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Résumé

Résumé :

Les distomatoses hépatobiliaires sont des zoonoses dues a des trématodes, vers plats non segmentés
possedant deux ventouses. On distingue deux principales espéces affectant les bovins en Algérie a
savoir Fasciola hepatica qui cause une trématodose sévissant de maniére endémique dans notre pays
et Dicrocoelium dendriticum ou petite douve du foie jamais auparavant signalée dans notre zone
d'étude. Toutefois, tres peu de travaux ont été menés pour déterminer leur prévalence a 1’échelle
nationale. Aussi, nous avons réalisé une étude sur ces deux distomatoses au niveau des abattoirs de
trois wilayas : Tizi-Ouzou, Bouira et Béjaia. A cet effet, 4700 bovins (1658 a T.O. et 1304 a Bouira,
1738 a Bejaia) ont fait I’objet de notre étude, sur lesquels des prélévements de sang, de bile, de selles
et de parasite ont été effectués ainsi qu’une inspection du foie pour la recherche de lésions de
cholangite distomienne. Les prélévements ont été soumis a des analyses coprologiques, I’analyse de la
bile et enfin un total de 675 sérums de bovins abattus (325 infestés, 236 avec lésions hépatiques et 114
avec foies macroscopiquement sains) ont fait I’objet d’une analyse sérologique. 1’objectif étant de
déterminer la variation de I’infestation a Fasciola hepatica et la cinétique des anticorps chez chaque
bovin selon la saison le sexe, la race et ’age de I’animal et sa relation avec le degré d’infestation des
foies, par I’utilisation du test Monoscreen ELISA. Une analyse histologique des douves de D.
Dendriticum a été réalisée, Les spécimens ont été identifiés morphologiquement en fonction de
l'orientation des testicules, de la longueur et de la largeur du corps et du niveau de la largeur maximale
du corps. De plus, une étude moléculaire des échantillons de douves prélevées a été effectuée ; a cet
effet I'espace interne transcrit ribosomal (ITS), la cytochrome c oxydase | (COIl), la région
mitochondriale couvrant les marqueurs COI-trnT-rrL et la sous-unité NADH déshydrogénase |
(NADI) ont été utilisés pour caractériser les douves de Fasciola d'Algérie. L’inspection des 4700 foies
de bovins a révélé un total de 325(6.91%) foies présentant une infestation a Fasciola hepatica
(cholangite distomienne) avec 8.28% a Bouira, 5.9% a Béjaia et 6.87% a Tizi-Ouzou, 236(5.02%)
présentaient des lésions hépatiques et des cholangites sans présence du parasite et 4139(88.06%) ont
montré un foie macroscopiquement sain. L’analyse coprologique a révélé la présence d’ceufS du
parasite chez 3.17% avec 3.45% a Bouira, 2.93% a Béjaia et 3.19% a Tizi-Ouzou contre une
prévalence totale dans la bile de 7.4% avec 8.2% a Bouira, 5.69% a Béjaia et 6.57% a Tizi-Ouzou.
Aprés lecture des résultats sérologiques, 384 (56.9%) sérums se sont révélés étre séropositifs
(val>15%), 12(1.8%) seulement se sont révélés douteux (10%<val>15%), et 279 (41.3%) séronégatifs
(val<10%). La variation des niveaux d’anticorps au sein des sérums positifs était de 83(21.61%)
présentant des infestations faibles avec des valeurs comprises entre 15%-<val>45%, 111(28.9%)
présentant une infestation moyenne comprise entre 45%-<val>75% et 190 (49.47%) des bovins
présentaient une forte infestation soit val>75%. L’analyse statistique a révélé 1’existence d’une
association significative entre la variation des taux d’anticorps et le sexe, 1’dge de I’animal et la saison
de I’année (p<0.001) avec des taux d’anticorps élevés chez les femelles, les animaux plus &gés et
durant les saisons Automne, Printemps. Notre étude nous a permis de révéler que la localité influencait
sur les niveaux d’anticorps chez les bovins (p<0.001), la localité de Bouira étant celle qui présente les
taux d’anticorps les plus élevés. A l'aide d'analyses morphologiques, un seul morphotype de Fasciola
a été observé. Le marqueur nucléaire ITS a indiqué que toutes les douves collectées appartiennent a F.
hepatica. Plusieurs alignements de la base de données ITS ont révélé deux haplotypes, I'un décrit ici
pour la premiere fois. L'analyse de la variance moléculaire (AMOVA) des marqueurs mitochondriaux
a révélé une faible structure de la population en Algérie. L’analyse de Mismatch distributions, les tests
de neutralité et I’analyse de median-joining network étaient tous compatibles avec une expansion
récente de la population Algérienne de F. hepatica. La prévalence totale de la dicrocceliose obtenue
apres inspection de 4700 bovins est de 0.45% avec des prévalences de 0.66% & Tizi-Ouzou, 0.54% a
Bouira, et 0.17% a Bejaia.0,45% des foies étaient atteints de cholangite distomienne (21 des 4700
foies examinés avaient un D. dendriticum adulte) et 13.25% présentaient quant a eux une cholangite
non distomienne. 0,21% des bovins avaient des ccufs de D. dendriticum dans les selles contre 0,45%
dans la bile. L'analyse histologique de la douve a révélé un positionnement antérieur des testicules
avec une orientation tandem légérement oblique, une longueur moyenne de 3,69 mm et une largeur
moyenne de 1 mm soit au milieu du corps, soit en position arriére. L’analyse statistique a révélé




I’existence d’une faible association significative entre l'infection aux deux distomatoses et la saison de
I'année (p< 0,05). Cependant, une forte association significative a été observée entre les deux
infections et le sexe et I'age de I'animal (p <0,001); étant plus fréquente chez les animaux plus agés et
les femelles. Nos résultats montrent une plus grande sensibilité de la sérologie qui nous permet de
détecter ’infestation dés les premiéres semaines poste infestation. La fasciolose apparait tres répandue
dans les différentes régions d’Algérie. Il semble que ’absence de stratégie de contrdle associée au
climat méditerranéen favorable puisse conduire & une reconstruction et a la dispersion de ses
populations. Cette étude fournit des résultats importants concernant la caractérisation génétique et la
variabilité de F. hepatica en Algérie, ainsi que le réle important de l'importation de bovins dans la
détermination de son mode de dispersion dans le monde. L'étude histologique confirme que les douves
collectées sont D. dendriticum. Ainsi, notre étude révele pour la 1% fois en Algérie la présence de D.
dendriticum dans trois wilayas (Bouira, Tizi-Ouzou et Bejaia). Les résultats indiquent que de
nombreuses exploitations d'élevage dans la province du centre-nord de I'Algérie sont infestées par D.
dendriticum.

Mot clés : F. hepatica, D. dendriticum, Bovins, ELISA, Bile, Foie, Coprologie, Histologie, P.C.R.,
Abattoirs.

Summary

Hepatobiliary distomatoses are zoonoses due to trematodes, non segmented flatworms with two
suckers there are two main species affecting cattle in Algeria namely Fasciola hepatica which is a
trematode which is endemic in our country and Dicrocoelium dendriticum or a little liver fluke never
before reported in our study area. However, very few studies have been conducted to determine their
prevalence at the national level. Also, we carried out a study on these two distomatoses at the level of
slaughterhouses of three wilayas: Tizi-Ouzou, Bouira and Bejaia. For this purpose, 4700 cattle (1658
to T.Ouzou, 1304 to Bouira and 1738 to Bejaia) were the subject of our study, on which blood, bile,
stool and parasite samples were taken as well as liver inspection for the investigation of distomial
cholangitis lesions. The specimens were subjected to stool analysis, the analysis of the bile and finally
a total of 675 (325 infested, 236 with liver lesions and 114 with macroscopically healthy livers)
serums of cattle slaughtered were analyzed; the objective being to determine the variation of Fasciola
hepatica infestation and antibody kinetics in each cattle by season, sex, race and age of the animal and
its relation to the degree of liver infestation, by the use of the Monoscreen ELISA test. A histological
analysis of the D.Dendriticum parasite was performed. The specimens were identified
morphologically according to the orientation of the testes, the length and width of the body and the
level of the maximum width of the body. Also a molecular study of the samples of Fasciola sp taken
was carried out; for this purpose the ribosomal internal transcribed spacer (ITS), cytochrome ¢ oxidase
I (COl), the mitochondrial region spanning the COI-trnT-rrnL, and the NADH dehydrogenase subunit
I (NADI) markers were used to characterize Fasciola flukes from Algeria. Inspection of 4700 livers of
cattle revealed a total of 325 (6.91%) livers with infestation with Fasciola hepatica (distomial
cholangitis) with 8.28% in Bouira, 5.9% in Bejaia and 6.87% in Tizi-Ouzou, 236 (5.02 %) had liver
lesions and cholangitis without presence of the parasite and 4139 (88.06%) showed macroscopically
healthy liver. the coprological analysis revealed the presence of eggs of the parasite in 3.17% with
3.45% in Bouira, 2.93% in Bejaia and 3.19% in Tizi-Ouzou against a total prevalence in bile of 7.4%
with 8.2% in Bouira, 5.69 in Béjaia and 6.57% in Tizi-Ouzou. After reading the serological results 384
(56.9%) sera were found to be seropositive (> 15%) and 12 (1.8%) only were doubtful results
(10%<val>15%), and 279 (41.3%) seronegative or (val <10%), the variation in antibody levels in the
positive sera was 83 (21.61%) with low infestations with values between (15%-<val <45%), 111
(28.9%) ) with a mean infestation of between (45%<val <75%) and 190 (49.47%) of the cattle had a
high infestation (val> 75%), the statistical analysis revealed the existence of a significant association
between variation in antibody levels and sex, age of the animal and season of the year (p <0.001) with
high antibody levels in females, older animals, and seasons Autumn, Spring. Our study revealed that




locality influenced antibody levels in cattle (p <0.001), the locality of Bouira being the one with the
highest antibody levels. Using morphological and morphometric analysis, one morphotype of Fasciola
was observed. Nuclear ITS marker indicated that all collected flukes belong to F. hepatica.Multiple
alignments of ITS dataset revealed two haplotypes, one described here for the first time. Analysis of
molecular variance (AMOVA) of mitochondrial markers revealed weak population structure in
Algeria. Mismatch distributions, neutrality tests, and median-joining network analysis all were
compatible with a recent expansion of Algerian.The total prevalence of dicrocoeliasis obtained of the
4053 cattle inspected is 0.52% with a prevalence of 0.66% in Tizi-Ouzou, 0.54% in Bouira, and 0.27%
in Bejaia. About 0.52% of livers had distomial cholangitis (21 of the 4053 livers examined had adult
D. dendriticum and 15% had non-distomial cholangitis. About 0.25% of cattle had D. dendriticum
eggs in the stool versus 0.52% of cattle had parasite eggs in the bile. Histological analysis of the fluke
revealed an anterior positioning of the testicles with a slightly oblique tandem orientation, an average
body length of 3.69 mm and an average body width of 1 mm. The maximum body width level is either
in the middle of the fluke body or in the rear position. Statistical analysis revealed a small, significant
association between infection with both distomatoses and the season of the year (p <0.05). However, a
strong, significant association was observed between the two infections and the sex and age of the
animal (p <0.001); being more common in older animals and females. Our results show a greater
sensitivity of the serology that allows us to detect infestation from the first weeks post infestation.
Fasciolosis appeared common in Algerian cattle, it seems that the absence of control strategy coupled
to the favorable Mediterranean climate may lead to a reconstruction and dispersion of its populations.
This study provides important results concerning the genetic characterization and variability of F.
hepatica in Algeria as well as the significant role of cattle importation in shaping its dispersal route
worldwide. The histological study confirms that the collected fluke is D. dendriticum. Thus, this work

reveals for the 1" time in Algeria the presence of D. dendriticum in three districts (Bouira, Tizi-Ouzou,
and Bejaia). The results indicate that many cattle farms in the North Central Province of Algeria are
infested with D. dendriticum.

Key words: F. hepatica, D. dendriticum, Cattle, ELISA, Bile, Liver, Coprology, Histology, PCR,
Slautherhouses.
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Introduction géenérale



Introduction

Les distomatoses sont des anthropozoonoses. L’atteinte de ’homme est accidentelle et
occasionnelle. Selon 1’organe infecté, on distingue les distomatoses hépatobiliaires,
intestinales et pulmonaires. Dans cette présente étude, nous Nnous sommes intéresses aux
distomatoses hépatobiliaires chez le bovin dues a Fasciola hepatica, Fasciola gigantica

et Dicrocoelium dendriticum.

La Dicroceeliose est causée par un Trématode, Dicrocoeliidae appelé petite douve du foie
ou Dicrocoelium spp. Il existe de nombreuses espéces de Dicrocoelium (Dujardin, 1845),
vivant dans les canaux biliaires et la vésicule biliaire des animaux domestiques et
sauvages. Les especes les plus importantes sont : Dicrocoelium dendriticum Rudolphi,
1819, D. hospes Looss, 1907, D. chinensis Tang et Tang, 1978, et D. suppereri
(Hinaiday, 1983) (syn. D. orientalis (Sudarikov et Ryjikiov, 1951).

La petite douve du foie, (Dicrocoelium dendriticum), longtemps considérée comme une
forme immature de Fasciola hepatica, fait intervenir un mollusque gastéropode comme
premier hote intermédiaire et une fourmi comme second hote intermédiaire dans son
cycle de vie. Les sporocystes et les cercaires, vivent dans I'népatopancréas des escargots
terrestres quant aux métacercaires, vivent dans I'abdomen et le cerveau des fourmis

(second hote intermédiaire).

Le parasite mesurant 8-14 / 2-2,5 mm présente une légeére spécificité de I'hdte définitif,
avec une préférence pour les ruminants qui peuvent étre considérés comme les vrais hotes
originaux, parmi lesquels on trouve principalement les moutons et les chévres, et

secondairement les grands ruminants comme les bovins (Mas-Coma et al., 1997).

La petite taille et la plasticité du Dicrocoelium lui permettent de se rendre au plus
profond des voies biliaires, dans les plus fines ramifications. Cette localisation en
profondeur semble préférentielle chez les bovins (Alzieu et al., 1996). Le parasite peut
¢galement se trouver a la sortie du pancréas, au niveau du canal pancréatique (Duchacek
et Lamka, 2003). Des localisations erratiques, extra biliaires, notamment dans les centres

nerveux, restent tres rares (Euzeby, 1971a).

En Algérie un seul rapport de cas d’abattoir a rapporté la présence de la dicrocceliose

dans la région de la Mitidja (Chaouadi et al., 2018). En revanche le nombre de rapports

-



sur la dicroceeliose augmente de plus en plus dans d’autres pays en raison de I'expansion
des habitats secs et des parasites devenant résistants aux antihelminthiques (Gdurelli,
2017).

Des études récentes sur la dicrocceliose montrent que sa présence est sans doute sous-
estimée chez les ruminants. Cette maladie semble causer des troubles plus ou moins

graves, pouvant parfois conduire a la mort de I’animal (Baudin M., 2005).

La fasciolose ou grande douve du foie est une zoonose due a un trématode hématophage
causée par deux espéces de Fasciola : Fasciola hepatica et Fasciola gigantica. La
fasciolose a Fasciola gigantica a été signalé dans les zones tropicales, tandis que F.
hepatica se caractérise par une répartition mondiale (Mas-Coma et Bargues, 1997). Un
diagnostic précis de la fasciolose est toujours une tache difficile pour les praticiens du

terrain.

Parmi les trématodoses d’origine alimentaire soulignées dans la récente feuille de route
de I'O.M.S. pour les maladies tropicales négligées 2020 (World Health Organization et
al., 2013), la fasciolose représente une place spécifique en raison de sa distribution
mondiale, de son émergence et du nombre important de personnes infectées (Mas-Coma
S. et al., 2009a). L'impact du changement climatique sur la fasciolose est lié a la forte
dépendance a la fois des stades larvaires fasciolaires et de leurs vecteurs escargots
(lymnée d'eau douce) avec les caractéristiques climatiques et environnementales (Mas-
Coma et al., 2009b, Fuentes et al., 1999, Fuentes et al., 2001). L'incidence économique
de la fasciolose bovine est trés grande en considérant les pertes pondérales, pertes de lait
et les saisies de foies parasités aux abattoirs en zones endémiques (Wamae et lhiga,
1991), (Nyindo and Lukambagire, 2015). L'organisation mondiale de la santé a estimé a
2,4 millions le nombre de personnes infectées dans le monde, la prévalence étant la plus

élevée dans les pays en développement (Mehmood et al., 2017).

En comparant les carcasses d'animaux sains a celles d'animaux parasités par Fasciola, les
pertes en viande sont estimées a 25% du poids des témoins (Vissoh, 1980). Sur le plan
épidémiologique, en Algérie toutes les conditions favorables au déroulement du cycle
parasitaire de F. hepatica sont réunies. La fasciolose animale est connue depuis de
longues dates. En effet, des prévalences chez les ovins et les bovins réunis, ont été

rapportées, 12% a Constantine, 3% dans 1’ Algérois et 1% a Oran (Lievre., 1932). Une
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étude menée par Mekroud et al., (2004) montre que la prévalence de I’infestation
naturelle est de 27 % chez les bovins a 1’abattoir de Jijel de 1994 a 1996 alors qu’elle est
seulement de 9,1% a Constantine sur la méme période. Selon les Services vétérinaires
algériens, les conséquences de la fasciolose animale sont importantes. En 2003, les abats
de 5 364 bovins, de 2 642 ovins et de 335 caprins ont été retirés de la vente (Statistiques
Nationales du Ministere de [I'Agriculture, 2003). L'absence de tracabilité et les
transhumances répétées ne permettent pas de déterminer avec précision le taux

d’infestation chez le bétail par région ou sur tout le territoire national.

Fasciola hepatica est répandu en Afrique du Nord (Mekroud et al., 2004 ;Farjallah et al.,
2009; Amor et al., 2011; Ouchene-Khelifi et al., 2018). L’Egypte est le seul pays du
Nord de 1I’Afrigue ou Fasciola spp. et leurs hybrides aspermiques ont été décrits (Amer et
al., 2016). L’humidité du nord de 1’Algérie favorise la survie de I’hdte intermédiaire
Galba truncatula Muller, 1774 (Mekroud et al., 2004; Righi et al., 2016). La prévalence
de la fasciolose aurait varié de 6,5 a 18,2% chez les ovins et de 9,1 a 27% chez les bovins
(Mekroud et al., 2004; Ouchene-Khelifi et al., 2018). Ouchene-Khelifi et al., (2018) ont
signalé la saisie de plus de 3 000 foies infestés par la douve dans la région d'El Tarf, ce

qui correspond a une perte économique de 60 000 euros.

L'identification traditionnelle des espéces est basée sur les caracteres phénotypiques des
vers adultes, tels que la largeur et la longueur du corps (Valero et al., 2016). Cependant,
plusieurs études ont révélé que les différences morphologiques pourraient étre biaisées en
raison de la présence de formes intermédiaires (Shafiei et al., 2014). De plus, Dosay-
Akbuluta et al., (2005) ont montré une plus grande variation intra-spécifique entre les

specimens de Fasciola spp. d’hotes différents de celui interspécifique.

La classification moléculaire s’est jusqu'a présent avérée étre la méthode de choix, offrant
une différenciation claire entre les deux Fasciola spp. et les formes intermédiaires

(hybrides et introgression).

Malgré I’'impact de la fasciolose en Algérie, une seule étude restreinte a une seule localité
a eévalue la diversité génétique des douves de Fasciola prélevées sur des moutons
(Farjallah et al., 2009).

;



Notre thése s’est donc axée sur I’étude des distomatoses bovines dans trois wilayates

avec la chronologie suivante :

i) Une synthése des données bibliographiques sur Fasciola hepatica et Dicrocoelium

dendriticum

i1) Présentation de 1’étude expérimentale (échantillonnage, régions d’études, techniques

d’analyses)

iii) Détermination la prévalence de la fasciolose et de la dicrocceliose dans les abattoirs
de Tizi-Ouzou, Bouira et Bejaia, sur la base de différentes techniques de diagnostiques
utilisées a savoir : inspection des foies, analyses coprologiques, analyses de la bile,
analyses serologiques (test ELISA). Détermination des différents facteurs de risques de la

parasitose (sexe, age, race, saison)

iiii) Evaluation de la cinétique des anticorps & Fasciola hepatica chez les bovins
naturellement infestés abattus au niveau des abattoirs au nord de I’ Algérie gréace au taux
d’anticorps révélé en ELISA, et les différents facteurs de risques de leurs variation (sexe,

age, race ,saison).

différentes régions algériennes, basées sur plusieurs marqueurs moléculaires (ITS, COI-
trnT-rrnL, NADI et COl).

différentes localités.




CHAPITRE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

A*Fasciola hepatica




|. ETUDE DE FASCIOLA HEPATICA
I.1.Historique

Fasciola hepatica (grande douve du foie) est trés anciennement connue puisqu’il s’agit
du premier trématode identifié, aprés la description de la maladie par des éleveurs dont
I’importance économique et la santé publique sont importantes dans le monde entier. Il
est connu depuis plus de 630 ans et de nombreux travaux de recherche ont été menés sur
le cycle de vie de cet important parasite (Moazeni et Ahmadi, 2016). Les événements les
plus importants dans I'histoire de F. hepatica sont resumés dans le tableau ci-dessous
(Tableau I).

Tableau I : Historique sur la découverte et la description du cycle de vie de Fasciola
hepatica (Moazeni et Ahmadi, 2016)

Date Scientifiques et événements Références
1379 Jean de Brie trouve la douve du foie pour la premiere fois Grove,
(1990)
1523 1523 Anthony Fitzherbert décrit pour la premiére fois la Cole,
douve du foie dans un livre publié. (1944)
1698 Govard Bidloo décrit les vers comme les parasites des voies  Reinhard,
biliaires des moutons, des bovins et des humains (1957)
1758 Linnaeus gave the definitive Latin name of Fasicola Reinhard,
hepatica to the liver fluke (1957)
1875 David F. Weinland, trouve les stades larvaires de F. Reinhard,
hepatica dans le foie de Limnaea truncatula (1957)
1881 Thomas a décrit la morphologie, I'habitat et la biologie de  Reinhard,

I'néte intermédiaire de F.hepatica (actuellement connu sous (1957)
le nom de Galba truncatula).

1882 Rudolf Leuckart ont affirmé que les jeunes douves Reinhard,
migraient des intestins vers le foie, par le canal biliaire (1957)
principal.

1893 Adolpho lutz réussit a infecter des cobayes, un lapin, une Reinhard,

chevre et un rat brun avec la douve du foie en ajoutant les (1957)
kystes (métacercaires) a leur nourriture.

1926 Sinitsin(1926) prouve que les jeunes douves, apres avoir été  Andrews,
libérées de leurs kystes dans l'intestin gréle, ne vont pas (1999)
directement au foie, mais pénetrent dans la paroi de
I'intestin, migrent a travers la cavité du corps et se creusent
dans le foie a partir de la capsule.

- Le concept actuel de Fasciola hepatica fut proposé par Linne en 1758, et est dérivé du
grec et du latin : Fasciola «<small band » et hepai «liver» ; son cycle biologique fut décrit

par Steemnstrip en 1842 puis repris par Leuckart (1882) et Thomas (1883) qui ont



découvert le développement larvaire de la douve chez Lymnaea truncatula et

confirmérent le role d’hote intermédiaire de ce mollusque (Ripert et al., 1998).

- Barlow (1925) et VVan Haitsma (1950) ont attribué I’ouverture de 1’opercule de 1’ceuf a
I’existence d’enzymes libérées par le miracidium sous I’effet stimulateur de la lumiere.

Rowan, en 1956, confirma cette hypothese (Ripert et al., 1998).

- En Algérie, les études concernant la distomatose hépatobiliaire a Fasciola hepatica et
son hoéte intermédiaire, débutérent dés les années 1800, mais restent néanmoins

insuffisantes, comparées a celles menées en Europe (Ripert et al., 1998).

1.2.Position systéematique (Figure 1)

lFascinIa hepatica (F. hepatica) (Euzeby.,1 9?1]]

Embranchement : Helminthes

Sous Embranchement:
Plathelminthes

Classe: Trematodes

Famille: Fasciolidae

Espéce:Fasciola hepatica

Figure 1 : classification de Fasciola hepatica (Euzeby, 1971a)




1.3. Morphologie des différents stades du parasite

L.3.1. L’ceuf

Les ceufs de Fasciola hepatica sont de forme ovoides, de coloration brun-jaunatre
mesurant 130 a 150 pm de long et 60 & 90um de large, avec la présence d’un opercule a
I’une de leurs extrémités (Nozais et al., 1996). Ces ceufs, non embryonnés a la ponte,
sont de contenu granuleux et homogeéne, renfermant deux syncytiums, I’un embryonnaire
situe a proximité du pble operculé et I’autre vitellin occupant le reste de 1’ceuf (Euzeby,
1998) (Figure 2).

Figure 2 : (Euf de Fasciola hepatica observé au microscope optique (1)

1.3.2- Le miracidium

C’est une larve de premicre génération de forme triangulaire mesurant 130 um de long,
large en avant avec une extrémité postérieure pointue. A sa partie antérieure se loge une
papille apicale et des glandes céphaliques a sécrétion enzymatique. Sa partie postérieure
renferme un amas de cellules reproductrices ou balles germinales (Nozais et al., 1996)
(Figure 3).

Germinal Cells

Figure 3: photo miracidium de Fasciola hepatica (Moreau et al., 1997)




1.3.3- Sporocyste

Le sporocyste est une larve de forme irréguliére plus ou moins ovalaire mesurant environ
300um, délimitée par deux membranes. C’est un sac en soi, sa structure morphologique
est limitée a la présence d’un systéme excréteur, formé de deux protonéphridies, et de

cellules germinales (Nozais et al., 1996)(Figure 4).

Figure 04 : sporocyste de Fasciola hepatica sous microscope optique (Carrada-Bravo,
2007).

1.3.4- Rédie

La rédie est une forme larvaire allongée, mesurant 250 um. Comportant un tube digestif
composé d’une bouche, d’un pharynx musculeux et d’un intestin, un systeme excréteur

protonéphridien et des cellules germinales (Nozais et al., 1996)(Figure 5).

Figure 05 : Rédie de Fasciola hepatica sous microscope optique (Soulsby, 1982).

1.3.5-Cercaire

Ce stade larvaire est compose de deux parties (figure 6) : le Corps cercarien: de forme

ovalaire, mesurant 330 a 350 um de diamétre (Euzéby, 1998), contenant des organes




comparables a ceux du stade adulte. La cercaire est le stade larvaire sous lequel le

parasite est expulsé de la limnée.
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Figure 6 : Schéma de la cercaire de Fasciola hepatica. (2)

1.3.6- Métacercaire
Il s’agit de la forme infestante, elle est de couleur blanchatre et de forme globuleuse avec
un diametre qui varie entre 300 et 350 um (Euzéby, 1998). Elle posséde les mémes
organes que ceux du stade cercaire sauf pour les glandes kystogenes qui sont remplacées

par des glandes de pénétration (Nozais et al., 1996).(figure 7).

Figure 07 : Morphologie du stade larvaire métacercaire sur un support végetale (Bobsari,
2005 cité par Bendiaf Houda., 2011).

1.3.7- Forme adulte
F. hepatica, communément appelée grande douve du foie, est un vers plat en forme de
petite feuille, mesurant 2 a 3 cm de long sur environ 1 cm dans sa plus grande largeur. I
posséde a son extrémité antérieure deux ventouses 1’une buccale et I’autre ventrale

(figure 8) qui lui permettent de s'attacher a I'épithélium des voies biliaires (Acha et




Szyfres, 1989 ; Moulinier, 2002). Il est hermaphrodite possédant a la fois des organes
génitaux males et femelles. Le parasite adulte colonise les voies biliaires de son hote

définitif ou les ceufs sont pondus et émis dans les selles.

Figure 8: Aspect morphologique de Fasciola hepatica adulte (3)
I.4. Cycle Evolutif de Fasciola Hepatica

Le déroulement du cycle évolutif de F. hepatica (Figure 9) exige; un hote
intermédiaire (mollusque aquatique gastéropode), un héte définitif (bovin ; ovin) qui sont
source d’infestation du milieu extérieur et enfin la présence de facteurs climatiques
favorables comme la température et I’humidité. Le cycle complet de développement est
de l'ordre de 6 mois (3 mois de cycle exogene de I'ceuf aux métacercaires et 3 mois de
cycle endogéne de l'ingestion des métacercaires a la présence de douves adultes dans les
canaux biliaires).

Les douves adultes présentes, dans les canaux biliaires de I'ndte définitif (moutons,
bovins) émettent des ceufs dans les selles. Les ceufs éclosent dans les paturages un
miracidium (1% larve) est libéré et cherche activement et pénétre un mollusque (hote
intermédiaire). Une fois a l'intérieur de la limnée, ils subissent un certain nombre de
stades de développement a savoir des sporocystes, rédies et des cercaires. Les cercaires
quittent la limnée, nageant librement et s'enkystent sur la végétation en métacercaires
(stades infectieux). Ces derniers sont ensuite ingérés par I'note définitif qui sont les
mammiféres. Les métacercaires nouvellement existées se désenkystent, et migrent vers le
foie et les voies biliaires, les ceufs sont pondus par la forme adulte du parasite et le cycle
continue (McDougall, 2012).
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Figure 9 : Cycle de vie de la grande douve du foie, Fasciola hepatica (4)

1.4.1. L’infestation de I’hote définitif
Les animaux s’infestent en ingérant les métacercaires enkystées aux extrémités des
feuilles des végétaux. Le cycle évolutif peut alors se poursuivre, le parasite subit alors un
désenkystement des métacercaires. A la suite de ce désenkystement ils pénétrent a travers
la muqueuse intestinale dans la cavité péritonéale ou ils broutent sur les tissus
disponibles. 1ls migrent ensuite vers le foie vers le 4™ -6°™ jours post-infection. La
douve immature migre a travers le tissu hépatique, se nourrissant de tissus disponibles et
causant des hémorragies avant de finalement atteindre les voies biliaires autour de la 7¢™
semaine suivant l'infection ou ils poursuivent leurs développement jusqu’a maturation
sexuelle, et commence a produire des ceufs et le cycle se répéte (Acosta et al., 2008 ;

Andrews, 1999 ; Schmidt et Roberts, 2005)(figure 9).

Moazeni et Ahmadi, (2016) ont réalisé un travail de recherche sur le cycle de vie du

parasite suggerant que l'entrée du parasite dans les voies biliaires, apres leur migration




dans le parenchyme hépatique semble douteuse. Cependant, compte tenu de tous les faits
relatifs aux phases hépatiques et biliaires du cycle de vie de F. hepatica, deux alternatives
concernant leurs migrations sont suggérées :

-1) une partie des douves juvéniles en migration peut entrer dans les voies biliaires
immédiatement apres avoir atteint le parenchyme hépatique alors gu'ils sont encore tres
petits.

