de
I’Amérique, Afrique, Europe et Australie), 1’odd ratio foie / poumons est égale a 2,5 : 1 avec

des variations selon les régions.

Les kystes hydatiques dans le cas d’E. granulosus ont une prolifération endogéne. La
localisation est viscérale et atteint en premier lieu le foie et les poumons. Le kyste est
uniloculaire, non infiltrant et non métastatique. Au Maroc, la localisation rénale est de 2 a 4 %

des localisations viscérales (Ameur et al., 2002).
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CHAPITRE IV : DIAGNOSTIC DE PECHINOCOCCOSE a E. granulosus
1-Diagnostic chez le chien

1-1-Diagnostic post-mortem

L’autopsie des chiens est la méthode la plus fiable pour la détection des infestations
intestinales avec E. granulosus bien que ce procédé est sujet au risque de contamination des
manipulateurs avec les échantillons préparés. 1l demeure néanmoins le diagnostic de certitude
en raison de sa sensibilité (proche de 100%) et sa spécificité (99%) élevees (Eckert et al.,
2001). Le protocole de cette méthode sera développé dans le chapitre Il de la partie

expérimentale.

1-2-Diagnostic ante-mortem
De nombreuses methodes ont été utilisées dans le cadre du diagnostic ante-mortem de

I’échinococcose canine.

Recherche et identification des proglottis ou vers entiers
En effet, les segments gravides d’E. granulosus mesurant en moyenne 2,5 mm de long sont

caractéristiques mais rarement présents dans les échantillons fécaux

Détection des ceufs (embryophores)

La recherche des ceufs s’effectue sur la peau des chiens en utilisant la technique « scotch
tape » (Deplazes et Eckert, 1988) ou dans les échantillons de feces par les techniques de
flottaison. La recherche des ceufs de Taeniidae n’a aucune valeur de diagnostic dans la
détermination de 1’échinococcose du chien : les ceufs sont rarement présents dans les feéces de
chiens parasités (absence d’orifice de ponte chez les Cyclophyllidea) mais lorsqu’ils sont
présents, les ceufs d’E. granulosus et ceux des especes du genre Taenia apparaissent

morphologiquement identiques (Craig et al., 1988).

Meéthode de purgation au bromhydrate d’arécoline (taenifuge)

La méthode de purgation au bromhydrate d’arécoline (taenifuge) a été largement utilisée
dans le cadre du diagnostic ante-mortem du téniasis a Echinococcus granulosus du chien mais
aussi dans le dépistage de masse dans les régions endémiques (WHO, 1981 ; Gemmel, 1958 ;
Economides et al., 1998). Ce test présente néanmoins des inconvénients, il est long,
encombrant et hasardeux, nécessite le maintien des chiens a I’attache jusqu’a leur purge,

suivi par un faible pouvoir d’analyse microscopique de la purge compléte diluée pour la
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recherche des vers adultes Echinococcus granulosus (Craig et al., 2003). Bien que sa
specificité est trés élevée (100%), il a une sensibilité extrémement variable (un résultat négatif
aprés deux ou plusieurs traitements ne garantit pas que ’animal n’est pas infesté par E.
granulosus). Selon les études réalisées sur la sensibilité et ’efficacité de ce test, a titre
d’exemple en Uruguay, 25% des chiens échouent a la purge aprés une dose (Craig et al.,
1995). Wachira et coll., (1990) trouvent un taux d’échec de la purgation de 10 a 20% au
Kenya. En Tunisie, seulement 43% des chiens ont été purgés avec succes apres une dose
d’arécoline et 76,9% aprés deux doses. Cependant, la sensibilité était seulement 64% aprés
deux doses d’arécoline (Lahmar et al., 2006). Outre sa faible sensibilité, notamment chez les
chiens faiblement infestés (Wachira et al., 1990 ; Craig et al., 1995 ; Schantz, 1997), le
médicament peut induire des effets secondaires tels vomissements aprés purgation chez de
nombreux chiens (Wachira et al., 1990 ; Eckert et al., 2001). De plus, la manipulation et

I’examen des féces exposent le personnel de contrdle au risque de contamination.

De nouvelles approches dans le diagnostic ante mortem de 1’échinococcose du chien ont été
proposées, le diagnostic immunologique par I’utilisation des tests ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent assay). Le choix de ces méthodes est justifié par leur réalisation facile, rapide
et sans risque et par leur capacité d’analyser de nombreux échantillons dans les dépistages

épidemiologiques de masse.

Test séro-immunologique ELISA

La technique sérologique ELISA a pour but de détecter les anticorps spécifiques des
parasites. Elle a été évaluée dans les régions endémiques de nombreux pays dans le cadre du
dépistage du téniasis des chiens a Echinococcus granulosus. Deux types d’antigénes ont été
utilisés : antigénes sécrétoires/excrétoires de scolex (Ag E/S) et des antigénes d’extrait
somatique de protoscolex d’E. granulosus provenant de kystes hydatiques de ruminants
domestiques. Bien que la spécificité soit généralement élevée, plus de 90%, la sensibilité, en
revanche, varie de 40% a 70% (Gasser et al., 1988 ; Gasser et al., 1994 ; Craig et al., 1995).

Pour améliorer la sensibilité, un nouveau test ELISA a été développé récemment pour le
diagnostic immunologique de [’échinococcose du chien basé sur la détection des
coproantigenes spécifiques du genre (Deplazes et al., 1992 ; Baronnet et al., 1994 ; Craig et
al., 1995).
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Test Coproantigenes ELISA

Ce test utilise des anticorps polyclonaux anti-Echinococcus granulosus pour détecter les
antigenes du cestode adulte, dans les surnageants fécaux. Les échantillons fécaux sont
analysés par le test Coproantigéne, basé sur le sérum hyper immun de lapin dirigé contre
I’antigéne somatique du stade adulte d’Echinococcus granulosus (Allan et al., 1992) et des
produits d’excrétion/sécrétion des proglottis (Deplazes et al., 1992). Cette méthode a
amélioré considérablement la sensibilité et la spécificité du diagnostic, et permit la détection
du parasite durant la période pré patente (Ahmad et Nizami, 1998). Les spécificités du test
coproantigene rapportées initialement étaient élevées : 96% (Allan et al., 1992) et 98%
(Deplazes et al., 1992) avec une bonne sensibilité : 77-88% basée sur une confirmation par la
purge a I’arécoline (Craig et al., 1995 ; Christofi et al., 2002 et Lopera et al., 2003). Des
études plus récentes sur le test coproantigene ELISA ont rapporté une sensibilité de 83%
confirmée par 1’autopsie et 76% par la purgation, et une spécificité variant de 88% a 96%
(Allan et Craig, 2006). En Tunisie, Lahmar et collaborateurs (2006) ont trouvé une sensibilité
de 82,8% et une specificité de 80% en utilisant les anticorps polyclonaux (Allan et al., 1992 ;
Jenkins et al., 2000) sur des chiens infestés experimentalement, pendant la période pré
patente. Cependant, la sensibilité du test coproantigene ELISA est en étroite corrélation avec
la charge parasitaire des chiens par E. granulosus. Les fausses réactions positives sont
généralement liées a des charges parasitaires inférieures a 200 vers chez un chien (Allan et al.,
1992 ; Deplazes et al., 1992) voire inférieures a 100 vers/chien (Lahmar et al., 2006).

PCR probes EgG derived DNA
La détection de I'infection pourrait étre obtenue par une hybridation de I’ADN dérivé
spécifique des produits de vers amplifiés par PCR (Réaction en Chaine Polymérase) dans les

feces.

Ce test est bas¢ sur I’ADN dérivant des ceufs et il a été démontré qu’une sensibilité
équivalente a un seul ceuf détecté pourrait étre théoriquement possible (Chapman et al., 1995)
par augmentation de ’efficacité et la purification de la préparation des ceufs des échantillons
fécaux par tamisage et flottation au Chlorure de Zinc, la spécificité de la PCR peut atteindre
100% et la sensibilité 94% (Craig et al., 1997).

Des résultats faussement négatifs ont été rapportés seulement avec des chiens hébergeant

des vers immatures (Mathis et al., 1996).
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En pratique, le dépistage de 1’échinococcose des carnivores se fait avec le test

coproantigene et il est confirmé avec le test PCR EgG DNA dans chaque région étudiée.

2-Diagnostic chez ’homme

Le kyste hydatique est souvent découvert suite a un examen radiologique fortuit, car le kyste
est asymptomatique.

-Souvent, il est découvert a l'occasion de la fissuration du kyste. Elle a pour

principal symptéme I'némoptysie accompagnée de fievre, de dyspnée, de toux et de rash.

- La rupture du kyste dans une bronche est a I'origine d'une vomique. Celle-ci constitue la
manifestation la plus caractéristique. Elle débute par une douleur thoracique suivie du rejet
d'un liquide clair, salé, mélangé a des débris de membranes ressemblant a des peaux de
raisins. Le Kyste peut se rompre également dans la plévre, le péricarde.

- La surinfection se traduit par un liquide purulent ou pyohémorragique et aboutit a des
tableaux séveres d'abces et de suppuration broncho-pulmonaire chronique, de bronchectasies,

de pyosclérose.

Mais certaines fois, le diagnostic est orienté par I’interrogatoire et I’enquéte épidémiologique,
Diagnostic indirect de présomption (avant I’intervention chirurgicale)

Non spécifique

L’¢osinophilie est variable
- au stade de kyste avéré, elle est normale ou Iégerement augmentée (7 a 15%)
- elle est plus élevée a la phase initiale de croissance ou le contact entre le parasite et
I’hote est le plus intime, et en cas de fissuration ou de rupture.

Les parameétres hépatiques sont normaux sauf en cas de compression biliaire.

Une hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles est observée en cas d’infection du kyste.

Les IgE totales sont augmentées dans 50 a 80 % des échinococcoses kystiques humaines.

Spécifique
La sérologie, associée aux signes cliniques et aux techniques d’imagerie, a beaucoup de valeur pour
le diagnostic de I’échinococcose kystique avant I’intervention chirurgicale.
Les methodes utilisées sont nombreuses
- certaines sont sensibles, utilisées comme test de dépistage : immunofluorescence

indirecte, hémagglutination indirecte, ELISA.
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- d’autres sont plus spécifiques tels 1’électrosynérése, I’immunoélectrophorese
avec identification d’un arc spécifique (I’arc 5) et maintenant western blot, ces dernicres étant

utilisées comme techniques de confirmation.

Ces tests (en général au moins deux de dépistage) permettent le diagnostic de la majorité
des cas d’échinococcose kystique hépatique (90%) (sauf les kystes morts ou avec une paroi

tres épaisse et calcifiée).

IIs sont au moins constamment positifs dans les autres localisations, en particulier

pulmonaires (65%) et osseux (30%).

La surveillance sérologique post-opératoire montre, aprés une ascension du titre des
anticorps dans les 4 a 6 semaines apres l’intervention chirurgicale, leur disparition en
plusieurs mois (jusqu’a 5 ans) si la cure a été compléte. Leur augmentation secondaire doit

faire suspecter une récidive du kyste.

Diagnostic direct ou de certitude

Analyse de vomique ou de ponction d’un kyste hydatique
L’examen microscopique direct sur le liquide contenu dans le kyste permet d’affirmer le
diagnostic, en mettant en évidence des débris de membrane lamellaire, des crochets ou des
protoscolex entiers. Cet examen direct permet de déterminer la vitalite éventuelle des

protoscolex.

Analyse d’une piéce d’exérese
L’examen macroscopique du kyste permet d’apprécier sa taille, 1’épaisseur de la paroi
kystique et 1’état des membranes parasitaires : blanchatres ou d’aspect pseudo-gélatineux.
L’examen microscopique anatomo-pathologique peut éventuellement étre fait apres fixation.

Il ne permet pas d’apprécier la vitalité des protoscolex.

3-Diagnostic chez les hotes intermédiaires

Bien que les symptomes de 1’échinococcose kystique chez les ruminants soient frustres et
peu spécifiques les lésions kystiques sont découvertes a I’abattoir au cours de I’inspection des
carcasses (palpation et /ou incision), ces kystes sont retrouvés essentiellement au niveau du

foie et des poumons (Eckert et Deplazes, 2004).
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I1 existe deux types d’échinococcose, la primitive et la Secondaire

L’échinococcose primitive est caractérisée par I’apparition de kystes uniloculaires, ils
contiennent un liquide sous pression détectable a la palpation et qui jaillit en eau de roche, ce

liquide est entouré par une membrane proligére.

L’échinococcose secondaire caractérisée par des kystes multivésiculaires du fait d’une

vésiculisation interne.

L’échographie est une méthode qui ne permet pas de détecter tous les kystes pour des
raisons de configuration anatomique (Lahmar et al., 2007).

L’ELISA, la détection des anticorps sériques est surtout utilisée dans les programmes de
surveillance, elle pourrait aussi révéler I’infection chez les agneaux souvent difficile a mettre

en évidence au post mortem.

La PCR en utilisant les protoscolex pour la détection des souches d’E.g (Eckert et al.,
2001).

4-Traitement
Chirurgical (essentiellement)
Il faut enlever le kyste le plus complétement possible et éviter tout essaimage parasitaire au

cours de I’intervention. L’idéal est d’enlever le kyste sans 1’ouvrir.

Si le volume du kyste ou I'importance de ses rapports anatomiques I’interdit, il faut le
stériliser au préalable en injectant de I’alcool a 95° (ou une solution salée hypertonique, ou de
I’eau oxygénée), avant de ’ouvrir pour évacuer les ¢léments parasitaires (technique PAIR :

ponction, aspiration, injection, ré-aspiration).

Une échographie de contrdle et une sérologie de contrdle sont a faire tous les trois mois

pendant la premiere année suivant 1’acte chirurgical.

Meédical (parfois)

Le traitement médical seul est indiqué quand :
e [’état général ou cardiaque obligeant a différer I’intervention chirurgicale
e Les kystes sont inopérables (osseux, kystes multiples...)

o Il yarupture pré-opératoire du kyste, en prévention d’une échinococcose secondaire.
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e Il yarécidive apres ’acte chirurgicale.

Actuellement, on utilise surtout un dérivé imidazolé, 1I’Albendazole (Eskazole®), il n’y a

pas de consensus sur les doses et la durée du traitement.

L’efficacité de cette thérapeutique dépend de la taille et de la localisation des kystes, les
meilleurs résultats étant observés pour des kystes de petite taille a localisation hépatique.
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CHAPITRE V: ETUDE GENETIQUE DE L’ESPECE Echinococcus granulosus
1-Introduction a I’étude génétique

En 99, Haag apporta la preuve que les parasites du genre Echinococcus se reproduisent
essentiellement par autofécondation en indiquant la présence d’un monomorphisme a
I’intérieur des quatre souches identifiées (ovine, bovine, équine et porcine) avec toutefois une
fécondation croisée entre souches bovine et ovine mais uniquement dans le sud du Brésil

(dans cing génotypes).

De 60 jusqu’au début du siccle, 4 espéces ont été découvertes : Echinococcus granulosus,
Echinococcus multilocularis, Echinococccus vogeli, Echinococcus oligarthrus, le probleme
était que le genre Echinococcus se reproduit par autofécondation donc pour démontrer le
concept d’espece cela relevait de ’impossible. Pourtant, grace aux techniques de biologie
moléculaire, le concept de monophylie a été quelque peu écarté par la découverte
d’importantes variabilités intraspécifique chez Echinococcus granulosus (McManus, 1990).
Le groupe d’E.granulosus sensu lato ne rassemble pas tous les descendants d’une espéce
seule (paraphyletique), la présence d’une grande variabilité¢ hétérogene a fait que ce groupe
contenait plusieurs especes. Ces espéces contiennent des souches qui peuvent étre tres
différentes les unes des autres au point ou des espéces ont eté établies (Bardonnet et al.,
2002).

