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Introduction

La sarcosporidiose représente 1'une des infections animales les plus communes au monde,
touchant la majorité des animaux homéothermes et poikilothermes. Elle est due & un
organisme protozoaire Kystogene appartenant au phylum Apicomplexa, dont le cycle évolutif
doit obligatoirement passer par deux hotes. L’hote intermédiaire est généralement représenté
par un herbivore, au sein duquel se déroule la reproduction asexuée du parasite, aboutissant a
la formation de kystes musculaires ou sarcocystes. La reproduction sexuée a quant a elle lieu
dans le tractus digestif de 1’hote définitif, qui est le plus souvent un carnivore ou un omnivore
et s’infecte en ingérant de la viande ou du tissu neural contenant des sarcocystes matures non
dénaturés par la cuisson ou le froid. Le cycle est bouclé lorsque I’hdte intermédiaire ingére
des oocystes ou sporocystes excrétés par 1’hote définitif (Dubey et al., 2015).

L’importance de cette parasitose repose en partie sur son impact économique. Bien que
souvent asymptomatique chez les bovins, la sarcosporidiose peut étre a l’origine d’une
diminution du gain pondéral et de la production laitiere, de fievre, d’anémie, de faiblesse,
d’avortements, de troubles neurologiques et méme de mortalité (Dubey et al., 2015).
L’infection peut également se répercuter sur la carcasse, soit par le biais de kystes
macroscopiques (Lindsay et al., 1995), ou en causant des lésions de myosites eosinophiliques
responsables de saisies, et donc de pertes (Guénégan, 2009). Elle appelle également
I’attention de par sa nature zoonotique. Une des 3 espéces de Sarcocystis dont le bovin est
I’héte intermédiaire, S. hominis, compte effectivement ’homme comme héte définitif et peut-

étre responsable d’entérites zoonotiques (Fayer et al., 2015).

Sarcocystis spp est de répartition cosmopolite, avec des prévalences élevées étant rapportées
chez des bovins aux quatre coins du monde. L’Algérie ne fait pas exception ; des études
conduites dans divers abattoirs du territoire national ont démontré des prévalences de 63,17%
(Nedjari, 2002), 90% (Taibi-Meksoud, 2015) et 100% (Harhoura et al., 2010).

Malgré I'ubiquité de I’infection, elle n’est pas a recherche obligatoire dans les abattoirs ou en
santé publiqgue (I.N.S.P., 2015), chose n’étant pas aidée par 1’absence de méthodes

diagnostiques disponibles en routine (Flandrin, 2014).

Le présent travail a pour but de contribuer a 1’étude du statut de la sarcosporidiose bovine en
Algérie, en évaluant sa prévalence chez des bovins abattus au niveau de 1’abattoir communal
de Draa Ben Khedda, dans la wilaya de Tizi Ouzou, a I’aide de deux techniques : la technique

histologique et de la technique de digestion enzymatique.



Introduction

Le travail est divisé en deux parties : une synthése bibliographique ayant pour but de donner
une vue d’ensemble sur la sarcosporidiose bovine, et une partie expérimentale ou les
techniques, matériel, méthodes et résultats obtenus seront exposés et discutés pour terminer

avec une conclusion, des recommandations et des perspectives seront proposées.
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Synthese bibliographique

Chapitre I : Etude du parasite

I.1.Historique

La premiére description de Sarcocystis est attribuée a Miescher, qui rapporte avoir observé
des “filaments blancs laiteux” dans les muscles d’une souris grise en 1843. Il nomme sa
découverte “tubules de Miescher” ; il est aujourd’hui admis qu’il s’agissait de kystes de
Sarcocystis muris (Dubey et al., 2015). En 1865, Kiihn observe les tubules chez le porc et
nomme I’espéce Synchytrium miescherianum. Cependant, le genus étant erroné, 1’appellation
est subséquemment changée par Labbé en 1899 en Sarcocystis miescherianum, et ce suite a
I’introduction du genre Sarcocystis par Lankester en 1882 (Levine, 1986).

La majorité des grandes decouvertes concernant les sarcosporidies datent de la deuxiéme
moitié du 20°™ siecle. L’une des plus importantes est la découverte du cycle hétéroxéne en
1972 par Rommel et Heydorn, avant laquelle le stage coccidien et le stage kystique étaient

considérés comme étant causes par deux parasites différents.

L’annotation du premier génome de Sarcocystis a éte effectuée en 2015 par Blazejewski et al.

1.2.Systématique

Les parasites responsables de la sarcosporidiose sont des protozoaires appartenant au phylum
Apicomplexa, a la classe des Sporozoasida, a la sous-classe des Coccidiasina, a ’ordre des
Eucoccidiorida, au sous-ordre des Eimerionina, a la famille des Sarcocystidae, a la sous-

famille des Sarcocystinae, et enfin au genre Sarcocystis (Levine, 1986).

Le nombre d’espéces reconnues fait I’objet de nombreux débats ; d’aprés Dubey et al. il y en
aurait 196, bien que le nombre d’espéces dont on connait le cycle complet est beaucoup plus
réduit, a seulement 26. Ce travail s’intéresse particuliérement aux especes de Sarcocystis dont
I’hote intermédiaire est le bovin, soit S. cruzi, S. hirsuta, S. hominis et S. rommeli
(précédemment S. sinensis) dont les hotes définitifs sont respectivement les canidés, les

felidés, les primates et inconnus.

Les sarcosporidies sont apparentées a d’autres coccidies a importance vétérinaire et sanitaire,

dont notamment celles du genre Toxoplasma et Neospora (Dubey et Lindsay, 2006).
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1.3. Morphologie des différents stades
» Sarcocystes

Les sarcocystes sont ’aboutissement de la reproduction asexuée chez 1’hote intermédiaire
(Levine, 1986). lls peuvent se développer dans les myocytes striés et lisses, les fibres de
Purkinje et les cellules neurales (Lindsay et al., 1995) et ce suite a la pénétration d’un
mérozoites de derniere génération en leur sein. Le mérozoite siége dans le cytoplasme de la
cellule hote, entouré d’une vacuole parasitophore dont la membrane est doublée sur sa face
interne d’une couche sous-jacente dense aux électrons : I’association des deux éléments
constitue la paroi primaire du kyste. De la face interne cette derniére émerge des cloisons de
moins de 2 pum d’épaisseur qui délimitent des compartiments (ou alvéoles) contenant les
zoites. La structure de la paroi des sarcocystes constitue un important critére taxonomique,
particulierement lorsqu’elle est observée a 1’aide de microscopie électronique. Chez certaines
especes, la paroi reste simple, tandis que chez d’autres elle subit des repliements ou des
ramifications et devient trés complexe, pouvant étre pourvue de protrusions contenant des
granules, des corps denses aux électrons, des microfilaments, des vésicules ou des
microtubules. A I’histologie, la paroi peut donc apparaitre lisse, hirsute, striée ou ramifiée.
(Dubey et al., 2015) L’épaisseur aide aussi a ’identification des kystes au sein d’un méme
héte intermédiaire : chez le bovin, la paroi des kystes de S. cruzi est inféricure a 1 pm, tandis
que S. hominis et S. hirsuta possédent une paroi épaisse (de 2 a 7 um) (Fig. 01, 02) (Wouda
et al., 2006).

Figure 01 : Coupe transversale de 2 kystes de Sarcocystis a paroi mince (A) et a paroi épaisse (B)
observés au niveau de diaphragmes (H&E, A : Gr x400 ; B : Grx1000) (Taibi-Meksoud, 2016).
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Y g
Figure 02 : sarcocystes de S. cruzi (a), S. hirsuta (b) et S. hominis (c) observés dans les
muscles squelettiques de bovins (Dubey et al., 2015).

Le contenu des sarcocystes différe en fonction de I’age du kyste : les sarcocystes immatures
contiennent des métrocytes, tandis que dans les sarcocystes matures les bradyzoites, situés au
centre du kyste, prédominent, avec présence d’une quantité moindre de métrocytes au niveau
du cortex (Fig.03). Les métrocytes sont ovoides et les bradyzoites sont en forme de bananes
(Dubey et al., 2015).

Bradyzoites

Meétrocytes

Figure 03 : coupe transversale d’un sarcocyste de S. hominis dans le muscle squelettique
d’une vache, colorée au bleu de toluidine. Les bradyzoites sont centraux et de coloration
foncée, les métrocytes sont clairs et en périphérie (Wouda et al., 2006).

5
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La taille des sarcocystes est également variable. Elle dépend de I’espéce de Sarcocystis
impliquée, ainsi que de I’age du sarcocyste, du type de cellule héte dans laquelle il se
développe, et de la fixation (Dubey et al., 2015). Les kystes retrouvés chez le bovin sont
majoritairement submicroscopiques (1,5 - 2-3 mm) (Euzéby, 1997), sauf pour S. hirsuta,
dont les kystes sont parfois visibles a I'ceil nu sur les carcasses (Fig.04) (Lindsay et al.,
1995).

N

> LN

Figure 04 : kystes macroscopiques de S. hirsuta sur les muscles du flan d’une carcasse
bovine (Dubey et al., 1990).