Ou
- 2) lorsque des douves juvéniles penétrent dans la paroi intestinale pour atteindre le foie

par la cavité abdominale, un certain nombre de ces douves peuvent pénétrer dans le

cholédoque et atteindre les voies biliaires hépatiques (Figure 11).
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Figure 10 : Cholangite chronique Figure 11 : schéma des deux alternatives de la
(Beugnet, 2000a) migration des douves juvéniles vers le parenchyme
hépatique (Moazeni et Ahmadi, 2016).

1.4.2. Infestation du milieu extérieur

Les ceufs sont éliminés par la bile et se retrouvent dans les féces avant d’étre rejetés avec
eux dans le milieu extérieur. Leur développement dépendra de plusieurs facteurs comme ;
un délitage des matieres fécales (pluie, piétinement des animaux), I’humidité et
’aération, une température comprise entre 10°C et 30°C et la lumiére.

Apreés une incubation de trois semaines, le miracidium mobile de premiére génération
libéré de 1’ceuf pénétre rapidement dans un mollusque spécifique, Limnaea truncatula
favorisée par un phototropisme positif du miracidium, le poussant a aller vers les zones
ensoleillées et a la surface de ’eau, lieu ou vivent habituellement les limnées et un

chimiotropisme exercé par les limnées elles-mémes.




I.4.3.Infestation de I’hote intermédiaire
Le mollusque d'eau douce, la limnée (Galba truncatula) vit le long des cours d'eau et des
rigoles de drainage des prés. L'infestation de la limnée a lieu principalement en debut
d'été. Avant d’atteindre le stade cercaire, le miracidium se transforme en sporocyste, puis
le sporocyste en rédies. Les premiéres rédies apparaissent progressivement a partir du
14¢™e jour (& 20 °C) ; elles gagnent ensuite la glande digestive de la limnée. Chaque rédie
forme 16 a 20 cercaires pourvues d’une queue mobile. Elles seront rejetées ainsi dans le

milieu extérieur.

1.4.4. Evolution de la cercaire dans le milieu extérieur
Les cercaires sont expulsées de la limnée vers le milieu extérieur aux environs de 20°C.
Apres s’étre 1égerement dispersées, elles se fixent grace a leur ventouse ventrale sur un
support comme des végetaux aquatiques, source de contamination des animaux. La queue
de la cercaire se détache, le corps devient sphérique, une substance visqueuse 1’entoure et
forme, apres solidification, un kyste protecteur (contre le froid, la chaleur, la sécheresse)

trés adhérent au support (élément infestant) (Meek et Morris, 1979).

Il. EPIDEMIOLOGIE

I1.1.Répartition géographique de Fasciola hepatica
11.1.1.Distribution de Fasciola hepatica dans le monde

La fasciolose est une maladie ré-émergente dans plusieurs régions du monde,
principalement en Afrique, causée par F. hepatica (zones tempérées) et F. gigantica
(dans les zones tropicales) (Mas-Coma, 2004), et son incidence chez les animaux de
ferme augmente apres une période de fortes précipitations (Keyyu et al., 2005). En
Afrique la fasciolose touche particuliérement les animaux paturant prés de la région du
sud du lac Tchad (Jean-Richard, 2015). Dans la région cotiere du Kenya, elle est causée
par F. hepatica et a été considérée comme 1’'une des maladies parasitaires majeures chez
les ruminants en causant une mortalité élevée chez les veaux et les petits ruminants
(Mehmood et al., 2017). Les bassins fluviaux moyennement inondés durant
la longue saison des pluies facilite la survie du parasite. En outre, les zones d'inondation
ont un role important lors de I’infestation par F. hepatica. En Afrique 31 études ont

rapporté la prévalence de la fasciolose dans 11 pays avec des prévalences plus élevées

.



chez les bovins allant de 1,2-91,0% et des prévalences plus faibles chez les ovins (0,19-
73,7%), comme indiquées dans le (tableau 1) (Mehmood et al., 2017).

Tableau I1: La fourchette des prevalences globales de la fasciolose chez les ruminants
signalée dans les différents continents de 2000 a 2015 (Mehmood et al., 2017)

Sr.No  Continent Name of countries No. of No.of  Range of prevalence in different ruminant species (%)
riey’ stues Sheep Goats Cattle Buffalo
1 Alrica Chad, Egypt, Ethiopia, Kenya, Nigenia, Sudan, 11 31 0.19-737 028-684 1.2-910 9.73-337
Tanzania, Tunisia, Uganda, Zambia, Zimbabwe
America Argentina, Brazil, Colombia, Mexico, Peru 05 10 8.87-100 24.5-100 30-66.7 114-244
3 Asia Bangladesh, Cambodia, Ching, India, Iran, Irag, 13 41 035-314 0.0-470 0.71-69.2 2.08-68.0
Japan, Korea, Nepal, Pakistan, Saudi Arabia,
Turkey, Vietnam
4 Australia/Oceania  Australia, Papua New Guinea 02 03 55-52.2 (182) 265-81.0 -
region
5 Europe Belgium, Denmark, England, Germany, Ireland, 11 23 3-833 00-08 0.12-86.0 -

Italy, Poland, Spain, Sweden, Switzerland,
Wales

Les pays d’Amérique ou la fasciolose des ruminants a été signalée sont : les Etats-Unis, le
Mexique, Cuba, le Pérou, le Chili, I'Uruguay, I'Argentine, la Jamaique et le Brésil (Usip
et al., 2014). En Amérique, la prévalence de la fasciolose a été rapportée dans cing pays
et 10 études ont mentionné la fourchette la plus élevée chez les caprins (24,5-100%) et la
plus basse chez les bovins (3.0-66.7%)(Mehmood et al., 2017)

La fasciolose est répandue dans de nombreuses régions d'Asie y compris les pays du
Moyen-Orient (Iran, Irak, Arabie Saoudite, Russie, Thailande, Turquie, Chine, Vietnam,

Népal, Japon, Corée, Philippines, Pakistan, Bangladesh et Cambodge)(Usip et al., 2014).

11.1.2 Distribution de Fasciola Hepatica en Algeérie
La distribution de la fasciolose a Fasciola hepatica en Algérie est tres difficile a établir
étant donné le nombre insuffisant de travaux qui lui ont été consacrés, sachant que la
seule banque de données disponible est représentée par les rapports provenant des
abattoirs. Toutefois, ces statistiques ne peuvent étre utilisees comme indicateurs de la
prévalence de la fasciolose dans une zone donnée vu le mangue de tracabilité des bovins

au niveau des abattoirs.
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11.2. Espéces affectées
11.2.1. L’hote définitif

Les ruminants sont les hétes les plus importants et parmi eux, les plus réceptifs sont les
bovins et les ovins. Cependant plusieurs autres especes peuvent étre affectées a des
degrés divers comme le porc, la chévre, le cheval (Mas-Coma et al., 1999a) et I’Emeu
(Vaughan et al., 1997). Les animaux sauvages tels que les rongeurs (souris, rats,
écureuils, cobayes) et les ongulés (cervidés, buffles, bisons et chevreuils) (Pybus, 2001)
peuvent aussi en étre affectés. Les ruminants sauvages sont trés receptifs, et joueraient le
réle de reservoir pour les ruminants domestiques. Les camélidés sont plus résistants que
les autres ruminants. Les caprins sont réceptifs mais leurs habitudes alimentaires
(consomment plus de buissons), les exposent moins au risque d’infestation. Enfin
I’homme bien que peu exposé par ses habitudes alimentaires est sensible et réceptif il

intervient dans le cycle comme un héte accidentel.

11.2.2. L’HOte intermédiaire

Pour bien comprendre I'épidémiologie de Fasciola spp. une meilleure connaissance des
habitats des limnées, des espéces de limnées agissant comme hétes intermédiaires et de la

prévalence de l'infection par F. hepatica dans les limnées est requise (Cafiete et al., 2004)

11.3. Sources, résistance du parasite et les modalités d’infestation
11.3.1. Sources du parasite

Les sources indirectes de parasite sont représentées par les bovins adultes qui hébergent
les douves adultes, éliminant ainsi les ccufs dans les milieux extérieurs avec les matiéres
fécales, les veaux constitueraient également une source assez importante lors des deux
premiéres annees. On note également les caprins, les ovins, les ruminants sauvages, et les
Iéporidés comme autres sources du parasite. On retrouve en dernier lieu les limnées qui
sont I’hote intermédiaire qui, une fois infesté par le miracidium va libérer en fin de son

évolution des cercaires dans le milieu extérieur. (Mas-Coma et al., 2019).

.



11.3.2. Résistance du parasite

a- Les (Bufs

Résistent 2 a 3 mois en milieu humide (féces), mais rapidement détruits en milieu sec ;
ainsi tous les ceufs rejetés en fin de saison séche sont généralement détruits des jours voir

quelques heures apres, sauf dans le cas de rejet d’ceufs dans ’cau. (Zagare., 1992)

b- Les Formes larvaires chez la limnée (miracidium, sporocystes, rédies,
cercaires)

Cette résistance est directement liée a la survie des mollusques. Le miracidium issu de
cette éclosion, devient actif et nage dans I’eau avec des trajets pratiquement linéaires
montrant une tendance aux ondulations réguliéres avec une fréquence de 2 par seconde et
nage activement a grande vitesse (1.3-1.4mm/sec) a 1’aide des cils épidermiques qui
recouvrent son corps (Wilson et Denison, 1970). Il doit rencontrer son mollusque- hote
dans les 48 heures qui suivent I’éclosion (Thomas, 1883 ; Cawdery et al., 1977). Sa
pénétration s’effectue a la fois par le manteau et le pied de la limnée ; cependant, ceux
qui pénétrent par le pied sont progressivement dégénérés. A 25°C, des rédies ont été
trouvées dans les tissus pré-cesophagiens au septiéme jour et dans les acini de la glande
digestive le 9°™ jour. Les Cercaires sont apparues le 38°™ jour. A la température
ambiante, le trajet des larves en migration était similaire, et les cercaires ont été
répandues pour la premiére fois le 57°™ jour. Le développement était complétement
inhibé & 5°C mais a repris a des températures plus élevées. Le nombre de cercaires
sortant des limnées variait de 476 a 544 et s’étalait sur une période de 3 a 6 jours
(Roberts, 1950).

c- Métacercaires
Elles peuvent survivre plus d’une année en présence d’humidité (Dunn, 1978 ; Soulsby,
1982 ; Andrews, 1999) et sont détruites si le climat est sec et chaud. Elles deviennent

infestantes au bout de 24 h d’enkystement.

.



11.4. Hbte intermédiaire (Galba Truncatula)

11.4.1. Position systématique (Figure 12)

lEmbranchement: InvertébrésJ
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Espéce: Lymnaea truncatula (Miller, 1774){L. truncatula) {limnée tmnquhj]

Figure 12 : Classification de la lymnaea truncatula (héte intermédiaire de Fasciola
hepatica) (Muller, 1774)

a-Taxons concernés

L’hote intermédiaire de Fasciola hepatica est un mollusque gastéropode pulmoné d’cau
douce, appartenant aux Basomatophora qui sont caractérisés par la position des yeux au
niveau de la base des tentacules. Ce groupe de mollusque arbore une grande importance
en médecine humaine et vétérinaire du fait de son implication dans la transmission d’un
grand nombre de parasites a I’homme et a 1’animal ; ce sont des espéces aquatiques ou
amphibies qui peuvent respirer 1’oxygeéne atmosphérique grace a leur cavité pulmonaire.
La majorité appartenant a la famille des lymnaedae dont la plus fréquente est G.
truncatula ; cependant d’autres mollusques peuvent ¢éventuellement assurer le
développement. Au moins 20 especes de Lymnaedae sont impliquées dans la
transmission de F. hepatica du foie mais la principale espéce signalée est Lymnaea
truncatula (Dawes, 1968 ; Bargues et al., 2001). (Tableau III).




Tableau Il : Differentes especes de mollusques hotes intermédiaires de la fasciolose.

Espéces Pays Réferences
Lymnaea truncatula ou Galba Europe Quelques régions (Boray, 1966 ; Graczyk et
truncatula (Muller, 1774) de I’Amérique du sud Fried, 1999)

Afrique Jabbour-Zahab et al.,

1997; Meunier et al., 2001)
Lymnaea tomentosa (Pfeiffer, Nouvelle Zélande (Boray, 1966)
1855) Australie
Lymnaea columella (Say, 1817) (Nozais, 1996)
Lymnaea occulta Europe (Correa et al., 2010)
Lymnaea stagnalis (Remigio, 2002 ;
Lymnaea palustris Bargues et al., 2003 ;
Lymnaea palustris turricola Bargues et al., 2001)
Lymnaea fuscus
Lymnaea corvus
Radix ovata (Draparnaud, 1805) (Dreyfuss et al., 2002)
(Rondelaud et al., 2001)

Lymnaea glabra (= Stagnicola Dreyfuss et al., 2003)
glaber) (Muller, 1774)
Anisus leucostoma (Millet, 1813) (Abrous et al., 2000)
(= Planorbis leucostoma)
Fassaria obrussa Amérique du Nord (Correa et al., 2010)
Fassaria bulimoides (Correa et al., 2010)
Lymnaea humilis (Correa et al., 2010)
Stagnicola caperata (Correa et al., 2010)
Lymnaea diaphana Amérique du Sud (Nozais, 1996)
Lymnaea cousini (Jousseaume, (Correa et al., 2010)
1887)
Lymnaea cubensis (Pfeiffer, Amérique du Sud (Bargues et al., 1997,
1839) Amérigue Centrale Samadi et al., 2000)

11.4.2.La distribution mondiale de la limnée Galba Truncatula

La Galba truncatula est plus connue pour son role d’hote intermédiaire de Fasciola
hepatica. Cette limnée se caractérise par une large distribution géographique comprenant
I’ Afrique, 1’Asie, I’Europe et I’Amérique du Nord (Seddon et al., 2015). En Amérique du
Sud, cette limnée est également présente dans plusieurs pays et aurait eté introduite
d’Europe (Bargues et al., 2017).

Selon Hubendick (1951), la limnée tronquée est présente en Europe comme la grande

Bretagne, 1’Islande, les pays bas et dans la plupart des pays de la méditerranée. Elle est




signalée en Afrique du nord (Maroc, Algérie et Egypte) ainsi qu’en Afrique du sud
(Kenya, Cameroun et Ethiopie). Elle est également présente en Asie (Syrie, Iraq, Iran,
Afghanistan et le nord-est du Pakistan a une altitude de 1200 m) (Kendall, 1954).

Hubendick (1951) la signala en Amérique du nord principalement au Canada.

La répartition de cette limnée est présentée sur la figure 14. Elle est fréquente dans les
régions tempérées de 1’hémisphére Nord, notamment dans 1’Europe de 1’Ouest ; mais on
la rencontre sur d’autres continents. Le développement des populations de G. truncatula,
et la transmission de F. hepatica sont dépendants du climat du pays ou vit le
lymnaeid. Les conditions les plus favorables sont des températures comprises entre 10°C
et 25°C et une humidité relative élevée en fonction des précipitations atmosphériques
(Taylor et Taylor, 1965)

Figure 13: Répartition géographique de_L. truncatula (en carré rouge) (5)

11.4.3. Présentation du mollusque

Galba truncatula O.F. Miiller, 1774, est un petit mollusque amphibie avec une hauteur
de 12 mm a I’état adulte, on le rencontre fréquemment dans les prairies marécageuses,
les fossés qui les bordent et sur les berges des cours d’eau (Rondelaud et al., 2017). Il
présente une coquille hélicoidale a enroulement dextre, dépourvue d’un opercule qui Vit
surtout aux extrémités distales des rigoles de drainage superficiel ou d’écoulement
naturel de 1’eau (Marie Rieu, 2004) et caractérisée selon 1’age par 5 a 6 tours de spires
séparées par une suture profonde (Sevo, 1971). Le dernier tour de spire présente une

ouverture ovalaire égale a la demi-hauteur totale de la coquille (Euzéby, 1998). La




couleur de cette derniere dépend du milieu écologique ou se trouve la limnée, elle est en

géneral brunatre ou grisatre finement striée comme le montre la Figure 14.

Figure 14: Lymnaea truncatula (6)

11.4.4. Habitat du mollusque
Lymnaea truncatula est une espéce amphibie d’eau douce qui colonise I’extrémité distale
des rigoles ou se trouvent les sols humides argileux légerement calcaires (Wright et
Swire, 1984). On en distingue deux types d’habitats: le premier étant permanent,
constitue tous les terrains humides tels que les fossés d’irrigation, les rigoles de drainage,
zones marécageuses et les berges des rivieres dans lesquels la limnée pourra y vivre toute
I’année grace a ces conditions favorables a sa survie. D’autres gites existent dans la
nature ce qui constitue le deuxieme habitat qui contrairement au premier est temporaire
pouvant étre alternativement selon la saison rempli d’eau ou desséché ; cet habitat se
caractérise par une population de G. truncatula variable et est représenté par les
empreintes laissées par les animaux sur les sols humides, les fossés, les ornieres tracées
par les tracteurs, les sources, les petites marres temporaires et les petites flaques d’eau a
flanc de colline (Leimbacher et al., 1972), les bords des abreuvoirs, les bordures des
oueds. Par contre ces limnées sont absentes dans les zones inondées temporairement par
I’eau de mer a marée haute, dans les eaux pauvres en Oz et I’eau courante (Marie Rieu,
2004). La durée de vie des limnées est de 6 a 12 mois ; elles survivent a des températures
comprises entre 0°C et 28° C ; elles sont actives entre 10°C et 20°C (Donnadieu, 2001).
Bien que G truncatula se trouve genéralement dans des habitats semi-aquatiques (Boray,
1969), y compris les sillons de drainage, cours d'eau lents, les zones humides temporaires
et berges des riviéres et des étangs, l'abondance de G. truncatula était associée de

maniére significative aux précipitations mensuelles, mais pas a la température mensuelle
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(Charlier et al., 2014, Rondelaud et al., 2011 ; Schweizer et al., 2007), ils résistent a la
sécheresse et au gel; il s'enterre ou hiberne en s’enfouissant dans la boue pendant de
longues périodes (Armour, 1975; Schweizer et al., 2007). Les habitats des limnées ne
sont facilement identifiables qu'a certains moments de l'année, par exemple au
printemps/été et a I'automne, lorsque I'abondance des limnées adultes et juvéniles atteint
son maximum (Charlier et al., 2014 ; Gonzalez et al., 1991, Relf et al., 2011). Les algues
cyanophycées et chlorophycées constituent la source alimentaire préférable de
L.truncatula (Nozais et al., 1996). C’est un mollusque qui ne supporte ni les grandes
températures d’été ni les trés basses températures d’hiver. La température doit étre égale
ou supérieure a 10°C. Il estive et hiberne quand les conditions sont défavorables et

reprend son activité au début de I’automne et du printemps (Nozais et al., 1996).
11.4.5. Infestation des bovins

L’infestation est contractée par ingestion des meétacercaires présentes sur les vegétations
consommees par les ruminants tels que le cresson, la mache et le pissenlit; d’aprés la
succession des générations de limnées, on parle habituellement de 3 périodes a risque de
contamination des bovins par Fasciola hepatica ; infestation au printemps, infestation au

début d’été et Infestation de fin d’été-automne (Donnadieu, 2001).

11.4.5.1. Infestation au printemps : par les premiéres métacercaires infestantes
provenant soit de la population de métacercaires ayant survécu a I’hiver, soit de cercaires
issues de limnees parasitées transhivernantes qui rejettent les limnées a la sortie de leur
hibernation sauf pour les pays trés froids ou malgré la survie des métacercaires durant
I’hiver elles perdent leurs pouvoir infectant. Les bovins, aprés une saison passee a
I’étable ou au pré avec comme fourrage principal le foin ont un godt particulier pour
I’herbe a cette saison. La quantité d’herbe produite par la forte poussée de la végétation a
cette période de I’année limite le paturage des zones a risques par les animaux et limite la
probabilité de rencontre des métacercaires et des bovins et donc la contamination de ces
derniers. Ceci est renforcé par le faible nombre d’¢léments infestants présents.
Correspondant a la période de reprise d’activité pour les limnées (Donnadieu, 2001).
Cependant I’infestation de printemps ne représente pas un risque important d’infestation.

(Euzéby, 1998)




11.4.5.2.Infestation de début d’Eté durant cette période, la pousse de la
végétation est ralentie. L herbe se fait plus rare. Les animaux vont avoir tendance a se
rapprocher des zones qu’ils pouvaient avoir jusque l1a délaissées et donc aller plus vers les
zones humides et se rapprocher en méme temps des zones d’habitat des limnées ce qui
conduit a une possible consommation de métacercaires. La pratique du surpaturage
favorise ce risque (Donnadieu, 2001). Selon Mage (1989), ce n’est cependant pas la

période durant laquelle s’effectue la plus forte contamination

11.4.5.3. Infestation de fin d’Eté—Automne ; cette période concerne les
animaux jusqu’a la rentrée a 1’étable; sur cette période, I’herbe n’atteint pas son
abondance du printemps et 1’humidité redevient suffisamment favorable pour que les
limnées infestées s’¢loignent de leurs zones de vie permanente et liberent a cette occasion
des cercaires. Les bovins vont se rapprocher des zones humides qu’ils avaient jusque la
plus ou moins délaissées, ou 1’herbe est plus abondante. Par ailleurs, le nombre de
limnées s’est accru tout au long de la belle saison; on constate alors une augmentation
accrue du nombre de limnées parasitées (Donnadieu, 2001). On se trouve donc avec une
charge élevée en éléments infestants sur les végétaux (Donnadieu, 2001). Tous ces
facteurs contribuent a faire de cette période, la période majeure de contamination comme
a pu le montrer Mage en 1989 dans son étude menée sur 1’infestation naturelle des veaux
sous la meére ; alors que moins d’un animal sur deux (44 %) est infesté aprés la belle
saison. Tous les animaux (100 %) le sont a la rentrée en étable en novembre. Cette
période de fin d’été — automne constitue donc une période privilégiée pour I’infestation
des bovins (Donnadieu, 2001). Toutes ces donnees sont & moduler en fonction de 1’année
considérée. Par exemple, un été sec pourra favoriser une contamination plus précoce des

animaux.
I11.5. Facteurs favorisants

Ce sont dans la plupart du temps des facteurs qui permettent et qui favorisent le
déroulement du cycle de Fasciola hepatica et donc le rapprochement entre 1’hote
intermédiaire et 1’animal réceptif voir les bovins dans notre cas, ces facteurs sont
essentiellement représentés par le facteur eau pour I’hote intermédiaire et la conduite de

Iélevage pour I’hote definitif. L'analyse de la distribution de la maladie a montré que la




fasciolose est la maladie parasitaire a transmission vectorielle présentant la distribution

la plus large connue (Mas-Coma et al., 2019)
11.5.1. Facteur eau et la nature du sol

L’eau est I’un des facteurs essentiel au bon déroulement du cycle du fait que les limnées
sont tributaires de ce dernier ,la nature du sol intervient sur les deux plans humidité et
teneur en calcium nécessaire a la formation de la coquille de la limnée ainsi ses besoins
consistent en une eau propre riche en fer et en calcium ,Nourriture sous la forme d’algues
vertes, Température adéquate 20°C a 25°C est optimale et une Humidité suffisante mais

peut resister a la sécheresse (fermeture de 1’opercule). (Zagare.,1992)
11.5.2. Conditions climatiques

L’impacte du climat sur la prévalence de la fasciolose chez les ruminants n’est pas
nouveau du fait d’une étroite corrélation entre elles. Ceci a été démontré par les travaux
de Mekroud et al., (2004) ou la prévalence de la fasciolose a Jijel était nettement plus
élevée chez les bovins 27% au lieu de 9,1% a Constantine, sachant que le climat de Jijel
est bien plus humide ou la pluviométrie annuelle est de 750-900 mm au lieu de 350 mm a
Constantine. (Mekroud et al., 2004)

I1.5.3. Mode d’élevage

Tres important a considérer, car le mode d’élevage intervient considérablement dans les
capacités d’infestation. Considéré comme une maladie des paturages, les animaux en
stabulation permanente (mode d’¢élevage intensif) sont trés peu exposés, contrairement
aux animaux qui paturent (mode d’élevage extensif) ou ces derniers peuvent facilement

contracter la maladie. (Zagare., 1992)

I11. PREVALENCE DE LA FASCIOLOSE
I11.1. Prévalence de la fasciolose dans le monde

Fasciola hepatica_est présente dans plus de 50 pays, sur tous les continents sauf
I'Antarctique._Elle se trouve dans certaines parties de I'Amérique latine, les Caraibes,

I'Europe, le Moyen-Orient, I’Afrique, I’Asie et 1’Océanie._Fasciola gigantica est moins
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répandue. Des cas humains ont été signalés dans les régions tropicales, dans certaines

parties de I'Afrique et de I'Asie, et aussi a Hawaii (Mage et al., 2002).

I11.1.1. Prévalence de la fasciolose animale

D’aprés toutes les études effectuees, on estime que le continent asiatique est le plus
infesté par rapport aux autres continents notant 1’Inde, 1’Indonésie et la Thailande comme
étant les plus touchés ; On note les prévalences des infestations naturelles par Fasciola

hepatica dans les élevages des ruminants domestiques dans le monde comme suit.

En Afrique quelques études ont été faites, en Tunisie la prévalence chez les ovins était
estimée a 37.1% (Hamed et al., 2014), chez les bovins dans le nord de la Tunisie était de
12.6% (Hamed et al., 2014), et 25.4% chez les caprins (Hamed et al., 2014), en Egypte
chez les bovins 12.3% , chez les ovins 17.8% ,chez les chevres 5.4% (EI-Shazly et al.,
2002) .

La prévalence globale de I'agent pathogene était respectivement de 24,2%, 16% et 6,6%
chez les vaches, les ovins et les caprins. Les données mensuelles montrent la prévalence
la plus élevée enregistrée en juin (40,7%), alors que le minimum était en janvier au
Pakistan (IrfanUllah et al., 2016)

En Asie, ’infestation est nettement plus importante par rapport au autres continents ,en
Iran chez les bovins 27 & 91% (Sahba et al., 1972) et 20.1% au nord de I’Iran (Radfar
MH et al.,2015) en Turquie chez les ovins 32.4% a Samsun, 25.4% a Sinop et 34.9% a
Tokat (Acici et al., 2017) en Inde chez les bovins 53.02% (Roy and Tandon, 1992), chez
les porcs 12.92% (Roy et Tandon, 1992); en Thailande chez les bovins 85% (Srihakim et
Pholpark, 1991); en Indonésie chez les bovins 25-90% (Soesetya, 1975).

En Amérique, de nombreuses études ont également étaient faites, a Haiti chez les bovins
la prévalence était estimée a 10.7%-22.78%, chez les ovins 3.2%, chez les caprins
0.9% (Blaise et Raccurt, 2007); au Montana chez les bovins 17.24% (Knapp et al.,
1992) ;au Etats Unis on note en Floride chez les bovins 68% (Torgerson et Claxton,
1999), en Californie 52.7%, en Colorado 5.9%, en Idaho 36.7%, au Nebraska 19% ,au
Texas 15.6-17.3% (Torgerson et Claxton, 1999) ; au Brésil a Itajuba chez les bovins

10.59% (Faria et al., 2005); en Océanie en nouvelle Zélande chez les bovins 8.5%, chez
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les ovins 4.4% (Torgerson et Claxton, 1999) ; en Australie en Queensland chez les
bovins laitiers 8.4%, chez les beeufs 1.4% (Molloy et Anderson, 2006).

En Europe quelques études ont été également réalisées afin d’estimer la prévalence de la
fasciolose chez les bovins et ovins ; en Belgique elle était de 12.5% chez les bovins
(Torgerson et Claxton, 1999), contre 29.5% en Espagne chez les bovins et 14.7 chez les
ovins (Gonzalez-Lanza et al., 1989) , en France cette prévalence chez les bovins était de
41.8 % en Limousin(MAGE C et al., 1989), de 82% en Cerdagne (Mage C et al., 1989)
et enfin de 12.6% au centre de France (Mage et al., 2002).

Pour ce qui est des prévalences des infestations naturelles par Fasciola hepatica chez les

bovins et ovins au niveau de quelques abattoirs dans le monde on note :

En Afrique, cette prévalence était au nord-ouest de 1’Ethiopie 23.96% chez les bovins
(Yeneneh A et al., 2012); en Egypte 2.0% chez les ovins et caprins et 3.5% chez les
bovins (Torgerson P. et al., 1999).

En Amérique, cette prévalence chez les bovins était de 5.2 % au Mexique ; de plus de
94% au Chili et de 22.2% en Jamaique (Torgerson P. et al., 1999).

En Asie cette prévalence était en Turquie de 29.3% chez les bovins et ovins (Celeb et
Ultav, 1988).

En Europe la prévalence en France chez les bovins était de 11.2-25.2% (Mage et al.,
2002).

I11.1.2. Prévalence de la fasciolose humaine

La répartition de la maladie humaine est en fonction d’une part de la densité des
troupeaux d’herbivores et d’autres part de 1’humidité des prairies permettant le
développement de la limnée, héte intermédiaire, entre 1970 et 1982, le nombre de cas
dépistés serologiquement en France dans les hdpitaux universitaires a été en moyenne de
450 par an. En 2010, I’0O.M.S. conduit une évaluation de la situation mondiale et décrete
plus de 500 000 personnes qui sont infectées chaque année, un chiffre trés élevé qui
dépasse toutes nos estimations. Cette pathologie concerne environ 2 millions et demi
d'individus a travers le monde. En Afrique, de nombreux cas humains ont été détectés

dans de nombreux gouvernorats d'Egypte, principalement les enfants (Curtale et
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al. 2000, 2003a, b ; Haseeb et al. 2002 , Esteban et al. 2003 ). Les estimations initiales
de 830 000 sujets affectés dans la région du delta du Nil (OMS, 1995 ) sous-estiment
probablement la situation réelle si I'on prend compte les fortes prévalences atteignant
18 a 19% de la population totale dans des villages concrets (Esteban et al. 2003 ). Plus
récemment, des zones d'endémie humaine ont été signalées en Ethiopie (Fentie et
al. 2013) et en Tanzanie (Lukambagire et al. 2015), et des infections humaines
sporadiques ont ¢té signalées dans les pays du Maghreb, dans les pays d’Afrique

subsaharienne et méme jusqu’en Afrique du Sud, ou I’infection s’est parfois avérée

fatale (Black et al. 2013 ).

111.2. Prévalence de la fasciolose en Algérie
I11.2.1. Prévalence de la fasciolose animale en Algeérie

Peu d’études épidémiologiques ont été réalisées sur la fasciolose en Algérie, parmi elles
on note les travaux de Mekroud et al., (2004) dans I’Est algérien sur la prévalence de la
fasciolose chez le bovin et I’ovin. Une étude préliminaire sur la prévalence de la
fasciolose due a Fasciola hepatica dans quelques élevages bovins du Nord Centre

Algérien (la Mitidja) ou la prévalence était de 18.5% a été réalisée par Aissi et al. (2009).