L’étude par la biologie moléculaire d’E. granulosus a montré 1’existence de onze souches

venant réactualiser la classification d’E.granulosus sensu lato.

Le but recherché par la découverte des souches (par la technique de PCR), est d’établir
continuellement la taxonomie, spécifier les animaux hotes, la source de leur contamination et
surtout le risque de transmission & I’homme et donc s’intéresser a 1’épidémiologie dans un

foyer donné.

Pour lutter efficacement contre 1’échinococcose kystique, il s’agit d’avoir une carte
d’identité des différentes souches d’Echinococcus granulosus sensu lato car ces souches se
différencient les unes des autres par les caracteres biochimiques, morphologiques,
physiologiques, de pathogénicité et d’infectiosité pour I’étre humain et pour les animaux.
Connaissant tous ces facteurs, il serait plus aisé d’établir un programme de contrdle et de
prévention spécifique selon les souches en relation avec la période prépatente qui peut différer
d’une souche a 'autre, c’est le cas de G6 souche cameline dont la période prépatente est

moins longue que celle de G1 souche ovine.
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Tableaul. Différentes souches d’Echinococcus granulosus sensu lato (Bowles et al., 1992 ;
1993a ; Mwambete et al., 2004 ; Romig et al., 2006 ; Varcasia et al ., 2007 ; Rosenzvit,
1999 ; Scott etal., 1997 ; Thompson and McManus (2002))

Appellation Génome Nouvelle Hotes Hotes
ancienne mitochondriale | classification | intermédiaires et définitifs
accidentels
Souche ovine G1 Echinococcus | Ovins, bovins, Chien, renard,
commune granulosus caprins, suidés, | dingo, chacal,
sensu stricto hommes, hyéne
macropodes,
camelins
Souche ovine de G2 Caprins, ovins, | Chien, renard
Tasmanie hommes
Souche du buffle G3 Caprins, bovins, | Chien, renard
ovins, hommes
Souche équine G4 Echinococcus | Equins Chien
equinus
Souche bovine G5 Echinococcus | Bovins, hommes | Chien
ortleppi
Souche cameline G6 Echinococcus | Camelins, Chien
canadensis caprins, bovins,
ovins, hommes
Souche porcine G7/G9 Camelins, Chien
hommes
Souche du cervidé G8/G10 Cervidés, Loup, chien
hommes
Souche du lion - Echinococcus | Equins, bovins, | Lion

felidis

antilopes,girafes,

hippopotames
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2-Etude des souches d’Echinococcus granulosus (tableau 1)

L’Echinococcus granulosus présente une grande variation de phénotype, ce qui a conduit les
chercheurs a établir une nouvelle taxonomie (Romig et al., 2006 ; Thompson et McManus,
2002). En 1997, Euzeby a proposé une taxonomie des zoonoses a tendance épidémiologique
qui tient compte des modalités de transmission et vient compléter la classification de I’OMS
(Organisation Mondiale de la Santé) qui est a tendance biologique.

Bussieras et Chermette (1995) décrivent 6 souches d’E. granulosus (G1, G4, G5, G6, G7 et

G38). Les récentes études en biologie moléculaire révelent 1’existence de 10 souches d’E.
granulosus (G1 a G10). Il s’agit d’E. granulosus au sens strict (G1 a G3), d’E. equinus (G4),
d’E. ortleppi (G5) et d’E. canadensis (G6 & G10) (lto et al., 2006 ; Jenkins et al., 2006 ;
Romig, 2006 ; Romig et al., 2006). Les souches d’E. granulosus ont une morphologie

variable ce qui rend difficile leur taxonomie (Moro et Shantz, 2006).

La souche G1 chien-mouton

La souche G1, affecte les ruminants, les porcins et ’homme. Les hotes définitifs selon une
révision de la taxonomie effectuée par Thompson et McManus (2002) sont le chien, le loup, le
renard, le chacal et le dingo. La souche ovine affecte en plus des ovins, les bovins, les caprins,
les porcins, le sanglier et I’homme (Mwambete et al., 2004), alors qu’en Italie la souche G1
affecte le buffle (Capuano et al, 2006). Cette souche prédomine dans le bassin
méditerranéen, au Pays de Galles (Romig et al., 2006) et en Amérique du Sud (Kamenetzky et
al., 2002).

Les etudes faites par Varcasia et al. (2007), révelent que les ovins sont infectés a la fois par
la souche ovine G1 et par la souche G3. Les souches G1 et G3 peuvent également coexister
chez le buffle (Garippa, 2006).

La localisation chez I’hote intermédiaire touche surtout le foie et les poumons.
La souche G2 de Tasmanie (Etat insulaire proche de I’ Australie)

En 1999 Rosenzvit, découvrit cette souche, trés proche de la souche commune G1, en

Argentine chez des étres humains, et chez les animaux d’abattoirs (Umhang et al., 2013)
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La souche G3 du buffle

Souche trés proche de G1 (Bowles et al., 1992, 1993), ce génotype a été peut affecter
I’homme (Sharma et al., 2013)
La souche G4 du cheval

Bowles en 1992, découvrit cette souche chez le cheval. Cette souche a été décrite infectant
I’homme (Torgerson et Budke, 2003). La localisation privilégiée chez I’hote intermédiaire est

le foie.

La souche G5 des bovins a été découverte en 1992 en Hollande par Bowles
Les hotes définitifs sont le chien et le renard. Cette souche infecte I’lhomme (Sharma et al.,
2013).

La localisation chez I’héte intermédiaire est surtout pulmonaire (Kamenetzky et al., 2002).

L’adulte se développe rapidement chez I’hdte définitif représenté par le chien.

La souche G6 dromadaire
Les hotes intermédiaires sont le dromadaire et le lama

Les hotes définitifs sont le chien. La souche G6 a été retrouvée chez ’homme, causant
I’E.K humaine, en Iran, en Mauritanie, en Argentine, au Népal et en Afrique de I’Est
(Rosenzvit et al., 1999 ; Bardonnet et al., 2002 ; Harandi et al., 2002). Le foie et les
poumons sont les organes les plus touchés chez les hotes intermédiaires (Maillard et al., 2007
; Bart et al., 2006 ; Kamenetzky et al., 2002).

La souche G7 chien - porc et inclus la variante G9

Elle infecte le porc, les caprins et le sanglier, Le génotype G7 est trés proche du G6. La
localisation principale chez I’hote intermédiaire est le foie (Varcasia et al., 2007). Cette
souche a infecté I’homme en Europe de I’est (Kedra et al., 1999 ; Powlowski et al., 2003), et

pour la premiére fois en Afrique du sud (Mogoye, 2013)

La souche G8 des cervidés
Les hotes définitifs sont le loup et le chien. Les hotes intermédiaires sont les cervidés
(renne, élan, cerf) et ’homme (MacManus et al., 2002). La localisation chez I’hote

intermédiaire est pulmonaire.
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La souche G9
A été décrite en Pologne en 1997 chez des étres humains (Scott et al., 1997), elle circule

entre le chien les suidés et I’homme.

La souche G10 autre variant de la souche des cervidés (Lavikainen et al., 2006)
C’est la souche européenne ou souche cervidés (Romig et al., 2006). Elle a été décrite
infectant I’homme dans le sud est de la Roumanie (Piccoli et al., 2013)

La souche lion
Echinococcus felidis a été décrit en 1937 chez les lions d’Afrique ensuite il est devenu une

souche de Echinococcus granulosus (Huttner et al., 2008)

Les hotes intermédiaires sont le zebre, le buffle, ’antilope et probablement la girafe et

I’hippopotame (Thompson et McManus, 2002).

Les caprins et les sangliers peuvent étre infectés par les souches G1 et G7 (Mwambete et
al., 2004).

3-Etude de la PCR (Polymerase Chain Reaction)

L’identification des espéces de parasites a été faite en premier lieu en utilisant leur
morphologie, ceci n’a pas donné les résultats escomptés car les caractéres morphologiques
sont influencés par les conditions de I’environnement (Hobbs et al., 1990). Cependant,
I’analyse des caractéres morphologiques a permis d’identifier deux souches distinctes
d’Echinococcus granulosus en Australie (Kumaratilake & Thompson, 1984 a, b). Chacune de
ces souches circulant au sein de cycles fermés : cycle domestique et cycle sylvestre. Plus tard,
I’étude moléculaire a montré qu’il s’agissait de la méme souche (Hope et al., 1991 ; Lymbery
et al., 1990). Enfin la science s’est tournée vers les caractéres moléculaires qui ne sont pas
influencés par I’environnement ou I’hote en utilisant des méthodes qui étudient le génome du

parasite (McManus & Thompson, 2003 ; Thompson & Mcmanus, 2002).
Il existe deux types de génome : le mitochondrial et le nucléaire.

La PCR est une technique de biologie moléculaire mise au point en 1985, par Karry

Mullis. C'est une technique d'amplification des séquences d’ ADN pour permettre de dupliquer
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de maniére exponentielle la séquence a étudier (amplicon), méme si la séquence initiale est

tres faible.
Elle permet d’obtenir un trés grand nombre de copies d’une séquence d’ADN

Chaque cycle de PCR est constitué de trois étapes: une dénaturation de I’ADN par
chauffage pour séparer les deux brins qui le composent, une hybridation des amorces aux
extrémités de la séquence recherchée, puis une élongation grace a I’action d’une ADN

polymérase ce cycle est ciblé (la durée d’un cycle est de I’ordre de la minute).

Les trois étapes, constituant un cycle de PCR, sont effectuées a des températures

différentes permettant de contrdler ’activité enzymatique

o I’étape de dénaturation, est réalisée a environ 95°C, pour une dissociation compléte
des deux brins d’ADN.

e I’étape d’hybridation se fait a une température qui sera définie selon la nature des
amorces (cette température varie de 50 a 60°C). Cette température va déeterminer la
stabilité des hybrides une fois que 1’appariement amorces / matrice est réaliseé.

e [I’étape de polymérisation est a environ 72°C, température de « travail » de ’ADN
polymérase thermorésistante utilisee. Au cours de cette étape, les brins
complémentaires d’ADN sont synthétisés a partir des extrémités 3’OH libres des

amorces hybridées.

Les températures de dénaturation et de polymérisation sont fixes, seule la température
d’hybridation devra étre calculée pour chaque nouvelle PCR. Cette température d’hybridation
dépend de la composition en bases des oligonucléotides amorces. Elle est Iégerement

inférieure (environ de 5°C) au Tm qui est la température de demi-dénaturation.

Polymorphisme des Echinocoques

Au moment de la réplication clonale de I’Echinocoque, les recombinaisons génétiques sont
minimes. Le polymorphisme viendrait du fait qu’il existe des mutations ponctuelles au sein
d’un génome mitochondrial présent chez les Echinocoques. Grace a ce polymorphisme des
marqueurs de typage moléculaires ont été définis a ’intérieur des unités codantes (génes) de
ces génomes. Deux sont tres utilisés comme référence : le géne codant pour la sous unitél de
la NADH déshydrogénase (nadl) et le gene codant pour la sous unité 1 de la cytochrome ¢
oxydase (coxl) (Bowles et al., 1992 ; Bowles et al., 1995).
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4- Etude des génomes : mitochondrial et nucléaire
4-1-Génome mitochondrial

Il existe une relation étroite entre le génome mitochondrial et le génome nucléaire puisque
la protéoeubactérie dont descendrait la mitochondrie aurait transféré une grande partie de son

matériel génétique au sein du noyau de 1’archéobactérie.

4-2-Génome nucléaire

Chez les eucaryotes, 90% du génome nucléaire est non codant et constitué de séquences
classées en trois types selon leur nombre de copie et leur distribution dans le génome, parmi
ces séquences il existe des séquences dites satellites qui sont répétées de nombreuses fois
lorsqu’elles sont dispersées dans le noyau on dit qu’elles sont de deux types : les minisatellites
et les microsatellites. Nous nous intéresserons aux microsatellites car nous avons utilisé dans

I’une de nos études un microsatellite.

Les microsatellites sont de petits fragments d’ADN présents dans le génome nucléaire, ils
ont la particularité de présenter un motif de 1 a 6 nucléotides, répété en tandem un certain
nombre de fois, ce nombre est a la base du polymorphisme de taille souvent important des
microsatellites (Maillard, 2009). Une banque d’ADN génomique a été réalisée a partir
d’échantillons d’Echinococcus granulosus ce qui a permis [I’identification de trois

microsatellites : EmsK, EmsJ et EmsB.
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CHAPITRE | Echinococcose kystique en Algérie : les camelins comme
réservoirs d’Echinococcus granulosus pouvant contribuer a la
contamination humaine.

1-Introduction

L’échinococcose kystique (E.K), due a I’infestation par la larve du cestode Echinococcus
granulosus, est une zoonose hautement endémique dans les régions d’élevage de ruminants
d’Afrique du Nord. Le parasite est principalement transmis dans un cycle épidémiologique
évoluant généralement entre chiens (hotes définitifs) et le bétail (ovins, bovins, caprins,
camelins...) (Thompson et al., 2001). Des données récemment acquises, grace a I’approche
moléculaire, ont démontré que I’espéce E. granulosus fait preuve d'une grande diversité.
Plusieurs variants intra-spécifiques, définis comme souches ont été caractérisés apres
amplification par PCR par séquencage des marqueurs mitochondriaux dans les genes
cytochrome ¢ oxydase 1 et NADH deshydrogénase 1, a partir de diverses espéces d’hotes
intermédiaires dans diverses régions. Chaque génotype, classé de 1 a 10, a été associé avec
un hote particulier et des modes épidémiologiques (Mc Manus, 1989, 2002 ; Bowles et al.,
1992 ; Bowles et al., 1993) : souche ovine (G1), souche bovine (G5), souche équine (G4),
souche cameline (G6).... Cette hétérogénéité a I’intéricur de I’espéce E. granulosus peut
influencer les modeles de cycle biologique, la spécificité d’hote, la vitesse de développement
chez I’hote définitif, le pouvoir antigénique, la dynamique de transmission et le pouvoir

infectant pour les humains.

L’identification des souches est donc essentielle pour définir une stratégie de lutte contre

I’échinococcose kystique bien adaptée.

En Afrique du Nord, deux souches, la souche commune ovine et la souche cameline, ont été
identifiées. La souche ovine a été décrite en Algérie (Bardonnet et al., 2003 ; Benchikh
ElFegoun, 2004 ; Bart et al., 2004), en Tunisie (Lahmar et al., 2004 ; 2009 ; M’rad et al.,
2005), en Egypte (Macpherson et al., 1997), et en Libye (Tashani et al., 2002).