» Oocystes
Les oocystes sporulés sont généralement incolores et pourvus d’une fine membrane de moins
d’1 um qui a tendance a se rompre et a libérer les 2 sporocystes qu’elle contient avant méme

d’étre excrétés. La structure des oocystes est la méme pour toutes les espéces de Sarcocystis.

(Dubey et al., 2015).

» Sporocystes

Comme pour les oocystes, les sporocystes de toutes les espéces de Sarcocystis partagent une
structure semblable. Ils varient Iégérement en matiere de taille : les sporocystes de la majorité
des especes canines font 15 x 10 um, tandis que ceux des especes félines sont légerement plus
petits et mesurent 12 x 10 pm. Chaque sporocyste contient 4 spor0zoites, qui quant a eux
renferment chacun un noyau et des granules cytoplasmiques (Fig.05) (Dubey et al., 2015).

Les sporocystes constituent une forme de résistance pour le parasite. Leur durée de viabilité
est influencée par certains paramétres tels que la température et 1’humidité. Dans des
conditions idéales, soit a 4°C et 100% d’humidité, les sporocystes peuvent survivre jusqu’a

240 jours (Savini et al., 1996).
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Figure 05 : sporocystes de Sarcocystis. spp retrouvés dans les feces d’un lynx

(Vermaet al., 2017)

1.4. Cycle biologique

Sarcocystis. spp sont des parasites dixénes obligatoires dont le cycle est de type proie-
prédateur (Fig.06). La majorité des hotes intermédiaires sont des herbivores, tandis que les
hotes définitifs ont tendance a étre des carnivores, les omnivores peuvent étre soit 1'un soit
l'autre (Lindsay et al., 1995). Chaque espéce de sarcosporidies a ses propres espéces hotes,
avec une spécificité plus marquée pour les hétes intermédiaires que pour les hotes définitifs.
Prenons comme exemple S. cruzi, qui n’admet comme hdtes intermédiaires que les bovins,

alors que ses hotes définitifs sont le chien, le coyote, le loup, le chacal, le renard et le raton

laveur. (Dubey et al., 2015).

Figure 06 : schéma du cycle évolutif des especes de Sarcocystis infectant les bovins
(Bertin et al., 2014).
7
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Une espéce animale peut faire office d’hote pour plusieurs espéces de Sarcocystis, comme
c’est le cas pour les bovins, qui servent d’hdtes intermédiaires pour S. cruzi, S. hirsuta, S.
hominis et S. rommeli, dont les hotes définitifs sont respectivement les canidés, les félidés, les
primates et inconnus (Fig.07). Il est possible pour un hote d’étre parasité par plusieurs

espéces de Sarcocystis en méme temps (Dubey et al., 2015).

Hotes définitifs

Hote intermédiaire

Consommation de

: : S. cruzi
kystes intramusculaires

Elimination de
sporocystes dans les féces

Figure 07 : cycle épidemiologique des especes de sarcocystes impliquées chez les bovins
et leurs hétes définitifs (Honoré, 2011)

1.4.1. Chez I’hote définitif

L’héte définitif s’infecte en ingérant du tissu issu d’un hote intermédiaire contenant des
sarcocystes mires. Dans la majorité des cas, le tissu en question est du muscle strie, voire du

tissu neural.

Une fois ingérés, les parois des sarcocystes sont lysées par la digestion, ce qui libere les

bradyzoites qu’ils contiennent.

Les bradyzoites pénétrent alors dans la muqueuse intestinale de I’hote définitif, ou ils se
transforment en microgamétocytes males et en macrogamétocytes femelles. Les
macrogametes, beaucoup plus nombreuses, ne contiennent qu’un Seul noyau et donnent
directement une macrogameéte a I’issue de leur maturation, tandis que les microgamétocytes
peuvent étre plurinucléés et subissent des divisions cellulaires afin de produire plusieurs
microgametes fécondant, 15 en moyenne. Les microgametes fusionnent avec les
macrogametes pour produire un zygote, ou oocyste, qui sporule in-situ dans I’intestin de
I’hote (Euzéby, 1997).
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La sporulation consiste a la formation de deux sporoblastes dans 1’oocyste, qui se
transforment en sporocystes contenant chacun 4 sporozoites. Les sporocystes contenus dans
les selles des hotes définitifs sont directement infectants a leur excrétion dans le milieu.

Les périodes patentes et prépatentes varient beaucoup en fonction de I’espéce de Sarcocystis.
S cruzi, par exemple, a une période prépatente de 7 a 33 jours. L'excrétion des sporocystes

peut durer plusieurs mois (Fig.08) (Dubey et al., 2015).

Libération des Formation des Formation des Ookystes Libération des

meérozoites gamontes gametes sporules sporozoites

0 Nombre de Jours post- 7a15)
infection

Figure 08 : schéma des éetapes du cycle chez 1’hote définitif (Flandrin et Leonard, 2014).

1.4.2. Chez I’héte intermédiaire (Dubey et al., 2015)

La phase de reproduction asexuée du cycle débute lorsque des sporocystes sont ingérés par un
hote intermédiaire adapté a ’espéce de Sarcocystis concernée. La paroi des sporocystes est
lysée lors de la digestion, libérant les sporozoites contenus en leurs sein dans I’intestin gréle,
voir dans I’abomasum chez les ruminants. Les sporozoites pénétrent alors a travers
I’épithélium de I’intestin gréle, et sont retrouvés libres dans les vaisseaux des nceuds
lymphatiques mésentériques au plus tét 4 a 7 jours post-ingestion, et dans 1’endothélium de 7
a 15jrs PI. C’est a ce niveau-la qu'ils subissent la premiére schizogonie, produisant des
schizontes de premiére génération qui donnent ensuite des mérozoites par
tachyendodyogénie. La cellule endothéliale h6te est rompue et libére les mérozoites de
premiére génération, qui colonisent ensuite les cellules endothéliales de tous les vaisseaux de
I’organisme, particuliérement ceux des glomérules rénaux. A ensuite lieu la seconde
schizogonie, qui a terme donne des mérozoites de deuxieme génération, entre 19 et 46 jrs Pl
(Fig.09).

Ils sont libérées dans le flux sanguin périphérique et sont retrouvés soit libres, soit contenus
dans des cellules types monocytes. Les mérozoites intracellulaires subissent parfois des
divisions, mais ceci n’est pas décrit chez toutes les espéces de Sarcocystis des bovins et ne

semble pas étre une étape indispensable du cycle.
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Les mérozoites sont ensuite véhiculées vers les muscles ou le tissu nerveux, ou ils pénétrent
dans les cellules. Contrairement aux stades précédents, ils sont entourés d’une vacuole
parasitophore et ne baignent pas directement dans le cytoplasme cellulaire. Les mérozoites
deviennent des métrocytes et se multiplient par bradyendodyogénie, menant a I’accumulation
d’abord d’un grand nombre de métrocytes. Parallelement, la membrane de la vacuole
parasitophore évolue et s’épaissit pour former la paroi du sarcocyste. Les métrocytes se
différencient alors en bradyzoites, la forme infectante. La formation du kyste ne mene pas a

la destruction de la cellule hobte.

En moyenne, les sarcocystes acquiérent leur pouvoir infectieux au bout de 75jrs PI, et

dégéneérent au bout de 3 mois, bien qu’ils puissent également persister tout au long de la vie

de I’héte.
Libération Formation
e Formation e
mérozoites des kystes bradyzoites
Formation des
mérozoites
24 346 PL
Premiére Deuxitme

genération de génération de
sporozoites sporozoites
m 198 46 J PJ.
0 Nombre de jours 75

post-infection

Figure 09 : schéma des étapes du cycle chez I’héte intermédiaire (Flandrin et Leonard, 2014).

1.5. Epidémiologie
1.5.1. Sources et modes de transmission

L’hote intermédiaire s’infecte au moyen de I’ingestion d’oocystes sporulés, ou de
sporocystes, excrétés par 1'un des différents hotes définitifs dans I'environnement.
Les paturages sont directement pollués par les feces de carnivores, surtout les chiens (Giles et
al., 1980 ; Savini et al., 1994; Latif et al., 1999), ou indirectement par I’épandage d’eaux
résiduaires mal assainies par ’homme (Wouda et al., 2006). Les arthropodes coprophages
jouent également un réle dans la dissemination des sporocystes (Euzeby, 1997, 1998).

L’hote définitif, quant a lui, s’infecte en ingérant de la viande crue ou insuffisamment cuite
contenant des sarcocystes matures. Les kystes peuvent survivre 15 jours aprés la mort de leur
héte (Flandrin, 2014), et ne peuvent étre détruits que par la congélation ou la cuisson

(Euzéby, 1997).
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Des cas de transmission verticale ont aussi été rapportés chez le bovin par Savini et al. en

1996, ainsi que par Moré et al. en 20009.

1.5.2. Prévalence

1.5.2.1 Prévalence globale

Des prévalences plus ou moins élevées ont été rapportées par des études menées sur tous les
continents (Tab.1).