En Algérie Titi et Mekroud en 2005 (travaux non publiés) ont découvert un cas de
Fasciola gigantica, parasite totalement méconnu en Algérie chez un mouton a 1’abattoir
de Constantine. La prévalence des infestations naturelles par Fasciola hepatica dans les
élevages de ruminants dans le Nord Est de 1’ Algérie était de 6.3 % chez les bovins et de
6.4% chez les ovins & Constantine et de 27.3% chez les bovins et 23.5% chez les ovins a
Jijel (Mekroud A. et al., 2004).

Pour se qui est de la prévalence des infestations naturelles par Fasciola hepatica chez les
bovins et les ovins au niveau des divers abattoirs du Nord Est de 1’Algérie, elle est de
9.1% chez les bovins et de 8.5%chez les ovins & Constantine et de 27% chez les bovins et
18.2% chez les ovins a Jijel (Mekroud A. et al., 2004).

.



111.2.2. Prévalence de la fasciolose humaine en Algerie

L’infection humaine survient en fonction des habitudes alimentaires (Consommation de
vegétaux sauvages). Elle est a I'origine de petites épidémies familiales ou collectives ainsi
une enquéte systématique est a mener dans I'entourage des patients), Contamination par
I’ingestion de végétaux porteurs des métacercaires de Fasciola hepatica. Ainsi nous
considérons I’ingestion de cresson sauvage contaminé comme ¢étant le mode de

transmission le plus fréquent.(Mas-Coma et al., 2019)
Ci-dessous les différents modes de contamination possible :

Ingestion de plantes sauvages d'eau douce: les principaux aspects a prendre en compte
sont les marqueurs végétaux des foyers de transmission, le cresson, d'autres plantes
sauvages d'eau douce et les plantes sauvages vendues sur les marchés urbains.
Ingestion de plantes d’eau douce cultivées, principalement de cresson.

Ingestion de plantes cultivées terrestres nécessitant une irrigation fréquente.

Ingestion de plantes sauvages terrestres: récoltées dans des habitats secs mais ayant été
submergées dans I'eau quelques semaines ou quelques mois auparavant.

Ingestion de plats locaux traditionnels a base de plantes sylvatiques contaminées.
L'ingestion de foie brut infecté par des métacercaires en migration peut garder la
capacité de reprendre la migration.

Boire de I'eau contaminée.

Boire des boissons et des jus a base de plantes locales.

Ingestion de plats et de soupes a base d’eau contaminée.

Lavage de légumes, fruits, tubercules, ustensiles de cuisine ou autres objets avec de

I'eau contaminee. (Mas-Coma et al., 2019)

La transmission du parasite de 1’animal a I’homme par la consommation humaine de
foies d’animaux infectés et d’humain a humain reste impossible ; toutefois trés peu
d’études ont été menées sur la fasciolose humaine en Algérie (Hazoug-Boemm et al.,
1979; Hamrioui et al., 1980; Belkaid et al., 1989; Zait et al., 2005). Cependant, la
fasciolose chez I’homme demeure une maladie négligée. Selon ’O.M.S., six cas ont été
enregistrés depuis 1970 et 1990 (Nozais J.P., 1996) ; et quatre nouveaux cas humains ont
été enregistrés dans le service de parasitologie du C.H.U.de Mustapha pacha entre 1990
et 2003 (Zait et al., 2005).

.



IVV. Impact économique de la fasciolose

Fasciola infecte généralement les ruminants domestiques et provoque des pertes
économiques importantes pour les moutons, les chevres et les bovins._Dans les troupeaux
commerciaux, la fasciolose est d'une grande importance économique dans le monde avec
des pertes estimées a 3 milliards de dollars annuels, affectant plus de 600 millions
d'animaux (Irfan-ur-Rauf et al., 2014). Cette perte économique est due a la mortalité du
bétail, en particulier chez les ovins qui restent tres sensibles, et par une diminution de la
productivité par la réduction des rendements laitiers et de la viande chez les bovins
(Irfan-ur-Rauf et al., 2014)

La fasciolose reste I'un des plus grands problémes mondiaux et le plus important en
raison de la mortalité des animaux, le colt du diagnostic, et le traitement du foie
condamné et son implication dans la réduction de la production du lait et de la viande,
dans les troubles de la fécondité, et la résistance aux médicaments contre la fasciolose
(Keiser et Utzinger, 2007).

Au cours de la derniere décennie, de bons progrés ont éeté réalisés dans I'évaluation des
impacts économiques de F. hepatica sur la production chez les ruminants, qui ont été
largement examinés chez les ovins (Rojo-Vazquez et al., 2012) et chez les bovins
(Charlier et al., 2014). Seulement un paramétre reste a ce jour difficile a établir qui
consiste en lI'impact de F. hepatica sur les parametres de fertilité en utilisant des études
aléatoires sur le terrain d'intervention. Cependant, le défi majeur est de développer des
outils capables de quantifier I'impact économique de F. hepatica au niveau national,
régional et a la ferme pour soutenir la prise de décisions par les gouvernements, les
organisations de santé animale et les agriculteurs, respectivement, et qui peuvent étre
utilisés comme des outils de gestion efficaces. On cite un exemple «ParaCalc®» ou
I'impact économique annuel sur une ferme est estime sur la base des résultats de tests de
diagnostic spécifiqgues a la ferme et des impacts de production observés de F.
hepatica (Charlier et al., 2012). Cependant, ce systéeme utilise les estimations de la
production moyenne comme intrants et, par conséquent, ne tient pas compte de la
spécificité de I'exploitation, et il ne refléte pas I'effet sur la performance économique de
I'ensemble de I'exploitation. Il s‘agit d'une lacune importante car I'agriculteur doit étre

capable de comparer I'impact du contr6le de la douve du foie sur d'autres probléemes de
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santé animale ou sur des interventions genérales et des opportunités d'investissement
(Beesley et al., 2018).

IV.1. Importance médicale
*Sur le plan individuel

La fasciolose est peu meurtriere chez les bovins. Mais ce constat ne doit pas faire oublier
que les lésions hépatiques sont irréversibles. De plus lorsque la maladie s’associe a
d’autres facteurs fragilisant tels que la sous alimentation, le polyparasitisme, elle évolue

vers la phase de cachexie aqueuse et I’animal devient irrécupérable.
* Au sein d'un troupeau

Cette trématodose sévit le plus souvent de fagon enzootique. Les bovins apparemment
sains entretiennent la maladie et constituent dans les zones a risques un danger pour les
ovins dont la mortalité lors de la phase aigué dépasse fréquemment 30% (Traore A.,
1989). Les taux d’infestation peuvent atteindre 65% au niveau d’une région ou méme
95% dans les localités les plus exposées (Birgi et Graber, 1969). Cette fréquence impose
des traitements systématiques et périodiques ce qui entraine des dépenses

supplémentaires.
IVV.2. Impact zootechnique

Les infections a Fasciola hepatica affecteraient plusieurs paramétres zootechniques tels
que la prise de poids, la production de lait, teneur en solides du lait et fertilité du bétail
(Black et Froyd, 1972 ; Lopez-Diaz et al., 1998; Torgerson et Claxton, 1999). Les effets
de la douve se comprennent en envisageant les dommages engendrés sur le foie et les
fonctions occupées dans 1’organisme par celui-ci. En effet, d’aprés Doy et Hughes
(1984), on constate que c’est la dégradation du tissu hépatique pendant les 8 a 10
semaines de migration et la présence des douves dans les canaux biliaires qui posent
problémes et engendrent des baisses de production. D’aprés Mage (2002), les séquelles
de la fasciolose sont beaucoup plus zootechniques que pathologiques malgré I’absence de
mortalité et cela a cause de sa sévérité en raison de ses conséquences sur les productions

animales.
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IV.2.1. Fertilité et production du lait

Des études menées auparavant (1971, 1986, 1989) ont démontré que les douves du foie
peuvent entrainer une diminution de la fertilit¢ de 1’hdte en modifiant le métabolisme et
I'équilibre des hormones sexuelles normales, cependant 1’effet de F. hepatica sur les
performances de reproduction reste trés peu exploité. Une étude menée par Lopez-Diaz et
al., (1998) utilisant une dose d'infection expérimentale élevée de 600 métacercaires, ont
constaté que le premier cestrus a €té retardé de 39 jours chez les génisses infectées par
rapport a des contréles non infectés. Cet effet était lié a I’cestradiol et a la progestérone
plus faibles dans le sérum des sujets infectés. Loyacano et al., (2002) rapportérent une
relation non significative avec 1’infestation cependant des taux de gestation plus élevés
(67 vs 54%) ont été rapportés chez les génisses de boucherie sous contrble répété du

flukicide par rapport a des contrdles non traites.

Bien que régie par des facteurs trés divers, la reproduction autrement dit la fécondité des
vaches laitiéres parasitées par Fasciola hepatica en est affectée, cela a été constaté par de
nombreux chercheurs tels que Cawdery et al., (1971). Cette diminution se remarque
surtout lorsque I’invasion des canaux biliaires par les jeunes douves coincide avec la
période de conception du feetus (Cawdery et Conway, 1971) .une autre ¢tude de ce
parametre a également été faite par Mage et al., (1989) apres un traitement des animaux
puis des parcelles contre Fasciola hepatica ou son hote intermédiaire, alors
qu’initialement le taux de réussite en premiere insémination n’était que de 38%, apres
une année de traitement douvicide, ce taux est considérablement amélioré. Il ’est encore
un peu plus aprés assainissement des patures. Parallelement, le pourcentage de vaches a 3
inséminations décroit de 48% a 11% une fois tous les traitements en place. Par ailleurs,
on obtient une annulation du nombre de métrites dés la mise en place du traitement

douvicide.

Il a été démontré que I’infestation influe également sur la qualité du lait sachant que le
foie intervient dans la synthése des protéines et des lipides, on peut s’attendre a une
baisse des taux protéiques et butyreux (matieres grasses) chez des animaux ayant un foie
douvé qui se répercuterait sur le gain de poids des agneaux et des veaux nourris par des
brebis et des vaches . Une étude menée par Mage et Legarto (1986) montre qu’une faible

infestation par la douve ne semble pas avoir d’effet significatif sur la production de lait




des vaches laitieres. L hypothése d’une plus forte infestation nécessaire pour cela est
émise par les auteurs de cet essai. En 1970, Ross évoquait 1’effet de 1’infestation par la
douve sur la qualité et la quantité du lait produit. Selon lui, des vaches infestées
produiraient 8% de lait en moins que des vaches saines ; Dargi (1975) a estimé la perte de

lait de 90 a 300 kg par lactation annuel chez le bovin.

1VV.2.2. Production de la viande

Le foie intervient dans les processus d’élimination des déchets de I’organisme : une
perturbation de cette fonction ne peut que nuire au bon état et a la production de I’animal
atteint. Il intervient dans la digestion par la sécrétion de la bile : une baisse de production
(par diminution du nombre des hépatocytes et obstruction des canaux biliaires) engendre
une mauvaise digestion entrainant une baisse de 1’assimilation digestive (Dorchies et al.,
1981).

Le foie est aussi le carrefour des métabolismes glucidiques, lipidiques et protéiques. Son
atteinte affecte directement les productions et notamment la croissance des animaux
atteints. Cawdery et al., (1977) ont montré que les infections subcliniques dérivant de
600 métacercaires, qui donnaient une infection moyenne estimée a 54 douves par animal
26 semaines apres l'infection, ont réduit le gain de poids de 8% au cours des six premiers
mois de l'infection ( P <0-05). Aprés six mois, cette infection avait peu d'effet sur la
performance. Des niveaux plus élevés d'infection (1000 métacercaires) réduit le gain de
poids de 28% (P <0-05) et a provoque l'apparition de signes cliniques chez certains
animaux. De plus, a I’abattoir, une dépréciation de I’animal peut survenir avec une saisie

du foie pour distomatose

IVV.2.3. Saisies des foies
Les douves immatures traversant le parenchyme hépatique provoquent a leur passage une
hépatite traumatique, et des Iésions de cholangite chronique sont induites par la suite a

I’état adulte des douves ce qui conduit a la saisie du foie au niveau des abattoirs.

En Algérie le parage partiel du foie est recommandé lors des infestations minimes, en
raison de I’importance de la valeur marchande de cet organe, notant que 1’association
Américaine des vétérinaires parasitologue (1983) a estimé la saisie chaque année de foie

de bovins aux Etat Unis d’Amérique a prés de 1.5 millions.

-



V. SIGNES CLINIQUES ET LESIONS

Dans le cas courant la symptomatologie de la fasciolose dépend du nombre de formes
infestantes ingérées et de la durée de 1’infestation. Les conséquences de 1’infestation sont
liées principalement aux conséquences de la migration des adolescarias dans le
parenchyme hépatique et a la présence des douves adultes dans les canaux biliaires. La
migration intrapéritonéale ne s’exprime pas cliniquement. Elle peut cependant s’exprimer
sous une forme aigue ou subaiglie provoquée par la migration des douves immatures
(phase d’invasion) ou sous forme chronique ou les signes cliniques sont dominés par un

syndrome d’anémie Lié au régime hématophage des douves adultes.
V.1. Chez ’animal
* Phase aigué

Cette phase apparait 1 a 3 mois apres I’infestation des jeunes bovins paturant les zones
humides de prairies tres contaminées, la migration intra parenchymateuse des adolscaria
va induire des Iésions hépatiques importantes ce qui va conduire a un état de dénutrition
avance et une tres grande sensibilité aux maladies parasitaires a tropisme digestif cette
forme s’observe apres juillet et s’aggrave en novembre et décembre. Elle correspond a la
migration des douves immatures dans le parenchyme hépatique et dure 2 a 3 mois. Les
symptdmes en sont: fievre, troubles digestifs, diarrhées, vomissements, nausées, perte
d’appétit et perte de poids, douleur de I’hypochondre droit, hépatomégalie. 1l peut y avoir

apparition d’une fibrose voir d’une cirrhose.

Des manifestations allergiques comme 1’apparition d’une urticaire et de 1’cedéme de
Quincke sont signalées (Andriamanantena et al., 2005) ainsi que des manifestations
respiratoires (Fabre et al., 2001). Celles-ci sont parfois dues aux localisations
erratiques de la douve. La rupture de la capsule de Glisson provoque un écoulement de
liquide dans le péritoine, responsable d’une ascite (Asrat, 2004). Cette phase est
caractérisée par une hyperéosinophilie importante (qui peut depasser 1000/mma3 de sang),
une paleur, une anémie et un ictére dus a une augmentation de bilirubine. S’il ya un

polyparasitisme, la fasciolose peut entrainer la mort de 1’animal (Beugnet, 2000D).




*Phase subaigué
La phase subaigué résulte d’une infestation massive et dans la plupart des cas la mort
survient 8 a 10 semaines apres 1’infestation (Urquhart et al., 1989). Cette phase presente
les mémes symptomes que ceux de la phase précédente (comme 1’anémie, la paleur) avec

aussi perte de poids et douleurs abdominales (Mage, 2008).
*Phase chronique

Elle apparait a la fin de I’hiver et au début du printemps et représente la phase la plus
longue. Cette phase s’observe 3 mois apres I’infestation et correspond a la présence des
douves adultes dans les canaux biliaires (Andriamanantena et al., 2005). Les parois de
ces derniers sont détruites ce qui entraine une hyperplasie des épithéliums voire une
cholangite s’accompagnant de colique hépatique (Dunn, 2003). Les autres signes
observés sont: diarrhée, fievre irréguliere, amaigrissement, anémie et ictére avec
apparition d’un cedéme sous maxillaire appelé : signe de la bouteille (Kaufmann, 1996)
(figure 15).

Figure 15: Signe de bouteille chez les bovin (Meyer C, 2020).

Une augmentation des enzymes hépatiques comme les phosphatases alcalines est
observée, 1’hyperéosinophilie est absente ou moins élevée que lors de la phase aigué
(Ryan et al., 2002). Parfois les zones nécrosées offrent des sites favorables pour la
prolifération des bactéries telle que Clostridium perfringens responsable d’une hépatite
toxi-infectieuse connue sous le nom de «Black disease» (Euzeby, 1998). Dans la forme
chronique les douves adultes provoquent de la cholangite par le traumatisme. Un appel
important de cellules inflammatoires (leucocytes, plasmocytes, éosinophiles, fibroblastes)

constitue le début de cette cholangite. Par la suite, I'épithélium des canaux biliaires est




hyperplasié ou disparait par nécrose. Le processus de fibrose apparait au niveau des
canaux biliaires dont les parois deviennent épaisses au détriment de la lumiére
canaliculaire. Les canaux biliaires deviennent visibles a la surface du foie. La fibrose
progresse de facon diffuse dans tout le parenchyme et caractérise I'aspect marbré et la
consistance cirrhotique du foie. De nombreuses controverses ont été émises sur l'origine
de I'anémie fasciolienne. selon Sewell et al., (1966), Tous les auteurs s'accordent sur
I'origine hématophagique des douves adultes en ce qui concerne I'anémie chronique
fasciolienne. Cette anémie normocytaire et normochrome au début devient a la longue
macrocytaire et hypochrome. Dans cette forme chronique de la fasciolose, on a une
persistance des perturbations humorales observées dans la phase subaigué avec une forte
hypoalbuminémie. Les perturbations des fonctions hépatiques sont a l'origine de
nombreuses manifestations telles que la perte de poids, I'apparition d'oedéme en zone
déclive, particulierement le signe de la bouteille dans la région de I'auge. Selon Oakley et
al., (1979) la fasciolose provoquerait une chute de la fécondité des animaux. La
pathogénie révéele que la fasciolose peut étre treés mortelle en forme aigué, mais provoque
d'énormes pertes de productivité dans les formes subaigués et chroniques. Ceci nous

amene a porter une attention sur lI'importance de la maladie.
V.1.1. Répercussions hépatiques

Les foies douvés saisis en abattoirs présentent classiquement un aspect hypertrophiée
(cirrhose) avec des trajets fibrosés (Dawes, 1970). Ces Iésions macroscopiques ont trois

origines possibles
* Fibrose post-nécrotique

C’est la cicatrice laissée par les adolescarias durant leur migration ; le tissu noble du foie
est remplacé par du tissu fibreux. Le bovin a une réaction fibreuse particulierement
développée; cela peut constituer un obstacle a la migration lors d’infestations

ultérieures(Dawes, 1970).
* Nécrose et la fibrose post-ischémique

Elles sont localisées dans les zones périphériques aux trajets des douves dans le
parenchyme hépatique. L’ischémie est due a une invasion cellulaire des vaisseaux ainsi

qu’a des localisations accidentelles de douves dans les vaisseaux. (Dawes, 1970).




* Fibrose pericanaliculaire

Elle correspond a la cholangite ou épaississement des canaux biliaires sans cesse agresses
par les douves pour leur alimentation. Cette calcification est trés marquée chez les bovins
et peut méme atteindre le tissu noble voisin. Ceci a pour conséquence de rendre difficile
I’alimentation de la douve ; elle est amenée a se déplacer ou a mourir ; ce processus est
réversible une fois la douve éliminée mais prend plusieurs mois. Les répercussions sur le
foie de la présence de douves sont donc principalement une fibrose de I’organe ; ceci
entraine une géne a la circulation sanguine dans les micro-vaisseaux ; on observe une

hypertension artérielle ainsi que la genése d’anévrismes. (Dawes, 1970).

V.2. Chez P’homme

Chez I’homme la fasciolose évolue en quatre périodes cliniques (Chen et Mott, 1990 ;
Mas-Coma et Bargues, 1997 ; Mas-Coma et al., 1999b , 2000 ). La période d'incubation
va de l'ingestion de métacercaires a l'apparition des premiers symptomes. Chez
I’homme, cette période n’a pas été déterminée avec précision (seulement «quelques»
jours, six semaines, deux a trois mois, voire plus). La période invasive ou aigué
comprend la migration de douves jusqu'aux voies biliaires. La période de latence
comprend la maturation des parasites et le début de la ponte. Cette période peut durer
des mois, voire des années et la proportion de sujets asymptomatiques dans cette phase
est inconnue. Elle est souvent découverte lors du dépistage familial aprés le diagnostic
du patient (Arjona et al., 1995). Les patients peuvent présenter une éosinophilie
prédominante évoquant une infection, des troubles gastro-intestinaux ou une ou
plusieurs rechutes des symptdmes aigus. Enfin, la période biliaire, chronique ou
obstructive peut se développer apres des mois ou des années d'infection. De ces quatre
périodes, les deuxieme et quatrieme sont les plus importantes car les patients sont
presque toujours dans l'une ou l'autre de ces deux périodes au moment du diagnostic
(Mas-Coma et al., 2019).

-
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Tableau 1V : Caractéristiques des quatre cas de distomatose humaine a F. hepatica. HES
(hyperéosinophilie sanguine), IEP (immunoélectrophorése), PZQ (praziquantel) (Zait et
Hamrioui, 2005)

N°d'ordre (année) Age (sexe)  Clinique HES Diagnostic Traitement  Evolution

1(1991) 0ans(F)  Ictén / (Eufs de F hepatica les selles PZQ Guérison

2(1%91) ans(F)  Asymplomatique, / (Eufs de F. hepatica dans les selles  PZQ Guénison
d'oit une enquéte familiale

3(1998) 42ans(F)  Douleurs a 'hypochondre drot 50 % 3 arcs (IEP) PZQ Guérison

4(2003) Nans(M)  Asthéne, perte de poids, paleur 80 % 2 arcs (IEP) / Déces

VI. IMMUNITE

VI.1. Réponses immunitaires a ’infestation par Fasciola hepatica :

Elles sont de trois ordres : immunité non spécifique ; immunité a médiation humorale,
immunité a médiation cellulaire. Elles se traduisent chez les bovins par une résistance a la
réinfestation, se manifestant par une diminution du pourcentage d’installation mais aussi

par une plus faible taille moyenne des douves adultes (Haroun and Hillyer, 1986).

V1.1.1. Immunité non spécifique

Le bovin est un hote permissif, lors de la primo infestation, seul 10% & 15%des
métacercaires ingéres vont atteindre les canaux biliaires en tant qu’immature, ou elles
vont devenir adultes et pondre des ceufs alors que chez le mouton il est de ’ordre de 20
% a 30 % (Boyce et al., 1987). De plus, la durée de vie des douves dans les canaux
biliaires chez les bovins est relativement restreinte du fait d’un mécanisme tardif de
défense entrainant 1’élimination d’environ 80 % des douves installées dans les canaux 6
mois aprés I’infestation (Doyle, 1972). Elles meurent genéralement toutes dans les 18
mois a 24 mois suivant I’infestation (Torgerson et Claxton, 1999 ; Chauvin et Weiyi,

2003; Chauvin A., 2005); ce qui explique I’état de prémunition de 1I’animal.

Chez les bovins, elle explique en partie la résistance a la réinfestation ; elle est constituée
d’une part par le développement d’une fibrose périlobulaire post primo-infestation (elle
génerait la migration des douves immatures), d’autre part par la calcification des canaux

biliaires génant 1’alimentation des douves adultes (Dow et al., 1967; Euzeby, 1971a).




Les bovins expriment une résistance partielle a la réinfestation, se manifestant par une

diminution de I’intensité parasitaire et de la taille des douves (Haroun E.M. et al., 1986 ;

Chauvin A et Weiyi., 2003).

En plus, les bovins peuvent trés bien ne pas exprimer de signes cliniques de fasciolose
méme apres des infestations répétées contrairement aux ovins ou ce mécanisme tardif de
défense est inexistant ; ainsi les douves s’accumulent dans le foie des ovins au fur et a
mesure des infestations et développent cependant une fasciolose clinique.(Donnadieu,
2001)

VI1.1.2. Immunité spécifique a médiation humorale et cellulaire.
VI1.1.2.1. Réponse humorale

L’immunité a médiation humorale a pour support antigénique les antigenes de surface, le
tégument de Fasciola.Hépatica posséde des cellules tégumentaires. Ces derniéres liberent
des granules sécrétoires (Bennet C.E., 1975 ; Hanna R.E., 1980a; Hanna R.E., 1980b;
Hanna R.E., 1980c) qui sont variables en fonction du stade du parasite. On note
également des antigénes d’excrétion — sécrétion ou antigenes E—S qui sont d’origine de
substances produites par le tube digestif du parasite. L’intérét de ces données est d’ordre
diagnostic, la recherche dans le sang des anticorps correspondants peut permettre en
pratique de diagnostiquer une fasciolose ou de suivre 1’évolution de la parasitose. La

réponse humorale est généralement précoce.
VI1.1.2.2. Immunité a médiation cellulaire

L’immunité a médiation cellulaire peut étre générale, elle est dans ce cas transitoire et
présente de la 2éme a la 5éme semaine post-infestation, ou locale en rapport avec les
différents lieux de présence des douves évoluant dans I’organisme du bovin-hote
(Moreau et al., 1997). Localement, et d’une fagon chronologique, les douves subissent
une réponse immunitaire cellulaire dans la paroi intestinale ; d’aprés Wicky et al., (1991),
chez le bovin, la paroi intestinale parasitée se retrouve infiltrée fortement par des
mastocytes muqgueux et par des granulocytes éosinophiles. Ces derniers joueraient un
role, d’apres ces mémes auteurs, dans la lutte contre une réinfestation. Dans la cavité
péritonéale, les cellules intervenant contre les douves seraient majoritairement des

granulocytes éosinophiles (Davies et Goose, 1991). Dans le parenchyme hépatique, les




cellules impliquées sont principalement des macrophages, des lymphocytes et des
granulocytes, la aussi principalement eosinophiles. Les mécanismes effecteurs de
I’immunité anti-Fasciola hepatica ont été identifiés comme proches de ceux intervenant
contre Schistosoma mansoni dans la schistosomose murine (Moreau et al., 1997). lls sont

de deux ordres

A-Activation des macrophages par I’interféron gamma issu des lymphocytes T

Seule la réponse cellulaire intervient ici ; il y a production de NO, toxique pour le

parasite, par le macrophage activé par I’interféron.

B- Cytotoxicité cellulaire anticorps-dépendante (ou A.D.C.C.).

Ce mécanisme de cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) pourrait aussi
étre impligué dans la destruction de Fasciola hepatica. Ainsi, les éosinophiles semblent
adheérer aux douves en présence de serum immun (Doy et Hughes, 1982). De plus, Van
Milligen et al., (1998) ont noté que les douves nouvellement existées étaient rapidement
recouvertes par des anticorps et étaient entourées par des éosinophiles quand elles
traversaient la sous-muqueuse intestinale de rats immuns. Ces résultats suggerent que les
éosinophiles peuvent jouer un role dans la destruction des parasites via un mécanisme

d’ADCC au niveau intestinal et probablement au niveau péritonéal.

Superoxyde

dismutase
production

| antibodies

Figure 16: Mécanismes d’échappement immunitaire de F. hepatica (Moreau et
Chauvin, 2010).




V1.2. Echappement du parasite a la réaction immunitaire

Cependant, Fasciola hepatica a développé plusieurs mécanismes pour échapper a
I’ADCC a partir : (Figure 16)

- des produits d’excrétion-sécrétion ou PES telles que les cathepsines qui permettent le
clivage des immunoglobulines IgE et IgG impliqués dans I’ADCC (Smith et al., 1993) et
le glutathion S-transférase (GST) qui neutralise les radicaux superoxydes. Ces produits

peuvent aussi empécher la stimulation des lymphocytes T (Moreau et Chauvin, 2010).
- du renouvellement d’une fagon permanente des antigénes de surface.

- de D’activation polyclonale des IgG due a ce renouvellement, ce qui provoque un

épuisement du systeme immunitaire (Donnadieu, 2001).

- des anticorps bloguants des IgM et IgG qui inhibent la fixation des cellules effectrices,
notamment les éosinophiles, a la surface du parasite (Moreau et Chauvin, 2010). Les
formes juvéniles se recouvrent par des IgM de I’héte pendant la migration pour échapper

au systeme immunitaire de I’hote (Chauvin et Boulard, 1996).

VI1I. DIAGNOSTIC DE LA FASCIOLOSE

Le diagnostic de certitude est obtenu par la mise en évidence des ceufs du parasite dans
les matieres fécales ou, plus rarement, dans la bile (tubage duodénal). La ponte peut étre
intermittente, ce qui nécessite plusieurs recherches en cas d’insucces. On note aussi
I’inspection des foies a ’abattoir qui représente un moyen d’investigation des plus sirs
quant a la présence ou 1’absence de douve dans le foie. La quantité d’ceufs éliminés est en
général faible, ce qui rend obligatoire I’utilisation des techniques de concentration. Les
ceufs n’apparaissent qu’au bout d’environ 3 mois aprés la contamination. Pendant la
période qui précéde 1’élimination fécale des ceufs, seul est possible le diagnostic
sérologique. De nombreuses techniques (immunofluorescence, hémagglutination
indirecte, ELISA, PCR) sont disponibles (AFSSA., 2016).

VI1.1. Diagnostic clinique

Le diagnostic antémortem de la fasciolose est trés difficile a établir du fait de I’absence de
signe pathognomonique de la parasitose ou d’absence de symptomes ainsi il est tres difficile

de parler avec certitude de fasciolose surtout chez les bovins. Toutefois devant une anémie

-




nette, une baisse d'état générale et de production pouvant conduire a la cachexie nous gui

de

vers le diagnostic de la maladie. Cependant, La diarrhée est rare, les formes chroniques sont

les plus fréguentes chez les bovins. La forme aigue surtout chez les ovins entraine souvent

la mort avant 1’apparition des symptomes (Beugnet, 2000a).

VI11.2. Inspection des foies

Elle comprend une observation superficielle du foie portant sur les faces viscérales et
diaphragmatiques et une observation profonde a la coupe; la cholangite chronique est une
inflammation des canaux biliaires, consécutive a une infestation prolongée ou répétée,
due surtout a ’action mécanique et phlogogeéne de trématodes, soit des grandes douves
(F. hepatica) adultes, localisées dans les canaux biliaires principaux, soit de petites
douves (Dicrocoelium dendriticum) adultes dans les petits canaux biliaires (Le Net et al.,
2005). Cependant dans de nombreuses régions, les deux infestations peuvent coexister
chez les mémes bovins (Dorchies et al., 1988; Bichet et al., 1998). Comme
I’hépatomégalie, la fibrose, la nécrose et les abcés hépato-biliaires, ne sont pas des
lésions pathognomoniques de la fasciolose bovine. L’inspection sanitaire retient le critére
de la présence de douves vivantes ou calcifiées, il dépend de I’observation attentive des
grands canaux biliaires par le vétérinaire d’abattoir, aprés deux ou trois incisions
réglementaires de la face ventrale du foie. En cas de faible infestation (< 10 douves/foie),
cette technique se révele peu efficace pour détecter leur présence. Les faux négatifs sont
donc fréquents comme ’ont observé les auteurs qui ont réalisé la dissection complete des

foies (Gimard, 2001 ; Mekroud et al., 2006; Rapsch et al., 2006).