La souche « cameline » (G6) a été trouvee le plus souvent chez les camelins en Mauritanie
(Bardonnet et al., 2002 ), en Egypte ( Azab et al., 2004) et en Algérie (Bardonnet et al., 2003 ;
Benchikh ElFegoun, 2004 ; Maillard et al., 2007 ; Kohil, 2008), et quelques fois, chez les

ovins, bovins et caprins ( Bardonnet et al., 2002).
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L’implication des bovins, a c6té des ovins, hébergeant la souche commune ovine (G1) dans
I’infection humaine via le chien, a été démontrée dans des études antérieures dans le nord et le
sud de 1’Algérie (Bardonnet et al., 2003 ; Benchikh EIFegoun , 2004). Cependant,
I’importance des camelins n’est pas connue dans la transmission de I’E.K. humaine via le
chien. Dans une étude antérieure, 1’évaluation de la prévalence et de la fertilité des kystes
hydatiques chez les dromadaires, dans le sud de I’ Algérie, a révélé des taux élevés : 24,8% et
100% respectivement (Bardonnet et al., 2003 ; Benchikh EIFegoun , 2004). Sur la base de ces
données, il est important de définir dans une nouvelle étude le réle des camelins dans la

dynamique de transmission d’E. granulosus aux chiens (H.D) et indirectement aux humains.

L’objectif de la présente étude est de caractériser les souches d’Echinococcus granulosus
circulant chez les dromadaires par analyse moléculaire dans les régions du sud de 1’Algérie

d’une part, et évaluer leur capacité dans la contamination humaine d’autre part.

2-Matériel et méthodes
2-1- Stratégie de I’étude
L’ensemble des étapes suivies pour le typage des souches d’E. granulosus sont indiquées dans

la figure 8

Controles étape par étape

Procédure
Examen. microscopique

Présence d’éléments parasitaires

Extraction ADN
Kit Bachringer Electrophorése sur gel

Présence d’ADN

Amorces: Cox1, Nad1l, Une Bande de PM attendu

Purification, Séquencgage

Alignement des séquences Comparaison avec les séquences publiées
Caractérisation des souches Homologie avec les séquences d’E. g publiées sur

site NCBI.

Figure 8. Différentes étapes de séquencgage des souches d’ Echinococcus granulosus (original)
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2-2- collecte des échantillons

Les kystes hydatiques d’E. granulosus ont été collectés sur les animaux (hOtes
intermédiaires) dans les abattoirs et sur les humains dans les services de chirurgie des
hopitaux situés dans trois régions du sud de 1’Algérie : Biskra, Ouargla et Tamanrasset (17
kystes de dromadaires, 4 kystes d’ovins, 3 kystes de caprins, 4 kystes de bovins et 14 kystes
humains) (Figure 9). Les caractéristiques de tous les échantillons sont indiquées dans le
tableau ci-dessous.

Tableau 2. Caractéristiques des échantillons d’Echinococcus granulosus

Echantillons | Hotes parasités | Origine Nature du prélévement

17 Camelins Tamanrasset Liquide hydatique
QOuargla

14 Humains QOuargla Liquide hydatique
Biskra

4 Bovins Tamanrasset Liquide hydatique

4 Ovins Tamanrasset Liquide hydatique
Ouargla
Biskra

3 Caprins Tamanrasset Liquide hydatique
Biskra
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Figure 9. Situation géographique des régions d’étude

3-Description des techniques
3-1- Contrdle de la fertilité des kystes hydatiques

Le contréle de la fertilité des kystes repose sur la mise en évidence de la membrane
proligére a I’examen macroscopique d’une part et, sur la recherche des protoscolex et crochets
(éléments de fertilité) a I’examen microscopique (G: 10X25) d’autre part. Les protoscolex de
tous les échantillons on été centrifuges (10.000 g, 3 minutes), lavés trois fois avec du serum
physiologique (0,9% NaCl), puis congelés (-20°C) jusqu’a leur utilisation.
Les échantillons ont été ensuite acheminés au Laboratoire de Parasitologie et Mycologie de
I’Hopital de La Timone a Marseille, en France pour procéder au typage des souches d’E.

granulosus.
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Photo 3. Représentation de deux kystes hépatiques chez un homme &gé de 44 ans
(original)
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Protoscolex

Photo 4. Observation au microscope optique des protoscolex G: 10x10 (original)

3-2- Extraction de PADN

L’ADN génomique a été extrait a partir des tissus hydatiques (protoscolex et/membrane
germinale) prélevés a partir des kystes fertiles en utilisant le kit : High Pure PCR Preparation
Kit (Roche Diagnostics, Mennheim, Germany). Les eléments hydatiques ont été digérés par la
proteinase K. L’ADN obtenu a été soit utilis¢ immédiatement par amplification par PCR ou

conservé a +4°C jusqu’a son utilisation.

3-3-Analyses moléculaires

Amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction)
Amorces utilisées
Deux cibles ont été amplifiées pour chaque échantillon, avec deux paires d’amorces NDI

(région du géne 1 mitochondrial de la NADH dehydrogénase) et COIl (portion du gene
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mitochondrial qui code pour cytochrome ¢ oxydase sous-unité 1). Les caractéristiques de ces
amorces sont indiquées dans le tableau 3
Tableau 3. Caractéristiques des amorces utilisées

Séquences des amorces Températures Cible  Références
d’hybridation pb (1)

Col 5’- 60°C 391 Bowles et al.,
TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3’ 1992
5’-
TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-
3 b

NDI 5’-AGATTCGTAAGGGGCCTAATA-3> 45°C 471 Bowles et al.,
5’-ACCACTAACTAATTCACACTTTC- 1994
3 b

L’amplification a été faite selon les conditions suivantes : une phase initiale de dénaturation
(30s a 94°C) suivie par 40 cycles de dénaturation successive (30s a 95°C), hybridation (30s a
la température élevée), et ’élongation (30-75 s a 72°C), puis une élongation finale de 5 mn a
72°C. Lataille et la spécificité des produits amplifiés ont été évaluées par électrophorése dans
1,5% (w/v) des geles d’agarose, Tris-acétate/EDTA. 2,5ul de chaque fragment amplifié ont
¢té ensuite purifiés pendant 15 mn a 37°C, et 15 mn a 80°C. L’ADN purifi¢ a été¢ ensuite
séquencé en utilisant le kit de cycle de séquencage : le DYEnamic-ET terminator (Amersham
Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiberg, Germany). La détection des fragments a été
effectuée dans un séquenceur automatique (CEQ 8000 Genetic Analysis System, Bekman
Coulter, Fullerton, CA, USA). Les électrophorégrammes obtenus a partir d’'une amorce ont
¢té étudiées en paralleéle avec ceux obtenus avec I’amorce complémentaire. Les séquences
complétes ont ensuite été comparées les unes aux autres et avec les séquences publiees
antérieurement dans la base de données Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) avec le
systeme BLAST.
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Les différentes étapes de la PCR sont décrites a I’aide des photos ci-dessous,

Photo 5. Dépdt des échantillons dans les tubes contenant le tampon de lyse plus les
billes pour I’extraction de I’ADN (original)
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Nad 1

Cox1

Photo 6. Barrettes des échantillons et les deux amorces Nad | et Cox | (original)

Photo 7. Représentation de la bande bleue en migration (original)
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Photo 8. Migration des bandes des échantillons (original)

Photo 9. Représentation du révélateur (original)
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Photo10. Gel des échantillons apres migration (original)

Photo 11. Automat et systeme informatique de collection et d’analyse des données (original)

4-Résultats et discussion
4-1- Examen microscopique des échantillons

Tous les échantillons examinés (42 au total) étaient fertiles (présence de protoscolex)
(Photo 4).
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4-2- Extraction de PADN
L’¢lectrophorése post-extraction des échantillons a révélé la présence de bandes d’ADN

génomiques avec tous les échantillons étudiés.

4-3- PCR

Les 2 fragments d’ADN génomique mitochondrial (COI et NDI) ont été amplifiés pour tous
les échantillons. Une seule bande d’ADN de poids moléculaire attendu a été obtenue par PCR
avec chacune des deux paires d’amorces (figure 10; figure 11), et le séquencage de la cible

amplifiée a été possible pour tous les échantillons analyseés.

Amorce Coxl

N CM CM CM OV OV CP BY BY BY H H H PM

Figure 10. Electrophorese post-extraction (paire d’amorces Cox1)

N CM CM CM OV OV CP BV BV BV H H H PM

Figure 11. Electrophorése post-extraction (paire d’amorces Nad1)
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Sur la base des séquences génomiques Cox1l et Nadl, deux génotypes ont été identifiés.
- Le premier génotype a été obtenu a partir de 36 échantillons (14/17 camelins, 3/4 ovins, 4/4
bovins, 3/3 caprins et 12/14 humains) sur 42 au total, soit 85,71%. La sequence obtenue a
partir de ces 36 échantillons présentait 99,2% a 100% d’homologie (2 a 0 différence /391
paires de bases) entre eux, alors que 99% a 100% d’homologie ont été trouvés avec la
séquence génomique partielle COI du génotype (G1), souche ovine d’E. granulosus identifiée
a partir d’autres échantillons algériens par Bardonnet et al., (2003) et Maillard et al., 2007.

- Le second génotype a été obtenu a partir de 6 échantillons (3/17 camelins, 1/4 ovin et 2/14
humains) soit 14,28%. Cent pour cent d’homologie ont été trouvés entre cette séquence et les
séquences correspondant au génotype souche cameline (G6) identifiées chez les camelins en
Algérie (Bardonnet et al., 2003 ) en Mauritanie (Bardonnet et al., 2002) et dans d’autres pays
d’Afrique (Bowles et al., 1992).

Tableau 4. Résultats de la caractérisation des échantillons

Echantillons | Hotes parasités Origines | Amorces | Résultat

1 Camelins Ouargla Nad
Cox G6

2 Camelins Ouargla Nad
Cox G6

3 Camelins Ouargla Nad Gl
Cox

4 Camelins Ouargla Nad Gl
Cox

5 Camelins Ouargla Nad Gl
Cox

6 Camelins Ouargla Nad Gl
Cox

7 Camelins Tamanrasset Nad
Cox G6

8 Camelins Tamanrasset Nad Gl
Cox

9 Camelins Tamanrasset Nad Gl
Cox

10 Camelins Tamanrasset Nad Gl
Cox

11 Camelins Tamanrasset Nad Gl
Cox

12 Camelins Tamanrasset Nad Gl
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Cox

13 Camelins Tamanrasset Nad Gl
Cox

14 Camelins Tamanrasset Nad Gl
Cox

15 Camelins Tamanrasset Nad
Cox Gl

16 Camelins Tamanrasset Nad Gl
Cox

17 Camelins Tamanrasset Nad Gl
Cox

18 Humains Biskra Nad G6
Cox

19 Humains Biskra Nad G6
Cox

20 Humains Biskra Nad
Cox Gl

21 Humains Biskra Nad
Cox Gl

22 Humains Biskra Nad
Cox Gl

23 Humains Biskra Nad Gl
Cox

24 Humains Ouargla Nad Gl
Cox

25 Humains Ouargla Nad Gl
Cox

26 Humains Ouargla Nad Gl
Cox

27 Humains Ouargla Nad Gl
Cox

28 Humains Ouargla Nad Gl
Cox

29 Humains Ouargla Nad Gl
Cox

30 Humains Ouargla Nad Gl
Cox

31 Humains Ouargla Nad Gl
Cox

32 Bovins Tamanrasset Nad Gl
Cox

33 Bovins Tamanrasset Nad Gl
Cox
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34 Bovins Tamanrasset Nad Gl
Cox

35 Bovins Tamanrasset Nad Gl
Cox

36 Ovins Biskra Nad Gl
Cox

37 Ovins Ouargla Nad Gl
Cox

38 Ovins Tamanrasset Nad
Cox G6

39 Ovins Biskra Nad Gl
Cox

40 Caprins Biskra Nad Gl
Cox

41 Caprins Biskra Nad Gl
Cox

42 Caprins Tamanrasset Nad G1
Cox

Le séquengage des deux cibles, amplifiées avec les deux paires d’amorces Cox1 et Nadl a
permis de confirmer avec les 42 nouveaux échantillons I’existence de deux génotypes ou

souches d’Echinococcus granulosus dans le sud de 1’ Algérie :

- la souche ovine ou génotype (G1) circulant chez les ovins, bovins, caprins, et chez plus de
la moiti¢ des camelins, transmissible aux humains. L ubiquité de cette souche a été rapportée
dans de nombreux pays a travers le monde : au Maghreb: en Tunisie (Lahmar et al., 2004 ;
M’rad et al., 2005) en Algérie (Bardonnet et al.,2003 ; Benchikh EIFegoun , 2004 ; Maillard
et al., 2007 ; Kohil , 2008) et en Libye (Tashani et al., 2002). En Tunisie, lors d’une analyse
moléculaire sur des eéchantillons de dromadaires, Lahmar et al. (2004) ont démontré que les

animaux étudiés étaient infectés par la souche commune ovine (G1).

Les dromadaires &gés avaient un taux de prévalence élevé ([1 30%) et pourraient ainsi
représenter une source importante de transmission pour les chiens et donc indirectement a
I'hnomme de cette souche zoonotique. En Iran, ce caractére ubiquiste du génotype (G1) d’E.
granulosus a été connu affectant les humains, les ovins, les bovins, les caprins et parfois des
camelins (Shahnazi et al., 2011 ; Hajialilo et al., 2012 ; Khademvatan et al., 2013). Dans le
sud-est de I’Tran, la prédominance du génotype G1 a été enregistrée aprés séquengage et
amplification des génes mitochondriaux cox1 et nadl des échantillons de ruminants : ovins

(86,7%), bovins (80%), camelins (44,4%) et caprins (100%) (Hajialilo et al., 2012). De méme,
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en Turquie, le génotype G1 est commun chez les humains et ovins (17/22 analysés), les
¢chantillons ont été examinés par séquencage de I’ADN de quatre génes mitochondriaux

(Snébel et al., 2009).

Le génotype G1 est responsable de la grande majorité de I'échinococcose kystique humaine
dans le monde entier (88.44 %), sa distribution est cosmopolite et il est souvent associé a la
transmission humaine via les moutons comme hotes intermédiaires (Alvarez Rojas et al.,
2013). Cependant, les résultats de la présente étude ont démontré la participation des
camelins aux cotés des autres ruminants domestiques (ovins, bovins) dans I’entretien du cycle
évolutif de la souche commune ovine dans les régions du sud de 1’ Algérie, et leur implication
dans la contamination humaine. Ceci vient corroborer les données rapportées dans des études
moléculaires réalisées en Iran ou les camelins sont susceptibles d’héberger la souche
commune ovine. En effet, le typage des souches d’E. granulosus indique parfois des
fréquences élevées du génotype G1 chez cette espéce: 44,4% (Hajialilo et al., 2012) et 66,7%
(Sharbatkhori et al., 2010) des camelins ont été trouvés infectés par le genotype G1 suggérant
la participation des camelins dans la dynamique de transmission de cette souche zoonotique

aux humains via le chien.