Une méta-analyse conduite par Shams et al. en 2022 et regroupant les résultats de 44 articles
provenant de 21 pays rapporte que sur les 8526 bovins étudiés, la prévalence globale de
sarcosporidiose est de 62,7%.

Les variations en matiere de prévalence peuvent étre expliquées par plusieurs facteurs, tels
que la taille des échantillons, les méthodes utilisées et la variation des facteurs de risque.
Latif et al. (2015) citent par exemple une population réduite de chiens errants en Malaisie
comme explication pour leur prévalence de 28,6%.

En Algérie, nombreuses études ont obtenu des prévalences de 100% (Khouni, 2009;
Harhoura et al., 2010; Zououiouche, 2015), tandis que d’autres rapportent des chiffres un
peu moins éleves : 63% (Nedjari, 2002) , 89% (Chaouadi et Djouhri., 2015) et 90% (Taibi,
2016).

Tableau 01 : Prévalence de la sarcosporidiose bovine dans divers pays.

Auteur Nbre BV |Prévalence Pays Techniques utilisées

Latif et al. (2015) 77 28,6% Malaisie Histologie, PCR

Nourani et al. (2010) 100 89% Iran Histologie

Amairia et al. (2016) 150 38% Tunisie PCR

Flandrin (2014) 462 68% France Histologie

Ghbati et al. (2013) 400 82% Sénégal Histologie , PCR, RFLP

Bottner et al. (1987) 500 100% Nouvelle Zélande |Histologie

Ferreira et al. (2018) 314 100% Brésil Histologie,PCR-RFLP

Hoeve-Bakker et al. 104 82,7% Pays-Bas PCR

(2019)

Pritt et al. (2008) 110 54,5% USA PCR

Xue et al. (2019) 62 32,3% China Trichinoscopie
Histologie PCR

11
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1.5.2.2. Prévalence des différentes especes

Les prévalences relatives des différentes especes de Sarcocystis varient d’étude en étude.
S. cruzi a tendance a étre la plus prévalente, suivie de S. hominis, la présence de S. hirsuta

étant plus rare (Bottner et al., 1987; Obijiaku et al., 2013 ; Flandrin, 2014 ; Yang et al.,
2018; Prakas et al., 2020).

La méta-analyse menée par Shams et al. (2022) corrobore ces résultats : S. cruzi est la plus
prévalente, a 76,4%, suivie par S. hominis a 30,2% et enfin S. hirsuta a 8,7%.

Cependant, d’aprés Bertin (2013), Lemieux (2014) et Amairia et al. (2016), S. hominis
serait ’espece la plus prévalente chez les bovins. Cela laisse a penser que la prévalence des
différentes especes dépend en partie de la localisation géographique.

D’apres une étude publiée en 2014 par Moré et al., S. rommeli représente ’espéce a kystes a

paroi épaisse la plus prévalente en Allemagne.

1.5.2.3. Prévalence selon le site d’élection étudié

Toutes les masses musculaires peuvent étre infestées par les sarcocystes, mais certaines
représentent des emplacement préférentiels : le myocarde, I'oesophage, la langue, les muscles
masséter, le diaphragme et le muscle urétral (Bucca et al., 2011).

Le myocarde en particulier semble présenter des taux d’infestation élevés : 92% (Woldemesk
et al., 1996), 100% (Fukuyo et al., 2002), 99,5% (More et al., 2011) et 63,6% (Latif et al.,
2015).

D’apreés Bertin (2013), il s’agirait du site électif des kystes de S. cruzi. S. hirsuta, quant a
elle, ne s’y développe pas (Lindsay et al., 1995), et n’est retrouvée que dans ’oesophage,
tandis que les kystes de S. hominis sont surtout présents dans l'cesophage et le diaphragme
(Domenis et al., 2011 ; Taibi, 2016).

1.5.3. Facteurs de risque
La variation des taux de prévalence rapportés par diverses études laisse supposer I’existence
de facteurs de risque d’infection par Sarcocystis (Guénégan, 2009). Ces derniers peuvent étre

liés a I’hote, liés & ’environnement ou en rapport avec les pratiques d’élevage.

1.5.3.1 Facteurs de risque liés a I’hote
Il s’agit de I’age, du sexe et de la race du bovin. L’influence de ces facteurs sur le risque
d’infection est controversée. Par exemple, certaines études démontrent une corrélation
positive entre 1’age des animaux et la prévalence de I’infection (Carvalho, 1993 ; Mohanty

et al., 1995 ; Huong, 1999; Amairia et al., 2016).
12
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Cela peut-étre expliqué entre autres par le fait que plus les bovins sont agés, plus les chances
qu’ils aient été exposés aux parasites augmentent (Savini et al., 1992). Cependant, d’autres
études, menées notamment en Algérie (Taibi, 2016 ; Benamghar et Ardache, 2019 ;
Redjimi et Fettar, 2021) ne trouvent aucune corrélation entre 1’dge et la prévalence de

I’infection.

Ces résultats contradictoires sont également retrouvés dans le cas du sexe : Mohanty et al.
(1995) rapportent une prévalence plus importante chez les bovins femelles, tandis que Savini
et al. (1992) décrivent une prévalence de 92% chez les males entiers contre seulement 51%
chez les femelles, et 60% chez les males castres.

Cela pourrait étre en rapport avec les pratiques d’élevage, ce qui est également le cas en ce
qui concerne les différences de prévalences rapportées pour les différentes races bovines.

La Blonde d’Aquitaine et la Limousine présentent une prédisposition raciale qui les rend plus
susceptibles de développer des lésions de myosite ¢osinophilique lorsqu’elles sont infectées

par Sarcocystis (Léeonard, 2014 ; Cappelier et al., 2015).

1.5.3.2. Facteurs de risque liés a I’environnement

Le climat influence fortement le risque d’infection de par son effet sur la viabilité des
sporocystes de Sarcocystis. Les conditions climatiques arides ainsi que les fluctuations de
température et d’hygrométrie constituent des conditions adverses pour le parasite, tandis
qu’un climat tempéré et humide est idéal (Savini et al. 1992).

La probabilité de rencontre héte-parasite est également un facteur duquel dépend le risque
d’infection (Leonard, 2014).

1.5.3.3. Facteurs de risque liés aux pratiques d’élevages

Certains parametres d’élevage ont un impact considérable sur la pression infectieuse de
Sarcocystis au sein du troupeau. On citera notamment la présence de carnivores domestiques
et de faune sauvage dans I’exploitation, la densité animale, le mode d’¢levage, le partage des

parcelles avec d’autres ruminants et la gestion des épandages (Leonard, 2014).
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Chapitre 11 : Etude clinique

I1.1. Chez I’héte intermédiaire
La plupart du temps, la sarcocystose est asymptomatique chez le bovin. Cependant, plusieurs
cas ont été rapportés dans la littérature au cours des années, notamment sous le nom de

maladie de Dalmeny, dont 1’agent causal a subséquemment été identifié comme Sarcocystis

(Markus et al., 1974).

Le degré de pathogénicité dépend de trois facteurs principaux :
> L’espece de Sarcocystis : en regle générale, les especes transmises par les canidés
sont plus pathogénes que les espéces transmises par d’autres hotes définitifs. Cela
s’applique aux espéces bovines ; S. cruzi est plus pathogene que S. hominis et S.
hirsuta (Dubey et Lindsay, 2006).

> La dose de sporocystes ingérés : la séverité des manifestations cliniques dépendent du
nombre de sporocystes ingérés par 1’hote intermédiaire. Dans des conditions
expérimentales, un minimum de 200 000 sporocystes de S. cruzi est nécessaire pour
induire une symptomatologie aigué chez le bovin. La taille, le poids et I’age de
I’animal ne semblent pas influencer la dose infectieuse. L’administration de 2 000 000

sporocystes entraine la mort apres 30 jours (Euzéby, 1998).

» L’état physiologique de I’hote : les stress en tout genre prédisposent les animaux a des
atteintes plus séveres. On citera notamment la gestation, la lactation, la malnutrition et
les conditions climatiques comme facteurs qui augmentent la susceptibilité a
I’infection (Dubey et al., 2015).

La sarcocystose clinique peut étre aigué ou chronique, en fonction de la phase du cycle.
Les manifestations cliniques aigués correspondent a la deuxieme schizogonie et la présence
de schizontes dans I’endothélium des vaisseaux sanguins (Markus, 1978). Les manifestations

chroniques sont associées a la dégénération des sarcocystes musculaires (Saito et al., 1993).

11.1.1. Atteinte aigué

En cas d’infection aigué, le premier symptome est une forte fievre (>40°C), apparaissant
entre 15 et 19 jours PI. Les autres signes cliniques (anorexie, perte de poids, diarrhée,
Iéthargie, tremblements, anémie normocytaire normochrome, faiblesse et prostration) ne sont

observés qu’apres le 24éme jour PI, et peuvent durer de quelques jours a plusieurs semaines.
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Chez les vaches gestantes, le tableau clinique peut également inclure un part prématuré, un
avortement ou de la mortinatalité (Dubey et al., 2015).