Un des probléme majeur de cette inspection en abattoir consiste en 1’absence fréquente
d’information des éleveurs des motifs de saisie des foies, ou carrément au manque de
sensibilisation des éleveurs concernant cette parasitose dans les zones ou la fasciolose est
encore enzootique ce qui conduit a un quasi-oubli de la fasciolose par les acteurs du

terrain (Meissonnier et Mage, 2007).
V11.3.Diagnostic coproscopique

Traditionnellement, les infections a la fasciolose ont été diagnostiquées en détectant des
ceufs dans les féces (Anderson et al., 1999; Boray, 1985). Cependant, la période

prépatente est de 8-10 semaines selon I'espéce hote ; par conséquent, le nombre d'ceufs
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n'est utile qu'a partir d'environ 8 semaines aprés l'infection (wpi). En outre, d'autres
facteurs tels que I'age de I'hote, la teneur en eau fécale et le nombre d'aliquotes testés par
¢chantillon peuvent tous influer sur la sensibilit¢ du nombre d'ceufs fécaux (FEC, revue
par Alvarez Rojas, et al., 2014). Des faux positifs peuvent survenir en raison de la
rétention d'ceufs dans la vésicule biliaire pendant au moins deux semaines apres la
réussite du traitement (Flanagan et al., 2011). Les méthodes de sédimentation
coprologique sont bien établies dans les laboratoires de diagnostic de routine, et des
méthodes telles que FLOTAC (Cringoli, et al., 2010) et Flukefinder (Foreyt, 2001) sont
disponibles.

Au laboratoire d’analyses et au cabinet vétérinaire, le diagnostic coprologique reste la
démarche indispensable pour identifier la présence d’ceufs d’helminthes ou d’oocystes de
protozoaires dans les prélevements fécaux des bovins jeunes et adultes. La ponte des
douves est sujette a des variations importantes, qui influent sur le degré apparent des
infestations, tel que nous le fait apprécier la coprologie, ’absence de ces ¢léments

parasitaires résulte de divers facteurs :

-Absence réelle d’infestation : dans ce cas les examens répétés demeurent toujours

négatifs.

-Helminthose larvaire : le diagnostic coprologique sera défaillant pendant la période
prépatente (10 a 12 semaines) qui précedent la maturité et les premiéres excrétions

fécales d’ceufs par les grandes douves.

-Immunité acquise par les individus infestés d’ou il en résulte une inhibition du

développement des vers.

-Trop faible teneur des féces en €léments d’origine vermineuse : les ceufs étant trop peu
nombreux échappent a I’examen, d’ou la nécessité de mettre en ceuvre des procédés
d’enrichissements qui consistent a concentrer le plus grand nombre possible d’ceufs, dans

la quantité la plus petite possible de matiéres fécales examinées.
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VI1.3.1. Sédimentation : méthode lente pour la recherche des ceufs de

trématodes
*Méthode de Faust et Ingalls (1946)
-Diluer 5 g de selles dans 300 ml d’eau glycérolée a 0,5%.

-Realiser 3 sédimentations successives pendant 1h, 45min, 30min, en verre & pied, en

jetant le surnageant.
-Examiner le culot de sédimentation.
-Recherche d’ceufs de Fasciola hepatica.
VI11.3.2. Flottation méthode de Janeckso et Urbanyi (1931)

Les ceufs des parasites ont une densité supérieure a 1. Ils coulent en eau ordinaire. Si ces
ceufs sont mis en suspension dans un liquide au poids spécifique supérieur a 1, ces
derniers vont flotter a la surface. Tous les ceufs des trématodes flottent sur un liquide dont
le poids spécifique varie de 1.10 a 1.20, a ’exception des ceufs de Fasciola hepatica plus
lourds ne flottent que sur des liquides au poids spécifique trés élevé, notant comme

exemple I’iodomercurate de potassium (I.M.P) qui a une densité de 1.44.

Le principe de la méthode est le suivant :

- Triturer 2 g de selles avec un peu de liquide d’enrichissement dans un bécher.

- Ajouter de I’'LLM.P.jusqu'a 60 ml.

- Tamiser la suspension.

- Verser une partie de la suspension dans un tube a essai jusqu’a son sommet.

- Poser une lamelle sur le ménisque supérieur de la suspension, et les ceufs en
flottation, viennent s’y accoler.

- Aprés 30 min, enlever la lamelle et la poser sur une lame porte-objet.

- Examiner cette préparation comme pour un examen direct

Notons que le produit d’enrichissement (I.M.P) est trés toxique, donc nécessite des

précautions d’usage.

.



VI11.4.Tests immunologiques (diagnostic immunologique)

De nombreuses techniques immunologiques ont été décrites avec une sensibilité, une
reproductibilité et une rentabilité plus élevées. Des dosages immuno-enzymatiques
indirects (ELISA) de détection d'anticorps ont été développés. La plupart des ELISA de
détection d'anticorps sont basés sur des produits d’excrétion et de sécrétion (E/S), des
cathepsines L protéases (CatLs), un groupe d'endopeptidases sécrétées en quantités
abondantes par des cellules épithéliales de Fasciola sp. Immatures et adultes, ou une
sous-fraction de produits E/S appelés antigene F2.Infection a Fasciola spp. est
caractérisée par une augmentation de I'lgG spécifique du parasite, qui est normalement
détectable a 4 semaines poste infection et atteint un pic entre 8 et 10 wpi (Martinez-
Pérez, et al., 2014 ; Salimi-Bejestani et al., 2005). Alors que les tests de détection
d'anticorps ont une excellente sensibilité, les anticorps peuvent rester dans le sérum

pendant plusieurs mois apres un traitement réussi.

Les anticorps sont sécrétés dans le lait, ce qui signifie que plusieurs tests d'anticorps
sériques ont été adaptés pour utiliser des échantillons de lait individuels ou en vrac,
fournissant des méthodes automatisées, rapides et moins codteuses pour surveiller le
statut infectieux des troupeaux laitiers. La plupart des tests montrent une bonne
sensibilité et spécificité diagnostique et plusieurs tests ELISA sont disponibles dans le

commerce pour détecter I'infection dans des échantillons de lait et de sérum (Tableau V).

Tableau V. Résumé des tests ELISA de détection d'anticorps disponibles dans le

commerce pour le diagnostic de Fasciola hepatica chez les bovins

Tester La source Référence

Test de vérification de la | Idexx, Etats-Unis Kuerpick, Schnieder et Strube (2013)

fasciolose

ELISA MM3-Sero BIO X Diagnostics, | Mezo, Gonzalez-Warleta, Castro-
Belgique Hermida, Muifio et Ubeira (2010)

SVANOVIR® ELISA Boehringer Charlier, Duchateau, Claerebout, Williams
Ingelheim Svanova, | et Vercruysse (2007 )
Suéde

F
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L’imprégnation du systéme immunitaire par les antigénes (Ag) helminthiques,
s’accomplit surtout lorsque les parasites sont en contact intime avec les tissus, comme

c’est le cas de Fasciola, qui a une phase de migration hépatique.

Le délai d’apparition des AC, témoins de I’infestation se situe entre la deuxiéme et la
troisieme semaine poste-infectieuse. Leur cinétique présente une montée rapide de la
courbe et les taux les plus élevés sont situés au cours des trois premiers mois, c'est-a-dire
pendant la période prépatente (Persan., 1974). Ceci n’est pas €tonnant, car c’est a ce
moment-la que les douves présentent des caractéristiques qui sont les plus favorables au

développement de la réponse immunitaire.
-Migration dans I’intimité du parenchyme hépatique.

-Intense activité métabolique des adolescarias et production massive de substances

antigenes et immunogenes.

Pour la détection des AC, témoins de ’infestation des Fasciola, on utilise habituellement
trois méthodes qui sont : ’hémagglutination indirecte (H.A.I), I’immuno-fluorescence
indirect (I.F.I) et ’ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay).

VIL.4.1. L’hémagglutination indirecte (H.A.I)

Hemagglutination indirecte est une technique qui a longtemps été utilisée pour le
dépistage de la fasciolose tant pour les ovins (Jemli et al., 1991) que pour les bovins.
Néanmoins, une étude comparative avec ’ELISA montre que la seconde méthode est

plus spécifique (98% de positivité contre 86%).

VI11.4.2. Immunofluorescence indirect (IFI)
L'immunofluorescence indirecte est basée sur l'utilisation successive de 2 anticorps : le
premier anticorps de type monoclonal reconnait spécifiquement la protéine d’intérét qui
est ’antigéne recherché. Ensuite, on utilise un deuxieme anticorps de type polyclonal,
marqué par un fluorochrome, et possédant une haute affinité pour I’anticorps primaire
(dirigé contre I’isotype de [ID’anticorps primaire, il s'agit alors d'une

antiglobuline).(Letonturier, 2007).

.
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VIl1.4.3. L’E.L.L.S.A. (Enzyme Linked Sorbent Assay)

La méthode immuno-enzymatique ELISA, de I’anglais enzyme-linked immunosorbent
assay, littéralement « dosage d’immunoadsorption par enzyme liée », ¢’est a-dire dosage
immuno-enzymatique sur support solide, est un examen de laboratoire. Cette méthode est
principalement utilisée en immunologie pour détecter la présence d’anticorps ou d’un
antigéne dans un échantillon. La technique ELISA permet, en plus, un dépistage plus

précoce a savoir la deuxiéme semaine au lieu de la troisieme (Cornelissen et al., 1992).

Ce test entre dans le cadre général des EIA (enzymes immunoassays), dans lequel le
dosage est couplé a une réaction catalysée par une enzyme qui libere un composant

coloré suivi par une spectroscopie.

L’ELISA est une technique biochimique utilisant un ou deux anticorps. L’un des deux est
spécifique de I’antigéne, tandis que 1’autre réagit aux complexes immuns (antigéne-
anticorps) et est couplé a une enzyme. Cet anticorps secondaire, responsable du nom de
la technique, peut aussi causer I’émission d’un signal par le substrat chromomogéne ou
fluorogéne. L’ELISA pouvant étre utilisé tant pour évaluer la présence d’un antigéne que
celle d’un anticorps dans un échantillon, c’est un outil efficace a la fois pour déterminer
des concentrations sériques d’anticorps, que pour détecter la présence d’un antigéne

(Figure 17).

Principe de base :

Les étapes de I’ELISA dit indirect, la plus couramment utilisée, pour déterminer la

concentration en anticorps du sérum sont:

1*L’application d’un échantillon d’un antigéne connu sur une surface, le plus souvent
celle d’un puits d’une plaque de microtitration. L’antigéne est fixé a la surface, de facon a

le rendre immobile

2*Le recouvrement des puits (ou toute autre surface) par les échantillons de serum a

tester (ou tout autre solution a tester).

3*Le rincage de la plaque, de facon a retirer les anticorps non-liés. Apres ringcage, seuls

les complexes antigéne-anticorps demeurent attachés a la surface du puits.




4*L’ajout aux puits des anticorps secondaires qui se lieront a 1’anticorps primaire, (il
s’agit dans ce cas d’une antiglobuline). Ces anticorps secondaires sont couplés a

I’enzyme modificatrice de substrat qui permet de suivre 1’évolution de la réaction.
5*Le second ringage de la plagque, de sorte & eliminer les anticorps non lies.

6*L’application d’un substrat qui, s’il est converti par I’enzyme, émet un signal

chromogénique ou fluorescent.

7*La quantification du résultat, a la vue ou, le plus souvent, par spectrophotométrie ou

tout autre appareil d’optique.

L’enzyme agit comme amplificateur : quand bien méme peu d’anticorps conjugués a
I’enzyme seraient attachés, I’enzyme catalyserait la formation de nombreux signaux, ce
qui rend ce test trés sensible, mais augmente également le nombre de faux positifs, il faut

donc, comme d’habitude, prévoir des puits de contrdle.

EILISA | Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
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Figure 17 : Principe de la technique immunologique ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) (7)

a- Diagnostic immunologique a partir du lait

Les méthodes serologiques ont été également utilisées en France par Boulard et al.
(1985), puis par Pourquier et al. (1995) a partir des laits individuels et des laits de tank,
selon des techniques d’analyses et d’interprétation trés comparables a celles indiquées
précédemment pour les sérums sanguins. Boulard et al., (1985) soulignerent le progres
de cette démarche dans les élevages laitiers par rapport a l’inspection des foies en

abattoirs et au diagnostic coprologique, bien que la sensibilité des tests realises sur le




lactosérum soit un peu inférieure a celle des tests sur le sérum (Boulard et Regnault,
1989; Pourquier et al., 1995).

Cette démarche analytique a été rapidement appliquée en controles de routine par les
laboratoires interprofessionnels laitiers, pour dépister les troupeaux laitiers infestés par la
grande douve, et pour informer les éleveurs de la présence de cette infestation dans leur
troupeau. Reichel et al., (2005) attirent I’attention sur le manque de sensibilité des
analyses effectuées sur les laits de tank, lorsque la séroprévalence de la fasciolose est
faible chez les vaches laitieres. Cette situation est également constatée par Salaun (2005)
dans le département de la Mayenne ou la recherche d’anticorps anti-f2 réalisée sur des
laits de tank est trés souvent négative, malgré des situations enzootiques de fasciolose
dans les troupeaux laitiers. Le mélange et la dilution des laits individuels diminuent la
valeur prédictive positive des analyses immunologiques. Le résultat négatif de 1’analyse
d’un lait de tank ne doit pas étre interprété dans I’absolu, mais en fonction des résultats
antérieurs dans le troupeau. En cas de doute, deux démarches diagnostiques sont
possibles: soit I’analyse d’un ou plusieurs sérums sanguins de mélange par lot de vaches
laitieres randomisées, soit celle d’un ou plusieurs lactosérums de mélange issus des

mémes vaches.
b- Diagnostic sérologique a I’aide de I’antigene 2

Levieux et al., (1992 a,b) développent une méthode sérologique quantitative pour
détecter les anticorps anti-protéine f2, témoins spécifiques de I’infestation des bovins par
Fasciola hepatica. L’Institut Pourquier met au point une méthode ELISA de type
«double sandwich» indirect. Pour chaque puit de la plaque ELISA, I’intensité de la
coloration est proportionnelle a la quantité¢ d’antiglobuline liée a 1’enzyme qui, elle-
méme, est proportionnelle a la quantité d’anticorps présents dans le sérum a tester. La
densité optique (DO) de la coloration est mesurée par un spectrophotometre a la longueur
d’onde de 450 nm. Elle est comparée a la DO d’un sérum de référence négatif (sans

anticorps) et de deux sérums de référence positifs P.




c- Diagnostic sérologique a I’aide d’un produit antigénique d’excrétion-sécrétion

(ES)

Boulard et al., (1985) appliquent une méthode ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) sur des sérums et des laits individuels de vaches laitieres de quatre troupeaux
infestés par Fasciola hepatica. L’antigéne sélectionné est un produit d’excrétion-
sécrétion (ES) de grandes douves recueillies en abattoir. Ultérieurement, Boulard et
Regnault (1989) montrent que les réponses sérologiques individuelles chez les bovins
expérimentalement infestés par des doses répétées de métacercaires sont variables, d’un
bovin a I’autre, mais précoces (2 a 4 semaines aprés l’infestation expérimentale), et
atteignent un plateau a partir de la dixiéme semaine aprés I’infestation. Une analyse plus
détaillée des antigenes ES de Fasciola hepatica a été réalisée par la technique de
I’immuno-empreinte (Chauvin et al., 1995). Elle permet d’évaluer qualitativement
I’intensité de la réaction immunitaire due a chaque antigene. Parmi les 17 antigenes ES,
huit induisent des anticorps qui reconnaissent aussi des antigenes autres que ceux de F.
hepatica, chez les moutons infestés expérimentalement. Il s’agit des protéines de 12, 15,
27, 28,5, 30, 41 et 56 kDa. Les réactions les plus constantes concernent la protéine de
28,5 kDa contre laquelle les animaux réagissent spontanément dés le jour de 1’ingestion
des métacercaires et de maniére beaucoup plus intense, a partir de la 6™ ou 7™ semaine
apres I’infestation (Chauvin et al. 1995). Différentes équipes de recherche ont réalisé des
tests sérologiques a 1’aide d’antigenes ES, en général, sur des effectifs limités de bovins
infestés expérimentalement ou naturellement par des grandes douves adultes, excrétrices
d’ceufs. Cette méthode réveéle une excellente sensibilité, mais sa spécificité est limitée par
les possibles réactions croisées des antigénes ES avec des anticorps induits par des
trématodes (Paramphistomum sp. et Dicrocoelium dendriticum), autres que F. hepatica.
(Chauvin et al., 1995).

VI1L.4.4. L’immunoélectrophorese (I.LE.P)

Cette technique met en jeu une separation des protéines par électrophorese dans un gel
d'agarose suivie d'une double diffusion contre des Ac spécifiques selon une direction
perpendiculaire a l'axe de migration électrophorétique. Chaque zone d'équivalence

correspond a un precipitt Ag-Ac qui se traduit par un arc de précipitation.

.



L'immunoélectrophorése permet de caractériser ou d'identifier des antigenes (ce n'est pas

une méthode quantitative) (Gross et Marz, 1988).
VI11.4.4.1. Immunoélectrophorése simple

On peut combiner lI'immunodiffusion avec d'autres techniques pour en augmenter la
spécificité ou obtenir des informations plus completes sur les molécules avec lesquelles
on travaille. Développée il y a plus de 40 ans (Grabar et Williams, 1953),
I'immunoélectrophorése simple (IES) est une technique ou 1’on combine I'¢lectrophorese

en gel d'agarose et I'immunodiffusion.

En premier lieu, on fait migrer un mélange de protéines dans un gel d'agarose pour les
séparer, ensuite, on dépose un antisérum dans une tranchée creusée dans le gel
parallelement a la direction de migration. On laisse diffuser. Les protéines reconnues par
les anticorps apparaitront comme des arcs de précipitation disposés le long de la tranchée
et positionnés a la distance a laquelle la protéine aura migré durant I'électrophorése. Si
I'antisérum contient des anticorps contre plusieurs protéines présentes dans le mélange,
un complexe d'arcs apparaitra (Devall, 1984). C'est une technique est peu utilisée en
recherche de nos jours. Sa simplicité lui conserve cependant des applications cliniques a

des fins diagnostiques.
V11.5.Diagnostic moléculaire

Des méthodes de diagnostic moléculaire ont été développées pour augmenter la
sensibilité et la spécificité des diagnostics conventionnels. Martinez-Pérez, et al., (2012)
ont développé une PCR nichée capable de détecter I'infection dans les feces de moutons
dés 2 wpi en amplifiant un fragment de 423 pb du cytochrome C oxydase 1 géne. Robles-
Pérez, et al., (2013) ont également détecté I'infection a 2 wpi mais par une PCR
conventionnelle, qui prend moins de temps, et en amplifiant un fragment de 292 pb du
géne ITS2. Ayaz et al., (2014) ont comparé la prévalence de F. hepatica chez les bovins
et les buffles utilisant la FEC et une méthode PCR; les auteurs ont montré la plus grande
sensibilite de la technique moléculaire. En outre, pour différencier les espéces, F.
hepatica et F. gigantica , une PCR multiplex en une seule étape a été développée pour la

détection simultanée en utilisant des échantillons fécaux (Le et al., 2012 ); les deux

.
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especes se chevauchent dans certains pays d'Afrique et d'Asie et ont une morphologie

similaire, ce qui rend difficile I'identification a partir d'échantillons fécaux.

L'un des inconvénients de la PCR est que cette technique n'est disponible que dans des
laboratoires spécifiques en raison du besoin d'équipement spécialisé. 1l existe également
des problémes de reproductibilité entre les laboratoires, les méthodes publiées ne
fonctionnant souvent pas dans d'autres laboratoires de diagnostic. Pour ces raisons,
I'amplification isotherme a médiation en boucle (LAMP) a été étudiée comme une
alternative a la PCR. Le test LAMP est une procédure d'amplification génique tres
spécifique, efficace et rapide dans laquelle la réaction peut se dérouler a une température
constante (Notomi, 2000). Martinez-Valladares et Rojo-Vazquez (2016) ont mis au point
un test LAMP pour détecter 'ADN de douves dans les feces de mouton et ont compare

les résultats avec une PCR conventionnelle.
VIII. Traitement et résistance anthelminthique :

Un certain nombre d’antihelminthique sont homologués pour I'utilisation chez les ovins
et les bovins, notamment le triclabendazole, un dérivé du benzimidazole, I’albendazole,
le closantel et le clorsulon. Unique parmi ces médicaments, TCBZ démontre une grande
efficacité contre les parasites adultes et les douves immatures dés le 2™ jour suivant
I'infection (Boray et al., 1983), tandis que les autres flukicides ciblent uniquement les
douves de 6 a 14 semaines apres la contamination(Kelley et al., 2016). En conséquence,
TCBZ est devenu le médicament de choix, en particulier pour le traitement de la
fasciolose aigué chez les moutons, mais cette dépendance excessive au TCBZ a
inévitablement entrainé I'émergence de résistances au TCBZ (TCBZ-R). La menace de la
résistance au TCBZ-R qui pése sur le contrdle futur des infections par la douve du foie
était au centre d'une récente etude qui résume le nombre de cas signalés dans le monde
entier depuis le premier rapport de TCBZ-R en Australie en 1995. (Kelley et al,. 2016 ;
Overend et Bowen, 1995). A ce jour, il y a 20 rapports de TCBZ-R examinés par les pairs
sur les élevages de moutons en Europe (Tableau VI) (Beesley et al., 2018), plus un
certain nombre de rapports anecdotiques de résistance, Il n'est pas clair si les rapports
d'échec de traitement sont enregistrés par des systéemes de surveillance de médecine

vétérinaire et si oui, si ces données sont disponibles dans le domaine public ? Cette

-
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information est plus que primordiale et nécessaire pour fournir la preuve de la large
répartition de la résistance dans le monde et pour donner une image claire du statut
TCBZ-R au niveau de I'exploitation individuelle, pour s'assurer que les mesures de

contréle les plus efficaces sont utilisées.

Tableau VI. Rapports publiés par des pairs sur le TCBZ-R chez les moutons en Europe
(adapté par Kelley et al., 2016 )

Anngée Pays Nombre Références
fermes
1998 Ecosse 1 (Mitchell et al., 1998)
2000 Les Pays-Bas 1 (Gaasenbeek et al.,2001); (Moll et al.,2000)
2000 Pays de Galles 1 (Thomas et al.,2000)
2006 Espagne 1 (Alvarez-Sanchez et al., 2006)
2009 Reépublique 1 (Mooney et al., 2009)
d'Irlande
2011 Ecosse 1 (Sargison et Scott., 2011)
2012 Pays de Galles 7 (Daniel et al., 2012)
et Ecosse
2012 Ecosse 2 (Gordon et al., 2012)
2015 Irlande du Nord 5 (Hanna et al., 2015)

Nombre total fermes sur 20
lesquelles rapporté

L'une des contraintes pour déterminer I'étendue totale du TCBZ-R est I'absence d'un test
diagnostique rapide et fiable pour détecter la résistance sur le terrain. Toutes les études
présentées dans le tableau VI, ont utilisé la méthode du test de réduction du nombre
d'ceufs fécaux (FECRT) pour identifier la résistance en se basant sur une réduction de
<95% du nombre d'ceufs 21 jours aprés traitement par TCBZ. Plus recemment, le test de
réduction du coproantigéne a ete favorisé mais necessite encore une validation dans les
études de terrain (Kelley et al., 2016). Des essais d'éclosion des ceufs in vitro ont été
utilisés pour détecter la résistance a I'albendazole et au triclabendazole.

Des outils moléculaires pour détecter les marqueurs TCBZ-R dans les échantillons de
terrain fourniraient des données précises permettant de cibler des traitements efficaces et
de réduire le risque que les parasites TCBZ-R se déplacent d'une ferme a l'autre dans un

cheptel infecté.
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V. Développement du vaccin :

Actuellement le contrdle principal de F. hepatica repose essentiellement sur l'utilisation
de médicaments antihelminthiques. Compte tenu de I'évolution et des changements
climatiques, de la prévalence croissante de l'infection et le nombre limité de flukicides
disponibles, on se retrouve devant un besoin urgent de méthodes de lutte alternatives
(Beesley et al., 2018). Au cours des deux dernieres décennies, les vaccins ont été
considérés comme une stratégie alternative prometteuse et économiquement viable pour
lutter contre la fasciolose du bétail (McManus et Dalton, 2006 , Molina-Hernandez et
al.,, 2015 ; Toet et al., 2014). De nombreuses études de vaccin potentiel contre la
fasciolose ont été menées sur des animaux de laboratoire comme les rats, les souris et les
lapins (Meemon et Sobhon, 2016), et chez les ruminants (bovins, ovins et caprins) qui
cependant requiérent plus de moyens.

Le niveau de protection requis pour augmenter la production de bétail constitue une
question cruciale pour un vaccin commercial contre la fasciolose. Des pertes de
production sont observées chez les moutons présentant 30 a 54 douves (Dargie, 1987),
dans les troupeaux présentant des charges faibles et élevées, une protection de 50% et
80%, respectivement, serait suffisante (Toet et al., 2014). Des études de modélisation
récentes ont indiqué gu'un vaccin entrainant une réduction de la charge de douves de
43%, mais protégeant 90% du troupeau et durant une saison compléte, aurait un impact
important sur le contréle de la maladie. (Turner et al., 2016). De nombreux vaccins
prototypes, bien qu'ils aient un effet variable sur la charge de la douve, ont un effet
significatif sur la production d'ceufs et la viabilité des ceufs. D'ou plus d'attention est
nécessaire pour évaluer ces effets dans les essais de vaccins.

Une meilleure compréhension du mécanisme de la réponse protectrice
contre Fasciola spp chez les ruminants est essentielle pour bien comprendre comment
développer et administrer les vaccins (Molina-Hernandez et al., 2015). La durée de
I'immunité protectrice est importante pour le succes commercial d'un vaccin, mais peu
d'informations sur la longévité de la réponse protectrice sont disponibles a partir d'essais
expérimentaux. Des études de modélisation ont montré qu'une protection qui dure toute
une saison de paturage est nécessaire pour gqu'un vaccin soit commercialement viable
(Turner et al., 2016). L'age des animaux protéges est également pertinent puisque les

agneaux et les veaux sont mis au paturage entre un et deux mois. Par conséquent, pour

-


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tbed.12682/full#tbed12682-bib-0123
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tbed.12682/full#tbed12682-bib-0132
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tbed.12682/full#tbed12682-bib-0182
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tbed.12682/full#tbed12682-bib-0124
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tbed.12682/full#tbed12682-bib-0052
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tbed.12682/full#tbed12682-bib-0182
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tbed.12682/full#tbed12682-bib-0183
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tbed.12682/full#tbed12682-bib-0132
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tbed.12682/full#tbed12682-bib-0183

qu'un vaccin soit viable, il devrait étre efficace chez les jeunes animaux ainsi que chez les
animaux ageés et, a ce jour, la plupart des essais vaccinaux ont porté sur les ovins et les
bovins de plus de 4 mois.

Une variété d'antigenes purifiés natifs ont été utilisés dans des essais de vaccins chez les
bovins et les moutons, y compris les protéines de liaison aux acides gras natives (FABP)
induites a 55% chez les bovins contre F. hepatica ; la cathepsine native L1 (CL1) a induit
une protection de 42% a 69% chez les bovins et une protection de 34% chez les
moutons; la glutathion S-transférase native (GST) induisait 57% de réduction du ver chez
les moutons et 0% -69% de protection chez les bovins. La leucine aminopeptidase native
(LAP) a induit une protection de 89% chez les moutons (Toet et al., 2014, Yap et
Smooker, 2016 ). Ces résultats prometteurs doivent encore étre validés dans des essais

ultérieurs et dans des essais sur le terrain.
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B*DICROCOELIUM DENDRITICUM

I. Présentation du parasite : Dicrocoelium dendriticum

La Dicrocceliose est une maladie parasitaire répandue en paturage chez les ruminants
causée par Dicrocoelium spp. (Trematoda, Dicrocoeliidag), communément appelé
«douve» ou «petite douve du foie».

Ce parasite vit dans les canaux et canalicules biliaires et la vésicule biliaire des ruminants
domestiques et sauvages (moutons, chevres, bovins, buffles, chevreuils, chameaux). Il
affecte occasionnellement les lapins, cochons, chiens, chevaux et les humains de fagon
accidentelle. Son cycle biologique nécessite deux hotes intermédiaires, le premier étant
un e limnée qui permettra la formation des cercaires, le second est une fourmi chez
laquelle les cercaires se transformeront en métacercaires qui representent la forme

infestante pour I’hote définitif (Otranto et Traversa, 2002).

I-1. Place dans la systématique

Dicrocoelium dendriticum est un ver plat Trématode digéne, a corps non segmenté
faisant donc partie des Plathelminthes, encore appelé Dicrocoelium lanceolatum ou petite
douve du foie. Visible a I’ceil nu, la petite douve appartient a la classe des Trématodes et
a la sous-classe des Digénes (posséde deux Ventouses, I’une lui permettant de se nourrir,
I’autre de se fixer au niveau des canalicules biliaires) (Bussiéras et Chermette, 1995). La
ventouse ventrale se situe sur la moitié antérieure de la face ventrale, ce qui caractérise
les Distomes. Elle possede un ovaire en arriere des testicules, elle fait donc partie de la
famille des Dicrocoeliidés. La disposition inter ceecale des testicules et la localisation
ante-acétabulaire du pore génital sont caractéristiques de la sous-famille des
Dicrocoeliinés. Le genre Dicrocoelium est caractérisé par la situation de 1’ovaire et des
glandes vitellogenes dans le tiers moyen du corps (Bussiéras et Chermette, 1995).

Enfin, ’espece Dicrocoelium dendriticum est définie par son cesophage bien visible ; son
ovaire nettement plus petit que les testicules, disposés sur une ligne oblique ; sa ventouse
ventrale un peu plus large que sa ventouse buccale ; son testicule antérieur n’atteignant
pas la région pré-acétabulaire ; ses caecums dépassant en arriére les vitellogenes ; ses

vitellogénes tangents extérieurement aux ceecums (Bussiéras et Chermette, 1995).