- Dans la présente étude, la souche cameline ou génotype (G6) a également éeté identifiée
chez les dromadaires et circulant occasionnellement chez les autres ruminants (1 échantillon
ovin dans la présente étude). Cette souche a eté isolée pour la premiére fois en Algérie dans
deux échantillons humains et est identique a celle trouvée chez les camelins dans la région de
Touggourt dans une étude préliminaire (Bardonnet et al., 2003) et chez les camelins, bovins et
humains de Mauritanie (Bardonnet et al., 2002). Le génotype G6 est généralement bien
adapté aux camelins mais peut également circuler chez d’autres ruminants (bovins, ovins,
caprins) et infecter les humains (Rosenzvit et al., 1999 ; Bardonnet et al., 2002 ; Omer et al.,
2010 ; Sharifiyazdi et al.,2011 ; Aaty et al., 2012). La prédominance de cette souche cameline
a été rapportée chez les animaux et les humains dans certains pays: le génotype G6 a été
détecté dans 100% d’isolats d'origine animale et dans 96,8% isolats humains en Egypte (Aaty
et al., 2012). Cette souche a été détectée dans 98,7% et 100% des kystes hydatiques collectés
sur le bétail et sur les humains respectivement au Soudan (Omer et al., 2010). Toujours dans
le méme pays, Ahmed et al., (2013) confirment dans une nouvelle analyse phylogénétique la
prédominance du génotype G6 ou 98% des échantillons de kystes de dromadaires

correspondent a cette souche cameline (G6). Bien que les camelins constituent les réservoirs
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potentiels de la souche cameline (G6), d’autres espéces notamment les caprins peuvent
représenter des réservoirs importants. C’est le cas de I’Amérique du Sud (Argentine), ou elle
semble étre principalement hébergée par les caprins (Soriano et al., 2010). En Algérie, sa
présence (G6) a des implications pour les programmes de contrdle local en raison de la durée
de la période prépatente plus courte chez les chiens par rapport a celle de la souche commune
ovine (G1).

En conclusion, cette nouvelle étude a démontré la participation des camelins aux c6tés des
autres ruminants domestiques dans I’entretien du cycle évolutif de la souche commune ovine
et leur implication dans la contamination humaine. La présence du génotype G1 chez les
camelins, souche infectante pour ’homme, suggere que les camelins dont la prévalence et la
fertilité des kystes est souvent élevée, pourraient représenter, dans les régions du sud, une
source de transmission indirecte aux humains de cette souche zoonotique. Les programmes de
contrble devraient prendre en considération le risque potentiel de cette espéce animale dans
I’entretien du cycle évolutif du parasite et surtout dans la contamination humaine. Par
ailleurs, le rythme de traitement médical des chiens (H.D) devra étre adapté a la durée de la
vitesse de développement du cestode adulte de la souche cameline (G6) qui est légérement
plus courte (40 jours au lieu de 45 jours pour le génotype G1).

Une meilleure connaissance de 1’évolution des souches ovine et cameline nécessite le typage
de nouveaux échantillons camelins et humains dans le sud de I’ Algérie. Ceci nous permettra
de redéfinir le cycle d’E. granulosus et proposer des mesures prophylactiques adaptées et

efficaces.
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CHAPITRE Il . Recherche de la fécondation croisée entre les souches
d’Echinococcus granulosus G1 et G6 apres une infection mixte
expérimentale chez I'"hote définitif

1- Introduction

Des études basées sur 'ADN mitochondriale ont montré que le groupe Echinococcus
granulosus est composé de variants hétérogénes. Tout d'abord considérés comme des souches
(G1-G10), ces variants ont été classés progressivement, individuellement ou par groupe, et de
nouvelles espéces ont été définies (Lavikainen et al., 2006; Romig et al., 2006; Nakao et al.,
2007; Huttner et al., 2008 ; Thompson, 2008; Saarma et al., 2009; Tappe et al., 2010). Ainsi,
E. granulosus (sensu stricto) regroupe actuellement : G1 (souche ovine), G2 (souche ovine
de Tasmanie), G3 (souche du buffle), Echinococcus équinus et Echinococcus ortleppi
correspondent a G4 (souche équine) et G5 (souche bovine) respectivement. Les autres
souches pourraient aussi étre considérées comme un groupe bien soutenu, mais des études
récentes suggerent la distinction de deux sous-groupes: le premier formé par G6 (souche
cameline), G7 et G9 (souche porcine) : Echinococcus intermedius, et le second par G8
(souche des cervidés) : Echinococcus canadensis. Le genotype G10 (souche du lion)
correspond a E. felidis (Nakao et al., 2007).

Concernant en particulier la souche commune G1 et la souche G6 cameline, deux études
précédentes ont montré en Algérie la présence d’une zone sympatrique G1/G6 (Bart et al.,
2004; Maillard et al., 2007). Cependant, malgré un panel important de kystes recueillis dans
divers hotes de cette zone, aucun cas de fécondation croisée n’a été identifié, corroborant la
séparation de ces deux souches en des espéces distinctes. A ce jour, malgré les infestations
multiples, avec I’observation des différents variants d’Echinococcus granulosus (Xiao et al.,
2006; Yang et al., 2006), peu de travaux ont été réalisés pour étudier la présence ou l'absence
de fécondation croisée (Haag et al., 1999). En outre, une telle étude nécessite un marqueur
génétique qui peut a la fois identifier efficacement les G1 et G6 mais aussi, de detecter les
fécondations croisées éventuelles (G1/G6). Récemment, Bart et al. (2006) ont developpé un
microsatellite multi locus répété en tandem. Lorsqu'on le compare a d'autres marqueurs,
celui-ci a montré un niveau plus élevé de la variabilité intra-spécifique et une sensibilité trés
élevée. En outre, en raison de sa localisation dans le génome nucléaire, les fécondations
croisées éventuelles peuvent étre impliquées dans la modification de ’EmsB. Dans une étude

antérieure, a partir d'isolats identifiés comme G1, G3, G5, G6 et G7, ’EmsB a fourni un
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degre elevé de discrimination génétique et en plus, a présenté un profil génotypique hybride
suggérant des échanges génétiques entre G1 et G5 (Figure 12) (Maillard et al., 2009).

E. multilocularis Souche cameline et porcine de

E. granulosus
(Sm=S2) (EmsB6: mixte G6/G7)
219 ——— 240 253 274
Aﬂﬂﬂnnﬂj\fh nﬂ Mﬂﬂfl”m
E. ortleppi — souche bovine Souche ovine de E. granufosus
(EmsB3) (EmsBS8)
222 —— 241 279 309

G5

Gl
222 241 270 s0s
MM G5/G1 H " MMN
N A

Figure 12. Profils génotypiques G1, G5 et G1/G5 (profil hybride) (Maillard et al.,

2009)

Par conséquent, I’EmsB pourrait étre également en mesure de discriminer G1 et G6 et
détecter leurs échanges génétiques. L’objectif de la présente étude est de réaliser une
infestation expérimentale sur un chien (héte définitif) avec un nombre égal de protoscolex de
Gl et de G6. Chacun des vers adultes recueillis dans ’intestin gréle du chien, a été analysé
avec le microsatellite EmsB, avec un intérét particulier pour leurs unités de reproduction

(ceufs de parasites dans ’'utérus des segments ovigeres).
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2- Matériel et méthodes

2-1- Collecte et caractérisation des deux kystes

Les kystes hydatiques ont été préleves dans un abattoir de la ville de Ouargla dans le sud de
I’Algérie: un appartenant a un bovin et I’autre a un dromadaire. La confirmation de leur
fertilité a été réalisée par la mise en évidence des protoscolex dans le contenu kystique (photo
14)

Amas de
protoscolex

Photo 12. Présence de protoscolex dans le contenu kystique (original)

L’ADN génomique a été extrait de chaque kyste (50mg de couche germinale mélangés
avec 200 pl de protoscolex) en utilisant le kit PCR High Pure Préparation (Roche Diagnostics,
Mennheim, Allemagne). Ensuite, pour chaque kyste, ’ADN génomique a été utilisé pour
I'amplification des marqueurs mitochondriaux coxl et nadl. La purification par I'éthanol,
I’amplification par PCR et le séquengage ont été réalisés comme décrits précédemment dans
la partie typage et par Maillard et al. (2007). Pour identifier les génotypes des deux Kystes,
les séquences ont été comparées aux génotypes déterminés par Bowles et al. (1992) et
Bowles et Mc Manus (1993). Ensuite, les deux kystes ont également été caractérisés par le

microsatellite EmsB.

L’amplification par PCR et I’analyse des fragments ont été réalisées comme décrit

précédemment par Maillard et al. (2009).
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-Définition du microsatellite EmsB (Bart et al., 2006)
Le marqueur microsatellite EmsB est une séquence répétée en tandem dans le génome d’E.
granulosus. Le nombre de répétitions dépend de I’isolat. L’analyse de la taille des fragments

permet d’obtenir différents profils EmsB pour E. granulosus dans le monde.

210 220 230 240 250
SaACAA AT G:‘%G|CPLCP-;CP-;C AHACACACACACACS C&CA|H CaEATCCTSC

Motif CA répété 12 fois
"J—. =

e

Séquence conservée Séquence conservée

Figure 13. Représentation du tracé de ’EmsB (Maillard et al., 2009)

Description de la méthode microsatellite EmsB (Maillard et al., 2009)

-L'amplification par PCR des fragments EmsB a été realisée dans un mélange réactionnel
avec un volume final de 10 pi contenant 1 pi de 'ADN génomique, 150 uM de chaque
désoxynucléoside triphosphate ( GeneAmp ; Applied Biosystems) , 0,5 pM de fluorescence
avant l'amorce / 1 pM de ’amorce inverse non marqué ( les amorces utilisées ont été décrites
par Bart et al., 2006 ) , et 0,5 U de Taqg polymérase rouge dans 1,5 pi 10 x tampon de réaction
(Sigma -Aldrich , St. Louis, MO ) . La réaction a été effectuée comme suit : 30 cycles de
dénaturation a 94 ° C pendant 30 secondes, hybridation a 60 ° C pendant 30 secondes et
extension a 72 ° C pendant 1 minute. La présence des amplicons a été déterminée par

électrophorése dans 1,5 % (poids / volume) de Tris- acétate - EDTA gels d'agarose.

- L’analyse de fragment a été effectuée avec un séquenceur automatique (ABI Prism 3130,
Applied Biosystems). Pour chaque échantillon, on a obtenu un profil composé de plusieurs
pics, le temps de migration de chaque fragment est en abscisse, et lintensité de la
fluorescence est en ordonnée. Pour chaque échantillon, nous avons obtenu des profils
spécifiques. Ceci est directement lié a la taille de chaque locus et le nombre de répétitions du

locus dans le génome (Maillard et al., 2009).
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Figure 14. Profil de I’analyse de fragment (Maillard et al., 2009)
Les génotypes Glet G6 ont été confirmés, la viabilité de leurs protoscolex a été évaluée par
coloration a I'éosine aqueuse a 1% et I'observation au microscope. Les contenus kystiques ont

ensuite été utilisés pour l'infection expérimentale.

2-2- Double infestation d’un chien

Photo 13. Chien destiné a étre infesté avec deux kystes hydatiques (original)
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Un chien male agé d’un an, sans pedigree, a été¢ sélectionné parmi un groupe de chiens
capturés dans la ville de Constantine lors d'une campagne d’abattage des chiens errants. Pour
écarter toute infestation éventuelle par les helminthes, I'animal a été isolé et a recu un
traitement anthelminthique: Mébendazole (VermoxN.D), 20mg/kg PV, par voie orale, deux
fois par jour pendant cing jours. Avant son utilisation dans 1’expérimentation, un examen
coproscopique a été effectué par une technique de flottation avec une solution de sulfate de
zinc a 33% au laboratoire de Parasitologie de I'Institut des Sciences Vétérinaires d’El Khroub
(Université de Constantinel). Une semaine apreés traitement, le chien a recu simultanément
par voie orale a I’aide d’une seringue 50ml d’une suspension de protoscolex de G1 et 50ml
d’une suspension de protoscolex de G6, qui avaient ¢été¢ précédemment recueillies dans les

deux kystes. Pour les deux génotypes, la viabilité des protoscolex a été > 80%.

Les protoscolex n'ont pas été comptés individuellement, mais une estimation visuelle de
leur concentration a été faite en utilisant un certain nombre de parasites apparemment
égal. Pendant la période d'incubation (correspondant a la période pré-patente), le chien a regu
quotidiennement des rations alimentaires de qualité, et ad libitum d'eau potable. Aprés
soixante jours, le chien a été euthanasié par une injection intraveineuse de Pentobarbital,
identique a celle des autres chiens capturés pendant la campagne de contréle. Le chien a
ensuite été autopsié et la partie proximale de l'intestin gréle a été ligaturée et isolée. La
portion intestinale a été congelée a -80 o C pendant une semaine pour éviter la digestion des
vers et inactiver les ceufs. Quatre-vingt-cing adultes ont été collectés, un par un, tout le long
de la muqueuse intestinale, séparés individuellement et conservés a -20 - C. De méme que
pour les kystes, les vers adultes ont ensuite été acheminés au Laboratoire de Parasitologie de

Besancon en France pour I’analyse moléculaire.

2-3- Analyses des adultes par ’EmsB

Chacun des 85 vers adultes a été disséqué sous un microscope de maniére a isoler le scolex
et la partie postérieure du strobile (segment ovigere). L'ADN génomique de chaque partie a
été extrait a l'aide du Kit "High Pure PCR Preparation” (RocheDiagnos-tics, Mennheim,
Allemagne). Chaque échantillon d'ADN a été analysé par le microsatellite EmsB, suivant la
méme méthode que pour les kystes. Les deux profils distincts (un pour les scolex et un pour
le strobile) obtenus ont été comparés entre eux-mémes, et avec ceux des autres adultes ainsi
que ceux des kystes. Cette comparaison a été faite avec le logiciel ABI GeneMapper Vv3.7.

Le microsatellite EmsB se caractérise par une grande sensibilité (Bart et al., 2006).
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Par conséquent, les profils de ce marqueur peuvent indiquer la progéniture mixte (Maillard
et al., 2009), ils peuvent également indiquer tout mélange entre les ceufs présumés homo ou

hétérozygotes et le parenchyme des proglottis homozygotes.

3- Résultats
3-1- Caractérisation génétique des kystes

Le typage génétique a l'aide des marqueurs mitochondriaux coxl et nadl a montré une
séquence G1 correspondant a la souche commune ovine pour le kyste d’origine bovine et une

séquence G6 correspondant a la souche cameline pour le kyste d’origine cameline.

1=0 140 150
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Figure 15. Tracés partiels des séquences COI, amplifiés a partir des souches : ovine (G1) et

cameline (G6).

Avec ’EsmB microsatellite multi-locus, les kystes G1 et G6 ont montré deux profils distincts
(Figure 15).