L’infection aigué confeére en général une immunité protectrice aux animaux qui y survivent,
mais uniquement contre la réinfection par une espéce homologue (immunité de prémunition),

et non pas contre celle par une espéce hétérologue (Uggla et Buxton, 1990).

11.1.2. Atteinte chronique

Selon Dubey et al. (2015), lorsque I’infection atteint la chronicité, d’autres symptdmes
apparaissent. Les bovins atteints peuvent présenter une hypersalivation, une hyperexcitation,
ou encore une alopécie particulierement prononcée au niveau du cou, de la croupe et de
I’extrémité de la queue (Fig.10). Leur croissance est ralentie, et certains sujets deviennent

émacies. A terme, le tableau cliniqgue peut évoluer vers une atteinte du SNC, avec

Figure 10 : un bovin atteint de sarcosporidiose a S. cruzi, présentant de 1’émaciation et une

alopécie de la queue (Giles et al., 1980).

Des symptdomes musculaires polymorphiques de type rhumatoides sont également décrits par
Euzéby (1997). lls dépendent des groupes musculaires atteints, et peuvent consister par
exemple de difficultés a la préhension, a la mastication et a la déglutition, voire d’une atteinte

cardiaque avec blocage auriculo-ventriculaire si I’affection intéresse les fibres de Purkinje.

11.2. Chez I’héte définitif
11.2.1.Chez I’homme

Comme tout autre hote définitif, ’homme s’infecte en ingérant de la viande insuffisamment

cuite contenant des sarcocystes matures (Fayer et al., 2015). Dans la plupart des cas, les
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infections a S. hominis sont asymptomatiques. Cependant, I’ingestion de grandes quantités de
kystes peut favoriser la maladie, particulierement chez les personnes immunodéprimées
(Fayer, 2004).

Quand une symptomatologie est rapportée, dans des cas cliniques (Velasquez et al., 2008;
Nimri, 2014) ou dans le cadre d’études ou des volontaires consomment de la viande crue
naturellement ou expérimentalement infectée (Lian et al., 1990; Chen et al., 1999), on peut
observer des douleurs abdominales, des diarrhées aqueuses, de la distension abdominale, de
I’¢osinophilie, de ’anémie, des vertiges, des nausées et des vomissements. Dans les cas les
plus graves, il peut y avoir inflammation ou hémorragie et nécrose de l'intestin gréle, voire
méme atteinte systémique (Velasquez et al., 2008; Xiang et al., 2009).

Les symptdmes commencent de quelques heures Pl & une semaine, et peuvent durer de
quelques jours a 3 semaines, au bout desquels ils rétrocédent d’eux-mémes (Fayer, 2004).
L’excrétion des sporocystes débute de 18 a 39 jours PI, et la période patente dure de 2 a 179

jours (Pena et al., 2001).
11.2.2.Chez les carnivores

Sarcocystis étant en régle générale plus pathogéne chez I’héte intermédiaire que chez 1’hote
définitif, I’infection chez le chien et le chat est trés souvent inapparente (Bowman et al.,
2002; Dubey et Lindsay, 2006). Lorsque des manifestations cliniques accompagnent
I’infection, elles sont généralement typiques d’une coccidiose, soit des troubles gastro-
intestinaux bénins. Dans certains cas, cependant, la gamétogonie semble endommager la
muqueuse intestinale, et les chiens peuvent souffrir d’une diarrhée profuse hémorragique
(Flandrin, 2014).

Les peériodes pré-patente et patente n’ont pas été déterminées avec précision chez les
carnivores domestiques. Chez le chien, la période pré-patente serait de 7 a 33 jours, et chez le
chat d’environ une a deux semaines (Fayer, 1977 ; Latif et al., 1999). Chez les deux
especes, les sporocystes peuvent étre excrétés pendant une semaine a plusieurs mois.
L’infection intestinale n’étant pas immunogene, les hotes définitifs peuvent se réinfecter en

ingérant de nouveau des sporocystes (Euzéby, 1997).

11.3. Lésions

Les lésions de sarcocystose ont plus tendance a étre a caractére inflammatoire que
dégénératives. Les lésions macroscopiques observées chez I’hote intermédiaire sont souvent

une découverte d’abattoir et varient en fonction du type d’atteinte (Tab.02).
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Tableau 02 : lesions macroscopiques observables sur la carcasse lors de la phase aigué et la

phase chronique de sarcosporidiose (Vangeel, 2012 ; Dubey et al, 2015).

Phase aigué

Phase chronique

AN

ANANIN

(Edeme

Nécrose focale des nceuds lymphatiques
mésentériques

Hémorragies a localisations diverses
(séreuses viscérales, muscles,
sclerotique) (Fig. 11)

Tissu adipeux jaunatre et gélatineux
Ictére

Epanchements

v Atrophie séreuse du tissu adipeux avec
taches blanches de minéralisation
v Myosite éosinophilique (Fig. 12)

Figure 11 : Lesions hémorragiques sur I’épicarde du cceur d’un veau infecté par S. cruzi
(Dubey et al., 1982).

Figure 12 : aspect macroscopigque de myosite éosinophilique diffuse (Cappelier, 2011)
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Chapitre 111 : Diagnostic
I11.1. Chez I’hédte intermeédiaire

111.1.1.En anté-mortem

Lorsqu’elles sont présentes, les manifestations cliniques, bien que peu spécifiques,
constituent un élément de suspicion. Certaines perturbations des paramétres biochimiques et
hématologiques (anémie, lymphocytose, élévation des CPK...) servent également a orienter

le diagnostic vers la sarcosporidiose (Euzéby, 1998).

Pour obtenir un diagnostic fiable, ces ¢léments doivent étre associés a I’¢limination d’autres
¢étiologies possibles, ainsi qu’une bonne évaluation de I’épidémiologie du cheptel et de sa

relation aux espéces hotes, particulierement les canidés (Dubey et al., 2015).

Le diagnostic de laboratoire repose sur :

e La recherche du parasite : dans le sang de I’animal sous forme de tachyzoites, ou dans
des biopsies musculaires sous forme de sarcocystes.

e Les examens sérologiques : I’infection a Sarcocystis produit des anticorps qu’il est
possible de détecter par ELISA, immunofluorescence indirecte et hémagglutination

indirecte.

111.1.2.En post-mortem

Chez le bovin mort, le diagnostic repose essenticllement sur 1’observation du parasite ou des
lésions qu’il engendre. L’inspection visuelle des carcasses au niveau de I’abattoir peut révéler
des lésions de myosite éosinophilique, qui représente le diagnostic classique de la
sarcosporidiose bovine. Ces manifestations macroscopigques restent cependant rares, et ne
permettent pas d’autre part la différenciation des espéces de Sarcocystis en cause (Vangeel et
al., 2013).

Diverses techniques microscopiques ont été développées pour augmenter la sensibilité et la

précision du diagnostic morphologique (Tab.03).
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Tableau 03 : Les différentes techniques du diagnostic morphologique de la sarcosporidiose

bovine (Guénégan., 2009).

Techniques
(references)

Mode opératoire

Elément recherché

Commentaire

Inspection visuelle

Observation de la surface

Sarcocystes

e Sensibilité quasi nulle

(Latif et al., des muscles et des| Couleuranormale: si absence de myosite
1999) surfaces de coupe a I’ceil | Myosite éosinophilique | éosinophilique
nu sur la chaine e Facile, faible co(t
d’abattage.
Observation au Sarcocystes, e Faible sensibilité
microscope photonique Mérozoites, Bradyzoites | e Distinction des
Histologie Myosite eosinophilique | sarcocystes a paroi

(Collins et al., 1980 ;
Dubey et al., 1989 b).

épaisse de ceux a paroi
mince

Observation au
microscope électronique

Sarcocystes,
Mérozoites, Bradyzoites

e Faible sensibilité
e Détermination de
I’espece

e Sarcocyste

Trichinoscopie Ecrasement des fibres Sarcocystes, Tres faible sensibilité
(Euzéby, musculaires entre deux Mérozoites,
1997) plaques de verres : Bradyzoites
observation par
transparence au
microscope photonique
Digestion Destruction des Bradyzoites, Forte sensibilité
enzymatique sarcocystes et libération | Mérozoites
(Collins et al., des bradyzoites par
1980) utilisation de la pepsine

ou de la trypsine

[11.2. Chez I’hote definitif

Le diagnostic d’une coccidiose sarcocystique ne peut se faire sur la base du tableau clinique

uniquement, car ce dernier n’est en rien spécifique. Le diagnostic de suspicion basé sur un

historique de gastro-entérite associé a une consommation de viande pas ou peu cuite doit

donc étre étayé par des tests de laboratoire visant a identifier des sporocystes dans les feces

(Desportes-Livage et Datry, 2005).
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Plusieurs méthodes d’examen coprologique sont décrites, dont I’utilisation de frottis direct et
de frottis épais de Kato modifiés (Tungtrongchitr et al., 2007). Le nombre de sporocystes
dans les feces a cependant tendance a étre bas, et nécessite souvent l'utilisation de méthodes
de concentration et de flottaison. Les solutions denses au sucrose sont moins deélétéres aux
sporocystes que les solutions au NaCl ou au sulfate de zinc (Dubey et al., 2015)

L’utilité¢ de la coprologie est limitée par la période d'excrétion du parasite. En effet, la
longueur de la période prépatente (14 a 18 jours pour S. hominis) fait que 1’excrétion des
sporocystes peut étre absente lors de la phase aigué de I’infection intestinale (Poulsen et

Stensvold, 2014).