-



1.2. Morphologie de I’adulte :
Dicrocoelium dendriticum posséde un corps aplati dorso-ventralement, homogene, ayant
une forme d’une petite feuille, plus étroite en avant, mesurant 6 a 10 mm de longueur sur
2 a 3 mm de largeur maximale. Son tégument mince, est dépourvu d’écailles et d’épines,
et joue un role important d’absorption et d’excrétion. Il posséde deux ventouses
musculeuses circulaires : une buccale, lisse, a I’extrémité antérieure, entourant 1’orifice
buccal et une ventouse ventrale ou acétabulum qui contrairement a la ventouse buccale
n’est pas perforée et ne joue qu’un role de fixation. Le tégument du parasite est
translucide laissant voir tous les organes, des ceufs sombres, un utérus trés développé,
formant de fines ramifications (Bourgat et al., 1975).
Son tube digestif, débute par une bouche subapicale ventrale. Le pharynx (120 a 150um)
est suivi d’un cesophage fin (23um). Posséde des caecums non ramifiés subegaux
atteignent le tiers postérieur du corps, ou ils se renflent Iégérement.
Appareil génital male: les deux testicules globuleux, a bords entiers, situes
immédiatement en arriére de 1’acetabulum, sont disposés en tandem ou légérement
obliques, leurs dimensions varient de 540 a 820 um pour le premier et de 500a 1040um
pour le deuxieme (Bourgat et al., 1975) .
Appareil génital femelle : I'utérus, trés développé et ramifié, occupant les 2/3
postérieurs du parasite est rempli d’ceufs brun marron, ellipsoides, légerement
asymétriques, mesurant 35 a 45 pm sur 22 a 30 um. Ces ceufs ont une coque épaisse,
pourvue d’un petit opercule a I’un des pdles et renferment, au moment de la ponte, un
miracidium ovoide, massif, occupant la totalité de la place. L’embryon porte plusieurs
rangées de cils a I’'un des pdles ainsi que deux vésicules plus claires au pdle opposé, ces
deux « taches oculaires » étant facilement repérables au microscope, permettent ainsi une
diagnose aisée des ceufs de petite douve (Bussiéras et Chermette, 1995 ; Euzeby, 1971b ;
Bourgat et al., 1975) .
L’ovaire (220 a 450um), globuleux et blanchatre, occupe une position immédiatement
post-testiculaire.il est ventral, médian, ou le plus souvent, paramédian a droite ou a
gauche (Bourgat et al., 1975).
Les glandes vitellogénes (660 a 1600 um) sont peu développées et se situent dans le tiers

moyen du corps (Figure 18).
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Figure 18: (A) Micrographies claires de Dicrocoelium chinensis (& gauche) et de D.
dendriticum (a droite) marqués au carmin. Avec mise en évidence de la taille globale et
I’orientation des testicules (Otranto et al., 2007).(B) :Dicrocoelium hospes Looss, 1907.
Face ventrale.Ca. : caecum ; C.d. : canal déférent ; C.e. : canal éjaculateur; C.L. : canal
de Laurer ; G.M. : glandes de Mehlis ; Od. : oviducte ; Oe. : ecesophage ; Oo. : ootype ;
Ov. : ovaire ; P.C. : poche du cirre ; P.g. : pore génital ; Ph. : pharynx ; R.s. : réceptacle
séminal ; Te. : Testicule ; Ut. : utérus ; V.b. : ventouse buccale ; Vd.t. : vitelloducte
transverse ; V.e. : vessie excrétrice ; Vg. : vitellogenes ; V.p. : vésicule pulsatile ; V.s. :
vesicule séminale ; V.v. : ventouse ventrale (Bourgat et al., 1975).

1.3. Biologie
1.3.1. Habitat
D. dendriticum vit, a 1’état adulte, dans le parenchyme hépatique au niveau des canaux et
canalicules biliaires ainsi que dans la vésicule biliaire des hétes définitifs (Euzeby,
1971b). Sa petite taille et sa plasticité lui permettent de s’immiscer dans les plus fines
ramifications des voies biliaires et ainsi trés souvent échappée au diagnostic au niveau
des abattoirs surtout chez les bovins ou Cette localisation en profondeur semble étre
préféerée (Alzieu et al., 1996). Le parasite peut également se trouver a la sortie du
pancréas, au niveau du canal pancréatique (Duchacek et Lamka, 2003). Des localisations
erratiques, extra biliaires, notamment dans les centres nerveux, restent trés rares (Euzeby,
1971b).
1.3.2. Nutrition
D. dendriticum est Biliphage, il se nourrit de cellules épithéliales biliaires desquamées et

de mucus. La digestion fait intervenir des cellules intestinales qui fonctionnent comme
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des glandes holocrines. Les éléments non assimilés sont rejetés par la ventouse buccale
donnant a la bile de D’animal parasité une couleur sombre voir noire tres
pathognomonique de la pathologie.

Son mode d’alimentation biliphage lui confere un faible pouvoir pathogéne d’une part,
mais malheureusement le laisse a I’abri des substances médicamenteuses passant dans le
sang, ainsi ’efficacité d’un traitement de la dicrocceliose reste trés délicat (Euzeby,

1971b).

1.3.3. Cycle évolutif
Le cycle évolutif de Dicrocoelium dendriticum (figure 19) est connu depuis les études de
Krull et Mapes (1952) qui est particulicrement compliqué du fait de I’existence d’un
deuxieme hote intermédiaire dans le cycle exogene de la dicroceeliose. Cette hypothése
de D’existence d’un deuxieme hote intermédiaire était longtemps restée controversée car
la ressemblance du parasite avec la grande douve laissait penser que leurs cycles évolutifs
étaient certainement tres proches voir identique. Ainsi son cycle est particulierement
compliqué puisqu’il met en jeu deux hdétes intermédiaires, un gastéropode terrestre et une

fourmi. Il est de type Triheteroxene (Figure 19).
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Figure 19 : Cycle évolutif de Dicrocoelium dendriticum (bulletin des G.T.V., 1996)




Pendant de nombreuses années, les escargots étaient considérés comme les seuls hotes
intermédiaires (Mattes, 1936 ; Neuhaus, 1936). Depuis les études de Krull et Mapes
(1952) ont démontré le rdle de Formica spp. comme deuxiéme héte intermédiaire, qui a
été confirmé par la suite par de nombreux auteurs (Hohorst et Laemmler, 1962).

Chez les mollusques, les stades larvaires évoluent au bout de 3 & 4 mois environ, a partir
des miracidies (M) ingérées par les escargots avec les ceufs (Figure 20) qui se transforme
en sporocystes de premiére et deuxiéme génération (SP1, SP2). Ces derniers représentent
les stades de multiplication asexuée (Figure 21). De nombreuses cercaires (CE) se
développent a partir des SP2 et quand elles atteignent complétement leurs maturité
(Figure 21, B), clles migrent de 1'hépatopancréas jusqu’aux cavités pulmonaires a l'aide
de leurs queues, produits enzymatiques et les stylets a ’intérieur de leurs ventouses

orales.

Figure 20: ceuf operculé de Dicrocoelium dendriticum contenant un miracidium (Ml)

avec deux boules germinales (GB). (Otranto et Traversa, 2002)

Figure 21 : (A) sporocyste fille de Dicrocoelium dendriticum contenant des cercaires,

(B) sporocystes filles avec cercaires en maturation. (Otranto et Traversa, 2002)
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Les CE sont ensuite expulsées des escargots dans des grappes d'au moins 5000 CE
enveloppées dans des boules de mucus (Figure 22), qui sont ingérées par les fourmis (a
savoir, Formica fusca, F. pratensis, F. rufibarbis) (Figure 23) et deviennent des

métacercaires (ME) en 1 a 2 mois.

de la queue et des ventouses orales et ventrales, (B) Cernuella virgata avec des boules de

bave nouvellement excrétées(Otranto et Traversa, 2002)

Figure 23: Fourmi se nourrissant de boules de bave (Otranto et Traversa, 2002)

Un ou deux ME peuvent étre localisées dans le ganglion sous cesophagien de la fourmi
(ver de cerveau) et provoquer une crampe cataleptique lorsque la température est
inférieure a 15°C, ce qui provoque une paralysie des fourmis qui se retrouvent blogquées
sur le bout des herbes, les rendant plus facilement ingérables par les ruminants durant le

paturage.
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Dans les hoétes définitifs, les ME une fois libérées des fourmis grace a l'action des
enzymes duodénales vont migrer vers le petit, puis vers les plus gros canaux biliaires et
vers la vésicule biliaire via le cholédoque sans migration parenchymateuse dans le foie.
Ils deviennent ainsi matures adultes et se reproduisent par hermaphrodisme ou
insémination croisée (Krull, 1958).

Les ceufs sont rejetés dans l'environnement dans les matic¢res fécales, avec une période

pré-patente d'environ 2 mois.

A. Les hotes définitifs
L’hote définitif est un herbivore ruminant, en particulier les petits ruminants domestiques
(ovins, caprins et bovins) (Bussiéras et Chermette, 1995), ou sauvages, comme les
mouflons, les chamois ou encore les chevreuils (Duchacek et Lamka, 2003). Seulement
d’autres animaux peuvent se révéler étre atteints de la maladie tels que le porc, les
équidés Hazlett et al., (2018) ont rapporté une Infection hépatique a Dicrocoelium
dendriticum chez un cheval miniature), les Iéporidés (lapins de garenne notamment), le
singe (Duchacek et Lamka, 2003), et tres rarement les carnivores. Les oiseaux étant

exceptionnellement parasités (Duchacek et Lamka, 2003).

L Homme est considéré comme hote accidentel, susceptible d’étre infesté, mais de facon
beaucoup moins fréquente qu’avec Fasciola hepatica du fait de I’ingestion des fourmis.
(Euzeby, 1971b). Comme pour la fasciolose I’espéce la plus sensible reste les ovins
contrairement au caprins et bovins qui semblent étre plus résistants avec des charges
parasitaire et de nombre d'EPG différents (Jithendran et Bhat, 1996).

D’autres facteurs de risque de la parasitose tels que I'age, le sexe et la race des animaux
sont susceptibles de faire varier la sensibilit¢ de 1’animal vis-a-vis de la dicrocceliose.
Certains auteurs ont enregistré une EPG moyenne plus élevée (367,6 = 50,9) chez les
agneaux gue chez les adultes (Manga-Gonzalez et al., 1991) et chez les bovins agés de
moins de 2 ans que chez les animaux plus agés, avec une légere diminution graduelle
avec l'augmentation de I'dge de I'ndte (Gonzalez-Lanza et al., 1993). Par contre, une autre
enquéte a indiqué une augmentation du nombre de bovins infectés 24,2% chez les veaux
de moins de 18 mois, a plus de 70% chez les animaux de plus de 6 ans (Ducommun et
Pfister, 1991). Ces résultats peuvent indiquer que lI'dge des animaux infectés pourrait
influencer le taux de production d'ceufs, bien que d'autres investigations soient

nécessaires sur ce sujet (Manga-Gonzalez et al., 1991).
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B. Les hotes intermédiaires

*Premier hote intermeédiaire
Plus de 90 espéces de mollusques ont montré une possibilité de jouer le réle d’hote
intermédiaire dans ce cycle évolutif du Dicrocoelium. Il s’agit de gastéropodes pulmonés,
appartenant a des especes terricoles toutes plus ou moins xérothermiques, voir quelques
fois trés xérophiles, appartenant a 1’ordre des Stylommatophores. Parmi eux on note ceux
a repartition mondiale Tel que Cochlicopa lubrica, tandis que d’autres sont régionales
(Helicella corderoi en Espagne, Zebrina hohenackeri au Caucase, H. obvia en
Allemagne, Cernuella virgata en Italie, Espagne et Turquie) (Manga-Gonzalez et al.,
2001 ; Fasanella et al., 1995).
En France, les espéces les plus souvent rencontrées dans le cycle de D. dendriticum sont
Cochlicella acuta et Helicella ericetirum, de la famille des Hélicidés (Bussiéras et
Chermette, 1995). Il est cependant treés vraisemblable que les espéeces Zebrina, Ena,
Cochlicopa interviennent également dans le cycle (Euzeby, 1971b).
Helicella ericetirum possede une coquille blanche jaunatre, ornée de bandes ; sa coquille
mesure 20 mm de diamétre pour 10 mm de hauteur. Il vit sur des terrains chauds et secs
et pond a ’automne.
Cochlicella acuta mesure 20 mm sur 7 mm ; sa coquille posséde un sommet mousse et
une ouverture ovalaire, oblique ; elle porte des stries longitudinales, a une coloration
blanchéatre et possede une bande sub-périphérique. Trés commune en France, Cochlicella
acuta vit sur des terrains secs et chauds.
La prevalence de D. dendriticum chez les mollusques hotes intermédiaires a montré une
plus grande infestation des spécimens agés par rapport au plus jeune (34.77 et 3.77%,

respectivement) (Manga-Gonzalez et al., 2001 ; Schuster, 1993)(Figure 24).

.
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Figure 24 : Aspect des coquilles des différents mollusques intervenant dans le cycle de

Dicrocoelium dendriticum (Bussiéras et Chermette, 1995 ; Euzeby, 1971b)

* Deuxiéme hdéte intermédiaire
Il s’agit de quelques espéces de fourmis appartenant au groupe des Formica, de la famille
des Formicidés de la sous-famille des Euformicinés sous genre Serviformica : ce sont des
fourmis de couleur noire ou brune, présentes sous les pierres.
Formica fusca est une fourmi de 4 a 8 mm, a corps terne, qui niche sous terre, sous des
pierres ou du bois mort (Bussiéras et Chermette, 1995) elle est surtout active en éte
(Figure 25).
Formica rufibarbis, est de la méme taille que F. fusca, mais de couleur rouge pale sur la
téte et le thorax, et noire sur I’abdomen. Elle niche dans les bruyeres sablonneuses et
seches, dans les prairies ainsi que dans les champs cultivés (Euzeby, 1971b).
En France, des metacercaires de Dicrocoelium dendriticum ont été trouvees chez
Formica fusca, Formica rufibarbis (Alzieu et al.,, 2002) ainsi que chez Formica

cunicularia et Formica nigricans dans une étude menée dans le Limousin (Badie, 1987).




Figure 25: Formica fusca (8)

Il. EPIDEMIOLOGIE
I1.1.Répartition géographique :
L’épidémiologie de la dicrocceliose dépend de I’environnement et de la présence ou non
de ses deux hotes intermédiaires et de son hote définitif, ¢’est une maladie cosmopolite,
présente sur tous les continents. L’absence de ce parasite dans certains pays peut
s’expliquer par des conditions climatiques empéchant la vie des hotes intermédiaires, ou
du fait d’absence d’études réalisées sur le parasite (exemple de 1’Algérie ou aucune
donnée concernant ce parasite n’est disponible, ainsi que sa petite taille le rendant
difficilement diagnostiqué au niveau des abattoirs). Pour les facteurs environnementaux
on note qu’une hygrométrie trop élevée est défavorable a la présence du premier hote
intermédiaire de la parasitose qui a tendance a préférer les aires seches. (Juracek et
Dubinsky., 1993). Cependant plusieurs espéces sont responsables de la dicrocceliose, en
Afrique équatoriale, 1’espéce responsable est Dicrocoelium hospes. En Europe,
Dicrocoelium dendriticum est présente dans tous les pays mais, en Grande-Bretagne, elle
semble relativement rare. La dicrocceliose bovine est donc une parasitose de patures
séches, d’évolution enzootique. L’infestation des bovins a lieu majoritairement de mai a
octobre (Baudin M, 2005).En effet, la contamination des hétes définitifs est facilitée lors
de conditions climatiques alternant des périodes séches et chaudes et des épisodes de
pluies. L’humidité est en effet nécessaire a la survie de mollusques et constitue un facteur
déclenchant 1’émission des cercaires. Les ceufs de Dicrocoelium craignent également une
chaleur excessive. Les années de forte sécheresse ne sont donc pas les plus favorables a

I’expression de la Dicrocceeliose (Baudin M, 2005).




I1.2.prévalence :

Dicrocoelium dendriticum est I’espéce la plus commune présente en Europe, au nord de
I’Asie (chine), Japan , I’Afrique du nord , Amerique du sud et dans certain point en
Amérique du nord et en Australie ; en tant qu’espéce moins commune Dicrocoelium
hospes a été signalé en Afrique (looss,1907 ; malek, 1980) et Dicrocoelium chinensis en
Chine (Tang et Tang, 1978).

Cringoli et al., (2002) ont montré que 53,1% des élevages bovins sont positifs vis-a-vis
de dicrocoelium a partir d’échantillons de matiéres fécales, en Italie, (soit 16 % des
animaux). Les résultats d’une enquéte coprologique en France due a I’infestation par
Dicrocoelium dendriticum dans les élevages de trois cantons en Haute-Sabne, a révélé
une la présence du parasite chez 43 bovins (soit 7,2% des animaux) issus de 15 élevages

différents (soit 50% des cheptels préleves).

D’apres une étude d’Alzieu et Ducos de Lahitte en 1991 sur les suivis coproscopiques,
on ne considére le caractére pathogene de Dicrocoelium qu’a partir de 300 (Eufs par
gramme (opg). Arbabi et al., (2018) ont rapporté une prévalence de 0.77% en Iran avec

des pertes économiques annuelles dles a la saisie des foies a I’abattoir de 30479.2 USD.

Pour résumer, la charge parasitaire et I’excrétion d’ceufs de Dicrocoelium dendriticum
sont beaucoup moins importantes chez les bovins que chez les ovins, mais le pouvoir

pathogene de ce parasite ne doit pas pour autant étre négligé.

I11. La symptomatologie :
La symptomatologie chez les bovins est fruste voir asymptomatique et non
caracteristique de la parasitose mais commun a plusieurs autres pathologie, d’apres
Alzieu et al., (1996), on note principalement deux formes cliniques, a savoir la forme
chronique et I’évolution puerpérale, qui serait peut étre due au dysfonctionnement
hépatique a cause des obstructions canaliculaires par les petites douves. D’autres études
ont montré qu’une infestation de moins de 1000 Dicrocoelium dendriticum ne conduirait

pas a des manifestations cliniques ni engendrait des pertes économiques (Rojo Vazquez
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et al., 1981 cité par Juliard, 2003). Cependant, ces derniéres pourraient se manifester si la

charge parasitaire dépasse 5000 vers

I11.1. La forme chronique

Il s’agit de la forme clinique la plus fréquemment rencontrée chez les bovins. On note
principalement Une altération de 1’état général et des performances : les animaux sont
maigre avec Un pelage terne et piqué Des feces souvent ramollies, une hypo
albuminémie, De 1’anémie et de 1I’cedéme (Otranto et Traversa, 2003).

Cette pathologie est principalement rencontrée chez des sujets adultes. Cette phase
chronique de la dicroceeliose correspond aux deux phases du cycle endogeéne du parasite.
La phase d’invasion, qui correspond a la migration des larves dans le parenchyme
hépatique, les coproscopies sont négatives durant cette phase mais on constate, chez les
bovins, un abaissement des réserves glycogéniques hépatiques (Euzeby, 1971b).
L’examen histologique du foie révéle une diminution des réserves glycogéniques
hépatiques parallelement a une teneur élevée en glycogene des tissus du parasite (Euzeby,
1971b). La phase d’état est quand a elle liée au passage des Dicrocoelium dans les
canaux et canalicules biliaires ou elles deviennent adultes. Cette phase engendre, de
méme, peu de symptomes. L’altération des performances pourra alors susciter une
recherche de Dicrocoelium dendriticum dans les matieres fécales des animaux concernés.
En effet des ceufs de Dicrocoelium peuvent, a ce stade et selon 1’excrétion du parasite,
étre présents dans les féces des bovins parasités (Baudin M, 2005). Des signes digestifs
tels qu'un ramollissement des mati¢res fécales peuvent étre associés, ce syndrome de
diarrhée chronique apparaissant le plus souvent en automne. La dicrocceliose est alors
suspectée dans un élevage lorsque les autres pathologies responsables de diarrhée telles
que la paratuberculose, la fasciolose, les strongyloses ou la BVD-MD (maladie des
muqueuses) ont €té écartées. Un traitement dicrocoelicide améliore rapidement I’état

général de ces animaux.

111.2.1e contexte puerpéral
Ce contexte est essentiellement rencontré dans les élevages laitiers, les syndromes
puerpéraux :
Il fait partie du syndrome « vache couchée », et associe une parésie a de I’anorexie dans

la période entourant le vélage. Cet état ne s’améliore pas aprés les traitements classiques




mis en place lors de parésie puerpérale, notamment des traitements par perfusion de
solutés phosphocalciques et énergétiques. L’état général de 1’animal ne peut en fait étre
imputé a aucune des fréguentes pathologies puerpérales appartenant au syndrome « vache
couchée » (hypocalcémie, paralysie par ecrasement des nerfs sciatique, fémoral ou
obturateur lors du passage du veau, hémorragie)(Baudin M, 2005). Des complications
peuvent se surajouter a la parésie et entrainent des troubles métaboliques ou des
surinfections bactériennes allant parfois jusqu’a un tableau clinique de septicémie.
L’abattage de I’animal est alors nécessaire. L’inspection post-mortem du foie révele une
fibrose modérée et une dilatation des canalicules biliaires avec présence de bouchons de
Dicrocoelium dans certaines portions des voies biliaires hautes. Ce syndrome puerpéral
est réduit lorsqu’un traitement préventif de la dicrocceliose est réalisé au tarissement.

(Baudin M, 2005)

V. Diagnostic

IVV.1.Diagnostic clinique (Ante —mortem)
La dicroceeliose est une maladie parasitaire a symtomatologie fruste, Vvoir
asymptomatique dans quelques cas, sans présence de signe pathognomonique de la
parasitose. Ainsi, il est tres difficile voir impossible de poser un diagnostic clinique de la
dicrocceliose bovine, I’identification est souvent des découvertesS d’abattoirs.
Cependant quelques symptdmes peuvent nous alerter et suspecter la présence du
parasite chez I’animal a savoir (Alzieu et Ducos De Labhitte., 1991):
*Un syndrome de diarrhée chronique, en automne surtout,
*La présence de méléna, Un poil piqué, Un amaigrissement progressif, Des douleurs
abdominales, Des vélages anticipés, Des difficultés anormales au vélage, un syndrome de
parésie chez les vaches laitiéres, des la parturition avec une cascade de problemes ou
troubles métaboliques, surinfection bactérienne et septicémie s’entremélent, Des chutes
de production (Alzieu et Ducos De Lahitte., 1991)
Toutefois il s’agit d’une symptomatologie assez commune a de nombreuse pathologies se

qui rend son diagnostic délicat.




IV.2.-Diagnostic necropsique (poste —mortem) :

Le diagnostic de la dicrocceliose a lieu le plus souvent suite a une analyse nécropsique
lors de I’orientation des animaux infestés vers I’abattoir apres éviscération et inspection
du foie ,une bile épaisse et brundtre s’écoule en cas d’infestation par la petite douve
contenant des petit vers plats transparents d’environ un cm; on les retrouve le plus
souvent au niveau des canalicules biliaires contrairement a Fasciola hepatica qui se loge
au niveau des gros canaux biliaires du fait de sa plus grande taille (Otranto et Traversa,
2003)(Figure 26).

Figure 26 : Foie ovin infecté par Dicrocoelium dendriticum. Le parenchyme s'est durci a
la suite d'une fibrose grave et d'une calcification. Des conduits épaissis sont également

présents (Otranto et Traversa, 2003)

IVV.3.Diagnostic coprologique: (voir partie Fasciola hepatica)

La méthode la plus utilisée pour détecter Dicrocoelium dendriticum est une méthode
indirecte, qui consiste a mettre en €évidence les ceufs du parasite présents dans les
maticres fécales des bovins. Les ceufs de Dicrocoelium étant assez lourds, il convient
d’utiliser une méthode particuliére pour les mettre en évidence (Alzieu et Ducos De
Lahitte., 1991 ; Courouble, 2004 cité par Baudin M., 2005)

Il faut tout de méme rappeler que cette analyse ne peut étre positive que si les parasites
adultes pondent, c’est-a-dire au terme de la période prépatente. En phase d’invasion, il

sera donc impossible de mettre en évidence le parasite par cette méthode.
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* Prélevement
Pour faire une bonne analyse coprologique, il faut avant tout effectuer un bon
prelevement.
Ainsi, les féces sont récoltées directement dans le rectum de I’animal, afin d’étre siir que
I’échantillon ne soit pas contaminé par I’environnement (Bourdeau et al., 1983). Les
échantillons doivent étre individuels et en aucun cas mélangés. En effet, la dilution
obtenue par le mélange ne permet plus de mettre en évidence des éléments peu
nombreux, comme les ceufs de petite et grande douve (Jacquiet et Dorchies., 2002)
L’estimation de la dicrocceliose dans un troupeau nécessite le prélevement d’au moins 10
bovins car seulement 20% des animaux parasités peuvent avoir une coproscopie positive
(Levasseur, 2002). Le moment le plus propice pour mettre en évidence la dicrocceliose
dans un élevage se situe de janvier a mars (Levasseur, 2002), ’excrétion des ceufs de
Dicrocoelium étant majoritaire pendant I’hiver. Enfin, Campo et al., (2000) ont montre,
chez les moutons, que I’excrétion des ceufs de Dicrocoelium est plus importante 1’aprés-

midi.

IV 4. La recherche des ceufs de Dicrocoelium dendriticum dans la bile
Braun et al., (1995), ont rapporté que la mise en évidence des ceufs de Dicrocoelium
dendriticum est bien plus fiable lors de la recherche de ces derniers dans la bile, par
rapport a la coproscopie. Avec une sensibilité pour la détection des ceufs de Dicrocoelium
de 27% contre 98% dans la bile. Les valeurs prédictives négatives étant respectivement
de 81 et 96%. Quand on sait que les parasites adultes vivent et pondent pour une partie
dans la vésicule biliaire, ces chiffres n’ont rien d’étonnant. Cependant, la méthode pour
mettre en évidence les ceufs de Dicrocoelium dendriticum dans la bile est assez délicate a
réaliser en pratique courante. Braun et Gerber, (1992) ont décrit avec précision la
technique de prélevement de bile chez les bovins. lls ont également vérifié par une étude
expérimentale que cette méthode n’était pas dangereuse pour les animaux. Cette méthode
consiste a ponctionner la vésicule biliaire sous contréle échographique. La ponction a lieu
entre les espaces intercostaux 7 et 12, aprés avoir visualisé I’ensemble de la vésicule a
I’échographie. Les parasites et les ceufs ayant tendance a sedimenter au fond de la
vesicule biliaire, il faut injecter d’abord 10 ml de sérum physiologique avant de

ponctionner la bile. De plus, avant d’inciser la peau et d’introduire 1’aiguille, on peut




réaliser une anesthésie locale a la lidocaine, ce qui permet d’éviter une réaction de
I’animal suite a la ponction. Généralement, la ponction est facilement réalisable, surtout
quand le manipulateur a un peu d’expérience. Toutefois, lorsque la vésicule biliaire est
trop petite, il est souvent impossible de la ponctionner.

Braun et Gerber (1992), ont par ailleurs montré que cette ponction est sans danger pour
les bovins : elle ne provoque pas de péritonite, seulement une légére hémorragie locale de
la paroi intercostale pour 45% des animaux. L’ appétit, le comportement et 1’attitude des
bovins restent inchangés dans les 10 jours qui suivent la ponction biliaire. Ainsi, la
cholécystocenthése peut s’avérer utile pour les cas suspects de dicrocceliose ayant montré
une coproscopie négative. Cependant, elle reste plus délicate a mettre en place en routine,

car elle nécessite plus de temps et plus d’implication de la part du vétérinaire praticien.

IV.5. La sérologie

Des méthodes immunologiques pour la détection de la dicrocceliose ont été mises au
point dans les 30 derniéres années, comme alternative aux examens coprologiques et aux
inspections post mortem du foie. De nombreuses techniques d'immuno-diagnostic, ainsi
que l'immuno-fluorescence (Calamel, 1977 cité par Otranto et Traversa, 2002),
précipitation, test d'’hémoagglutination passive, fixation du complément et ELISA
(Schroder et Geyer, 1976; Piergili Fioretti et al., 1980; Savitskii et Ponomareva, 1984;
Jithendran et al., 1996) ont tous été utilisés pour détecter des anticorps anti-Dicrocoelium
chez des animaux naturellement et / ou expérimentalement infectés.

Les produits somatiques (So) et les produits de secrétion excrétrice (ESP) de
Dicrocoelium ont été étudiés comme antigénes pour ELISA, et leurs caractéristiques
chimiques ont été examinées a la fois par la réactivité biliaire (Wedrychowicz et al.,
1995) et la réactivité sérum-anticorps. Les résultats ont montré que les protéines So et les
molécules de surface de Dicrocoelium stimulent une réponse anticorps plus visible
(Wedrychowicz et al., 1995), bien que des problemes de faible spécificité et sensibilité
pourraient survenir lors de l'utilisation d'extraits entiers de vers au lieu des antigenes ESP
ou purifiés. D’autres auteurs ont rapporté une plus faible réactivité relative aux anticorps
en utilisant les produits So plut6t que les antigenes ESP (Gonzalez-Lanza et al., 2000).
Les titres d'anticorps contre D.dendriticum ont été éetudiés par ELISA et comparés aux

nombre d'ceufs chez les agneaux exposés a une infection naturelle ; une immunité aux
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anticorps colostraux a été détectée 24h apres la naissance et ont completement disparu en
2 a 4 mois (Baldelli et al., 1981). Aprées la premiere infection naturelle, 4 a 8 semaines
avant 1’apparition des ceufs dans les féces, un taux €levé d’anticorps anti-D.dendriticum
a éte détecte par ELISA, ce qui montre que ce test est efficace pour un diagnostic précoce
de la dicrocoeliose (Ambrosi et al., 1980).

Une étude récente a grandement contribué a clarifier certains aspects du diagnostic
immunitaire de la dicrocoéliose. La réponse en IgG chez deux groupes de moutons
infectés expérimentalement avec 1000 et 3000 ME ont été détectés par ELISA 19 et 23
jours plus tot que les ceufs dans les féces. Les pics des titre d’anticorps étaient a 60 jours
p.i. dans les deux cas et sont restés élevés jusqu'a la fin de 1’essai (180 jours p.i.). Aucune
différence significative n'a été détectée entre les titres d'anticorps et la charge de ME ;
montrant qu'il n'y a pas de corrélation entre la charge parasitaire et la réponse
immunitaire (Gonzalez-Lanza et al., 2000). La détection des anticorps anti D.dendriticum
par la méthode ELISA est important pour les études séro-épidémiologiques et pour le
diagnostic précoce de dicrocoéliose chez les agneaux (les anticorps apparaissent 30 jours
apres infestation) conduisant a un traitement pour éviter les pertes économiques.

V. Prophylaxie et traitement

Le contrdle de la petite douve du foie est difficile et peu efficace a ce jour en raison de la
complexité de son cycle biologique et de son épidémiologie. Le contréle repose
principalement sur les pratiques d'élevage (éviter de paturer tét le matin ou tard dans la
soirée, ce qui augmente I’infection par les fourmis) pour un meilleur contréle des hotes
intermédiaires et du traitement des animaux (Otranto et Traversa, 2002). Comme dans
les cas des vers pulmonaires et de la fasciolose (Cabaret et Galkin-Cabaret, 1985), La
cartographie des sols devrait étre évaluée et étudiée de maniére a identifier la présence
de sol calcaire qui représente I’habitat préférenticl du D. dendriticum (Otranto et
Traversa, 2002).