3.2. Analyses des adultes par ’EmsB

Pour tous les 85 adultes, les segments gravides de cette double infestation ont donné le
méme profil que les scolex correspondant. Pour 70 d’entre eux, ce profil correspondait a celui
du kyste G1, tandis que pour les 15 autres, ce profil a été identifié comme celui du kyste G6.
Aucun profil EmsB n’a présenté de modéele mixte G1/G6. Par conséquent, aucun cas de

fécondation croisée entre les souches G1 et G6 n’a pu étre détecté.
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Figure 16. Profils complexes obtenu avec le microsatellite multilocus EmsB. Les deux
premiers profils ont été fournis par deux kystes hydatiques I’'un de bovin et I'autre de
dromadaire, ces deux kystes ont servi a infecter un chien (A), ensuite a I’aide de cox1 et
nadl ces échantillons ont été caractérises en souche ovine G1 et en souche cameline G6
les quatre autres profils ont été fournis par deux des 85 adultes Echinococcus granulosus
prélevés de I’intestin gréle du chien infecté (B) pour chacun d’eux il y a eu une séparation
du scolex et du segment ovigere.
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4-Discussion

Le statut taxonomique proposé antérieurement aux souches d’Echinococcus granulosus
sensu lato a été progressivement réévalué. En effet, la taxonomie a été modifiée par la
phylogénie moléculaire et a permis de reconstituer les relations phylogénétiques de E.
oligarthrus, E. vogeli, E. multilocularis, E. shiquicus, E. equinus, E. ortleppi, E. granulosus
stricto sensu et 3 génotypes de E. granulosus sensu lato (G6, G7 et G8) a partir de leur
génome mitochondrial complet d’E. granulosus correspondant aux camelins (G6), porc (G7),
et cervidés (G8) étant monophylétiques, et leur niveau élevé de similitude génétique, il était
donc admis de les unir dans une méme espéce désignée E. canadensis. Le concept de souche
est donc controversé a l’intérieur de I’espece E. granulosus sensu lato. Dans une étude
précédente réalisée en Algérie, les distances génétiques mitochondriales observées entre les
souches caractérisées G1/G2 et G1/G6 étaient, respectivement, 0.7 et 11.6%, alors qu’une
moyenne de 13.5% a été rapportée entre G1 et E. multilocularis (Kohil, 2008; Maillard et al.,
2007 ). Dans des etudes de typage moléculaire menées par McManus (2006) et Nakao et coll.
(2007), les valeurs obtenues avec les mémes marqueurs pour G1/G4 (souche équine) et
G1/G5 (souche bovine) ont été trés similaires a celles observées pour G1/G6. La séparation
des souches équine et bovine de I’espéce E. granulosus et leur attribution de statut d’espéce a
part entiere (E. equinus et E. ortleppi) est acceptée. Les souches communes ovine et cameline
semblent étre biologiquement distinctes et aussi génétiquement différentes I'une de 1’autre

comme elles le sont avec E. multilocularis.

Des études précédentes ont révélé en Algérie la présence d’une zone ou les deux souches
G1/G6 coexistent ensemble (Bart et al., 2004 ; Maillard et al., 2007 ; Kohil, 2008). Cette
présence sympatrique des génotypes G1 et G6 d’E. granulosus, non seulement dans la méme
région mais aussi dans le méme hote définitif, souléve la question intéressante de la
recombinaison génétique entre ces génotypes d’E. granulosus. Malgré I’analyse de nombreux
¢chantillons kystiques collectés dans divers hotes dans une région du sud de I’Algérie
(Touggourt-Ouargla), aucun cas de fécondation croisée n’a été observé, suggérant la
séparation de ces deux souches en des espéces distinctes.

En conclusion, les résultats préliminaires indiquent que la souche ovine commune (G1) est
génétiqguement trés différente de la souche cameline (G6). De plus, ces deux souches ont des
spectres d’hotes différents. Par ailleurs, 1’utilisation des marqueurs nucléaires n’a pas révélé

d’hybrides G1/G6.
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Cependant, pour confirmer cet isolement reproductif entre les souches d’E. granulosus, il
est nécessaire de disposer d’un marqueur génétique qui peut a la fois identifier efficacement
les G1 et G6 mais aussi, de détecter les feécondations croisées éventuelles (G1/G6).
Aussi, pour confirmer le statut d’espéce, une nouvelle étude moléculaire a été réalisée en vue
de rechercher des hybrides dans le cadre d’une double infestation expérimentale sur un chien.
Pour ce faire, Bart et al. (2006) ont développé un marqueur plus discriminant et plus sensible

que les autres marqueurs, un microsatellite multi locus répété en tandem (EmsB).

Le but de cette étude moléculaire est d’évaluer le potentiel de reproduction entre les
souches G1 et G6 grace a I’apport de ’EmsB. Ce nouveau marqueur génétique pourrait étre
en mesure de discriminer G1 et G6 et détecter leurs échanges génétiques éventuels.

Malgré sa complexité, ce microsatellite multilocus répété en tandem possede les trois
caractéristiqgues importantes pour un marqueur moléculaire, c'est a dire la sensibilité, la
répetitivité et la puissance discriminatoire. Il permettra d'évaluer le polymorphisme genétique

de E. granulosus et d’étudier sa distribution spatiale en détail (Bart et al., 2006).

L’objectif de cette présente étude était d’effectuer une double infestation expérimentale
chez I’hdte définitif qui pourrait révéler une fécondation croisée entre la souche commune
ovine G1 et la souche cameline G6 de Echinococcus granulosus, qui sera plus tard
caractérisée par une hybridation croisée potenticlle au niveau des ceufs. Pour tous les 85
adultes isolés et étudiés, le mictosatellite multilocus EmsB a montré les profils G1 ou G6
mais aucun profil mixte G1/G6 n’a été identifié. L’absence d’échange génétique visible entre
les adultes G1 et G6, alors qu’ils infestaient concomitamment I’intestin du méme hote
définitif, suggérant un isolement reproductif fort et donc, pourrait corroborer la
reclassification récente des souches G1 et G6 en deux espéces distinctes.

Néanmoins, méme si cette étude a été concue pour offrir les meilleures
conditions  d'épreuves de fécondation croisée, une double infestation ne
garantit pas de contacts suffisants entre les adultes afin dassurer la présence
de tels événements, méme dans le cas d'une faible barriere reproductive. Par conséquent, des
¢tudes complémentaires pourraient étre envisagées, comme par exemple, d’infester plusieurs
chiens par différentes quantités de protoscolex ou avec différents rapports entre G1/G6.
La souche commune ovine Gl et la souche cameline G6 n’ont pas le méme profil
épidémiologique ou le méme impact sur la santé publique. Ainsi, dans le cadre du programme
de contréle, une action visant G1 pourrait étre inappropriée pour cibler G6 et vice
versa. Ainsi, leur séparation en deux espéces distinctes est pertinentes et a différents niveaux.
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CHAPITRE I1I: Cibler les abattoirs pour contrdler I'échinococcose kystique
en Algérie

1-Introduction
En Afrique du Nord, I’échinococcose kystique sévit avec une forte endémicité. Ainsi, elle

constitue, en Algérie, un probléme majeur de santé publique et économique. Cette forte
incidence démontre la nécessité de renforcer la surveillance et le contrdle de la maladie. Les
chiens s’infestent habituellement aprés ingestion de viscéres contaminés avec des Kystes
hydatiques qui n’ont pas été détruits apres 1’abattage. Pour rompre le cycle épidémiologique
entre les hotes définitifs et intermédiaires, il est impératif d’empécher les chiens de s’infester
par les organes parasités, et éviter ainsi la transmission de I’échinococcose kystique aux
humains et aux animaux réceptifs. Notre étude a été réalisée afin d'évaluer si la stratégie
basée sur les abattoirs agréés par le ministére de l'agriculture a réduit les pratiques qui
favorisent la transmission du parasite entre le bétail et les chiens et a contribué a prévenir la
propagation de la maladie chez I'homme. Nous avons étudié le niveau de protection des
abattoirs publics et privés a I'égard de l'intrusion de chiens et évalué les stratégies utilisées

pour rompre le cycle de transmission de I’échinococcose kystique.
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2- Matériel et méthodes
2-1- Zone d'étude
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Figure 17. Répartition des abattoirs de notre etude

L'Algérie a une superficie de 2.381.741 km2 et est divisé en 48 districts administratifs ou
wilayas. L'enquéte (voir annexes) de cette étude a été menée dans 81 abattoirs de 18 wilayas
situées dans l'est de I'Algérie. La zone d'étude peut étre divisée en trois régions représentatives
des différents types de climats et de paysages de I'Algeérie : la région littorale, la région
centrale et la région sud, ou ont été étudiés 17, 53 et 11 abattoirs, respectivement (Figure 17).
Les abattoirs ont également été classés selon le nombre d'habitants des villes ou ils se
trouvaient: les zones urbaines, correspondant  généralement aux  wilayas
( > 200 000 habitants ), les zones semi-urbaines , correspondant a des dairas (50 000 a 200
000 habitants) , et les zones rurales, ce qui correspond a des petites villes (< 50 000 habitants)
(Tableau 5) . Les abattoirs ont également été classés selon le nombre d'animaux abattus par an
(téte / an) : grand (> 8000 tétes / an), a moyen (3,000-8,000 tétes /an) et de petite taille
(< 3000 tétes / an).

Tableau 5. Affiliation et répartition des abattoirs selon la taille et la localisation géographique
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Semi

Littoral| Sud |Intérieur| Rural | urbain | Urbain | Municipal | Privé | Total
Grands 4 2 17 8 10 5 22 1 23
Moyens 6 4 18 18 8 2 25 3 28
Petits 7 5 18 29 0 1 30 0 30

2-2- La collecte des données

Chaque abattoir a été visité, et un questionnaire a été remis aux inspecteurs vétérinaires
et/ou les techniciens. Ce questionnaire portait sur les informations suivantes: la situation
géographique et la wilaya d’affiliation , nombre d'animaux abattus par an classés par especes
animales (tétes par an) , le nombre d' agents vétérinaires, des techniciens et des bouchers, le
niveau de protection des abattoirs contre 1’acces des chiens, les procédures d'inspection post-
mortem des animaux et de I'élimination des abats infectés. L'évaluation fiable des procédures
d'inspection post-mortem des animaux comprend la fréquence d'inspection et I'enregistrement
des abats parasités saisis pour I’E.K lors de l'inspection post-mortem par un vetérinaire. La
fréquence de I'inspection vétérinaire a été jugée acceptable si elle était supérieure a 12 fois par
mois. Le niveau de protection de l'abattoir contre I’accés des chiens a été considéré comme
fiable si les conditions suivantes sont reunies : les abats étaient gardés et isolés dans une
chambre spécifique avant d'étre éliminés et les abattoirs étaient entourés par une cloture
compléte. La procédure d'élimination pour les abats infectés a été évaluée en notant comment
les abats ont €té retirés selon les quatre méthodes suivantes : offertes aux chiens, rejetés dans
I’environnant, incinérés ou enfouis a 50 cm sous le sol et recouverts de chaux. Les deux
derniéres procédures ont été jugés efficaces.
Dans I'ensemble, nous avons estimé que les abattoirs qui étaient engagés dans un
comportement appropri¢ a rompre le cycle de transmission de I’E.K, étaient ceux dont les
chiens ne pouvaient pas accéder aux abats et dont les procédés d'élimination impliquaient
I'incinération ou l'enfouissement des déchets. En revanche, si I'une de ces conditions n'était
pas remplie, nous avons considéré que le niveau de protection était inadéquat.
2-3- L'analyse des données
Toutes les données ont été enregistrées dans le programme Microsoft Excel. Nous avons
utilisé Phildigit version 2 et Philcarto ( http://philcarto.free.fr/ ) pour I'emplacement de tous

les 81 abattoirs étudiés en Algérie.
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3-Résultats
Les résultats montrent que sur 81 abattoirs 57 possédaient une cléture intacte, il n’ya pas de

grande différence entre les trois catégories d’abattoir, et dans 69 abattoirs les chiens erraient

aux alentours, dans les moyens et petits abattoirs surtout (tableau 6).
Tableau 6. Statut d’isolation des 81 abattoirs (selon la taille)

Taille des abattoir (n)

Statut de I’isolation des abattoirs

% des abattoirs avec Chiens dans les alentours des
une cloture intacte (n) abattoirs (%) (n)
Grands (23) 91.3 (21) 87 (20)
Moyens (28) 64.3 (18) 85.7 (24)
Petits (30) 60 (18) 83.3 (25)
Total (81) 70.4 (57) 85.2 (69)

La fréquence de I’inspection montre que ce sont les grands abattoirs qui inspectent
quotidiennement par rapport aux autres catégories d’abattoir et les visceres parasités sont
enregistrés de fagon moins réguliere dans les petits abattoirs (tableau 7)

Tableau 7. Inspection des viandes selon la taille et la fréquence de I’inspection

Abattoirs, taille | Fréquence de Inspection vétérinaire
(n.) P’inspection % des abattoirs % a infections enregistrées
inspectés (n)

Grands (23) Toujours 100 (23) 87 (20)
Quelque fois 0 (0) 13 (3)
Jamais 0 (0) 0(0)

Moyens (28) Toujours 89,3 (25) 60,7 (17)
Quelque fois 10,7 39,3 (11)
Jamais (3) 0(0)

0 (0)

Petits (30) Toujours 93,3 (28) 50(15)
Quelque fois 6,7 (2) 46,7 (14)
Jamais 0 (0) 3,3(1)

L’acceés des chiens aux abats parasités est facilit¢ lorsque les abats sont laissés sans
surveillance, déversés dans la nature ou directement nourris par les étres humains (tableau 8)
Tableau 8. Proportions des différentes catégories d'abattoirs (n = 81) par rapport au niveau de

I'accés aux abats par les chiens.
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Nombre d’abattoirs aux mauvaises pratiques Nombre d’abattoirs
Abats Abats déverses | Chiens nourris | Total aux bonnes
laissés sans dans avec des abats pratiques
surveillance | I’environnement
Unité
urbaine*
URBAIN 0 0 0 0 6
SEMI 3 3 1 7 9
URBAIN
RURAL 4 18 5 27 32
Total 7 21 6 34 47
Taille**
GRANDS 0 6 1 7 16
MOYENS 6 8 0 14 12
PETITS 1 7 5 13 19
Total 7 21 6 34 47

Les abattoirs ont été classés en fonction de leur taille et de leur unité urbaine.

* I’Unité urbaine correspondant aux préfectures (> 200 000 habitants), l'unité semi-urbaine
correspondant aux sous-préfectures (50 000 a 200 000 habitants), et l'unité rurale
correspondant a des petites villes (<50 000 habitants).

** Taille des abattoirs en fonction du nombre d'animaux abattus par an (téte / an): grands
(> 8000 tétes / an), moyens (3000-8000 tétes / an) et de petits (<3000 tétes / an)

Des informations concernant les 81 abattoirs ont été fournies par les inspecteurs vétérinaires
et / ou les techniciens. Selon le tableau 6, il est indiqué que 91, 3% (21/23) des grands
abattoirs ont une cloture intacte, 64,3% (18/28) pour les abattoirs moyens et 60% (18/30) pour
les petits abattoirs. De plus, il a été observé la présence des chiens aux alentours des abattoirs
dans 85,2%, (69/81) avec un acces aux abats de I’ordre de 41,97%.

Dans 6 abattoirs les abats ne sont pas isolés dans des chambres spéciales avant leur

destruction et donc ces abats parasités peuvent étre mis a la disposition des chiens ceci n’a pas
¢été indiqué dans les grands abattoirs. Cependant, I’acces des chiens aux abattoirs a été noté
dans les trois catégories.
La fréquence de I’inspection vétérinaire est jugée acceptable lorsqu’elle s’effectuait plus de
12 fois par mois dans notre enquéte, elle s’effectue de fagon irréguliére a raison de 6,17% en
particulier dans les abattoirs situés dans les zones rurales et correspondent a de petits ou
moyens abattoirs.

Les abats saisis impropres a la consommation sont éliminés selon différentes méthodes :
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Incinérés, enfouis, déversés dans la nature. Ainsi 41,5% des abattoirs procedent a
I’incinération des abats parasités. Cependant se sont les grands abattoirs qui incinerent le plus
a raison de 60,8% (14/23) et respectivement 32,1% (9 /28) et 6,7% (2/30) pour les moyens et
petits abattoirs.

L’incinération est le mode de destruction 1égal des abats au sein d’un abattoir, alors que bruler
des abats, pratiqué dans 58,5% des abattoirs, est un acte dangereux pour ’atmosphére et les
humains (pollution et risque d’incendies) ; par contre I’enfouissement des abats saisies se fait
a 50cm sous terre et recouvert par de la chaux, pratique réalisée dans 27,16% (n =22) des
abattoirs.