Alternativement, 1’étude histologique de biopsies intestinales et de raclages de la muqueuse
est possible (Latif et al., 1999 ; Xiang et al., 2009). En plus d’oocystes et de sporocystes,
cela permet la mise en évidence des stades sexuels du parasite, ainsi que des remaniements de
la muqueuse intestinale avec une diminution de la longueur des villosités, une hypertrophie
des cryptes et une augmentation de la cellularité caractérisée par une infiltration massive de
granulocytes éosinophiles, de granulocytes neutrophiles et de plasmocytes (Velasquez et al.,
2008). Ces méthodes sont neanmoins tres invasives, et sont généralement utilisées en post
mortem pour diagnostiquer les coccidioses sarcocystiques chez les animaux (Heckeroth et
al., 2007).

111.3. Diagnostic moléculaire
Le diagnostic moléculaire permet d’identifier avec précision ’espéce de Sarcocystis, et se
base essentiellement sur la PCR ou réaction de polymérisation en chaine, qui est une
technique d’amplification in vitro d’un segment particulier d’ADN a partir d’'un mélange de

séquences. D’autres variations de la technique peuvent étre utilisées, tels que la PCR-RFLP,

PCR-RAPD, et la PCR- Multiplex (Taibi, 2016).

L’ARN ribosomique 18S est I'une des séquences les plus utilisées, mais des études
démontrent que le gene cytochrome ¢ oxydase I, ou cox1, permet de mieux différencier entre

des especes de Sarcocystis phylogénétiqguement similaires (Gjerde, 2016).

Les techniques moléculaires peuvent étre appliquées chez I’hote intermédiaire comme chez
I’hote définitif ; les acides nucléiques peuvent étre extraits d’un morceau de muscle (Moré et
al., 2011), des kystes sarcosporidiens isolés de muscles frais (Dahlgren et al., 2007), d’une
solution de bradyzoites purifiée (Guglu et al., 2004), ou d'oocystes et de sporocystes
(Xiang et al., 2011).
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Chapitre 1V : Traitement et prophylaxie
IV.1. Traitement et chimio-prophylaxie

Que ce soit chez I’hote intermédiaire ou chez 1’hote définitif, il n’existe pas de traitement
spécifique contre la sarcosporidiose. Les symptomes, lorsqu’ils sont présents, ont tendance a
retroverser spontanément, et tout traitement s’il est instauré est de nature symptomatique.
(Fayer et al., 2015).

Plusieurs anti-coccidiens tels que I’Amprolium et le Monensin ont prouvé étre efficaces
comme traitements préventifs chez des bovins expérimentalement infectés, diminuant
I’intensité des signes cliniques et évitant les mortalités. Ces molécules n’empéchent
cependant pas la formation de kystes dans les tissus musculaires (Fayer et al., 1984 ;
Foreyt, 1986).

La conception d’un vaccin semble théoriquement possible pour les hotes intermédiaires,
compte tenu du pouvoir immunogene du parasite, mais il n’en existe aucun a I’heure actuelle

(Lahaye, 2020).

IV.2. Prophylaxie sanitaire

Les mesures de lutte les plus efficaces contre la sarcosporidiose consistent a interrompre le
cycle parasitaire. Au sein de I’exploitation, cela peut étre accompli par le biais de la mise en
place de mesures de biosécurité tel que I’écartement des carnivores domestiques et sauvages
des zones d’élevages, une bonne gestion des épandages et I’interdiction de laisser des
produits d’origine bovine crus (placentas, animaux morts...) a portée d’hotes définitifs
potentiels (Leonard, 2014).

Pour éviter que I’homme se contamine, la viande qu’il consomme doit étre correctement
traitée au préalable, par cuisson ou congélation. Effectivement, les bradyzoites sont tués apres
cuisson pendant 20 minutes a 60°C, 15 minutes & 70°C ou 5 minutes a 100°C, ainsi qu’apres

congélation a -5°C pendant 48 heures ou -20°C pendant 24 heures (Fayer, 2004).
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Ce chapitre comprend les objectifs et le matériel utilisé pour réaliser notre étude ainsi que les
différentes techniques et méthodes employées pour mettre en évidence la présence de
Sarcocystis chez les bovins.

I. Objectif de I’étude

Ce travail a pour objectif de déterminer la prévalence de la sarcosporidiose sur 76 bovins
abattus a I’abattoir communal de Draa Ben Khedda wilaya de Tizi Ouzou.

Deux techniques diagnostiques ont été utilisées pour déceler la présence de Sarcocystis spp. :

> La technique histologique : appliquée sur tous les prélevements dans le but de
visualiser les sarcocystes, faire leur dénombrement et déterminer 1’épaisseur de leurs
parois pour identifier les especes

» La digestion enzymatique : appliqguée en second temps, et uniquement sur les
prélevements issus de bovins négatifs a la technique histologique, car plus sensible

que cette derniére.

I1. Matériel et méthodes

Ce chapitre a pour but de décrire le matériel et les méthodes utilisés lors de la réalisation de la

partie expérimentale, ainsi que de détailler les objectifs de cette étude.

11.1. Matériel utilisé

11.1.1. Matériel biologique

Des prélevements de ceeur, d’oesophage et de diaphragme ont été effectués sur 75 bovins, et
le 76°™ animal a été prélevé seulement pour l'oesophage et le diaphragme, aboutissant a la
collecte de 227 prélevements de muscles au total. Les renseignements relatifs au sexe, a

’age, a la race ou a la robe, et a I’origine de chaque bovin ont également été récoltés.

11.1.2. Matériel non-biologique :

Tout le matériel utilisé dans le cadre de cette étude, a 1’abattoir et aux laboratoires, est

mentionné dans la partie “Annexes” du document.
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I11. Méthode de travail

Les prélevements ont été effectués au niveau de I’abattoir communal de Draa Ben Khedda,
dans la wilaya de Tizi Ouzou, entre Janvier 2022 et Avril 2022. Les prélévements ont été
réalisés sur 76 bovins agés de 15 mois a 6 ans. Parmi tous les bovins prélevés, on ne compte

qu’une seule femelle, et 75 males.

Les prélévements ont été effectués immédiatement apres 1’abattage des animaux. Sur chaque
individu, un morceau de cceur (a ’exception d’1 bovin), d’oesophage et de diaphragme a été
prélevé a I’aide d’un couteau par le personnel de I’abattoir. Quand nécessaire, les
prélevements d’cesophage ont été vidés de leur contenu alimentaire et rincés.

Tous les prélévements ont ensuite été immeédiatement placés dans des sacs de congélation
étiquetés et identifiés, puis placés dans une glaciére pour étre transportés jusqu’au laboratoire
de parasitologie-mycologie de ’ENSV ou ils ont ensuite été stockés au congélateur en
attendant leur analyse (Fig.13).

Figure 13 : prélevements congelés dans un sachet de congélation étiqueté (Photo

personnelle, 2022).

I11.1. Préparation des échantillons
Une fois décongelés, les échantillons préleves ont été rincés a I’eau courante afin d’éliminer

toute trace de sang et de contenu alimentaire résiduel au niveau de I’oesophage. Un morceau
de 2 a 3 cm a ensuite été coupé de chaque muscle, et conservé dans des flacons identifiés,
baignant dans du formol a 10% pour le préparer a I’histologic. Le reste des piéces

anatomiques a ensuite été recongelé.
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A lissue des examens histologiques, les prélevements négatifs ont été décongelés de
nouveau, puis nettoyés soigneusement au couteau et aux ciseaux afin de les débarrasser
d’autant de graisse et d’aponévrose que possible. Les morceaux de muscles propres ainsi

obtenus ont ensuite été broyes et soumis a une digestion enzymatique.

I11.2. Techniques utilisées au laboratoire
111.2.1 Technique histologique

L’histologie permet de mettre en évidence les kystes de Sarcocystis ainsi que de déterminer le
type de paroi. La méthode utilisée est celle citée par Hould (1984) avec une coloration a
I'nématoxyline et éosine (HE). La confection de tous les blocs a été reéalisee au laboratoire
d'anatomie et histologie pathologique de I'Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d’ Alger.

Tandis que la microtomie, I’étalement sur lame porte-objet, la coloration et le montage ont
été réalisés a ’ENSV, au CHU Lamine Debaghine (ex Maillot), au CHU Nafissa Hamoud (ex

Parnet) et dans un laboratoire d’anatomie pathologique privé a Alger.