Il a également été recommandé de recouvrir les fourmiliéres avec des branchages sur un
périmétre d’un métre autour de la fourmiliére, les fourmis restant accrochées

préférentiellement autour de celle-ci. (Juliard., 2003)

Les méthodes de contrdle des hotes intermédiaires ne sont possibles que dans de petites

zones, car leur codts élevés empéchent leur utilisation généralisée (Otranto et Traversa,
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2002). La destruction et le contréle des hétes intermédiaires par des produits chimiques
n’est guere envisageable pour des raisons écologiques, leur coit étant, de plus, excessif.
Les hétes intermédiaires sont, en outre, difficiles a localiser sur le terrain, les escargots se
réfugient dans les haies ou sous des pierres, les fourmilieres sont enterrées sous une
pierre ou des brindilles; l'utilisation de calcium cyanamide, de molluscicide et d’engrais
chimiques, sont colteux et sont souvent génés par les conditions de sol difficiles.
Cependant une autre option écologique est possible telle que I’introduction des dindes,
des poulets, des oies et des canards dans de petits paturages (environ 50 oiseaux par ha)

pour manger des escargots et des fourmis(Otranto et Traversa, 2002).

En pratique, la prophylaxie dans les zones d’endémie repose sur un traitement stratégique
de tous animaux exposés directement (par paturage libre) a I’infection. Parmi les
médicaments  anthelminthiques, beaucoup de  benzimidazole (albendazole,
triclabendazole, fenbendazole, mébendazole, cambendazole, thiabendazole) et des
dérivés de pro-benzimidazole (thiophanate) ont été utilisés contre D. dendriticum, a des
doses plus élevees que celles utilisées contre les ténias, les douves, les nématodes

pulmonaires et gastro-intestinaux (Onar, 1990).

L’Albendazole (ZAB), administré a des doses de 15 et 20 mg / kg par voie orale ou intra-
ruminal, réduit la moyenne de la charge parasitaire du D.dendriticum de 98,2% et 99,6%
respectivement, (Himonas et Liakos, 1980) alors qu'une dose unique de 10 mg / kg

diminuait la charge parasitaire de 92,22% (Cordero, 1980).

Une augmentation des niveaux de production chez les animaux traités (2,56 kg de
fromage et 0,6 kg de laine en moyenne de plus que le groupe témoin) a été également
observée, ainsi qu’une réduction de la contamination des paturages par les larves de

nématodes.

Sur la base de 1’épidémiologie du Dicrocoelium et de ses hétes intermediaires, les
traitements sont suggérés deux ou trois fois par an au début du printemps et avant de
loger les animaux en automne. Les troupeaux transhumants de brebis et de chevres sont

traités une fois qu'ils atteignent la vallée (Jithendran et Bhat, 1996).

A ce jour, aucune stratégie de vaccination contre la dicrocoéliose n’a été étudiée, méme
si une réponse dépendante d'anticorps contre D. dendriticum a été enregistrée (Otranto et
Traversa, 2002).
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I. Matériel et méthodes
l.1.Présentation de la zone d’étude
a-La kabylie :

L'Algérie est constituée d'une multitude de reliefs. Le nord est sillonné d'ouest en est par
une double barriere montagneuse (Atlas tellien et saharien) avec des chaines telles que
le Dahra, I'Ouarsenis, le Hodna, les chaines de Kabylie (le Djurdjura, les Babors et

les Bibans) et I'Aurés.

Notre étude a été réalisée au niveau des différents abattoirs des trois wilayas Tizi-Ouzou,
Bouira et Bé¢jaia régions situées au nord de I’Algérie communément appelée

La Kabylie qui est une région historique située dans le nord de I'Algérie et a I'est d'Alger.

Terre de montagnes densément peuplées, elle est entourée de plaines littorales a l'ouest et

a I'est au nord par la Méditerranée et au sud par les Hauts Plateaux.

La Kabylie comporte plusieurs zones climatiques. Le littoral et la Kabylie maritime sont
de climat méditerranéen. L'hiver y est plutdt doux comparé au reste de la région, avec une
température de 15 °C en moyenne. La période estivale, rafraichie par les vents marins,
présente une température moyenne de 35°C environ. Sur les hauteurs, le climat est
beaucoup plus rude, avec parfois des températures négatives et une neige abondante
I'niver et des étés trés chauds, trés secs, notamment vers le sud ou la pluviométrie est

moindre. (9)
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Figure 27 : Carte géographique de la zone d’étude (Bouira, Tizi-Ouzou, Béjaia) (10)

*Wilaya de Tizi-Ouzou
La Wilaya de Tizi-Ouzou présente un relief montagneux fortement accidenté qui s’étale
sur une superficie de 2 994 km2. Elle comprend une chaine cétiére composée des Dairas
de Tigzirt, Azzeffoun, un massif central situé entre 1’Oued Sebaou et la dépression de
Draa El Mizan, Ouadhias. La wilaya de Tizi Ouzou est limitée par: La mer méditerranée
au Nord ; La Wilaya de Bouira au Sud ; La Wilaya de Boumerdes a 1’Ouest ; la Wilaya
de Bejaia a I’Est (11).




> Leclimat

La wilaya de Tizi-Ouzou qui est une partie d’Algérie du nord se situe donc sur la zone
de contact et de lutte entre les masses d’air polaires et tropicales. D’Octobre- Novembre a
Mars- Avril, les masses d’air arctique I’emportent généralement et déterminent une
saison froide et humide. Les autres mois de I’année, les masses d’air tropicales remontent
et créent chaleur et sécheresse. Le temps variable, fréquent sur la wilaya est créé par des
fronts discontinus, dus a la circulation zonale (d’Ouest en Est) de 1’air. L’humidité dans
la wilaya est due a des dépressions de front polaire qui balaient les montagnes et
provoquent pluie et neige. La pluviométric moyenne se situe entre 600 et 1000 mm d’eau
par an. Les précipitations peuvent varier considérablement d’une année a une autre et les
neiges peuvent étre abondantes sur le Djurdjura et I’extrémité orientale du massif central

(11).

Figure 28: Carte géographique Tizi-Ouzou: 1. Ain El Hammam ¢ 2. Azazga « 3.
Azeffoun « 4. Beni Douala «5. Beni Yenni « 6. Boghni « 7. Bouzguen « 8. Draa Ben
Khedda +9. Draé EI Mizan « 10. Iferhounéne « 11. Larbaa Nath Irathen « 12. Maatkas *13.
Makouda ¢ 14. Mekla ¢ 15. Ouacif « 16. Ouadhia « 17. Ouaguenoun «18. Tigzirt « 19. Tizi
Gheniff 20. Tizi Ouzou 21. Tizi Rached.(11)

*Wilaya de Bejaia:
La wilaya de Béjara est située au nord est de I'Algérie, dans la région de la Kabylie. Elle

est délimitée :

o al'ouest par les wilayas de Tizi-Ouzou et Bouira ;

« ausud par les wilayas de Bouira et Bordj-Bou-Arreridj ;



https://fr.wikipedia.org/wiki/Alg%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Kabylie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Wilaya_de_Tizi-Ouzou
https://fr.wikipedia.org/wiki/Wilaya_de_Bouira
https://fr.wikipedia.org/wiki/Wilaya_de_Bouira
https://fr.wikipedia.org/wiki/Wilaya_de_Bordj-Bou-Arreridj

« al'est par les wilayas de Sétif et Jijel,

« aunord par la mer Méditerranée.

La zone cotiere longue de plus de 120 km, alternant criques rocheuses et plages de sable
fin d’est vers 1’ouest. La cote est s'étend de I'embouchure de I'Oued Soummam a celui de
I'Oued Agrioun. Cette bande cotiere, retardée au niveau des villages de Tichy et d'Aokas,
étroite (200 a 2 000 metres) et principalement composée de terre sablonneuse du fait de
la pression maritime proche. La cote ouest s'étend de Cap Carbon jusqu’a Cap Sigli, cette

bande cotiére est escarpée.(12)

> Leclimat

Comme toutes les régions du littoral algérien, la wilaya de Béjaia bénéficie d'un climat
tempéré avec un hiver doux caractéristique des zones méditerranéennes avec une
température de 15 °C en moyenne. La période estivale, rafraichie par les vents marins,
présente une temperature moyenne de 25 °C environ. Sur les hauteurs, le climat est
beaucoup plus rude, avec parfois des températures négatives et une neige abondante
I'niver et des étés chauds, dans la vallée de la Soummam, couloir de passage du sirocco la
pluviométrie est de I'ordre de 1 200 mm/an. Elle est parmi les régions les plus arrosées
d'Algérie(12).

Figure29 : carte de la wilaya de Béjaia : 1. Adekar « 2. Akbou * 3. Amizour « 4.
Aokas ¢5. Barbacha « 6. Béjaia * 7. Beni Maouche +8. Chemini « 9. Darguina ¢ 10. El
Kseur «11. Ighil Ali « 12. Kherrata « 13. Ouzellaguen «14. Seddouk « 15. Sidi-Aich  16.
Souk El Ténine «17. Tazmalt « 18. Tichy ¢ 19. Timezrit.(12)

o
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*Wilaya de Bouira :

La wilaya est située est bordée par les chaines montagneuses du Djurdjura au nord et

des Bibans au sud-est. Elle est délimitée :

au nord par les deux wilayas de Boumerdes et de Tizi Ouzou ;

a l'est par les deux wilayas de Béjaia et de Bordj Bou Arréridj ;

au sud par la wilaya de M'Sila ;

a ’ouest par la wilaya de Médéa.

> Leclimat

Le climat est chaud et sec en été, froid et pluvieux en hiver. La pluviométrie moyenne est
de 660 mm/an au nord et de 400 mm/an dans la partie sud. Les températures varient entre

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

La wilaya de Bouira renferme d’importantes ressources en eau. Elle est traversée par des
bassins versants importants dont 1’apport moyen annuel est de ’ordre de 561 millions de

m3.(13).

Figure30 : carte de la wilaya de Bouira :1. Bouira « 2. Haizer « 3. Bechloul « 4.
M'Chedallah < 5. Kadiria 6. Lakhdaria « 7. Bir Ghbalou « 8. Ain Bessam « 9. Souk El
Khemis «10. EI Hachimia ¢ 11. Sour El Ghozlane « 12. Bordj Okhriss (13)
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b-Zone d'étude de la partie biologie moléculaire « Nord de I’Algérie »

(annexe 1) :

L’étude a été réalisée dans huit wilayates du nord de 1’Algérie : Bejaia, Souk-Ahras,
Batna, Médéa, Tissemsilt, Tiaret, Tlemcen et Ain-Temouchent (Figure 31). Des
échantillons de la wilaya de Bejaia ont été collectés dans 12 communes différentes
(Figure 31.b). La région etudiee est caractérisée par un climat méditerranéen et est
divisée par deux barrieres géographiques, le Tell et I'Atlas du Sahara. Le nord de
I'Algérie est caractérisé par un hiver froid et un été chaud avec des précipitations

importantes. Ces conditions sont avantageuses pour la transmission de Fasciola.
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Figure 31 : Carte géographique de 1’Algérie (a). Bejaia (b). Nord de I’Algérie
(c)Wilayas : Bejaia (A), Tiaret (B), Souk-Ahras (C), Ain-Temouchent (D), Batna (E),
Médéa (F), Tlemcen (G), and Tissemsilt (H). Communes : Akbou (1) Adekar (2), El
Kseur (3), Seddouk (4), Amizour (5), Kherrata (6), Sidi- Aich (7), Béjaia (8),
Ouzellaguen (9), Beni Maouche (10), Darguina (11), et Chemini (12) .(14)
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I.2.Le choix des animaux prélevés :

Un total de 4700 bovins a été prélevé de maniére aléatoire au niveau des abattoirs des
trois wilayates de janvier a décembre 2017 pour les wilayas de Tizi-Ouzou et Bouira et
durant deux années (2017 et 2018) pour la wilaya de Béjaia. Représentant plus de 10%
du nombre total d’animaux abattus dans ces abattoirs. Sur ces animaux, des prélevements
de bile, de selles et de sang ont été effectués associés a une inspection du foie pour la

recherche de Iésions de cholangites distomiennes avec prélévements du parasite.

*Les abattoirs concernés sont
Tizi-Ouzou comprenant Boghni, Mekla, Azazga, Tigzirt, DE.Mizan, Tamda, Tala
Athman, Draa Ben Khedda; Bouira comprenant Zone d’Activit¢ D1 commune de
Bouira, Ain Bessam et Béjaia comprenant Tuerie Héritier Iberraken d’Ouzellaguen,
abattoir Isekounene Lounis d’AKBOU.

1.2.1.1dentification des animaux
Une fiche d’enquéte a été établie pour chaque prélevement de bovin effectué. Nous y
avons mentionné essentiellement : le numéro du prélévement, 1’origine de I’animal, la
race, 1’age, le sexe, le type d’élevage, état général, production, administration

d’anthelminthique et enfin 1’état du foie a I’inspection. Voir (Annexe 2).

1.2.2.0utils statistiques
L’analyse des données a été réalisée a I’aide du logiciel SYSTAT 12 VERSION
12.00.08, Monte Carlo Version 1.00.08 et IBM SPSS Statistics 22.0 software.
Tests utilisés : Pearson Chi-deux. Le test exact de Fisher a été utilisé lorsque les
conditions d'application du test de Chi2 de Pearson n'étaient pas satisfaites, on considere
la présence d’une association significative entre les différentes variables lorsque la valeur
de P est <0.05.

1.2.3.Prélévements

1.2.3.1.Préelevement de selles :

Apreés éviscération de la carcasse, 150g de matieres fécales sont récoltées du rectum et
déposées dans une boite, puis conservées dans un réfrigérateur a +4°C jusqu’a leur

analyse dans les 24h (Figure 32).

.



Figure 32 : (A) Prélevements de matieres fécales a partir du rectum, (B) et dépot dans
des boites en plastiques, (photo Chougar L., 2017).

1.2.3.2.Prélevement de la bile :
La bile est récoltée par ponction de la vésicule biliaire a 1’aide d’une seringue de 5 Cc,

puis conservée au réfrigérateur a +4°C jusqu’a leur analyse (Figure 33).

Figure 33 : prélevement de la bile par ponction de la vésicule biliaire.
(photo Chougar L., 2017).

1.2.3.3.Prélevement sanguin :

La prise de sang a €té réalisée a partir de la veine jugulaire au moment de la saignée toute
en prenant soin de récolter les derniers jets de sang pour éviter toute hémolyse ; 04
millilitres (ml) de sang ont été recueillis dans un tube sec (Figure 34) puis centrifugés au
laboratoire a 4000 tours/min pendant 10min. Le sérum a été récolté grace a une

micropipette dans des microtubes stériles puis conservés a -20°C jusqu’a analyse.
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Figure 34 : Centrifugation du sang récolté dans des tubes secs et conservation des sérums
au congélateur dans des tubes Eppendorfs. (photo Chougar L., 2017).

1.2.3.4.Prélevements des parasites :

Apreés inspection des foies par la réalisation des incisions obligatoires, , les parasites ont
été retirés a partir de tous les foies présentant des cholangites distomiennes puis lavés au
PBS et conservés dans des tubes numérotés contenant de 1’alcool 70% placés au
congélateur a - 20°C (Figure 35).une partie des D.dendriticum a été conservee dans du

formol a 10%, pour I’analyse histologique.

Figure 35: prélevement du parasite et lavage au PBS (photo Chougar L., 2017).

I.3.Méthodes de Diagnostique :

I.3.1.Inspection des foies a I’abattoir :
L’inspection des foies a lieu apres éviscération totale et fente de la carcasse. Elle est
effectuée par la réalisation de deux incisions obligatoires. La premiére est large et
superficielle située au niveau des gros canaux biliaires a la base de la palette et la seconde
est courte et profonde perpendiculaire a la premiere et située au niveau du lobe de
SPIGEL (Figure36).
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Figure 36 : Inspection des foies par la réalisation des incisions obligatoires (photo
Chougar L., 2017).

1.3.1.Analyse des matiéres fécales (analyses coprologique)
a) La technique de sédimentation (méthode de Dinnik et Dinnik (1963)

Dans un bécher, 150 g de feces sont triturées, puis mises en suspension dans de I’eau.
La suspension obtenue est passée au travers d’un tamis pour éliminer les gros déchets.
On laisse décanter pendant 30 min pour que les ceufs puissent sédimenter.
Le surnageant est jeté, et le culot est dilué avec de 1’eau puis on laisse décanter pendant
30 min.
On répete ’opération 3 a 4 fois jusqu'a ce que le surnageant devienne clair.
Enfin, a 1’aide d’une pipette pasteur, on préleve quelques gouttes du culot, que 1’on
dépose entre lame et lamelle.
La préparation est examinée au microscope optique aux grossissements x40, x 100, X
200, et x 400 pour la recherche d’ceufs de Fasciola hepatica et Dicrocoelium
dendriticum.

b) Technique combinant sédimentation et flottaison (Teuscher (1965) modifiée
avec Vercruysse,Cotteleer et Fameree(1971))
Opérer une double sédimentation ; puis une centrifugation dans une solution saturé de
chlorure de zinc et chlorure de sodium (d=1.5).Recueillir les ceufs d’helminthes sur une
lamelle qui est posée sur le ménisque supérieur de la suspension, et les ceufs plus 1égers
que la suspension viennent flotter et s’y accoler.

Aprés 10 min, enlever la lamelle, la poser sur une lame porte-objet,




Examiner cette préparation au microscope optique aux grossissements x 40, x 100 , x 200

et x 400 pour la recherche d’ceufs de Dicrocoelium dendriticum et Fasciola hepatica.
1.3.3.Analyse de la bile

La bile contenue dans les seringues est transvasée dans des tubes coniques.

Ces derniers sont centrifugés a 5000 tours/min pendant 10 min.

Quelques gouttes du culot obtenu sont aspirées a I’aide d’une pipette pasteur et déposées

sur une lame et recouvertes d’une lamelle.

Le tout est observé au microscope optique aux grossissements x 40, x 100, x 200 et x

400 pour recherche des ceufs de Dicrocoelium dendriticum et Fasciola hepatica.

1.3.4. Analyses histologiques des parasites (D. dendriticum)
L’analyse histologique des parasites a été effectuée suivant la technique suivante :

1-Fixation : la fixation histologique a pour but d’immobiliser les structures, de les
conserver en s’opposant a I’autolyse cadaverique.la fixation utilisé est le formol a 10%
en immergeant 1’adulte de Dicrocoelium dendriticum dans le liquide de fixation (10 fois

son volume).
2-La macroscopie : apprécier la taille I’aspect externe la consistance et la coloration

Au terme de cet examen, les douves sont incluses dans des unicassettes en plastique

numérotées.

3-Circulation : le bute de la technique est d’obtenir des coupes histologiques de 3 a 5
um. pour cela le tissu doit étre imprégné dans un milieu rigide. Le milieu d’inclusion est
la paraffine qui n’est pas miscible a 1’eau : le tissu doit donc passer dans des liquides
intermédiaires miscibles a I’eau et au milieu d’inclusion. Cette étape est décrite sous le
terme de circulation ; elle se fait dans un appareil appelé autotechnicon. Le panier

contenant les prélévements sont transférés d’un bain a un autre de fagcon automatique.

La premiere étape est la déshydratation : I’éthanol (alcool) est le plus utilisé des agents
déshydratant .il est utilisé dans des bains de concentration croissante (de 70% a 100%) ce

passage se fait en 12 heures.

La seconde étape est 1’éclaircissement celui-ci consiste a remplacer 1’éthanol par un

solvant. Au terme de cette étape le tissu devient transparent d’ou le terme




d’éclaircissement .les agents éclaircissants sont le benzeéne le toluéne le xyléne (4bains)

cette étape dure 8heures.

La derniére étape de la circulation est 1’imprégnation plusieurs bains de paraffine sont
utilisés (60°) cette étape dure 4 heures (Figure 37).

*Inclusion en paraffine ou enrobage ; la paraffine fondue est versée dans un moule, le
prélevement est déposé, la cassette comportant le numéro est ajustée au dos du moule. Le
moule est ensuite mis a refroidir sur une plaque métallique réfrigérée. Les blocs sont

démoulés apres refroidissement de la paraffine (Figure 38).
*Microtome : L’appareil qui permet d’obtenir des rubans de fines couche des tissus

*Installation du bloc : Le bloc est introduit dans la pince a objet du microtome et

immobilisé grace a la vis de blocage. Sa surface doit étre verticale.

Rabotage : Cette étape consiste a enlever la couche de paraffine en exces (coupe de 15 a
20 pm)

Confection de rubans : Les coupes effectuées adhérent les unes aux autres en formant

un ruban de 3 a5 um d’épaisseur.

Etalement : le tissu inclus dans la paraffine est comprimé pendant la coupe : Le recours a
un bain d’eau chaude pour ramollir la paraffine permettra a la coupe de se décompresser.
L’¢étalement des coupes se fait dans un bain thermostaté (40°) (on recueille les coupes a

I’aide d’une lame) (Figure 39).

Coloration: La coloration est précédée par le déparaffinage et I’hydratation. Le
déparaffinage est assuré par le xylene (3bains pendant 3a5minutes).l’hydratation a pour
but de retirer le xyléne du tissu et de le remplacer par de 1’eau : Trois bain d’éthanol a
concentration décroissante sont utilisés. La coloration utilisée est la méthode a
I’hématéine-éosine (Figure 40).

-plonger la lame dans 3bains d’alcool de concentration différentes pendant 3min

-rincer a 1’eau 2min

- Colorer a I’hématéine de Harris pendant 15 secondes

- Passage a I’eau ammoniacale durant 1min

- Rincer a I’eau pendant 2min

.



- Colorer a I’éosine pendant 15secondes
- Rincer a I’eau durant 5min
- Déshydrater en ringant dans 1’éthanol absolu

Montage :
- Eclaircir dans un bain de xyléne

- Fixer a I’aide d’une masse collante(Eukitt) la lamelle de verre sur la lame.

Figure 37 : Réalisation de 1’étape de
circulation dans 1’ Autotechnicon.

(photo Chougar L., 2018).

Figure 38 : Inclusion en paraffine ou

enrobage (photo Chougar L., 2018).

Figure 39 : Etalement des coupes
dans un bain thermostaté (40°c)
(photo Chougar L., 2018).

Figure 40 : Coloration des lames par
la méthode hématéine-éosine(photo
Chougar L., 2018).

1.3.5.Analyses sérologiques :

1.3.5.1.Principe du test :

Des microplaques a 96 puits ont été sensibilisées par un anticorps monoclonal spécifique
d’une protéine de Fasciola hepatica. L’anticorps assure la capture et la purification de

cette protéine a partir d’un lysat du parasite. Les colonnes impaires (colonnes 1, 3, 5,7, 9,
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11) des microplaques contiennent la protéine parasitaire purifiée capturée par 1’anticorps
monoclonal tandis que les colonnes paires (colonnes 2, 4, 6, 8, 10, 12) ne contiennent que
I’anticorps monoclonal. L'utilisation d'un tel témoin négatif permet de limiter dans des
proportions importantes le nombre d'échantillons faussement positifs. Les serums
sanguins, sont dilués dans le tampon de dilution. Aprés incubation et lavage de la
préparation, le conjugué, un anticorps monoclonal spécifique des 1gG1 bovines couplé a
la peroxydase, est ajouté. A l'issue d'une seconde incubation d'une heure a 21°C +/- 3°C
et d'un second lavage, on ajoute la solution de révélation (TMB monocomposant). En cas
de présence d'immunoglobulines spécifiques de Fasciola hepatica dans le sérum, le
conjugué reste fixé sur la cupule contenant le parasite et l'enzyme catalyse la
transformation du chromogene incolore en un produit bleu. L'intensité de la coloration est
proportionnelle a la teneur en anticorps spécifiques présents dans I'échantillon. Le signal
enregistré sur la cupule négative sensibilisée par le témoin antigénique est retranché du

signal de la cupule positive sensibilisée par le trématode (Figure 41).

All T+ | T+
B || T- | T-
c | TR | TR
D || EC1|EC1
E || EC2 | EC2
F

G

H

Figure 41 : Disposition des différents échantillons de sérums sur les plaques ELISA
(T+ : Témoin positif, T- : Témoin negatif, TR : Traceur, EC1 : échantillon 1, EC2 :
échantillon 2).
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1.3.5.2. Composition de la trousse

Tableau VII: Différents constituants du kit ELISA

BIO K 211/2

BIO K 211/5

Microplaques

2

5

Solution de lavage

1 X 100 ml (20 X)

1 X 250 ml (20 X)

Tampon de dilution (coloré)

1X50ml (5X)

1 X 100 ml (5 X)

Conjugué

1X0,5ml (50 X)

1X1,4ml (50X)

Sérum positif

1X0,5ml (1X)

1X0,5ml (1X)

Sérum négatif

1X0,5ml (1X)

1X05ml (1X)

Traceur

1X0,5ml (1X)

1X0,5ml (1X)

1X25ml (1X)
1X15ml (1X)

1X55ml (1X)
1X30ml (LX)

Solution TMB monocomposant
Solution d‘arrét

1.3.5.3.Mode opératoire :

1- Tous les constituants doivent étre ramenés a 21°C +/- 3°C avant utilisation. Retirer la

microplague de son emballage (Figure 42)
2- Préparation et dilution des échantillons
2.1- Préparation des sérums sanguins

Les sérums sanguins doivent étre dilués au 1/100. Tout en évitant d’utiliser des

échantillons hémolysés ou renfermant des coagula. (Figure 44).
2.1.1- Dilution en tube :

Distribuer 990 pl de tampon de dilution, préparé suivant les modalités décrites selon le
kit, dans des tubes de 5 ou de 10 ml. Ajouter dans chacun de ces tubes 10 pl des

échantillons et agiter brievement sur un agitateur mécanique (dilution finale au 1/100).
*Préparation du tampon de dilution :
Pour une plaque de 96 puits —mélanger 20 ml du tampon de dilution avec 80 ml d’eau
distillé.
2.2- Dilution des sérums de référence de la trousse (positive et négative) et

du traceur :

Les sérums positifs et négatifs ainsi que le traceur doivent étre dilués au 1/100. Réaliser

cette dilution en une étape en tube (Figure 45).

3- Distribuer les échantillons (sérums sanguins) a raison de 100 pl par puits.




La disposition suivante a été appliquée : sérum positif : puits Al et A2, sérum négatif :
puits B1 et B2, traceur : puits C1 et C2, échantillon 1 puits D1 et D2 etc....

- Couvrir et incuber la plaque a 21°C +/- 3°C durant une heure. (Figure 46).

4- Rincer la plague a l'aide de la solution de lavage préparée selon les modalités definies
du kit.

*Préparation de la solution de lavage :

Pour 5 plaques : mélanger 250ml de la solution de lavage avec 4750ml d’cau distillé
(Figure 47).

- Egoutter la microplaque a I'envers sur une feuille de papier absorbant propre de maniére
a bien éliminer tout le liquide. Ajouter 300 pl de la solution de lavage puis vider a
nouveau la plaque par retournement au-dessus du récipient de confinement. Répéter
quatre fois l'opération en évitant tout particulierement la formation de bulles dans les
cupules. Durant notre travail I’utilisation d'un laveur de plaques automatique a été
réalisée. Il est cependant nécessaire de régler la profondeur d'immersion des aiguilles de

maniere a ne pas altérer la couche de réactifs adsorbés sur le fond des puits.
5- Dilution au 1/50 du conjugué dans le tampon de dilution

*pour une plaque, diluer 250 pl de la solution mere du conjugué dans 12,25 ml de
solution de dilution. Distribuer 100 pl par puits de la solution diluée de conjugué (Figure
48). Couvrir et incuber 1 heure a 21°C +/- 3°C.

6- Laver la plague comme décrit au point 4.
7- Distribuer le révélateur sur la microplaque a raison de 100 pl par puits.(Figure 49).

La solution de révélateur doit étre parfaitement incolore lors de la distribution sur la
plague. Si une coloration bleue devait étre visible, cela indiquerait une contamination de

la solution ou de la pipette.
8- Incuber 10 minutes a 21°C +/- 3°C. a I’obscurité et sans couvrir (Figure 49).

Ce temps n'est donné qu'a titre indicatif car dans certaines circonstances, il pourra étre

utile de I'allonger ou de le raccourcir.
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9- Distribuer la solution d'arrét a raison de 50 pl par puits. La couleur passe de bleu a

jaune (Figure 50).

10-Enregistrer les densités optiques a l'aide d'un spectrophotometre pour plaques en
utilisant un filtre de 450 nm. Les résultats doivent étre enregistrés le plus rapidement
possible apres I'application de la solution d'arrét. En effet, en cas de signal élevé, le

chromogeéne peut cristalliser et conduire a des mesures erronées (Figure 51).

Figure42 : Photo des constituants Figure43 : plaque ELISA
du kit ELISA Fasciola hepatica

Figure44 : Dilution des sérums sanguins au 1/100 dans le tampon de
dilution

Serum Positif

Figure 45: Les sérums positifs et négatifs ainsi que le traceur (photos
Chougar L., 2018).
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Figure46 : Plaque couverte de film
adhésif et laisser incuber pendant
1heure (photos Chougar L., 2018).

Figure47 :(A) Laveur
Automatique (Bio-RAD) (photos
Chougar L., 2018).
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Figure 48 : Diluer au 1/50 le conjugué dans le tampon de dilution

(photos Chougar L., 2018).

Figure 49: Distribution du révélateur sur la microplaque a raison de
100 pl par puits et incubation 10 minutes & 21°C +/- 3°C a I’obscurité et
sans couvrir (photos Chougar L., 2018).
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Figure 50: Distribution de la solution d'arrét a raison de 50 pl par puits.
La couleur passe du bleu au jaune. (photos Chougar L., 2018).
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Figure 51 : Enregistrement des densités optiques a lI'aide d'un
spectrophotometre pour plagues (photos Chougar L., 2018).

1.3.5.4.Interprétation des résultats

- Soustraire de chaque valeur enregistrée sur les colonnes impaires le signal des puits
témoins négatifs correspondants et noter le résultat obtenu (calcul des deltas D.O.). Pour
effectuer ce calcul, tenir compte de I'existence éventuelle de valeurs négatives. Procéder

de méme pour les sérums positifs et négatifs.

- Le test ne peut étre validé que si le sérum positif fournit une différence de densité
optique en dix minutes supérieure a 0,800 et le sérum negatif fournit une différence de

densité optique inférieure a 0,300.

-Diviser chaque valeur obtenue par la valeur correspondante obtenue avec le sérum

positif et multiplier ce résultat par 100 pour I’exprimer sous la forme d’un pourcentage.

Delta DO éch * 100
Val(eur) =

Delta DO pos

En utilisant le TableauV 111 repris ci-dessous, on détermine le niveau de positivité des

sérums.