Des pratiques dangereuses d’élimination des visceres saisis ont €té observées dans de
nombreux abattoirs, indépendamment de leur taille et localisation: telles nourrir les chiens
7,41% (6/81) ou déversés dans la nature 25,92% (21/81); ¢’est-a-dire jetés dans les décharges
publiques et donc mis directement a la disposition des chiens, sachant que 37,03% des abats
se sont révelés positifs pour le kyste hydatique lors des inspections post-mortem dans
I’ensemble des abattoirs étudiés.

La situation ou les abats sont mis en contact des chiens a été décrite au niveau des abattoirs
ruraux mais dans aucun abattoir urbain, ce résultat met en évidence I’importance de la région
rurale dans la persistance de I’échinococcose kystique, notamment par la présence des chiens
errants qui sont en contact avec les chiens de bergers ceux-ci sont incriminés dans la

transmission de 1’échinococcose kystique chez les ruminants et I’homme.

4- Discussion

En Algérie I’infection par le kyste hydatique est commune chez le bétail. En 2003, le taux
de prévalence enregistré chez les ruminants dans la partie orientale du pays a été estime a
12,8% (Bardonnet et al., 2003 ; Benchikh EIFegoun, 2004) . Le cycle évolutif prédominant
de E. granulosus implique un cycle synanthropique avec les chiens comme hotes définitifs et
les animaux d'élevage comme hotes intermédiaires (Torgerson et al., 2003; Otero - Abad et
al., 2013) . Les chiens contribuent de maniere significative a la transmission de ’EK aux
hotes intermédiaires et a la biomasse parasitaire accrue dans I'environnement. En outre, ils
sont une source potentielle de contamination de I'environnement humain immediat, et ils
peuvent exposer la population, surtout les enfants, a I'infection lorsque les chiens semi-errants
parasités reviennent a leurs propriétaires (Ouhelli et al., 1997; Reyes, 2012). Un certain

nombre de facteurs ont été trouvés pour influencer la fréquence de I'échinococcose canine.
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Le plus important d'entre eux est l'accés potentiel des chiens aux abats crus infectés (Otero -
Abad et al., 2013). En Algérie, le nombre de chiens errants infectés par E. granulosus est
élevé : les taux de prévalence de I'échinococcose des chiens errants varient de 15% a 42%
(Benchikh ElFegoun et al., 2004 ; Kohil, 2008 ; Bentounsi et al., 2009). Il a également été
constaté que les chiens vivant dans les zones rurales présentaient un risque plus élevé
d'infection par rapport aux chiens urbains (El Shazly et al., 2007; . Otero - Abad et al., 2013;
Seimenis et al., 2006). Plusieurs études ont rapporté une prévalence ¢levée de 1’échinococcose
canine dans d’autres pays du Maghreb. Des taux de prévalences de 27%, 27,81% et 58% ont
éteé enregistrés chez les chiens errants en Tunisie, la Libye et le Maroc, respectivement (Gusbi
et al., 1987; Lahmar et al., 2001).

Par conséquent, les programmes de contrble visent principalement a réduire la prévalence de
I'échinococcose canine chez le chien et ainsi la contamination de I'environnement avec des

ceufs rejetés dans les excréments de chiens.

Dans la présente étude, le ciblage des abattoirs en Algérie constitue une stratégie
importante pour le controle de 1’échinococcose kystique. Les résultats de I’enquéte montrent
que les conditions de nombreux abattoirs favorisent la transmission de Echinococcus

granulosus chez 1’h6te définitif qui est la source d’infestation pour les hotes intermédiaires.

Notre étude a montré que dans un tiers des abattoirs, les chiens pourraient avoir facilement
acces aux abats potentiellement parasités. La mauvaise pratique la plus courante que nous
avons trouvee est le déversement des déchets dans I'environnement naturel local a la place de
I'élimination définitive des déchets par incinération ou enfouissement. Méme une procédure
d'élimination appropriée des abats ne protege pas nécessairement les chiens contre la
contamination : les abats sont parfois laisses sans surveillance dans une chambre non scellée,
les chiens peuvent y accéder. En outre, l'absence d'une cl6ture autour des abattoirs facilite
aussi ’acces des chiens a l'intérieur de l'abattoir méme si les processus en aval sont respectés.
Ces lacunes sont tributaires de l'infrastructure des abattoirs et peuvent étre relativement faciles
a surmonter. Méme si les grands abattoirs ont une meilleure infrastructure que les petits
abattoirs, notre étude a montré que, indépendamment de la taille, les chiens peuvent avoir
acces aux abattoirs, en particulier lorsque I'élimination de déchets contaminés n'est pas

correctement effectuée.

Des pratiques encore plus graves ont également été observées, telles que I'alimentation directe

des chiens avec des abats. Ces pratiques favorisent grandement la transmission du parasite
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entre le bétail et les chiens. Tous ces facteurs de risque doivent étre pris en considération lors
de I’application du programme de controle et peuvent expliquer la persistance de I’infection et
la disponibilité d’une biomasse parasitaire suffisante dans les zones rurales mais aussi dans les
zones urbaines (abattage clandestin, décharges publiques). Dans cette étude, nous avons
observé que pour un certain nombre d’abattoirs, I’inspection vétérinaire et 1’enregistrement
des animaux infectés sont tres irréguliéres. Ces opérations sont pourtant importantes pour
dresser une carte précise de I’évolution de 1’échinococcose kystique chez le bétail, ce qui

permet une meilleure supervision des programmes de controle de la maladie.

Les mesures de contréle doivent tenir compte des principaux facteurs de transmission, tels
I’alimentation des chiens avec des abats parasités, I’acces des chiens aux abattoirs, la non
destruction et I’absence d’enfouissement des visceres infestés de kystes hydatiques, et le

mangque de traitement antiparasitaire des chiens.

Les mesures de contréle doivent également se pencher sur 1’éradication des chiens errants,
et sur le traitement anthelminthique régulier des chiens semi-errants. Certes, des campagnes
d’abattage des chiens errants sont programmeées et organisées par les bureaux d’hygiene
communaux mais ces operations demeurent irréguliéres, et la population de chiens errants a
tendance a augmenter d’année en année. L’éducation sanitaire est impérative et doit cibler
surtout les personnes exposees a la contamination (éleveurs, bouchers, enfants...) ainsi que le
personnel des abattoirs en vue de les sensibiliser sur le cycle évolutif du parasite et les risques
qu'il présente pour les personnes et les animaux. L’homme joue un role important dans la
transmission d’E. granulosus. Aussi, les campagnes de sensibilisation menées sur le terrain
dans les zones rurales et urbaines doivent inciter les humains a changer leurs habitudes et leur

comportement vis-a-vis des animaux (Yang et al., 2006).

Il est encourageant de savoir que certains programmes de lutte dans d'autres pays ont
montré que des résultats satisfaisants peuvent étre obtenus en moins de 15 ans si toutes les
mesures de controle sont effectuées sans les contraintes et les restrictions financieres
(Gemmell et al., 2001a ; Gemmell et al., 2001b ; Larrieu et al., 2000). Par exemple, dans la
communauté de La Rioja en Espagne, un programme pour la prévention et le contrdle de la
maladie hydatique a été lancé en 1987. L'accent du programme était de cibler les points
critiques dans la transmission de E. granulosus, notamment en augmentant la sensibilisation
aux risques de la maladie dans la population, le traitement des chiens avec le Praziquantel a

des intervalles de 45 jours, I'amélioration du contréle des chiens errants, et fournir des moyens
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pour I'élimination slre des abats de moutons abattus et I'élimination sécuritaire des moutons
morts dans des fosses sanitaires. Ces mesures ont conduit a une baisse de la prévalence de E.
granulosus chez les chiens de 7,0 % au début du programme a 0,2 % en 2000 et chez les ovins
adultes de 82,3 a 20,3 % (Jimenez et al., 2002) . Cependant, nos résultats ont montré qu’en
Algérie, les premiéres étapes d'un tel programme d'élimination doivent étre entreprises
rapidement. Méme la prévention de Il'acces des chiens domestiques et errants aux abattoirs
officiels reste problématique, malgré le fait qu'il représente I'un des objectifs les plus faciles a

atteindre lors de la mise en ceuvre d'un programme de contréle de I'échinococcose kystique.

77



CONCLUSION GENERALE

Le séquencage des deux cibles, amplifiées avec les deux paires d’amorces CoxI et Nadl a
permis de confirmer I’existence de deux génotypes ou souches d’Echinococcus granulosus
dans le sud de I’ Algérie:

- le génotype (G1), souche commune ovine d’E. granulosus, obtenu a partir de 36 échantillons

(14/17 camelins, 3/4 ovins, 4/4 bovins, 3/3 caprins et 12/14 humains) sur 42 au total soit

85,71%.

- et le génotype (G6), souche cameline, a été obtenu a partir de 7 échantillons (3/17 camelins,

1/4 ovin et 2/14 humains) soit 14,28%.

Les résultats ont confirmé la prédominance et le caractére ubiquiste de la souche commune

ovine (G1), circulant chez les ovins, bovins, caprins, et chez de nombreux camelins,

transmissible aux humains.

La présente étude a par ailleurs démontre la participation des camelins aux coOtés des autres
ruminants domestiques (ovins, bovins) dans la dynamique de transmission de cette souche
zoonotique aux humains via le chien, suggérant ainsi le cycle de transmission camelins-chiens
dans le sud de I’ Algérie.

La souche cameline (G6) trouvée chez les camelins et circulant occasionnellement chez les
autres ruminants, semble moins fréquente que la souche ovine (G1). Cette souche a été isolée
pour la premicre fois chez les humains dans le sud de 1’Algérie. Habituellement, les camelins
constituent les réservoirs potentiels de la souche cameline (G6), bien que d’autres especes
notamment les caprins peuvent représenter des sources importantes.

En Algérie, la présence de la souche cameline (G6) a des implications pour les programmes de
contréle local en raison de la durée de la période prépatente plus courte chez les chiens (hotes
définitifs) par rapport a celle de la souche commune ovine (G1) (40 jours pour G6 vs 45 jours
pour le génotype G1).

Les stratégies de contrdle doivent étre adaptées a I'épidémiologie moléculaire locale pour
assurer un meilleur contrdle de I’échinococcose kystique.

Les souches commune ovine et cameline semblent étre biologiquement distinctes et aussi
génétiquement différentes I'une de 1’autre comme elles le sont avec E. multilocularis.
Pour confirmer le statut d’espece, une étude moléculaire a été réalisée en vue de rechercher des
hybrides dans le cadre d’une double infestation expérimentale sur un chien. Le potentiel de
reproduction entre les souches G1 et G6 a été évalué a ’aide d’un nouveau marqueur nucléaire,

un microsatellite multilocus répété en tandem (EmsB).
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En raison de sa localisation dans le génome nucléaire, les fécondations croisées peuvent
étre impliquées dans la modification du EmsB.

Ce nouveau marqueur génétique est en mesure de discriminer G1 et G6 et détecter leurs
échanges génétiques éventuels.

Au travers des résultats de la coinfection, et pour ’ensemble des cestodes adultes isolés et
étudies, les mictosatellites multilocus EmsB ont montré les profils G1 ou G6 mais aucun profil
mixte G1/G6 n’a été identifié. L’absence d’échange génétique visible entre les adultes G1 et
G6, alors qu’ils infestaient concomitamment I’intestin du méme hote définitif, suggérant un
isolement reproductif fort et donc, pourrait corroborer la reclassification récente des souches
G1 et G6 en deux especes distinctes : Echinococcus granulosus sensu stricto et Echinococcus
canadensis respectivement.

Les chiens contribuent de manicre significative a la transmission de I’E.K aux hotes

intermédiaires et a la biomasse parasitaire accrue dans I'environnement. En outre, ils sont une
source potentielle de contamination de I'environnement humain immédiat, et ils peuvent
exposer la population, surtout les enfants, a l'infection lorsque les chiens semi-errants parasités
reviennent a leurs propriétaires.
Un certain nombre de facteurs ont été trouvés pour influencer la fréquence de I'échinococcose
canine. Le plus important d'entre eux est I'acces potentiel des chiens aux abats crus infectés. Par
conséquent, les programmes de contréle visent principalement a réduire la prévalence de
I'échinococcose canine chez le chien et ainsi la contamination de I'environnement avec des
ceufs rejetés dans les excréments de chiens.

Dans la présente étude, le ciblage des abattoirs en Algérie constitue une stratégie importante

pour le contréle de I’échinococcose kystique. Les résultats de 1’enquéte montrent que les
conditions de nombreux abattoirs favorisent la transmission de Echinococcus granulosus chez

I’hote définitif qui est la source d’infestation pour les hotes intermédiaires :

- acces des chiens aux abats potentiellement parasités ;

- manque d’incinération et d’enfouissement des abats saisis... et déversement des déchets

dans la nature ;

En outre, l'absence d'une cloture autour des abattoirs facilite aussi 1’acceés des chiens a

I'intérieur de l'abattoir.

Tous ces facteurs de risque doivent étre pris en considération lors de I’application du
programme de contrdle et peuvent expliquer la persistance de I’infection et la disponibilité
d’une biomasse parasitaire suffisante dans les zones rurales mais aussi dans les zones

79



urbaines. Il est aussi important d’observer la régularit¢ de 1’inspection sanitaire et de
I’enregistrement des animaux infectés ;

Les mesures de contrdle doivent également se pencher sur 1’éradication des chiens errants, et
sur le traitement anthelminthique régulier des chiens semi-errants.

L’éducation sanitaire est impérative et doit cibler surtout les personnes exposées a la
contamination (éleveurs, bouchers, enfants...) ainsi que le personnel des abattoirs en vue de
les sensibiliser sur le cycle évolutif du parasite et les risques qu'il présente pour les personnes
et les animaux. L’homme joue un réle important dans la transmission d’E. granulosus. Aussi,
les campagnes de sensibilisation menées sur le terrain dans les zones rurales et urbaines
doivent inciter les humains a changer leurs habitudes et leur comportement vis-a-vis des

animaux.

80



PROGRAMME DE CONTROLE DE L’ECHINOCOCCOSE KYSTIQUE A

Echinococcus granulosus

Le programme de lutte s’articule sur les recommandations suivantes :

- Nécessité d’un programme de contrdle a long terme, plus long que le mandat d’un politicien.

- Programme de lutte commune a I’encontre des maladies zoonotiques majeures en Algérie

telles la leishmaniose, la rage dont le chien est le principal réservoir

- Réactivation de la structure chargée de I’autorité de la lutte (comité national de lutte contre
les zoonoses). Définir les fonctions de cette structure chargée du programme de contréle.

- Création d’un réseau d’activités permanentes a I’encontre de 1’échinococcose kystique.

- Promulgation d’une législation dans laquelle sont incluses des mesures spécifiques pour

interrompre la transmission du parasite.

- Implication des politiques, et collaboration inter professionnelle (entre la santé publique,

santé¢ animale, bureaux d’hygiénes municipaux, populations)

- Avant ’application du programme, des données de base utiles doivent étre collectées pour
servir comme référence pour mesurer les progres de contréle (évaluation de la prévalence d’E
granulosus chez les populations canines ; appréciation de la prévalence de 1’échinococcose
kystique chez le bétail domestique, et chez les humains).