» Etapes de réalisation de la technique histologique
% Prélévement et fixation

Les prélévements sont mis dans du formol a 10% pendant au moins 24h afin d’inhiber leur
lyse et leur altération et permettre leur durcissement pour la confection des coupes (Fig.14A)
Apreés la fixation, un petit fragment de 1 cm de long sur 5 mm d'épaisseur de chaque piece
anatomique est coupé a l'aide d'un bistouri. Ces fragments sont alors placés dans des cassettes
en plastique perforées, identifiées au crayon.

% Deéshydratation
Elle consiste a immerger les cassettes dans des bains d’éthanol a degrés croissants (70°, 90°,
95°, deux bains de 100°) durant 1h pour chaque bain. Cela permet d’¢liminer
progressivement 1’ecau contenue dans les tissus en la remplacant par de I’alcool (Fig.14B)

< Eclaircissement
Les cassettes sont plongées dans 2 bains de toluene a 100% pendant 1h chacun. Le toluéne

est miscible avec la paraffine, et remplace 1’alcool dans les tissus (Fig.14B).
¢ Imprégnation
Consiste en un premier bain de paraffine & 59°C de 15 minutes, puis d’un deuxiéme durant

au moins 12 heures. Les tissus imprégnés de paraffine sont solides, et permettent la coupe
(Fig.14C).
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%+ Confection des blocs
Dans un premier temps, de la paraffine liquide est versée dans un moule en acier inoxydable,
puis la piece a inclure est déposée au centre du moule a I’aide d’une pince.
Ensuite, la cassette servant de support a la piece est ajustée sur le moule et de la paraffine
liquide est reversee sur la cassette afin qu’elle adhére a la piece.
Enfin, le moule est mis sur une plaque froide afin que la paraffine durcisse. Le bloc obtenu
est demoulé aprés 20 min environ, ou une fois entierement solide (Fig.14D).

% Microtomie
Elle consiste a confectionner des coupes minces de 5 um d’épaisseur a partir d’un bloc a
I’aide d’un microtome (Fig.14E). 1l s’agit d’un appareil muni d’une lame coupante jetable
qui fonctionne grice a un systeme de rotation d’une roue motrice qui est tournée a 1’aide
d’une manivelle ; cela entraine un déplacement vertical du bloc pour le mettre au contact du
rasoir. Le bloc est introduit dans le microtome de maniere a ce que sa surface soit verticale,
parallele et ajustée a la lame coupante. Le microtome est réglé a 10 ou a 30 um afin d’enlever
I’exces de paraffine, et ce jusqu’a arriver a la piéce anatomique. Il est ensuite réajusté a 5 um,

ce qui permet d’obtenir des coupes sous forme de ruban.

s Etalement, collage et séchage
Pendant la coupe, les tissus inclus dans la paraffine sont trés comprimés. Afin d'atténuer cette
compression et d'enlever les plis du tissu, les rubans obtenus sont étalés dans un bain-marie
réglé a 40°C, ensuite récupérés sur des lames en verre identifiées. Les lames sont alors mises

sur une platine chauffante afin de sécher.

< Déparaffinage
Une fois seches, les lames sont plongées dans 2 bains de toluéne pendant 5 et 7 minutes

respectivement afin de retirer la paraffine et de permettre aux tissus de recevoir les colorants.

% Hydratation
L'hydratation consiste a retirer le toluéne des tissus et a le remplacer par de I'eau. Pour se
faire, les lames sont plongées d'abord dans trois bains d'éthanol a concentration décroissante
(100°, 90° et a 70°) pendant 1 minute chacun, puis sont rincées dans un bain d'eau courante

pendant 3 minutes.
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< Coloration a2 ’Hématoxyline et I'Eosine
Les lames sont plongées dans I'nhématoxyline durant 1 minute afin de colorer les noyaux en
bleu. Elles sont ensuite rincées dans un bain d’eau du robinet pendant 3 minutes pour
éliminer l'exces, puis plongées dans I'éosine pendant 6 minutes pour colorer les cytoplasmes
en rose et enfin rincées pendant 25 secondes a I’eau du robinet (Fig.14F).

Rl

% Deéshydratation
Les lames sont immergées dans 3 bains d’alcool a degrés croissants (70°, 90°, 100°).

% Eclaircissement

Les lames sont plongées dans 2 bains de toluéne pendant 10 minutes (5 minutes chacun).

R

* Montage

Il consiste a fixer une lamelle sur la coupe histologique afin de la protéger. Une goutte de
résine (EUKITT) est appliquee sur la lamelle, puis cette derniere est déposée sur la coupe de
maniére a éviter la formation de bulles d’air. La lame est ensuite laissée a ’air libre pour

sécher (Fig.14G).

% Examen des lames
Les lames sont examinées au microscope optique aux grossissements x100, x400, x1000
progressivement. L hématoxyline colore les noyaux des fibres musculaires et les bradyzoites
en violet, et I’éosine colore les fibres musculaires en rose.
Pour chaque lame, nous avons observé la présence ou non des kystes de Sarcocystis
(Gr x100), le nombre de kystes sarcosporidiens présents (Gr x400) et I’épaisseur de leur paroi

(Gr x1000).
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Figure 14 : Etapes de la technique histologique, prélevement et fixation (A), déshydratation
et éclaircissement (B), imprégnation (C), confection des blocs et refroidissement (D),
microtome (E), coloration (F), montage (G) (Photos personnelles, 2022).

111.2.2 Technique de la digestion enzymatique

Il s’agit d’une technique décrite par Seneviratna et al. en 1975 et modifiée par Latif et al.
en 1999. Le principe de cette méthode est d’induire la libération des bradyzoites contenus
dans les sarcocystes musculaires en utilisant un suc digestif artificiel (HCL, eau, sel, pepsine)

et en réunissant les facteurs favorisant la digestion pepsique.

> Etapes de réalisation de la digestion enzymatique
% Préparation du PBS (ph=7.2)
La préparation du PBS est basée sur la norme (NF-VVO8-055) : 8,98 g de Na2HPO4 ; (2H20),
2,71 g de NaH2PO4 ; (2H20), et 8,5g de Nacl sont dissous dans 1000ml d’eau distillée, sous
agitation a I’aide d’un agitateur magnétique avec un aimant. Le pH de la solution est ensuite

ajusté a 7,2 grace a un pH metre préalablement étalonné avec deux solutions tampons (pH=4

et pH=7). Le tampon PBS est ensuite stérilisé a I’autoclave a 130°C pendant 1 heure.
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% Préparation du HCL & 25%

La solution d’HCL a 25% est préparée a partir d’une solution mere d’HCL a 36% du
commerce. Pour préparer 100 ml de HCL a 25%, 70 ml d’une solution concentrée d’HCL a

36% sont complétés a 100 ml d’eau distillée.

% Préparation de la solution de digestion
2,5g de Nacl, 3,5¢ d’HCL a 25% et 1,3g de pepsine (1000U/g, Riedel-de Haén ag seelze-
Hannover) sont dilués dans 500 ml d’eau distillée et bien homogénéisés. Le pH est ajusté a
1,37 grace a un pH metre préalablement étalonné avec deux solutions tampons (pH=4 et
pH=7).

% Préparation du broyat
Les échantillons (cceur, oesophage et diaphragme) sont nettoyés minutieusement afin
d’éliminer le plus de graisse et d’aponévrose possible. Ils sont ensuite broyés a I’aide d’un

mixeur afin d’obtenir un broyat finement haché.

% Meélange du broyat avec la solution de digestion et incubation
Dans des petits flacons, 50 ml de solution de digestion sont mélangés avec 20 g de broyat, le
tout est bien homogénéis¢ a 1’aide d’une spatule. Ces flacons sont ensuite placés sur un
agitateur magnétique a tube et incubés a 40°C dans une étuve pendant 30 mn sous agitation

magnétique constante.

% Filtration des échantillons
Le digestat de chaque échantillon est filtré dans des béchers a travers les mailles d’une
passoire sur laquelle 2 couches de gaze sont déposées pour éliminer les gros débris

musculaires, puis laisser s’égoutter pendant quelques minutes.

% Centrifugation des échantillons
Les échantillons sont centrifugés dans du PBS (pH=7,2) selon la méthode modifiée d’Eckert
et al. (1995) qui permet de stopper rapidement la digestion et de rétablir le pH physiologique.
Le digestat est centrifugé a 3000 rpm pendant 5 minutes. Le culot obtenu est récupéré apres
avoir jeté le surnageant. Le culot est repris dans du PBS, agitation puis centrifugation a 3000

rom pendant 5 minutes. Un culot final est obtenu pour chaque échantillon.
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% Etalement et séchage
A Tl’aide d’une pipette pasteur, une goutte du culot est aspirée puis étalée sur une lame
numérotée de fagon a obtenir un frottis fin. Les lames sont ensuite séchées a 1’étuve pendant

5 min.

% Coloration des lames au May-Grunwald Giemsa (MGG)

La coloration a été appliquée selon la méthode citée par Bussiéras et Chermette (1992).

Les frottis sont fixés au méthanol pendant 5 minutes. Une pré-coloration au May-Griinwald
durant 3 minutes est ensuite réalisée, puis les lames sont plongées dans de I’eau distillée
pendant 5 minutes, et égouttées. Enfin, les frottis sont colorés pendant 30 minutes au Giemsa
dilué (5 ml de Giemsa dilue par lame) préalablement préparé (2 gouttes de Giemsa pour 1 ml
d’eau distillée).