Tableau VIII: Tableau déterminant les différents niveaux de positivité des sérums

0 +/ 2N AE 44+

Echantillon individuel ~Val <I0%<= Val <15%<= Val <45%<= Val <75<= Vil

Pool de 10 échantillons Val <3%<= Val <I15%<= Val <45%<= Val <75<= Vil

* L'interprétation des niveaux de positivité est la suivante :
0: Pas d'infestation par Fasciola hepatica

+/-: Résultat douteux. Refaire le test un mois plus tard

+: Infestation faible

++: Infestation moyenne

+++: Forte infestation

1.3.6.Analyses moléculaires de Fasciola spp.

a. Echantillonnage de Fasciola et analyses morphométriques

Aprés I'examen post mortem de 1701 bovins, des douves adultes ont été prélevées sur 87
foies infectés de janvier a décembre 2017. Les échantillons ont été recueillis dans des

pots en plastique, puis laves dans du PBS.

La longueur du corps (BL) et la largeur du corps (BW) ont été mesurées a l'aide d'un pied
a coulisse (figure 52). Le rapport longueur / largeur du corps (BL / BW) a également été
calculé pour chaque échantillon. Une analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA),
mise en ceuvre dans SPSS 18.0 (SPSS, Chicago, IL), a été réalisée afin de déterminer s'il
existait une variation morphomeétrique significative entre des douves isolées provenant de

différentes localités.

Les localités ont été divisées en deux groupes, Est (Bejaia, Souk-Ahras et Batna) et Ouest

(Médéa, Tissemsilt, Tiaret, Tlemcen et Ain-Temouchent) (Figure 31)
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Figure 52 : Mesures morphométriques des douves récoltées au niveau des différentes
localités a 1’aide d’un pied a coulisse (photo Chougar L., 2017).

b. Préparation, fixation des parasites
Apres récolte des douves a partir des foies infestés au niveau des différents abattoirs dans
des boites en plastique ; on procede au lavage des douves au PBS (Figure 34) pour
I’élimination de tout les débris biliaires et sanguins. Vient en suite la fixation des
spécimens, destinés a 1’étude moléculaire dans de 1'éthanol a 70% (spécial PCR) puis
conservés au congelateur a -20°C. Cette méthode a été préférée a celle de la congélation

car le transport des échantillons est facilité.

c. Choix de la portion du gene et conditions du choix : (ITS-1/5,8S/ITS-2,
COlI; NADI, COIl-trnT-rrnL)
Les conditions minimales que doit remplir une molécule pour pouvoir satisfaire les
objectifs de la biologie comparative et de la reconstruction phylogénétique ont été
définies (Lecointre, 1993 ; Lecointre et al., 1993) et sont de maniere générale:
- L'ubiquité: elle doit étre présente chez tous les organismes étudies.
- L'orthologie: elle doit étre qualifiée d'orthologue, c'est-a-dire la similitude observee
doit étre due a une descendance commune (Fitch, 1970).
- La conservation: elle doit posséder des régions comparables dont les taux d'évolution

ne doivent pas trop différer pour permettre la recherche de sites homologues.

1. Séquences nucléaires : Choix et obtention
* L'ADN ribosomal nucléaire : Généralités
Les ADNr nucléaires codent pour les génes des ARNr constitutifs impliqués entre autres

dans le bon positionnement des ARNm pour leur traduction en protéines (Lewin, 1994).
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Les ADNTr sont organisés en domaines d'unités invariables répétées en tandem. Chaque
unité¢ de répétition, d’une longueur environ 10000 paires de bases (10 Kb), est composée
d’une région non codante (NTS et ETS) et d’une région codante, appelée cistron. Chaque
cistron est constitué de trois exons, les plus grands genes d'ARNr (18S, 5,8S, 28S) qui
codent, lors de la transcription en ARN messager, pour les trois sous-unités protéiques
qui composent le ribosome. Les trois genes sont séparés par deux espaceurs internes
transcrits (ITS) (Figure53). Chaque unité est séparée d'une autre unité par un espaceur
intergénique non transcrit IGS ou IGR, formellement appelé espaceur non transcrit (NTS)
(Bruns et al., 1991; Henson et French, 1993) ( Figure 53).

Figure 53: Unité de transcription d’ADNr d’eucaryote avec son espaceur non transcrit.
NTS: Non Transcribed Spacer, espaceur non transcrit; ETS: External transcribed spacer,
espaceur externe transcrit; ITS: Internal transcribed spacer, éspaceur interne transcrit,
18S, 5,8S et 28S correspondent aux genes codant pour les sous-unités ribosomiques
correspondantes (Hillis et Dixon, 1991).

* Choix de la portion de génes et amorces pour amplification
La détermination de la portion du gene qui devait étre utilisée pour atteindre les buts fixés
de la présente étude a été effectuée aprées alignement des séquences disponibles dans la
banque de nucléotides (GenBank). Les séquences specifiques du genre Fasciola pour
I'ADNr (18S/ITS 1/5,8S/ITS-2) ont été extraites. Ainsi les éspaceurs internes transcrit
ITS-1 et ITS-2, avec, la région codante d’ADNTr 18S et 5,8S, ont été choisis. Nous avons

utilisé les amorces BD1 (sens) et BD2 (anti-sens) (Tableau X).

2. Séquences mitochondriales (COI; NADI, COI-trnT-rrnL): Choix et
obtention
Le mode d’hérédité maternelle de I’ADNmt (Wolstenholme, 1992) est une caractéristique
qui en fait d’elle actuellement un des marqueurs moléculaires les plus utilisés pour

explorer la diversité des populations et établir les relations phylogénétiques inter et intra-

.



especes (Kocher et al., 1989). La caractéristique la plus importante de I’ADNmt est
I’absence, généralement, de recombinaison entre molécules (Brown, 1983). Ce caractére
permet de reconstituer facilement la molécule ancestrale dans les études phylogénétiques
(Wilson et al., 1987). L’ADNmt présente donc toutes les propriétés d’un marqueur

moléculaire idéal pour les études phylogénétiques.

* Gene mitochondrial (COI; NADI, COIl-trnT-rrnL): Généralités
Le génome mitochondrial contient essentiellement des genes codant pour les composants
de la chaine respiratoire et de la machinerie de la traduction des protéines (Avise, 1986).
Les génomes mitochondriaux varient largement en taille et en nombre de génes selon les
organismes (Olsen, 1987; De Rijk et al., 1995). Chez les animaux, la transmission du
génome mitochondrial d’une génération a une autre se fait uniquement par les
mitochondries de I’ovule (Boursot et Bonhomme, 1986; Avise et al., 1986). Par ailleurs,
les systemes de réparation de ’ADNmt sont treés limités 1’exposant ainsi & une mutabilité
accrue dix fois plus ¢levée que I’ADN nucléaire (Boursot et Bonhomme, 1986).
L’utilisation d’amorces conservées pour I’amplification d’un fragment de I’ADNmt par
PCR et le séquencage du produit obtenu génerent des informations relatives a 1’évolution

d’un tel fragment chez un grand nombre d’organismes.

Fasciola sp
14433 bp

Fascrola grrantica

14478 bp

Figure 54 : Le génome mitochondrial de Fasciola spp. (Liu et al., 2014)




* Choix de la portion de génes et amorces pour amplification
Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux genes codant pour la région COI-
trnT-rrnL (Le et al. 2012), pour NADI. (Itagaki et al. 2005), et enfin pour COI (Bowles et
al. 1992).

L’analyse moléculaire a été réalisée au niveau du laboratoire KSU Mammals Research

Chair, Department of Zoology, College of Science, King Saud Universityde.

3. Extraction, amplification, Evaluation de la quantité et de la qualité
de I'ADN et enfin séquencage de I'ADN
Un a trois douves adultes ont été sélectionnées au hasard parmi chaque héte pour une
analyse moléculaire, pour un total de 140 échantillons. Les échantillons ont été stockés
dans de I'éthanol a 70% et conservés a - 20 ° C.
*Extraction
L’ADN génomique a été extrait d’une partie de la zone latérale de la douve adulte a
I’aide du kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega, Etats-Unis) conformément

aux recommandations du fabricant (Annexe 3) (Figure 55).

Figure 55:A/ coupe de la partie de la zone latérale de la douve adulte .B/Filament d’un
brin d’ADN aprés extraction (photos Chougar L., 2018).

*Amplification (PCR de base) :
Pour I'amplification, 1 uL d’ADN génomique a été ajouté dans un mélange réactionnel de
25uL contenant 1U d'ADN polymérase MyTaq (Bioline, Memphis, USA), 5uL de

tampon MyTaqg 5 x ; 10 pmol de chaque amorce et ddH20O (sterile ultra-pure water).




-Les amorces BD1 et BD2 ont été utilisees pour I'amplification de la région ITS, incluant
les 18S rDNA, ITS-1, 5.8 rDNA et ITS-2.
-FhF et FHR pour COI-trnT-rrnL (Le et al. 2012)

NAD1 | COl-
trnT-
I'S ’ T L
1(ITS) 2(NAD1) 3(COX1)
*1U DNA pol. *1U DNA pol. *1U DNA pol. *1U DNA pol.
*5uL de tampon *5uL de tampon *5uL de tampon *5ul de tampon
MyTagq 5x MyTaq 5x MyTaq 5x MyTaq 5x
*10 pmol BD1 *10 pmol Ita 10 *10 pmol JB3 *10 pmol FhF
*10 pmol BD2 *10 pmol Ita 2 *10 pmol JB4 *10 pmol FHR
* ddH20 * ddH20 * ddH20 * ddH20

Figure 56 : Schéma représentatifs des différents mixtes utilisés pour I’amplification des
(ITS ,NAD1 ,COl et COI-trnT-rrnL).
-1ta 10 et Ita 2 pour NADI. (Itagaki et al. 2005),
-JB3 et JB4 pour COI (Bowles et al. 1992). (Tableau IX et X)

Tableau IX : Amorces utilisées pour I’amplification de COI-trnT-rrnL (Le et al., 2012),

FHF F. hepatica

GTTTTTTAGTTGTTTGGGGTTTG 23
FHGR Both species ATAAGAACCGACCTGGCTCAC 21

*/ L’amplicon produit par la paire d’amorce FHF / FHGR est de 1 031 bp

Tableau X: Différentes amorces utilisées pour 1’amplification de COI, NADI, ITS-1-2

COl JB3 TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT
JB4 TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG
ITS-1-2 BD1 GTCGTAACAAGGTTTCCGTA
BD2 TATGCTTAAATTCAGCGGGT
NADI Ita 10 AAGGATGTTGCTTTGTCGTGG
Ita 2 GGAGTACGGTTACATTCACA




-Mettre 24 ul de chaque mixte dans un tube eppendorf spéciale PCR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 [N.. |C |ITS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |N.. |C | NAD1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |N.. | C | COl

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 | N.. | C | COl-trnt-rml

-Rajouter 1 ul d’ADN de chaque échantillon dans les quatre mixtes de (ITS ,NAD1,COI,COl-

trnt-rrnl)

-Mettre dans le Thermocycleur (Figure 57).

Figure 57 : Mise pour amplification des différents mixtes dans le thermocycleur.

Les cycles de réaction ont consisté en une dénaturation initiale & 94 ° C pendant 4 min,
suivie de 30 cycles a 94 ° C pendant 90 secondes, a 55 ° C (pour le COl) ou a 53 ° C
(pour le NADI), a52 ° C (COIl). -trnT-rrnL) ou 62 ° C (pour ITS) pendant 90 set 72 ° C
pendant 120 s avec une extension finale a 72 ° C pendant 10 min. Au cours des

amplifications, un contr6le négatif a eté inclus pour évaluer une eéventuelle

contamination.

Controle negatif : mixture de PCR (1U d'ADN polymérase MyTaq (Bioline, Memphis,
USA), 5uL de tampon MyTaq 5 x ; 10 pmol de chaque amorce et ddH20 (sterile ultra-

pure water) ,sans ADN.
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Tableau XI: cycles de réaction utilisés pour 1’amplification de COI, NADI, ITS et COI-

Marqueurs
moléculaires

COl

NADI

COI-trnT-

rrnL

ITS

Etape

Pré-dénaturation
Dénaturation
Hybridation
Elongation

Elongation finale

Pré-dénaturation
Dénaturation
Hybridation
Elongation

Elongation finale

Pré-dénaturation
Dénaturation
Hybridation
Elongation

Elongation finale

Pré-dénaturation
Dénaturation
Hybridation
Elongation

Elongation finale

trnT-rrnLL

Durée

4 min
90s
90s
120s

10min

4 Min
90s
90s
120s

10min

4 min
90s
90s
120s

10min

4 min
90s
90s
120s

10min

température

94 °C
94 °C
55 °C
72°C
72 °C

94 °C
94 °C
53 °C
72°C
72 °C

94 °C
94 °C
52 °C
72 °C
72 °C

94 °C
94 °C
62 °C
72°C
72 °C

Nombre de
cycle (s)
X1

X30

X30

X30

X1

X1
X30
X30
X30
X1

X1
X30
X30
X30
X1

X1
X30
X30
X30
X1

*Migration en gel d’Agarose (1%) (Pour évaluer la qualité de ’ADN) :

La qualité de I'ADN génomique a été évaluée par électrophorese en gel, 6 ul d'ADN et
2.5 wl de la solution de dépdt (50% glycérol, 1 % SDS, 0,1M EDTA, 0,05% de Bleu de

Bromophénol) ont été déeposes dans chaque puits sur un gel d'agarose 1% dans du tampon

101



TBE (Tris Borate, EDTA) 10X, contenant 4ul de BET(. Laissez migré pendant 1h & 60v
400 mA, ’ADN est chargé négativement (il migre du - vers le +).(Figure 58 A)

Les photographies ont été numérisées et analysees au moyen du programme
MULTIANALYST (v.1.1, Bio-Rad). (Figure 58 B).

Un ADN de qualité se caractérisait par I'absence d'une trainée fluorescente causée par la

migration de plusieurs fragments d'’ADN de faibles masses moléculaires.

Figure 58 : A: dépot de I’ADN dans le gel d’agarose B : photographie de la migration
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*Purification (mi-PCR Purification Kit, metabion)

Figure 59 : kit de purification de I’ADN (mi-PCR Purification Kit, metabion)

-prendre de nouveaux tubes eppendorfs les numerotés selon les codes de chaque
échantillon

Figure 60 : Tubes de purification d’ADN

-Prendre 500l du PX Buffer et mélanger avec I’ADN de chaque échantillon
-mettre le tous dans les tubes du kit avec membrane

-centrifugez a 13 000 pm pendant 1min

-Rejetez le culot et remettre a nouveau

-Rajoutez 500l du WN Buffer dans les tubes a membrane (qui est chargé + pour
emprisonner I’ADN)

- Centrifugez a nouveau pendant 1min a 13 000pm
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-Rejetez le culot et remettre en place le tube

-Rajoutez 500ul du WS Buffer dans les tubes a membrane
-Centrifugez pendant 1min a 13 000pm

-Jetez le culot

-Recentrifugez pendant 5 min (pour enlever tout les résidus d’éthanol).

-Mettre les tubes a membrane dans les nouveaux tubes eppendorfs numérotés avec les
codes associes

-Rajoutez 25 ul de Elotion Buffer (qui va aller changer la charge de la membrane) pour
libérer ’ADN .

-Attendre 2-3 min apres centrifugez 2 min a 13 000 pm

-Jetez les tubes a membrane et refermez les tubes contenant le culot

*Quantification

-Prendre d’autres tubes eppendorfs mettre 98ul d’eau distillée
-Rajoutez 2ul de I’ADN purifié

-prendre le tous (100pl) dans la cuve et calculer I’absorbance ; 260 (ADN), 280
(protéines), 230 (sels) (Figure 61).

Figure 61 : Eppendorf BioPhotometer pour la quantification de I’ADN
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*Sequencage :

Tous les produits de PCR ont été séquencés en utilisant des amorces directes (sens) dans
les installations de séquencage de Macrogen (Macrogen Inc., Séoul, Corée)

*L'analyse des données

Seaview 3.2 (Galtier et al. 1996) a été utilisé pour effectuer plusieurs alignements pour
chaque marqueur génétique. Les séquences des deux genes mitochondriaux ont été
traduites en acides aminés pour vérifier I’amplification possible des pseudogenes. Des
séquences représentatives de F. hepatica, F. gigantica et du Fasciola aspermique
disponible dans GenBank ont été incluses dans les trois ensembles de données (ITS, COI
et NADI).

Les diversités d'haplotype (Hd) et de nucléotide () ont été estimees et la distribution
de mismatch des deux marqueurs mitochondriaux a été construite a l'aide de DnaSP v
5.10 (Librado et Rozas 2009).

Le D de Tajima (Tajima 1989) et les F de Fu (Fu 1997) ont été réalisés pour évaluer
I’hypothese de neutralité sélective des séquences d’ADNmt et I’équilibre de la dérive des
mutations de population.

En outre, la structure génétique de F. hepatica en Algérie a été estimée via une analyse
spatiale de la variance moleculaire (AMOVA) mise en ccuvre dans Arlequin 3.5
(Excoffier et al. 2005). Les populations étudiées ont été regroupées en fonction de leur
origine, populations est et ouest. Les niveaux de signification des statistiques
caracterisant la variation a différents niveaux hiérarchiques ont été évalués sur 10 000
permutations.

Les relations évolutives entre les haplotypes mitochondriaux ont été analysées pour
les deux marqueurs NADI et COI, par median-joining network (Bandelt et al. 1999)
construit avec Network 5.0 (Fluxus Technology Ltd.).

Les analyse de Neighbor joining (NJ) et de maximum likelihood (ML) ont été réalisées
pour déduire les relations entre les haplotypes NADI et COIl en utilisant respectivement
Seaview 3.2 et RAXML (Stamatakis 2006). Fascioloides magna (EF535001, EF534997) a
été inclus en tant que groupe externe. Dans les deux types de construction, la prise en

charge de bootstrap a été évaluée par 1000 pseudoreplicats.
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CHAPITRE 111 : RESULTATS
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16 partie : Résultats de la fasciolose a Fasciola hepatica

I-Prévalence totale de la fasciolose a Fasciola hepatica au niveau des abattoirs des

trois wilayas (Bouira, Tizi-Ouzou, Béjaia) : Aprés élaboration de quatre techniques de

diagnostique.

Des prélevements de bile de matiéres fecales et de sang sur tubes secs ont été effectués

sur un total de 4700 bovins en plus de I’inspection des foies au niveau des abattoirs,
-Apres réalisation des différentes techniques de diagnostiques a savoir :
1-Inspection des foies, (sur 4700 bovins) ,

2- analyses coprologiques, (sur 4700 bovins)

3-Analyses de la bile, (sur 4700 bovins),

4- Analyses seérologiques des sérums de bovins positifs, douteux et présentant un foie

sain (sur 675 sérums bovins).

A T’issue de ces quatre techniques de diagnostique la prévalence totale de la fasciolose
chez les 4700 bovins échantillonnés est de 8.27% (389 sur 4700). (Figure 62).

[ ] +(Positifs) m -(Negatifs)

8%

Figure 62 : Secteur 3D représentant la Prévalence totale de la fasciolose au niveau des

trois wilayas
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I.1.Prévalence totale selon les localités (Tizi-Ouzou, Bouira, Bejaia) :
1.1.1.Tizi-Ouzou :

Sur les 1658 bovins provenant de la wilaya de Tizi-Ouzou 8.56% (142 sur 1658) étaient

positifs a Fasciola hepatica.Figure 63).

8.56%

m +(positifs)

B -(negatifs)

Figure 63: Secteur 3D représentant la Prévalence totale de la fasciolose au niveau de la

wilaya de Tizi-Ouzou
1.1.2.Bouira:

Sur les 1304 bovins provenant de la wilaya de Bouira 10.04% (131sur 1304) etaient

positifs & Fasciola hepatica (Figure 64)

10.05%

[ ] +(positifs)

[ | -(negatifs)

Figure 64: Secteur 3D représentant la Prévalence totale de la fasciolose au niveau de la

wilaya de Bouira
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|.1.3.Bejaia:

Sur les 1738 bovins provenant de la wilaya de Béjaia 6.67% (116 sur 1738) etaient

positifs a Fasciola hepatica. (Figure 65)

6.67%

B +(positifs)

B -(negatifs)

Figure 65: Secteur 3D représentant la Prévalence totale de la fasciolose au niveau de la
wilaya de Béjaia

I1-Résultats des différentes techniques de diagnostique :

I1-1-Inspection des foies au niveau des abattoirs (des trois wilayas)

Apres éviscération de la carcasse, I’inspection des foies au niveau des abattoirs sur les
4700 bovins a révelé une prévalence totale de cholangite distomienne de 6.9% (325
bovins positifs), 5.02% des bovins quant a eux présentaient une cholangite non
distomienne soit (236 bovins).(Tableau XI1),(Figure66).

Tableau XII : Résultats de I’inspection des foies au niveau des abattoirs (des trois

wilayas).

| 325(6.915%)  236(5.021%)  4139(88.064%) 4700(100.000%) |
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Figure 66 : photos présentant des foies atteints de la fasciolose (photos Chougar L.,
2017).

11.1.1.Prévalence selon les localités (Tizi-Ouzou, Bouira, Bejaia) :

11.1.1.1.Tizi-Ouzou :

L’inspection des foies au niveau des abattoirs de la wilaya de Tizi-Ouzou a révélé une

prévalence de cholangite distomienne de 6.87%.(Tableau XIII).

Tableau XI11: Résultats de I’inspection des foies au niveau de la wilaya de Tizi-Ouzou

114(6.876%)  123(7.419%)  1421(85.706%)  1658(100.000%)

11.1.1.2.Bouira:

L’inspection des foies au niveau des abattoirs de la wilaya de Bouira a révélé une
prévalence de cholangite distomienne 8.28%,(Tableau XIV).et une prévalence de

cholangite non distomienne du 2.99%.

Tableau XIV: résultats de I’inspection des foies au niveau de la wilaya de Bouira

108(8.282%)  39(2.991%)  1157(88.727%)  1304(100.000%)
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11.1.1.3.Bejaia:

L’inspection des foies au niveau des abattoirs de la wilaya de Béjaia a revéle une
prévalence de cholangite distomienne de 5.93%, et une prévalence de cholangite non
distomienne de 4.26% (Tableau XV).

Tableau XV: résultats de I’inspection des foies au niveau de la wilaya de Bejaia

103(5.926%) 74(4.258%) 1561(89.816%) 1738(100.000%)

I1-2-Résultats des analyses coprologiques (des trois wilayas) :

Apres récolte des matieres fécales, 1’utilisation des deux techniques de diagnostique
(sédimentation et flottaison) nous a permis de détecter la présence d’ceufs de Fasciola

hepatica chez seulement 149 bovins soit une prévalence de 3.17%.(Tableau XV1)

Tableau XVI: Résultats de I’analyse coprologique au niveau des trois wilayas

149 (3.170%) 4551(96.830%) 4700 (100.000%)

11.2.1.Prévalence selon les localités (Tizi-Ouzou, Bouira, Bejaia) :

11.2.1.1.Tizi-Ouzou :

Sur les 1658 prélévements fécaux L’analyse coprologique nous a permis de détecter la
présence d’ceufs de Fasciola hepatica chez seulement 53 bovins soit une prévalence de
3.19%.(Tableau XVII).

Tableau XVII: Résultats de I’analyse coprologique au niveau de la wilaya de Tizi-

Ouzou

53 (3.197%) 1605(96.803%) 1658(100.000%)
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11.2.1.2.Bouira:

L’analyse coprologique nous a permis de détecter la présence d’ceufs de Fasciola

hepatica chez seulement 45 bovins soit une prévalence de 3.45%.(Tableau XVIII).

Tableau XVIII : résultats de 1’analyse coprologique au niveau de la wilaya de Bouira
45 (3.451%) 1259(96.549%) 1304(100.000%)
11.2.1.3.Bejaia :

L’analyse coprologique nous a permis de détecter la présence d’ceufs de Fasciola

hepatica chez seulement 51 bovins soit une prévalence de 2.93%. (Tableau XIX).

Tableau XIX: résultats de I’analyse coprologique au niveau de la wilaya de Bejaia

{ 51(2.934%) 1687(97.066%) 1738(100.000%) i

I1-3-Résultats de I’analyse de la bile (des trois wilayas) :

Aprés centrifugation 1’analyse du culot biliaire a révélé la présence d’ceufs du parasite

chez 315 bovins soit une prévalence de 6.7% (Figure 67).

Figure 67 : ceufs de Fasciola hepatica dans la bile (Gr. X 400) (photo Chougar L.,2017)
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Tableau XX : Résultats de 1’analyse de la bile (des trois wilayas)

315(6.702%) 4385(93.298%) 4700(100%)
11.3.1.Prévalence selon les localités (Tizi-Ouzou, Bouira, Bejaia) :

11.3.1.1.Tizi-Ouzou :

L’analyse du culot biliaire a révélé la présence d’ceufs du parasite chez 109 bovins soit

une prévalence de 6.57%. (Tableau XXI).

Tableau XXI: résultats de I’analyse de la bile au niveau de la wilaya de Tizi-Ouzou

109(6.574%) 1549(93.426%) 1658(100.000%)

11.3.1.2.Bouira:

L’analyse du culot biliaire a révélé la présence d’ceufs du parasite chez 107 bovins soit

une prévalence de 8.2%. (Tableau XXIlI).

Tableau XXII: résultats de 1’analyse de la bile au niveau de la wilaya de Bouira

107(8.206%) 1197(91.794%) 1304(100.000%)

11.3.1.3.Bejaia :

L’analyse du culot biliaire a révélé la présence d’ceufs du parasite chez 99 bovins soit une

prévalence de 5.69%. (Tableau XXIII).

Tableau XXIII: résultats de 1’analyse de la bile au niveau de la wilaya de Bejaia

99(5.696%6) 1639(94.304%) 1738(100.000%)
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I1-4-Résultats de I’analyse sérologique des sérums de bovins positifs et les douteux,

et quelques négatifs (sur 675 sérums de bovins) :

I1-4-1-Résultats de la sérologie :

Sur un total de 4700 sérums ,675 (325 infestés, 236 avec lésions hépatiques sans
présence du parasite et 114 avec foies macroscopiquement sains) sérums de bovins

abattus, ont fait I’objet d’une analyse sérologique.

L’analyse sérologique des 675 sérums par la méthode ELISA a révélé une plus grande
positivité des bovins soit 384 (56.9%) sérums se sont révélés étre séropositifs, 12

(1.78%) seulement se sont révélés douteux et 279 (41.33%) séronégatifs.

La séropositivité des bovins au niveau des trois wilayas Tizi-Ouzou, Bouira et Béjaia
était respectivement de 56.05% ,59.45% et 55.24%.

L’analyse sérologique a révélé une grande variation dans les taux d’anticorps chez les
bovins positifs a savoir sur les 56.9% de bovins séropositifs 12.29% présentaient un
faible taux d’anticorps (15%<VAL<45%), 16.44% présentaient un taux d’anticorps
moyens (45%<VAL<75%), et 28.15% des bovins présentaient quant a eux des taux
d’anticorps élevés (75%<VAL).

11.4.2.Etude des facteurs de risque de la variation des taux d’anticorps :
I1.4.2.1.Variation des taux d’anticorps selon la localité :

Notre étude statistique a révélé 1’existence d’une association significative entre les
variations des taux d’anticorps chez les bovins selon la localité d’origine P<0.001 (Figure

68).

Ainsi nous notons que la localité présentant le taux d’anticorps le plus élevé est celle de
Bouira avec 82(12.15%) des bovins révélant des valeurs (VAL>75%) ce qui
correspondait a de fortes infestations des bovins et la localité présentant les taux les plus

bas est celle de Tizi-Ouzou avec 45(6.66%) des bovins présentant des taux d’anticorps
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compris entre (15%<val>45%) qui correspondaient au niveau hépatique a de faibles

infestations.(Figure 68).

Variation des taux d’anticorps selon la
localité
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Figure 68 : Barres représentatives de la variation des taux d’anticorps selon la localité

I1.4.2.2.Variation des taux d’anticorps selon la saison de I’année :

Les taux d’anticorps les plus ¢élevés ont été enregistrés durant la saison de 1’Automne
avec 64(9.48%) présentant des valeurs supérieures a (VAL>75%), suivie de celle du
Printemps avec 59(8.74%), tandis que les taux les plus faibles seront enregistrés en hiver
avec 25(3.7%) présentant des valeurs comprises entre (15%<VAL<45%) (Figure
69).I’analyse statistique a révélé une association significative entre le taux d’anticorps

révélé en ELISA et la saison de 1’année (p<0.01).
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Figure 69: Barres représentatives de la variation des taux d’anticorps selon la saison de

I’année

I1.4.2.3.Variation des taux d’anticorps selon le sexe de I’animal:

Les taux d’anticorps les plus ¢élevés avec des (VAL>75%) semblent étre plus
fréquemment rencontrés chez les femelles 128 (18.96%), contrairement aux males ou
nous rencontrons ces valeurs que chez 62(9.18%) soit presque la moitié, tandis que les
valeurs d’anticorps les plus faibles (15%<VAL<45%) sont enregistrées chez les males

59(8.74%).(Figure 70)

Ainsi une association significative a été notée entre les variations d’anticorps et le sexe
de I’animal (P<0.01)
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Figure 70: Barres représentatives de la variation des taux d’anticorps selon le sexe de

I’animal

I1.4.2.4.Variation des taux d’anticorps selon I’age de I’animal :

Nos résultats montrent des taux d’anticorps plus elevés (val>75%) chez les animaux Dont
la classe d’age est (age>4ans ,2ans>age<4ans) avec des prévalences de 12.14% et
14.37% respectivement contre seulement 1.63% chez les jeunes (age<2ans). Tandis que
les taux d’anticorps les plus faibles (15%<val<45%) ont été notés chez les animaux plus
jeunes dont la classe d’age est (2ans>age<4ans, age<2ans) avec des prévalences
respectives de 6.66% et 3.7% contre seulement 1.92% pour les animaux agés (age>4ans)
(Figure 71). Ainsi une association significative a été notée entre les variations d’anticorps

et la classe d’age de 1’animal (P<0.01)
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Figure 71 : barres représentatives de la variation des taux d’anticorps selon 1’age de

I’animal

11.4.2.5.Variation des taux d’anticorps selon la race de I’animal:

Selon nos résultats les taux d’anticorps les plus élevés (Val>75%) ont été notés chez la
race Montbéliarde avec 11.4% suivie de la race Croisé et Holstein avec 6.07% chacune et
enfin la race Fleckvieh avec 4.59%.Tandis que les taux d’anticorps les plus faibles
(15%-<val<45%) ont été plus fréquemment notés chez la race Holstein avec 5.63%. Notre
test statistique a révélé I’existence d’une association significative entre les taux

d’anticorps et la race de 1’animal P<0.001 (Figure 72)
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Figure 72: Barres représentatives de la variation des taux d’anticorps selon la race de

I’animal

11.4.2.6.Relation entre les Iésions a I’inspection des foies et les taux d’anticorps

révélés en ELISA :

Un total de 675 sérums de bovins ont fait I’objet d’une analyse serologique (ELISA), les
sérums correspondaient au 325 bovins présentant une cholangite distomienne et 236

présentant une cholangite non distomienne et 114 sérums de bovins sélectionnés
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aléatoirement a partir de bovins présentant un foie sain a I’inspection, les résultats sont

illustrés dans la (Figure 73).