De nouvelles approches sont utilisées dans les enquétes ; a titre d’exemple ’ELISA
coproantigene peut étre utilisée pour détecter I’E. granulosus dans les populations de chiens
et I'ultrasonographie seule ou en combinaison avec la sérologie peuvent étre utilisées pour le
diagnostic de masse chez les humains (Christofi et al., 2002 ; Craig,1997 ; Fraser et al., 2002 ;
Rogan et al., 2002 ; Schantz, 1997 ; Who, 2001).
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- Mesures de contrdles spécifiques
Programme d’éducation sanitaire publique a long terme
Informer des risques de I’E.K et des sources de contamination de la maladie, en organisant
des campagnes d’éducation sanitaire en particulier dans les régions endémiques, les personnes
dont les métiers sont a risque : les vétérinaires, les bergers, les propriétaires de chiens.

Pour ce faire tous les moyens (médias : télévision, radios...) seront utilisés pour sensibiliser
et informer les collectivités. Pour étre efficace, L’éducation sanitaire doit viser a modifier
I’attitude et le comportement de la population pour une destruction appropriée des abats
parasités, sachant qu’ en Algérie, le kyste hydatique chez I’homme a une prévalence ¢levée
(Kayoueche., 2009) ce qui implique des dépenses économiques considérables suite a la prise
en charge des malades, les soins hospitaliers et dans certains cas des rechutes possibles. Les
campagnes de dépistage de I’E.K chez I’homme doivent concerner toutes les régions
d’Algérie mais plus particulierement les zones endémiques et aussi les habitations loin des
hopitaux.

Les enfants doivent connaitre les risques de contamination avec E. granulosus car ils sont
plus exposés par contact avec des chiens infestés, et ceci par un enseignement a 1’école ou au
sein des collectivités locales (maisons de jeunes, mosquées...). Des brochures, pamphlets,
livres, peuvent étre aussi utilisés, dans lesquels seront mentionnées certaines réglementations
a suivre :

. Eviter la promiscuité avec les chiens en zone d’endémie,

. Se laver soigneusement les mains aprés avoir touché un chien,

. Laver abondamment les fruits et Ilégumes consommeés crus.

1- Chez I’hote définitif (le chien)

- Diminuer la biomasse parasitaire par

-L’abattage de tous les chiens errants : nécessité d’une politique ferme de réduction de la
population canine. L’¢limination des chiens errants doit étre une activité régulicre des bureauX
d’hygieéne communaux a travers tout le pays.

-Garder les chiens éloignés des lieux de préparation ou de conditionnement des aliments, ainsi
que les jardins potagers.

. Traitement régulier de tous les chiens avec le Praziquantel car actuellement c’est le
vermifuge de choix, efficace a 100% contre le Taenia Echinocogue agissant sur les formes

immatures deés la quatrieme semaine et méme plus t6t (Eckert et al., 1997). Il est administré a
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des intervalles correspondant a la péeriode pré patente, variable selon la souche d’E.
granulosus (en moyenne tous les 2 mois). Les propriétaires doivent étre responsabilisés pour
le traitement de leurs chiens.

- ldentification de tous les chiens a propriétaires : établissement d’une carte individuelle
dont les caractéristiques du chien et les traitements contre E. granulosus seront enregistrés.

- Limitation du nombre de chiens par foyer

- Stérilisation des chiennes

2- Chez les hotes intermédiaires

-La lutte contre le kyste hydatique passe impérativement par 1’interdiction des abattages
clandestins du bétail. En Tunisie, les abattages clandestins représentent 40% de I’abattage
national (Majorowski et al., 2005).

- Controle rigoureux des établissements d’abattage (abattoirs et tueries)

- Hygiéne d’abattage et utilisation des incinérateurs pour la destruction des abats saisis
-Amélioration de I’inspection des viandes.

- Création d’une police sanitaire dans les abattoirs

-Eviter pendant les fétes religieuses, de jeter les abats parasités dans les decharges publiques
pour rompre le cycle entre les hotes intermédiaires et ’hote définitif en particulier les chiens
errants.

Des programmes de lutte contre I’E.K dans divers pays avec des moyens financiers a long
terme (jusqu’a 15 ans) (Gemmell et al., 2001a ; Gemmell et al., 2001c), ont aboutit a des
résultats trés satisfaisants dans des iles (Nouvelle Zélande, Tasmanie, lles Falkland, et
Chypre), et partiellement efficaces dans les régions continentales (Argentine, Chili, Uruguay,
Bulgarie, Espagne, une partie de la Chine) (Christofi et al., 2002 ; Economides et al., 2002 ;
Economides et al., 2001 ; Gemmell et al., 2001a ; Gemmell et al., 2001b ; Larrieu et al.,
2001 ; Wen et al., 2002).

Citons le cas de Chypre ou le programme de lutte était basé sur I’éradication des chiens
errants, I’interdiction aux chiens d’accéder aux abattoirs en installant des clotures, ce
programme établi en 1971 a pris fin en 1985, dans ce programme le taux de kyste hydatique a
seulement diminué mais n’a pas disparu totalement. Ainsi, un deuxiéme programme, mis en

ceuvre en 1993, a été adopté visant le controle des hotes intermédiaires, le traitement des
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chiens errants et de compagnie dans les zones endémiques ainsi ’E.K dans ce pays a été
controlée.

Dans la Province de Rio Negro d’Argentine, un programme de contréle incluant un traitement
des chiens avec le Praziquantel (5 mg/kg de poids vif) a 2 mois d’intervalle a, au bout de 20
ans (1979/1980 a 1999), réduit la prévalence des kystes chez les ovins de 61 a 18% et des
stades adultes intestinaux des chiens de 40 a 2-3% (Larrieu et al., 2001). En Uruguay,
I’application rigoureuse des mesures de controle de E. granulosus, de 1991 a 1997, a permis
de réduire de 66,7% les saisies de foies infestés par le kyste hydatique, correspondant a un
gain de 32 millions de dollars américains (Orlando, 2002).

La lutte contre I’échinococcose kystique passe par une prise de conscience collective et

individuelle ainsi que 1’aide de I’Etat représenté par les différents ministéres (Guide de lutte

contre I’hydatidose. 2007).
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ACTIONS ET PERSPECTIVES DE L’OMS

Action de POMS

En 1950, et a Geneve les experts du groupe mixte OMS/FAO avaient organisé la premiére
session dans le but de formuler des recommandations, concernant les zoonoses en géneral, qui

serviraient de directives 4 I’OMS et a la FAO.

Les experts rédigent un rapport ou ils interpellent les autorités a prendre des mesures
efficaces contre certaines maladies zoonotiques parmi elles I’échinococcose kystique et ceci

afin de préserver la santé publique et I’économie nationale.

Selon ’OMS, I'échinococcose kystique entrainerait chaque année la perte d'un million de
DALY (année de vie ajustée sur I’incapacité) au moins, sans doute trois. Les colts annuels
imputables a I'échinococcose kystique sont estimés a 3 milliards de dollars (US $) (traitement
des cas et pertes pour le secteur de I'élevage). En fonction de l'espéce infectée, les pertes de
production animale imputables a I'échinococcose kystique peuvent découler de I’impossibilité
d’utiliser le foie, de la réduction du poids de la carcasse, de la perte de valeur des peaux, de la
baisse de la production de lait et de la réduction de la fertilité (Echinococcose: Aide mémoire
N° 377 Mars 2013).

Actions et perspectives de 'OMS

L’OMS a établi une liste non exhaustive de Maladies Tropicales Négligées (MTN)
prioritaires et a ¢laboré un plan d’action pour la période 2008-2015. I’échinococcose kystique
en fait partie et le programme de lutte contre cette maladie a débuté en 2009, ce programme
repose sur une stratégie de lutte intersectorielle. Une circulaire interministérielle a été établie
comportant des axes importants visant le contrdle de la population canine, I’éducation
sanitaire de la population exposée, le dépistage de la maladie et la prise en charge des patients
précocement. Le but de ce programme est de diminuer de moiti¢ I’incidence de I’E.K pour

I’année 2015 (ldrissi Azzouzi., 2008-2009).
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On estime a 10 millions de dollars (US $) le cott de la mise en ceuvre entre 2013 et 2017
des projets pilotes sur I'échinococcose kystique. Apres 2018, des programmes bien adaptés a
certains pays seront validés et les efforts seront plus intenses afin de combattre de fagon plus
crédible I’échinococcose kystique. Enfin et selon I’Organisation Mondiale de la Santé, la
vaccination du mouton, avec un antigene recombinant (EG95) d'E. granulosus ouvre des

perspectives encourageantes dans la prévention et la lutte contre ce fléau.
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| B

Pais Niveau

enquete sur 1’ infrastructure des abattoirs hydatidose

Numéro

1. Date d’aujourd’hui:

I | e A I

2ldad

(Jour) (Mois) (Annee)

2. Nom de la personne enquétée : #*
3. Profession de la personne enquétée:

O Vétérinaire

O Technicien

O Autre (spécifier): &
|. IDENTIFICATION DE L’ABATTOIR:
4. Nom de I'abattoir : rd
5. Province: rd
6. Ville: rd
7. Affiliation de I'abattoir

OO0 Ministere O Municipalité O Privé
8. Localité:

O Urbaine O Suburbaine

O Rurale




|l. CAPACITE DE L’ABATTOIR:

9. Capacité annuelle exprimée en nhombre d’animaux abattus:

Nombre d’animaux abattus par espéce

Année [ Bovine | Ovine* Caprine* Ovine + | Cameline Equine Porcine
Caprine*

2005

* Priére de ne remplir la colonne “Ovine + Caprine” que si les 2 espéces sont confondues
(comptées ensembles).

O Je ne sais pas

10. Quantité annuelle de viande produite exprimée en tonnes (tonnage) :

Poids des animaux abattus par espéce.

Année | Bovine | Ovine* Caprine* Ovine + | Cameline Equine Porcine
Caprine*

2010

* Priere de ne remplir la colonne “Ovine + Caprine” que si les 2 espéces sont confondues
(comptées ensembles).

O Je ne sais pas

[Il. RESSOURCES HUMAINES:

11. Priére de reporter le nombre d’employés de I'abattoir, dans les 3 catégories suivantes:

Vétérinaires Techniciens Bouchers

Nombre de:

O Je ne sais pas




V. ISOLEMENT DE L’ABATTOIR:

12. L’abattoir est-il isolé de son entourage par une cléture ou un mur?

O Oui O Non O Je ne sais pas

13. La cl6ture est-elle compléte et intacte?

O Oui O Non O Je ne sais pas

14. Les chiens ont-ils accés a I'abattoir?

O Oui O Non O Je ne sais pas

15. Y a-t-il des chiens dans les alentours de I’'abattoir?

O Oui O Non O Je ne sais pas

V. INSPECTION DES VIANDES:

16. Quelle est la fréquence d’inspection des viandes, par le vétérinaire ou le technicien?

O Toujours 0O Quelquefois O Jamais O Je ne sais pas

17. Enregistrez-vous le nombre d’animaux infestés par des kystes hydatiques?

O Toujours 0O Quelquefois O Jamais O Je ne sais pas

18. Donnez-vous les viscéres saisis aux chiens?

O Toujours O Quelquefois O Jamais O Je ne sais pas



V1. DEVENIR DES ABATS SAISIS ET AUTRES DETRITUS:

19. Les chiens ont-ils acces aux visceres ?

O Toujours 0O Quelquefois O Jamais O Je ne sais pas

20. Les visceéres saisis sont-ils gardés hors de portée des chiens jusqu’a leur destruction?

O Toujours 0O Quelquefois O Jamais O Je ne sais pas
21. Les visceéres saisis sont ils gardés hors de portée des gens qui pourraient les utiliser pour
nourrir leur chiens?

O Toujours 0O Quelquefois O Jamais O Je ne sais pas

22. Mode de destruction ou devenir des visceres saisis :

O Donnés aux chiens O Incinérés

O Jetés a l'air libre, a I'extérieur O Mis dans une fosse septique couverte.
des abattoirs

O Partiellement brulés O Immeédiatement et complétement

brulés.

O Bouillis pendant moins de 15 O Bouillis pendant au moins 15 minutes.
minutes

O Emportés par les bouchers. O Autre spécifier: &

Merci beaucoup pour votre aide!
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The classification within Echimococcus gromk isc ly under debate. To assess the
reproductive potential between the C1 and GO strains, an experimental double infection
was carried out in 3 dog. First, two fertile hydatid cysts were collected in Algeria from
a cow and a dromedary. They were identified as being C1 and G0 with the markers con?
and nodi. Subsequently, a dog was inoculated with protascoleces from these two cysts.

:"“'*I.- Sixty days after infection, 83 adult worms were recovered from the intestine of the dog.
tog Then, the two cysts and each of these Individml parasites were characterized with the
Ereeding uﬁmsmnmhk-!nﬂmdr pas d. For all the scolex and the gravid
Taxonomy proglottids, separately analy i xud.ﬂmulpvfde the C1 profile was observed
Genetics |n7o.ldults.md|becopmﬁkmn! 13 others. No single worm exhibited 2 hybeid C1/Co
Microsatelite profile. This result suggests the absence of cross-fertilizing between the two taxa under the
EmsB given experimental conditions, and so. the presence of 2 strong cross-reproductive barrier.
This cbservabion corroborates with the recent reclassification of C1 and €8 within two

distinct species.
© 2010 Elsevier BV. All rights reserved.
1. Introduction responds to G4 and Echinococcus ortleppi to G5. The five

Mitochondrial DNA-based studies have shown that the
group Echinococcus granulosus is compased of heteroge-
neous variants. Firstly considered as strains (G1-G10),
these vanants have been progressively reclassified, indi-
vidually or by group, and new species have been defined
(Lavikainen et al., 2006; Romig et al, 2006; Nakao et al,
2007; Huttner et al., 2008; Thompson, 2008; Saarma et al.,
2009; Tappe et al, 2010). So, E granulosus sensu stricto
currently regroups G1,G2 and G3. Echinococcus equinus cor-

* Coresponding author at: Instatute of Parastology, Usevessity of Bern,
Linggass-Strasse 122, CH-3012 Bern, Switzerland. Tel: 433 491380000,
E-mal : maillasd eph@yahoo com (S Maillard ).

0304-4017/$ - see front matter © 2010 Elsevier BV. Al rights reserved.
doi=10.1010/j vetpar.2010.09.014

other strains could be also considered a well-supported
group but recent studies suggest the distinction of two
subgroups within: the first formed by G6, G7 and G9
(*Echinococcus intermedius’) and the second by G8 and G10
(‘Echinococcus canadensis”).

Concerning particularly the common GI and camel G6
strains, two previous studies showed in Algeria the pres-
ence of a G1/G6 sympatric area (Bart et al,, 2004; Maillard
et al, 2007). However, despite an important panel of cysts
collected in various hosts from this area, no case of cross-
fertilization was identified. This result corroborated the
separation of these two strains in distinct species. Nev-
ertheless, the assessment of their real divergence needs
to evaluate their reproductive isolation in characterizing
their putative offspring in the dog. the definitive host of the
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parasite. To date, even if multiple infections with differ-
ent Echinococcus variants have been sometimes observed
{Xiao et al., 2006; Yang et al., 2006), it stays very rare and
consequently, the possibility of studying the occurrence
or absence of cross-fertilization, too (Haag et al., 1999).
In addition, such a study requires a genetic marker that
can both efficiently identify G1 and G6 but also, detect the
G1/G6 cross-fertilizing events.