L’excés de colorant est enlevé sous un fin jet d’eau du robinet, puis les lames sont séchées

entre les plis d’un papier filtre.

% Examen des lames
Les lames colorées sont examinees au microscope photonique aux grossissements (x 400 et
x1000). Un échantillon est considéré positif pour la sarcosporidiose lorsque des bradyzoites
de Sarcocystis (en forme de banane) sont observés. Le May-Griinwald colore le noyau (acide)

des bradyzoites en rose, et le Giemsa colore le cytoplasme (alcalin) en bleu.
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Figure 15 : Etapes de la digestion enzymatique, pesée du NazHPOa4 ; 2H20) (A), pesée du
NaCL (B), pesée du NaH2POs ; 2H20) (C), ajustement du pH de la solution PBS (D), pesée
du NaCl (E), pesée de la pepsine (F), ajustement du pH de la solution de digestion (G et
H), mélange du broyat et de la solution de digestion (lI), agitateur magnétique (J),
incubation (K), filtration des échantillons (L), échantillons aprés centrifugation (M),

étalement du frottis (N etO), coloration des lames au MGG (P) (Redjimi et Fettar, 2021).
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IV. Analyse statistique

Toutes les données ont éte saisies dans une base informatique classique (Excel 2007).

Nous avons commencé par une étude descriptive par le calcul de la prévalence de
Sarcocystis selon la technique utilisée et I'intervalle de confiance correspondant a 5% de
risque ainsi que la prévalence pour les facteurs suivants : Le sexe, 1’age, la robe, la race et

l'origine.

Des représentations graphiques ont été utilisées pour apprécier l'effet de chaque facteur sur
la prévalence. L'analyse statistique a été réalisée a partir des valeurs observées par
I'application de tests non paramétrique : le khi deux d'homogénéité et le khi-deux
d'indépendance pourl'étude des effets des différents facteurs de risque sur la prévalence de

Sarcocystis.

La différence est considérée comme significative si la probabilité (p<5%).
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Résultats et Discussion
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|. Résultats

La présente étude sur la sarcosporidiose bovine a été réalisée au niveau des laboratoires de
parasitologie-mycologie et d’anatomie-pathologique de I’ENSV-Alger, au CHU Lamine
Debaghine (ex Maillot), au CHU Nefissa Hamoud, et au sein d’un laboratoire d’anatomie
pathologique privé.

La recherche de sarcosporidies chez les 76 bovins a été faite en trois étapes, par le biais d’un
examen macroscopique des carcasses et des picces anatomiques prélevés, puis d’un examen
microscopique histologique, et enfin de la digestion enzymatique des préléevements négatifs a

I’histologie.

I.1. Recherche de Sarcocystis par examen macroscopique

L’examen visuel des carcasses des 76 bovins au niveau de I’abattoir n’a révélé aucun kyste
macroscopique ou lésion de myosite éosinophilique ; de méme pour les pieces anatomiques

prélevées.

I.2. Recherche de Sarcocystis par examen microscopique

Pour la recherche de Sarcocystis par examen microscopique, nous avons utilisé deux
techniques differentes : I’analyse histologique et la digestion enzymatique. Tous les
prélévements ont €té soumis a I’histologie, tandis que seuls les prélévements négatifs ont été

analyses par la digestion enzymatique.

1.2.1. Recherche des kystes de Sarcocystis par la technique histologique

L’unité épidémiologique de cette étude est le bovin : pour qu'un prélévement soit considéré
positif, et donc que le bovin soit confirmé comme étant infecté, on doit observer au moins un
kyste sur I’ensemble des échantillons (cceur, cesophage, diaphragme) issus de ce bovin
(Bertin, 2013). C’est seulement dans le cas ou les trois échantillons ne présentent aucun kyste
a la lecture microscopique que le préléevement est soumis a la digestion enzymatique.

L’examen histologique permet également de dénombrer les kystes de Sarcocystis, et de
déterminer les espeéces mises en cause, bien qu’avec peu de précision dans le cas des kystes a

paroi épaisse, qu’il est difficile de différencier a la microscopie photonique.

1.2.2 Recherche des bradyzoites de Sarcocystis par digestion enzymatique

La digestion enzymatique a été réalisée sur un total de 25 prélévements négatifs a ’analyse
histologique. Un prélevement est consideré comme étant positif lorsqu’on observe au moins

un bradyzoites sur la lame de frottis.
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Les bradyzoites sont en forme de « banane » et sont colorées en bleu foncé au niveau du
cytoplasme, et en rose rose clair au niveau du noyau par la coloration au May Grunwald
Giemsa (M.G.G).

I.3. Prévalence selon la technique

L’analyse histologique a été effectuée sur les prélévements issus des 76 bovins ; la digestion
enzymatique a ensuite été utilisée pour analyser les prélevements négatifs. Nous avons

obtenu les prévalences suivantes :

1.3.1. Analyse histologique

A T’histologie, 51 bovins ont présenté au moins un kyste au niveau d’au moins un des trois
organes prélevés. La technique histologique révele donc une prévalence de 67% avec IC
[56,5% - 77,7%] (Tab.04) (Fig. 16).

Tableau 04 : Prévalence par la technique histologique

Résultat Nombre de bovins Prévalence
Positif 51 67%
Négatif 25 33%

x400 (photo personnelle, 2022).
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1.3.2. Digestion enzymatique
Les 25 bovins dont les prélévements étaient négatifs a ’analyse histologique ont été soumis a
la digestion enzymatique. Ils se sont tous montrés positifs, donnant une prévalence de 100%
(Fig.17).

Figure 17 : bradyzoites de Sarcocystis spp. observés a grossissement x1000, avec zoom

(photos personnelles, 2022).

I1. Discussion
I1.1. Recherche de Sarcocystis spp par examen macroscopique

La présente étude n’a révélé la présence d’aucuns kystes macroscopiques sur les carcasses
des 76 bovins examinés. Ces résultats sont en accord avec ceux de Boubaya et al. (2009),
Harhoura et al. (2010), Lardjane et al. (2014), Dekkiche et al. (2014), Benamghar (2019).
En Algérie, le seul cas de sarcosporidiose macroscopique a été décrit par Taibi en 2016.
Sur 575 les bovins inclus dans son étude, un seul était porteur de kystes macroscopiques
blanchatres situés au niveau du diaphragme ; soit une prévalence de 0,2%. L’espéce mise en

cause est S. hirsuta.
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A 1’¢échelle mondiale, on retrouve parfois des chiffres plus élevés, notamment en Iran.
Deux études, menées par Ghasemi Kahrizeh et al. (2021) a Ourmia et Mirzaei et al. (2016)
a Tabriz rapportent respectivement des prévalences de 2,5% et de 8,2%. Mirzaei et al. notent
une prévalence significativement plus élevées au niveau de 1’oesophage par rapport aux
autres organes. Cela reflete les résultats obtenus par Ahmed et al. en 2016, qui rapportent un
taux de détection de kystes macroscopiques de 76,3% au niveau des cesophages chez les 149
carcasses bovines positives sur les 2000 examinées. L.’oesophage est également le seul site ou
Mounika et al. (2018) ont observé des kystes macroscopiques, chez 9 bovins des 150
abattus.

En Egypte, EI-Morsey et al. (2021) ont obtenu une prévalence de 11,33% lors d’une étude
menée sur 150 bovins ; les kystes macroscopiques étaient localises sur le diaphragme,

l'cesophage et les muscles abdominaux des carcasses.

De fagon classique, S. hirsuta est la seule espéce incriminée dans la formation de kystes
macroscopiques chez le bovin. Cela peut expliquer la fréquente absence de ces kystes lors de

I’inspection de carcasses bovines, 1”’infection par S. hirsuta étant relativement rare.

En 2020, cependant, Sarafraz et al. ont identifié par PCR un kyste macroscopique retrouvé
sur une carcasse bovine comme étant S. gigantea, une espéce dont I’héte intermediaire

normalement décrit est ’ovin.

11.2. Recherche des kystes de Sarcocystis spp par technique histologique

La présente étude a révelé la présence de kystes sarcosporidiens chez 51 des 75 bovins
étudiés, soit une prévalence de 67%. Ces résultats concordent plus ou moins avec les
prévalences obtenues grace a I’analyse histologique par d’autres auteurs a I’échelle nationale
avec des taux de 50.8% (Zououiouche, 2015), 69% (Taibi, 2016), 54% (Lefkir, 2016) ,
68% (Ardache et Benamghar, 2018), 46% (Letlat et Mechdene, 2019), 63%
(Benamghar, 2019) et 50% (Agri, 2019) et au niveau internationale avec des prévalences de
40 % (Pritt et al., 2008), 89% (Nourani et al., 2010), 96% (Bucca et al., 2011), et 41.5%
(Yang et al., 2018).

Ono et Ohsumi (1999) rapportent cependant des statistiques beaucoup plus modestes : ils
notent une prévalence de 11,58% chez un groupe de 95 bovins de race Japanese Black, et de

29,49% et 36,78% respectivement chez bovins importés d’Australie et des Etats-Unis.
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Dans une étude datant de 1999, Huong utilise également la technique histologique et décrit
une prévalence de 79% chez les buffles asiatiques, espéce servant d’hote intermédiaire aux

mémes espéces de Sarcocystis que Bos taurus.

11.3. Recherche des bradyzoites de Sarcocystis spp par la digestion enzymatique

La prévalence de 100% obtenue par la digestion enzymatique lors de cette étude vient
appuyer le statut de la technique comme étant I'une des plus sensibles en matiere de détection
de Sarcocystis spp.

De nombreux autres travaux utilisant cette méthode notent également des résultats similaires :
97% (Vercruysse et al., 1989), 100% (Fassi-Fehri et al., 1978), 100% (Boubaya et al.,
2009), 100% (Xiang et al., 2011), 100% (Bertin, 2013), 100% (Lemieux, 2014), 100%
(Mirzaei et al., 2016), 100% (Khouni et al., 2009), 89% (Lardjane et al., 2014), 100%
(Zououiouche, 2015), 90% (Taibi, 2016), 88% (Lefkir, 2016) et 100% (Salehi, 2022).
Quelques études rapportent cependant des prévalences moins éleveées : 42,5 (Obijiaku et al.,
2013) et 52% (Savini et al., 1992).

11.4. Comparaison entre les deux techniques

Nous avons obtenu une prévalence de 67% par analyse histologique, contre une prévalence
de 100% par digestion enzymatique. Nos résultats concordent donc avec la littérature : la
digestion enzymatique est une technique plus sensible que I’analyse histologique, et permet
de détecter des infections méme légeéres, car chagque sarcocyste libere des centaines, voire des

milliers de bradyzoites.

Les inconvénients de la méthode concernent surtout I’impossibilité de déterminer 1’espéece de
Sarcocystis mise en cause car la paroi est dissoute par la digestion. On risque également
d’obtenir des faux négatifs si les kystes sont immatures, car les métrocytes ne résistent pas a
la digestion, ou si les bradyzoites sont trop petits (5-6 um) et donc impossibles a visualiser au

microscope optique (Verma et al., 2017).

La technique histologique, quant a elle, doit sa sensibilité réduite au fait que seule une petite
quantité de tissu peut étre examiné dans une coupe. Elle permet cependant de dénombrer les
kystes dans les organes touchés, et de visualiser les parois, qui sont un critére taxonomique

important.
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I. Conclusion

Le but de cette étude est de déterminer la prévalence de 1’infection a Sarcocystis spp. sur 76 bovins
abattus au niveau de I’abattoir de Draa Ben Khedda dans la wilaya de Tizi Ouzou. A cette fin, trois
méthodes ont été utilisées : la recherche macroscopique, 1’analyse histologique et la digestion

enzymatique.

La recherche macroscopique n’a révélé aucun kyste géant ou lésion caractéristique de
sarcosporidiose, tandis que les méthodes microscopiques dénotent des taux de positivité de
67% pour I’histologie et de 100% pour la digestion enzymatique. Ces chiffres sont reflétés
dans les données chiffrées de la littérature, et montrent que Sarcocystis est un parasite
ubiquitaire, qui contamine largement I’environnement. La forte prévalence associée a
I’absence de signes macroscopiques sur les carcasses montre €galement que la viande bovine
mise sur le marché est selon toute vraisemblance infestée de kystes sarcosporidiens a
caractere potentiellement zoonotique.

La divergence entre les résultats des deux tests microscopiques témoigne de la sensibilité

supérieure de la digestion enzymatique par rapport a I’histologie.

II. Recommandations et perspectives

Les résultats de notre étude confirment le statut de la sarcosporidiose bovine comme étant
une affection sous-estimée, que ce soit d’'un point de vue économigue comme sanitaire.
Pour diminuer sa propagation, on préconise I’application de régles d’hygiéne strictes qui
permettront de rompre le cycle parasitaire, notamment :
e Traiter la viande de maniére adéquate, par cuisson ou congeélation, avant
consommation par un héte définitif (Homme, chien, chat)
e Détruire les carcasses d’animaux morts dans les élevages, ainsi que tous autres
produits d’origine animale potentiellement infectants (délivres...)
e Eviter la présence d’hotes définitifs potentiels (carnivores domestiques ou sauvages)
dans les exploitations et les paturages
e Bien gérer les épandages afin d’éviter la contamination des prés par les eaux souillées
e Préserver les aliments destinés a la consommation bovine dans un endroit propre, a

I’abri des souillures fécales d’origine humaine ou animale
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La mise en place de ces mesures sanitaires passe tout d’abord par la sensibilisation des
¢leveurs a I’importance de I’infection a Sarcocystis dans leurs cheptels, tiche rendue d’autant

plus importante par la nature largement asymptomatique de I’affection.

Cette ¢tude vise a contribuer a 1’étude de la sarcosporidiose bovine, mais le sujet est si vaste
que I’exploration d’autres perspectives reste nécessaire et nous en proposons quelques-unes

ci-apres :

e Mener des études sur la prévalence de Sarcocystis sur des échantillons plus vastes, et
en s’intéressant a des groupes musculaires différents, particulierement les muscles
squelettiques.

e Mener des études sur les coccidioses sarcocystiques chez les hdétes définitifs,
notamment les chats et les chiens.

e S’intéresser aux repercussions des infections a Sarcocystis spp. sur les performances
des bovins en Algérie.

e Utiliser d’autres méthodes pour déceler la sarcosporidiose, notamment les techniques

immunologiques et la biologie moléculaire.
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ANNEXES

Le matériel non biologique utilisé pendant cette étude est le suivant :

A P’abattoir En digestion enzymatique En histologie
- Lames
- Blouse blanche - Béchers - Lamelles
- Bottes - Pipettes pasteur - Appareil d’inclusion
- Sacs en plastiques - Lames - Microtome
- Stylo - Robot (MOULINEX) - Bain marie
- Etiquettes - Balance électronique - Etuve
- Couteau (SCALTEC5e 2009) - Formol
- Glaciere - pH métre (HANNA®) - Ethanol
- Agitateur magnétique - Xyléne
(YELLOWLINE @) - Paraffine

- Agitateur permanent
(JOUANR@)

- Etuve (JOUAN®)

- Centrifugeuse (SIGMAe 6
x15ml)

- Microscope optique
(LEICA® DMLS)

- Autoclave (pbi
international @)

- Spatules

- Tubes coniques
(FLACON®50ml)

- Passoires

- Compresses

- Papier filtre

- Blouse

- Gants

- Eau distillée

- Pepsine

- NaCl

- HCI

- Na2HPO4

- NaH2PO4

- Méthanol

- May Grunwald

- Giemsa

- Colle synthétique

- Hématoxyline

- Eau acidifiée

- Eau ammoniacale

- Eosine

- Blouse

- Gants,

- Bavettes

- Lames de bistouri

- Pinces

- Cassettes en plastique

- Moule en acier inoxydable

- Portoirs de lames

- Microscope optique
(LEICA® DMLS)
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Résumé

La sarcosporidiose est une parasitose ubiquitaire, due a Sarcocystis spp., un organisme protozoaire
kystogéne. Le bovin sert d’hdte intermédiaire a quatre espéces de Sarcocystis : S. cruzi, S. hirsuta,
S. hominis et S. rommeli, dont les hotes définitifs sont respectivement les canidés, les félidés,
I’Homme et inconnus. Notre étude a été réalisée au niveau de 1’abattoir communal de Draa Ben
Khedda, dans la wilaya de Tizi Ouzou, avec pour objectif de déterminer la prévalence de la
sarcosporidiose dans 76 carcasses bovines. A cette fin, nous avons utilisé 3 techniques : la
recherche macroscopique, 1’analysehistologique et la digestion enzymatique. L’inspection visuelle
n’a révélé aucun cas de sarcosporidiose, tandis que la prévalence obtenue était de 67% a
I’histologie et de 100% a la digestionenzymatique.

Mots clés : Sarcocystis, muscles, prévalence, histologie, digestion enzymatique,
abattoirs.

Abstract

Sarcocystosis is a ubiquitous parasitic disease caused by Sarcocystis spp., a cystogenic protozoan
organism. Cattle serves as an intermediate host for four species of Sarcocystis: S. cruzi, S. hirsuta,
S. hominis and S. rommeli, whose definitive hosts are respectively canids, felids, humans and
unknowns. Our study was carried out at the communal slaughterhouse of Draa Ben Khedda, in the
wilaya of Tizi Ouzou, with the aim of determining the prevalence of sarcocystosis in 76 cattle
carcasses. To this end, we used 3 diagnostic methods: macroscopic examination, histological
analysis and enzymatic digestion. Visual inspection revealed no cases of sarcocystosis, while the
prevalence obtained by histology was 67%, and 100% by enzymatic digestion.

Keywords: Sarcocystis, muscle,slaughterhouses, prevalence, enzymatic digestion, histology.
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