Recently, Bart et al. developed EmsB, a tandemly
repeated multilocus microsatellite (Bart et al,, 2006). When
compared to other markers, EmsB showed a higher level
of intraspecific variability and a very higher sensitivity.
In addition, because of its localization wathin the nuclear
genome, cross-fertilization events can be involved in mod-
ifying EmsB. In a previous study, from isolates identified
as GI, G3, G5, G6 and G7, EmsB provided a high degree
of genetic discrimination and furthermore, presented a
hybrid genotypic profile suggesting genetic exchanges
between G1 and G5 (Maillard et al., 2009). Therefore, EmsB
could be also able both to discriminate G1 and G6 and to
detect their putative genetic exchanges.

In the present work, we performed an experimen-
tal infection of a dog with an apparently equal amount
of protoscoleces belonging to G1 or G6. Then, with the
microsatellite EmsB, we analyzed each of the 85 adults that
we could collect in the intestine of the dog, with a particular
interest for their reproduction units {parasite intrauterine
eggs).

2. Materials and methods
2.]. Collection and charactenzation of the cysts

Two hydatid cysts were collected in Algerian slaugh-
terhouses by a veterinary team from the University of
Mentouri, Constantine (Algeria): one from a cow and one
from a dromedary. The genomic DNA was extracted from
each cyst (50mg of germinal layer pooled with 200 ul of
protoscoleces) using the High Pure PCR Preparation Kit
{Roche Diagnostics, Mennheim, Germany . Then, for each
cyst, this genomic DNA was used for the amplification of
the mitochondrial markers cox! and madI. PCR amplifica-
tion, sequencing and subsequent ethanol purification was
performed as previously described in Maillard et al. (2007).
To ensure the genotypes of the two cysts, the sequences

were compared to genotypes referred in Bowles et al
{1992} and Bowles and McManus (1993). Then, the two
cysts were also characterized with the microsatellite EmsB.
PCR amplification and fragment analysis were performed
as previously described in Maillard et al. (2009). For each
sample, we obtained a specific profile. These profiles were
directly related to the size of each locus and the num-
ber of repetitions of the locus in the genome (Bart et al,
2006).

Once the genotypes G1 and G6 were confirmed, the via-
bility of their protoscoleces was evaluated by 1% aqueous
eosin coloration and observation under a microscope. The
cyst contents were then used for the experimental infec-
tion.
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22. Doube infection of a dog

A male, one-year-old dog, without pedigree, was
selected among a group of dogs captured in Constantine
during a regulation campaign of stray dog population. To
rule out any putative helmintic infection, the animal was
isolated and received an anthelmintic treatment: meben-
dazol (Vermox N.D.), 20 mg/kg PV, per as, twice a day during
five days. Prior to use in the experiment, a coproscopic
examination was realized using a flotation technique with
a33%-zinc sulfate solution. One week after being treated, it
was simultaneously given with a syringe 50 mL suspension
of G1 protoscoleces and 50mL suspension of G6 proto-
scoleces, which had been previously collected from the two
cysts. For both genotypes, viability of protoscoleces was
>80%. Protoscoleces were not counted individually, but a
visual estimation of their concentration was done to use
an apparently equal parasite number. During the prepatent
incubation peniod, the dog daily received standard ratios
of food, and drinking water ad fbitum. After sixty days,
the dog was euthanized with an intravenous injection of
pentobarbital, identically to the other dogs captured dur-
ing the control campaign. The dog was then necropsied
post mortem and the proximal section of the small intes-
tine was ligatured and isolated. The tissues were frozen at
—80 C for a period of one week to avoid the digestion ofthe
worms and inactivate the eggs. Eighty-five adults were col-
lected, one by one, all along the mucous membeane of the
intestine, separated individually and conserved at -20 C.
The treatment and euthanasia of the dog were performed
by the same veterinary team as used for the collection of
the G1 and G6 cysts. All the animal experimentation was
approved according to the ethical guidelines of the Univer-
sity of Mentouri. Similarily to the cysts, the adult worms
were then sent (frozen) to the Laboratory of Parasitology
of Besangon for further investigation.

2.3. EmsB analyses of the adults

Each of the 85 adult worms was dissected under a
microscope such as to isolate the scolex and the poste-
nor strobile. The genomic DNA of each part was extracted
using the High Pure PCR Preparation Kit (Roche Diagnos-
tics, Mennheim, Germany). To characterize the offspring of
these adult worms, each DNA sample was analyzed only
for the microsatellite EmsB, following the same procedure
as for the cysts. Consequently, for all adults, we obtained
two profiles (one for the scolex and one for the strobile)
that were compared between themselves, and with those
of the other adults as well as with those from the cysts. This
comparison was done with the software ABl GeneMapper
V3.7

Due to their selection in highly conserved DNA regions
{Bart et al., 2006), the EmsB primers do not target prefer-
entially one strain more than another. In addition, EmsB
is characterized by a strong sensibility (Bart et al., 2006).
Therefore, as well as the EmsB profiles may indicate mixed
offspring (Maillard et al,, 2009), it may also indicate ali
putative mixture between the homo- or heterozygotic eggs
and the homozygotic proglottid parenchyma.
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3. Results
3.1. Genetic characterization of the cysts

The genotyping using mitochondrial markers cox! and
nad ! exhibited a Gl sequence corresponding to the sheep
strain for the cyst from the cow and a G6 sequence cor-
responding to the camel strain for the cyst from the
dromedary. With the multilocus microsatellite EmsB, the
G1 and G6 cysts showed two distinct profiles (Fig. 1).

32. EmsB analyses of the adults

For all of the 85 adults, the gravid strobile (correspond-
ing to the reproductive “offspring” upon the intrauterine
eggs) of this dual infection provided the same profile than
the scolex matching to the respective strobile. For 70 of
them, this profile corresponded to that ofthe G1 cyst, while
for the 15 others, this profile was identical that of the G6
cyst (Fig. 1). No EmsB profile presented a mixed G1/G6 pat-
tern. Therefore, no case of cross-fertilization between the
G1 and G6 strains could be detected.

4. Discussion

The objective of the present work was to carry out an
experimental intestinal double-infection in the definitive

r each of them, the scolex and the reprods

wmits were sep

host that may allow a putative cross-fertilization between
the common sheep G1 strain and the camel G6 strain of
E granuiosus, and to subsequently characterize the “off-

ing” in terms of a potential cross-hybridization. For
all of the 85 adults isolated and studied, the multilocus
microsatellite EmsB exhibited G1 or G6 profiles but no
mixed G1/G6 profile was identified. The absence of a vis-
ible genetic exchange between G1 and G6 adults, while
they were concomitantly infecting the intestine of the same
definitive host, suggested a strong reproductive isolation
and thus, could corroborate the recent reclassification of
the G1 and G6 strains in two distinct species.

Nevertheless, even if this study was designed to provide
the best conditions for cross-fertilization events, a double
infection does not guarantee sufficient contacts between
the adults to ensure the occurrence of such events, even in
the case of a weak reproductive barrier. Therefore, further
studies could be envisaged, as for example, to infect sev-
eral dogs with different quantities of protoscoleces or with
different ratios between G1/G6

The common sheep G1 and camel G6 strains do not have
the same epidemiological profile or the same impact on
public health (WHO-IWGE, 2002). Thus, in eradication or
control programs, an action targeting G 1 could be inappro-
priate to target G6 and vice versa. Thus, their separation in
two distinct species is pertinent, at different levels.
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Epidemiological and molecular study of Echinococcus granulosus in Algeria
Molecular typing of strains E. granulosus is essential to define a well adapted strategy to fight
against cystic echinococcosis (KE) because, strains differ in various pathogenic factors for
humans, duration of the prepatent period in HD, antigenic power amplification by the PCR
and sequencing of mitochondrial genes of the cytochrom oxydase and NADH dehydrogenase
1 cox 1 NDI 42 were collected to characterize 42 isolates of E granulosus the isolates
collected in 28 livestock 4 sheep, 3caprins, 17 camels, cattle and 4 in various slaughters
houses and 14 collected in the human surgery services of hospitals located in the South
Algeria.

The results showed the presence of two distinct genotypes G1 (ovine strains) : 85,71% of
ovine strain circulating among sheep and cattle, goats and more than the half of the camels
strains are transmissible to humans, whereas genotype G6 (camel strain): 14.28%, moving
from camels and found sometimes in other ruminants. The presence of the genotype 1 in
camels, suggested as camels whose cysts are the most oftenely fertile could represent in the
Southern regions, an indirect source of transmission to humans of this zoonotic strains. The
implementation of program against K E due to the shortness of the prepatent period of this
species in the definitive host compared to common ovine.
Classification within Echinococcus granulosus is currently under discussion. To assess the
reproductive potential between G1 and G6 strains, a double infestation experiment was
carried out in a dog. Hydatid cysts have been first collected from a cow and a camel. They
have been identified as G1 and G6 with Cox | and mitochondrial markers Nad I. Thereafter
dog was inoculated with these two protoscolex from cysts. Sixty days after the infestation, 85
adult worms were recovered in the small intestine of the dog. Then, each of the cysts were
characterized with nuclear marker locus multi EmsB and compared. The ail to the scolex and
gravid proglottids, analyzed separately, gave an identical profile : G1 profile was observed in
70 adults, and the G6 profile in the remaining 15. No worm has presented a hybrid G1/G6
profile. This finding suggests the lack of cross-fertilization between the two strains, and thus,
the presence of a strong reproductive barrier. This observation corroborates the recent
reclassification of G1 and G6 becoming two distinct species. A recent study was conducted to
assess the degree to which the seized offal are destroyed, and if current resources are
sufficient to break the cycle of transmission of Echinococcus granulosus. The slaughter
houses were selected according to their large size, medium and small and their urban, semi

urban and rural locations. The results of the survey show that 19.8% of slaughterhouses are



not isolated by a fence and about 30% have not an intact closing, fourth slaughterhouses are
accessible to dogs. Whereas, medium and large slaughterhouses are better protected against
the access of dogs. Stray dogs are present in surroundings in more than 80% of
slaughterhouses, regardless of their size and location, and that the inspection is carried out in
the majority of the slaughter houses, meat offal are not saved in more than 30% of
slaughterhouses. The survey revealed that infected viscera are left at the disposed of 25,92%
of dogs in slaughterhouses whatever their location, and people have free access to infected
offal in 16% of slaughterhouses. Incineration is practiced in 61% of large slaughterhouses vs
32.1% and only 6.7% in medium and small abattoirs respectively. the existence of such
factors (lack of cloture in many slaughterhouses, presence of stray dogs in the neighborhood,
feeding dogs with infected offal, lack of incinerators, the absence of burying viscera of
infected cysts hydatid ...) contribute significantly to the persistence of transmission and spread
of echinococcosis in intermediate hosts and definitive hosts. All these factors must be taken
into account when applying the control program against cystic echinococcosis.

Keywords: molecular typing, PCR, EmsB, Echinococcus granulosus, slaughterhouses
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Etude épidémiologique et moléculaire
d’Echinococcus granulosus en Algérie

Résume
Le typage moléculaire des souches d’E. granulosus est essentiel pour définir une stratégie de lutte contre

I’échinococcose kystique (E.K.) bien adaptée car les souches se différencient par divers facteurs : pouvoir pathogene
pour I’homme, durée de la période pré-patente chez H.D., pouvoir antigénique...L’amplification par PCR et le
séquencage des genes mitochondriaux de la cytochrome oxydase 1 (Cox1) et déshydrogénase 1 (Nadl) ont été utilisés
pour caractériser 42 isolats d’E. granulosus : 28 collectes sur le bétail (4 ovins, 3 caprins, 17 camelins et 4 bovins) dans
divers abattoirs et 14 recueillis sur des humains dans les services de chirurgies des hopitaux dans le sud de I’ Algérie.
Les résultats ont démontré la présence de 2 génotypes distincts : le génotype G1 (souche ovine) : 85,71%, circulant
entre les ovins, bovins, caprins et plus de la moitié des camelins, transmissible aux humains, et le génotype G6 (souche
cameline) : 14,28%, évoluant chez les camelins et trouvé parfois chez les autres ruminants. La présence du génotype
G1 chez les camelins, suggére que les camelins dont les kystes sont le plus souvent fertiles, pourraient représenter, dans
les régions du sud, une source de transmission indirecte aux humains de cette souche zoonotique. Par ailleurs, la
confirmation de la présence du génotype G6 a une grande implication pour la mise en ceuvre de programme de lutte
contre I’E.K en raison de la durée plus courte de la période prépatente de cette espece chez 1’hote définitif comparée a
I’espéce commune ovine.

La classification au sein de Echinococcus granulosus est actuellement en cours de discussion. Pour évaluer le
potentiel de reproduction entre les souches G1 et G6, une double infestation expérimentale a été effectuée chez un
chien. Deux kystes hydatiques ont été d’abord prélevés a partir d’un bovin et un dromadaire. llIs ont été identifiés
comme étant G1 et G6 avec les marqueurs mitochondriaux cox | et Nad I. Par la suite, un chien a été inoculé avec des
protoscolex provenant de ces deux kystes. Soixante jours aprés l'infestation, 85 vers adultes ont été récupérés dans
I'intestin gréle du chien. Puis, chacun des deux kystes ont été caractérisés avec le marqueur nucléaire multilocus EmsB
et comparés. Pour tous les vers, le scolex et les proglottis gravides, analysés séparément, ont donné un profil
identique: le profil G1 a été observé chez 70 adultes, et le profil G6 dans les 15 autres. Aucun ver n’a présenté un
profil hybride G1/G6. Ce résultat suggére I'absence de fécondation croisée entre les deux souches, et ainsi, la présence
d'une forte barriere reproductive. Cette observation corrobore les récents reclassements des G1 et G6 devenant deux
especes distinctes.

Une derniére étude a été réalisée pour évaluer a quel degré les abattoirs sont protégés des chiens, comment les abats
saisis sont détruits, et si les moyens actuels sont suffisants pour rompre le cycle de transmission de Echinococcus
granulosus. Les abattoirs ont été choisis selon leur taille : grands, moyens et petits, et leur localisation : zone urbaine,
semi-urbaine ou rurale. Les résultats de I’enquéte montrent que 19,8% des abattoirs ne sont pas isolés par une cloture et
environ 30% n’ont pas de cloture intacte. Un quart des abattoirs sont accessibles aux chiens mais les grands et moyens
abattoirs sont mieux protégés contre I’accés des chiens. Les chiens errants sont présents dans les alentours dans plus de
80% des abattoirs, indépendamment de leur taille et de leur localisation. Bien que 1’inspection soit effectuée dans la
majorité des abattoirs, les abats ne sont pas enregistrés dans plus de 30% des abattoirs. L’enquéte a révélé que les
visceres infectés sont laissés a la disposition des chiens dans 25,92% des abattoirs quelque soit leur localisation, et les
personnes ont libre acces aux abats infectés saisis dans 16% des abattoirs. L’incinération est pratiquée dans 61% des
grands abattoirs vs 32,1% et 6,7% seulement des moyens et petits abattoirs respectivement. L’existence de tels facteurs
(absence de cloture dans de nombreux abattoirs, présence de chiens errants dans le voisinage, I’alimentation des chiens
avec des abats infectés, le manque d’incinérateurs, 1’absence d’enfouissement des viscéres infesté de kystes
hydatiques...) contribuent largement a la persistance de la transmission et la propagation de 1’échinococcose chez les
hétes intermédiaires et hotes définitifs. Tous ces facteurs doivent étre pris en considération lors de ’application du
programme de contréle contre 1’échinococcose kystique.

Mots clés : typage moléculaire, PCR, EmsB, Echinococcus granulosus, abattoirs