Notre analyse statistique a révélé 1’existence d’une relation significative entre le degré de

I’atteinte hépatique et le taux d’anticorps révélé en ELISA (P<0.001).

Selon nos résultats les sérums de bovins présentant des taux d’anticorps élevés dont les
valeurs étaient supérieures a (VAL>75%), tous correspondaient a I’inspection aux
abattoirs a des foies présentant des lésions hépatiques, avec inflammation des canaux
biliaires et présence du parasite Fasciola hepatica (cholangite distomienne), soit une

séroprévalence de 28.14%.

Les taux d’anticorps moyennement positifs compris entre (45%<val<75%)
correspondaient majoritairement a des foies présentant une cholangite distomienne (a
14.37%) contre seulement 1.63% a des foies présentant une cholangite non distomienne
c'est-a-dire des lésions hépatiques sans présence du parasite, et 0.44% de cette catégorie

correspondaient a des foies macroscopiquement sains.

Les sérums présentant des taux d’anticorps faibles (15%<val<45%) correspondaient a
5.18% a des foies présentant une cholangite non distomienne, a 4.88% a des foies infestés
présentant des cholangites distomiennes et a 2.22% a des foies macroscopiguement sains.

(voir Figure 73) (Annexe 7)
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Figure 73 : Barres représentatives de la variation des taux d’anticorps selon les résultats

de ’inspection des foies.

I1.5.Résultats de I’analyse moléculaire

I1.5.1.Prévalence globale de la fasciolose au niveau des huit

wilayates : (de janvier a décembre 2017)
La prévalence globale de la fasciolose chez les bovins du nord de I'Algérie était de 5,1%
(n = 87). En comparant les wilayates, la prévalence a varié de 2,3% (Tissemsilt) a 22,0%
(Souk-Ahras) (Tableau XXIV). En ce qui concerne la wilaya de Bejaia, la prévalence
globale était de 5,8% et entre les différentes communes, elle variait de 3,2% (Chemini) a
11,5% (Kherrata). Toutes les douves étaient en forme de feuille présentant un angle de

corps oblique avec des épaules apparentes, des caractéres morphologiques spécifiques a

121



F. hepatica. Une analyse de la variance & un facteur (ANOVA) n'a montré aucune
différence significative entre les échantillons de I'est et de I'ouest pour tous les parameétres
(largeur de corps, longueur de corps et rapport longueur et largeur du corps) (Tableau
XXV).

Tableau XXIV: Nombre de bovins abattus et prévalence des foies infectés par la
fasciolose dans les wilayates d’Algérie

Wilaya Commune N. Prévalence+
examines %
Bejaia (A) Akbou (1) 95 10.5
Adekar (2) 77 10.4
El Kseur (3) 81 4.9
Seddouk (4) 65 6.2
Amizour (5) 96 6.3
Kherrata (6) 61 115
Sidi-Aich (7) 106 4.7
Béjaia (8) 83 2.4
Ouzellaguen (9) 87 4.6
Beni Maouche 80 3.8
(10)
Darguina (11) 73 6.8
Chemini (12) 187 3.2
Tiaret (B) 122 2.45
Souk-Ahras (C) 18 22.3
Ain-Temouchent 113 4.42
(D)
Batna (E) 30 6.72
Médéa (F) 88 3.4
Tlemcen (G) 111 2.7
Tissemsilt (H) 128 2.34

TOTAL 1701 5.1



Tableau XXV: Résultats de I’analyse de la variance a un facteur (ANOVA) pour la

largeur, la longueur et le rapport longueur et largeur du corps. Les groupes correspondent

aux wilayates de 1'est et de 1'ouest du nord de 1°Algérie.

Source of variation ~ Sum of df F Sig.
squares
longueur Entre groupes 0.45 1 2.38 0.125
Within groups 26.20 138
Total 26.65 139
Largeur Entre groupes 0.33 1 3.64 0.14
Within groups 6.97 138
Total 7.30 139
ratio longueur Entre groupes 0.72 1 5.23 0.23
/Largeur
Within groups 29.20 138
Total 29.92 139

I1.5.2.Résultats de I’analyse moléculaire

Le séquencage des fragments ITS a donné une séquence d'une longueur d'environ 959 pb.

(Annexes 5).L’annotation des ITS a ét¢ déduite de multiples alignements avec Fasciola

spp. Séquences disponibles dans GenBank. Ce marqueur genétique comprend un

fragment partiel 18S de 41 pb, des séquences entieres des ITS-1 et 5.8S, respectivement
de 435 pb et 137 pb, et une séquence entiére d’ITS-2 de 346 pb (Tableau XXVI).

123



Tableau XXVI : Détails des séquences ITS de Fasciola d'Algérie et d'autres pays

ITS1 ITS2
50 140 234 312 332 823 847 874 886 892 935943 950 957 958

F. gigantica Niger T T T A T C cC T T c T - A A T AM900371 Ali et al., (2008)
Egypt T T T A T C cC T T c T - A T A EF612472-84  Lotfyetal., (2008)
China T T T AT C cC T T c T - - T A KF543340 Liuetal., (2014)

F. hepatica Niger C A C T C T T C C C T T G T A AM900370 Ali et al., (2008)
Egypt C A C T C T T C C cC T T G T A  EF612468 Lotfy et al., (2008)
Spain C A C T C T T C C c T T G T A AM709498 Alasaad et al., (2007)
Spain C A C T C T T C C T T T G T A AMT709621 Alasaad et al., (2007)
Bolivia C A C T C T T C C T T T G T A MG569981 Valero et al., (2018)
Spain C A C T C T T C C T T T G T A MG569978 Valero et al., (2018)
Bolivia C A C T C T T C C C T T G T A MG569977 Valero et al., (2018)
Mexico C A C T C T T C C T T T G T A MG569976 Valero et al., (2018)
Tunisia C A C T C T T C C CImT T T G T A GQ231546 Farjallahetal., (2009)
Algeria C A C T C T T C C CImT T T G T A GQ231547 Farjallahetal., (2009)
China C A C T C T T C C cC T T G T A KX856340 Aietal., (2017)
Algeria C A C T C T T C C C ATT G T A MK212149-50 Present study
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Les séquences d’alignement multiple ont confirmé la conservation des ADNr 18S et 5.8S
au sein de Fasciola sp. Les séquences ITS-1 étaient identiques a 100% a celles de F.
hepatica publiées antérieurement (Itagaki et al. 2005 ; Farjallah et al., 2009; Amor et al.
2011). F. hepatica différait de F. gigantica par cing substitutions (Tableau XXVI).
L'alignement des séquences ITS-2 a montré dix sites variables au sein de Fasciola. En
comparant les séquences de F. hepatica, deux substitutions différentes générant 3
haplotypes ont été observées (Tableau XXVI). La premiere substitution, transition, a la
position 892 (C / T) différencie I'naplotype commun, FhITS2-H1, décrit dans le monde
entier, et la seconde, FhITS2-H2 (numéro d’accés = MK212149), précédemment
rapportée en Espagne, Algérie. et recemment en Amérique du Sud (Alasaad et al. 2007 ;
Farjallah et al., 2009; Valero et al. 2018).

La deuxieme substitution était une transversion situee a la position 935 (T / A), indiquant
I’existence d'un nouvel haplotype, FhITS2-H3 (numéro d’accés = MK212150), rapporté
ici pour la premiere fois. Parmi les 140 F. hepatica algériennes, 95 échantillons
appartenaient a I'haplotype commun FhITS2-H1, ayant un « T » a la position 935 et 35
appartenaient au nouvel haplotype FhITS2-H3, ayant un « A » a cette position. Dans les
localités est, les deux haplotypes (45% FhITS2-H1, 55% FhITS2-H3) ont été observés.
Cependant, FhITS2-H1 est apparu plus abondant dans I'ouest algérien (86%). La diversite
des haplotypes (H) variait de 0,503 a I’est a 0,239 a I’ouest.

Selon les résultats d'AMOVA, la plupart des variations au sein des populations
expliquent la variation observée pour les COIl (95%), les COIl-trnT-rrL (94.1%) et les
NADI (86%). AMOVA a révelé que 11,39%, 4,49% et 12,76% de la variation totale de
COl, COI-trnT-rrnL et NADI, respectivement, faisaient partie des groupes (Tableau
XXVII).

L'amplification de COI-trnT-rrnL a donné des produits de 1031 pb spécifiques de F.
hepatica (Le et al. 2012). L'alignement des séquences de nucléotides a géneré huit
haplotypes (numéros d’accés = MK372236-43) différents sur huit sites (Annexe 5). La
diversité des nucléotides était faible pour COI-trnT-rrnL (n = 0,0017); cependant, la
diversité des haplotypes était élevée (Hd = 0,802). L'analyse Median-joining network a
montré un schéma en étoile. L haplotype commun FhCOI-trnT-rrnL-H1 (numéro d’acceés

= MK372236) occupait une position basale dans le réseau (Figure 74 a) et était partagé
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par toutes les localités (n = 37, 39%). L'haplotype FhCOI-trnT-rrnL-H3 (numéro d’acceés
= MK372238) était spécifique a Bejaia. Les haplotypes restants différent en une seule
étape de mutation et ont été détectés dans plus de trois localités (Tableau XXVIII; Figure
74a).

Tableau XXVII : Analyse de la variance moléculaire (AMOVA)

Source of variation Sum of Variance %
squares components P value
variation
COl-trnT-rrnL Among groups 7.706 0.03725 Va 4.495 0.030
Among popu|ati0ns within groups 4,287 0.01155 Vb 1.394 0.013
Within populations 163.776 0.77989 Vc 94.111 0.000
Total 175.770 0.82868
NADI Among groups 0.933 0.01881 Va 12.76 0.17595
Among populations within groups 0.829 0.00155 Vb 1.05 0.0567
Within populations 11.186 0.12712 Vc 86.19 0.000
Total 12.948 0.14748
COl Among groups 1.406 0.03649 Va 11.39 0.04106
Among populations within 0.903 —0.02068 Vb —6.46 0.0315
groups
Within populations 26.491 0.30449 Vc 95.07 0.000
Total 28.800 0.32030

Tableau XXVIII:

et d'autres pays.

Détails des séquences COI-trnT-rrnL de Fasciola hepatica d'Algérie

Marker Location Accession humber References Haplotype

COIl  Algeria (all localities) MK372236 Present study FhCOI-trnT-rrL-H1
Algeria (all localities) MK372237 Present study FhCOI-trnT-rrnL-H2
Algeria (A) MK372238 Present study FhCOI-trnT-rrnL-H3
Algeria (all localities) MK372239 Present study FhCOI-trnT-rrnL-H4
Algeria (all localities) MK372240 Present study FhCOI-trnT-rrL-H5
Algeria (all localities) MK372241 Present study FhCOI-trnT-rrL-H6
Algeria (all localities) MK372242 Present study FhCOI-trnT-rrnL-H7
Algeria (all localities) MK372243 Present study FhCOI-trnT-rrnL-H8
Egypt KU058263 Arafa et al., (2018)
Egypt KU058264 Arafa et al., (2018)
Japan AP017707 Coghlan et al., (2019)
Australia AF216697 Le et al., (2000)

Wilayas: Bejaia (A), Tiaret (B), Souk-Ahras (C), Ain-Temouchent (D), Batna (E), Médéa
(F), Tlemcen (G), and Tissemsilt (H)
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L'analyse des séquences partielles de COI (391 pb) a donné sept haplotypes (FhCOI-H1 —
FhCOI-H7, numéros d'accession = MK212142-48) (Annexe 5), se différenciant sur six

sites (Tableau XXIX).

L'ensemble de données COI a montré une faible diversité de nucléotides (m = 0,0024) et

d'haplotypes (Hd = 0,428).

L’analyse Median-joining network a généré un motif en étoile (Figure 74b). La majorité

des F. hepatica Algériennes semble porter 1’haplotype FhCOI-H1 occupant une position

basale dans le réseau.

128



La plus grande proportion (70%) des douves appartenant a cet haplotype prédominant

provenait de Bejaia.

Les haplotypes restants sont apparus divergeant de FhCOI-H1 au moins dans un
nucléotide. Les haplotypes FhCOI-H2 a FhCOI-H6 ont été observés uniquement a Bejaia
et FRCOI-H5 et FhCOI-H6 étaient uniques.

L’haplotype FhCOI-H7 a été détecté dans deux localités, Tiaret et Ain-Temouchent dans

I'ouest algérien.

Aprés avoir ajouté des séquences représentatives de F. hepatica de différents pays a
I'ensemble de données COI, le modele de réseau était le méme (Figure 74b). Cela

confirme les relations étroites entre les haplotypes de F. hepatica.
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Tableau XXIX:  Détails des séquences de Fasciola COl d'Algérie et d'autres pays
Marker  Location Accession number Reference Haplotype
COl Algeria (all localities) MK212142 Present study FhCOI-H1
Algeria (Mostaganem northwest GQ231549 Farjallah et al., (2009) FhCOI-H1
of Algeria)
Tunisia GQ231548 Farjallah et al., (2009) FhCOI-H1
Egypt KX470584 Lotfy et al., (2008) FhCOI-H1
Egypt AB510491 Omar et al., (2013) FhCOI-H1
South Africa KT182300, 04,05 Mucheka et al., (2015) FhCOI-H1
France AJ628039 Dong et al., (unpublished) FhCOI-H1
Turkey GQ121276 Simsek FhCOI-H1
Spain KF111618 Martinez-Valladares and Rojo- FhCOI-H1
Véazquez (2014)
Algeria Bejaia MK?212143 Present study FhCOI-H2
Algeria Bejaia MK?212144 Present study FhCOI-H3
Algeria Bejaia MK?212145 Present study FhCOI-H4
South Africa KT182260 Mucheka et al., (2015) FhCOI-H4
Tunisia GQ231550 Farjallah et al., (2009) FhCOI-H4
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Australia

China

Algeria Bejaia

Algeria Bejaia

Algeria Tiaret—Ain-Temouchent
Tunisia

Zimbabwe

France

Italy
Spain

Japan
China
USA

AF216697
AJ628035, 38
MK212146
MK212147
MK212148
GQ231551
KT182306
GU112476

JF824670, 72
KF111627

AP017707
AJ628034
GU112482-3

Let et al., 2000
Dong et al., (unpublished)
Present study

Present study

Present study

Farjallah et al., (2009)
Mucheka et al., (2015)
Aietal., (2011)

Farjallah et al. (2013)
Martinez-Valladares and Rojo-
Véazquez (2014)

Coghlan et al., (2019)

Dong et al., (unpublished)
Aietal., (2011)

FhCOI-H4
FhCOI-H4

FhCOI-H5
FhCOI-H6
FhCOI-H7
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Les 140 séquences partielles de NADI (525 pb) comprenaient quatre sites variables et
géneraient cing haplotypes (FhNADI-H1- FhNADI-H5 (numéros d'accession =
MK212137-41)(Annexe 5) (Tableau XXX ; Figure 74c). FNNADI-H1 était I'haplotype le
plus commun (80%) et comprenait des échantillons de toutes les localités, 77% de Bejaia.
FhNADI-H2 comprenait exclusivement des échantillons de Bejaia; FNNADI-H3 n'a été
observé qu'a Tlemcen et Souk-Ahras; et FANADI-H4 et FANADI-H5 étaient uniques a
Ain-Temouchent et Batna, respectivement. La diversité des nucléotides et des haplotypes
¢tait trés faible (m = 0,0006, Hd = 0,313).

Les haplotypes de référence provenant d'Egypte, d'Uruguay, d'lran et d'Espagne étaient
étroitement apparentés & FNNADI-H1, tandis que les séquences provenant d'Egypte,
d'ltalie, de France, d'lran, du Japon, d'Australie et de Chine étaient similaires a FnNADI-
H2. Deux haplogroupes supplémentaires ont montré une ségrégation indépendante, une
mutation, de FNNADI-H1. Le premier haplogroupe comprenait des douves spermiques
d'Egypte, d'ltalie et du Brésil. La seconde comprenait une plus grande diversité de F.
hepatica d'Espagne, de Pologne, d'Irlande, du Japon, de Chine et du Pérou (Tableau
XXX; Figure 74c).

Les tests de neutralité (tests D et Fu de Tajima FS) ont montré des valeurs négatives
significatives (Tableau XXX1), indiquant un excés de polymorphismes rares dans la
population étudiée. Les Mismatch distributions pour les deux marqueurs mitochondriaux
étaient unimodales en forme de L et soutenaient I'nypothése d'un modéle d'expansion

soudain (Figure 75 a—c).
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TableauXXX : Détails des séquences NADI Fasciola d'Algérie et d'autres pays

Marker Location Accession number Reference Haplotype

NAD1 Algeria all localities MK212137 Present study FhNADI-H1
Italy JF824675 Farjallah et al. (2013) FhNADI-H1
France KJ200623 Wannasan et al. (2014) FhNADI-H1
Egypt AB554177 Amer et al. (2011) FhNADI-H1
Egypt LC076285 Amer et al. (2016) FhNADI-H1
Iran GQ175362 Moazeni et al. (2012) FhNADI-H1
Japan LC228620 Ohari et al. (2017) FhNADI-H1
China AB477363 Peng et al. (2009) FhNADI-H1
Australia AF216697 Le et al. (2000) FhNADI-H1
Australia AB207155 Itagaki et al. (2005) FhNADI-H1
Algeria Bejaia MK212138 Present study FhANADI-H2
Egypt AB554187, 92 Amer et al. (2011) FhNADI-H2
China AB477357 Peng et al. (2009) FhNADI-H2
Uruguay AB207154 Itagaki et al. (2005) FhNADI-H2
Iran GQ356033 Moazeni et al. (2012) FhNADI-H2
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Algeria Tlemcen, Ain-

Temouchent
Algeria Ain-
Temouchent
Algeria Batna
Egypt

Egypt

Italy

Ireland
Poland
Brazil

Japan

China

Spain

Peru

MK212139

MK212140

MK212141

LC076240, 85
AB554178, 79, 82, 83, 87
JF8246779

AB207156

KR422393

MF287675

LC012035

AB477357, 58
KF111630, 64, 67, 7474

LC070669

Present study FhNADI-H3
Present study FhNADI-H4
Present study FhNADI-H5

Amer et al. (2016)

Amer et al. (2011)
Farjallah et al. (2013)
Itagaki et al. (2005)
Januszkiewicz et al. (2015)
Labruna et al. 2018
Ichikawa-Seki et al. (2017)
Peng et al. (2009)
Martinez-Valladares and Rojo-
Vazquez (2014)
Ichikawa-Seki et al. (2016)
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Tableau XXXI : Testes de neutralité de Tajima’s D et Fu’s FS

Fu’s FS (p-value) Tajima’s D (p-value)
COl-trnT-rrnL -0.505 (0.038) -0.207(0.046)
Col -5.737 (0.002) -1.268 (0.005)
NDI -1.031 (0.037) -1.150 (0.043)
a Mismatch-distribution b Mismatch-datsitution
\ {
\ i
T eeeteeaas SO PSS SO
C Mismatch-distribution

P TRttt ———

Fairwle e

Figure 75: Mismatch Distribution pour tester I'expansion des isolats de F. hepatica. Le
nombre de différences de nucléotides entre les paires de séquences est indiqué en

abscisse et leur fréquence en ordonnée. COI-trnT-rrL (a), COI (b) et NADI (c)

135




Les deux analyses phylogénétiques ont montré des topologies similaires pour COI,
NADI et COI-trnT-rrnL. Seuls les arbres ML sont représentés (Figure 76 a—c). (les Nj

sont en Annexe 6)

Les valeurs de prise en charge des nceuds dans le texte consistent en des valeurs
bootstrap ML. Deux groupes freres bien soutenus correspondant a F. hepatica et F.

gigantica ont éte observes.

Les douves algériennes appartenaient a un groupe monophylétiqgue comprenant tous
les F. hepatica. Dans les arbres NJ (Annexe 6 a — ¢) et ML, les valeurs bootstrap pour
ce clade étaient supérieures a 80% pour le COI et a 99% pour le COIl-trnT-rrnL et le

NADI. Dans le clade F. hepatica, tous les nceuds étaient faiblement soutenus.
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AP017707 (Japan)

71 | FhCOl-trnT-rrnL-H8

KU058264 (Egypt)

AF216697 (Australia)

64 [| 'FhCOIl-trnT-rrmL-H2

FhCOI-trT-rmL-H6

58|~ FhCOl-trnT-rrnL-H7
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KU060148 | Fascioloides magna
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T00
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Figure 76: Arbres de consensus construits avec la méthode ML montrant les
relations phylogénétiques entre F. hepatica et F. gigantica. Phylogénie déduite des
séquences COI (a), NADI (b) et COI-trnT-rrnL (c). Les nombres affichés aux nceuds
des branches sont des valeurs bootstrap. Fascioloides magna (COI, NADI et COI-

trnT-rrnL) a été utilisé comme groupe externe
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I11. Etude des facteurs de risques de la distomatose hépatique a Fasciola hepatica

Pour I’étude des différents facteurs de risque de la fasciolose chez les bovins notre
étude statistique a été realisée sur la totalité des bovins abattus au niveau des trois
wilayas a savoir Tizi-ouzou, Bouira, Béjaia soit 4700 bovins en prenant en
consideération leurs positivité a partir des quatre techniques de diagnostique (inspection

des foies, coprologie, analyse de la bile et enfin la sérologie par ELISA).
I11.1.Facteur sexe :

L’analyse des 4700 prélevements de bovins provenant des trois wilayas du nord de
I’Algérie a savoir I’inspection des foies, 1’analyse de la bile, la coprologie et la
sérologie a révélé que sur les 389 bovins positifs a la fasciolose, 203(33.01%) étaient
des femelles sur un total de seulement 615 femelles de 1’ensemble de 1’échantillon
analysé, contre seulement 186 (4.55%) de bovins males positifs a la fasciolose sur un
total de 4085 males de I’ensemble de I’échantillon analysé. Ainsi notre étude
statistique a révélé une association significative entre 1’atteinte fasciolienne et le sexe

de I’animal (P<0.05).(Tableau XXXII)(Figure 77).

Tableau XXXII: Tableau représentant I’atteinte fasciolienne selon le sexe de 1’animal

Femelle Male Total
+ 203(33.01%) 186(4.55%) 389(8.277%)
- 412(66.99%) 3899(95.45%) 4311(91.723%)
Total 615(100.0%) 4085(100.0%0) 4700(100.0%)

Test Statistique Value df p-value

Pearson Chi-square 570.100 1.000 0.000
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selon le sexe
35.00%
30.00% -
25.00% -
20.00% -
o+
15.00% -
10.00% -
4.55%
5.00% -
000% . ! -—\
Femelle Male

Figure 77: Histogramme représentant 1’atteinte fasciolienne selon le sexe de I’animal
I11.2.Facteur age :

Nos animaux prélevés ont été classés en trois catégories d’age a savoir agé (>4ans),
Intermédiaire (2-4ans) et Jeune (<2ans), sur les 389 bovins révélés positifs a la
fasciolose, 128 (32.65%) etaient agés sur un total de 392 bovins ages ; 195(15.34%)
¢taient des bovins d’un age intermédiaire, et seulement 66 (2.17%) étaient des bovins
jeunes. Notre étude statistique a révélé I’existence d’une association significative entre
I’atteinte fasciolienne et la classe d’age des animaux (p<0.001), ainsi les animaux d’un
age avancé semble é&tre plus susceptible d’étre atteints de la fasciolose
(Tableau XXXII) , (Figure 78).

Tableau XXXI1I: Tableau représentant I’atteinte fasciolienne selon la classe d’age des

animaux

Agé Intermédiaire Jeune Total
+  128(32.65%) 195(15.34%) 66(2.17%) 389(8.277%)
- 264(67.35%) 1076(84.66) 2971(97.83%) 4311(91.723%)
Total 392(100.0%) 1271(100.0%) 3037(100.0%) 4700(100.0%0)
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Test Statistique Value df p-value

Pearson Chi-square 539.436 2.000 0.000

Prévalence par classes d'age
35.00% ——32.65%

30.00% -

25.00% -

20.00% -

15.34%

15.00% -

10.00% -

5.00% - 217%

0.00% -
Agé Intermédiaire Jeune

Figure 78: Histogramme représentant I’atteinte fasciolienne selon la classe d’age des
animaux

I11.3.Facteur saison

Notre étude a été réalisée durant les quatre saisons de I’année, les résultats obtenus ont
montré que sur les 389 bovins positifs la plus grande prévalence était enregistrée
durant la saison du Printemps avec 117 (11.42%) bovins positifs, suivie de celle de
1’été avec 80 (8.12%) de bovins positifs ,I’Automne avec 126 (7.47%) ; et enfin en
derniere position la saison de I’Hiver avec seulement 66 (6.57%) de bovins positifs.
Notre étude statistique a également révélé la présence d’une association significative
entre 1’atteinte fasciolienne et la saison de 1’année (p<<0.001). (TableauXXXIV)(Figure
79).




TableauXXXI1V : Tableau représentant 1’atteinte fasciolienne selon la saison de

I’année
Automne Hiver Printemps éte Total
+ 126(7.47%) 66(6.57%) 117(11.42%)  80(8.12%) 389(8.277%)

- 1560(92.53%)  938(93.43%) 908(88.58%) 905(91.88%) 4311(91.723%)
Total 1686(100.0%) 1004(100.0%) 1025(100.0%) 985(100.0%) 4700(100.0%)

Test Statistique Value df p-value

Pearson Chi-square 18.595 3.000 0.000

Prévalence selon les saisons
12.00% 11.42%
10.00%
8.12%
8.00% 1.47%
6.57%
6.00% -
o+
4.00% -
2.00% -
0.00% -
Automne Hiver Printemps été

Figure 79: Histogramme représentant ’atteinte fasciolienne selon la saison de I’année

I11.4.Facteur race :

La détermination de la race des animaux prélevés se faisait au niveau des abattoirs a
partir des fiches d’orientation vers I’abattage de chaque bovin signé par le vétérinaire
suivant le cheptel ,sur les 389 bovins positifs, les races montrant le taux d’infestation
le plus élevé étaient dans un premier lieu la race Montbéliarde avec 135(12.63%) de
bovins positifs, suivie de la race Holstein avec 106(10.17%) bovins positifs ,suivie de

la race Croisé avec 93(7.66%) de bovins positifs, suivie de la race Fleckvieh avec
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seulement 55 (7.11%) bovins positifs ,et enfin la race charolaise qui n’a présenté

aucun cas de fasciolose soit 0% ,notre étude statistique a révélé 1’existence d’une

association significative entre 1’atteinte fasciolienne et la race de 1’animal (p<0.001).

(Tableau XXXV),(Figure 80).

Tableau XXXV: Tableau représentant I’atteinte fasciolienne selon la race de 1’animal

Croisé Fleckvieh Holstein Montbéliard  charolais Total
+ 93 55 106 135 0 389
(7.66%) (7.11%) (10.17%) (12.63%) (0.000%)  (8.277%)
- 1121 719 936 934 601 4311
(92.34%) (92.89%) (89.83%) (87.37%) (100%) (91.723%)
Total 1214 774 1042 1069 601 4700
(100.0%6) (100.0%0) (100.0%6) (100.0%0) (100.0%0)  (100.0%)
Test Statistique Value df p-value
Pearson Chi-square 87.840 4.000 0.000
Prévalence selon les saisons
14.00% 12.63%
12.00%
10.00%
8.00%
m+

6.00% -

4.00% -

2.00% -

0.00% -

Croisé

Fleckvieh

Holstein

0%

Montbéliard

charolais

Figure 80: Histogramme représentant 1’atteinte fasciolienne selon la race de 1’animal
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Partie Il : Résultats de la dicrocceliose

I. Prévalence totale de la dicrocaeliose

Lors de I'inspection des 4700 foies, 21 (0,44%) présentaient une cholangite
distomienne (inflammation des voies biliaires avec présence du parasite D.
dendriticum)(Figure 81 ) (Tableaux XXXVI et XXXVII).

TableauXXXVI: La prévalence totale de la dicrocceliose au niveau des trois wilayas

+ (positif) - (négatifs) Total
21(0.447%) 4679(99.553%)  4700(100.000%)

Imm

Figure 81: Adulte de Dicrocoelium dendriticum observé sous la loupe (1: Utérus, 2:

ventouse buccale , 3: ventouse ventrale) avec un corps translucide (photo Chougar L.,
2017)
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Tableau XXXVII:Résumé des 21 bovins positifs a la dicroceeliose.

Number

398
523
609
614
641
838
862
1015
1182
1309
1369
2027
2224
2312
2401
2448
2649
2774
3450
3693
3794

Saison

Hiver
printemps
Printemps
printemps
printemps
Printemps
Eté

Eté

Eté
Automne
Automne
Printemps
Printemps
Printemps
Eté

Eté
Automne
Automne
Printemps
Eté

Automne

Race

Montbéliard
Holstein
Montbéliard
Montbéliard
Croisée
Montbéliard
Croisée
Croisée
Montbeliard
Montbéliard
Montbeliard
Fleckvieh
Croisée
Montbeliard
Montbéliard
Fleckvieh
Montbeliard
Croisée
Fleckvieh
Montbéliard
Montbéliard

Age

Agé
Inter.
Agé
Agé
Jeune
Inter.
Agé
Jeune
Inter.
Inter.
Inter.
Inter.
Agé
Agé
Agé
Agé
Agé
Inter.
Inter.
Inter.

Agé

Sexe

Female
Female
Female
Female
Female
Female
Female
Male

Male

Male

Female
Male

Female
Female
Female
Female
Female
Male

Female
Male

Female

Dicroceeliose

+

+

Analyses
foie Bile feces
Chol+dist+  + -
Chol+dist+ + +
Chol+dist+  + +
Chol+dist+  + +
Chol+dist+ + -
Chol+dist+  + +
Chol+dist+ + -
Chol+dist+ + -
Chol+dist+  + +
Chol+dist+ + -
Chol+dist+  + -
Chol+dist+  + +
Chol+dist+ + -
Chol+dist+  + +
Chol+dist+  + -
Chol+dist+  + -
Chol+dist+  + +
Chol+dist+  + -
Chol+dist+  + +
Chol+dist+ + -
Chol+dist+ + +

Origine

Tizi-O
Tizi-O
Tizi-O
Tizi-O
Tizi-O
Tizi-O
Tizi-O
Tizi-O
Tizi-O
Tizi-O
Tizi-O
Bouira
Bouira
Bouira
Bouira
Bouira
Bouira
Bouira
Bejaia
Bejaia

Bejaia

a Chol + dist +: cholangite distomienne (inflammation des canaux biliaires avec presence du
parasite); ® Chol + dist-: cholangite non distomienne (inflammation des canaux biliaires sans
présence du parasite), ¢ (+): presence d’ceuf de D. dentriticum, 9 (-): absence d’ceuf de D.
dentriticum, € inter. : Intermediaire (2-4 years), fAgé:> 4years, 9Jeune : <2years ,Tizi-O :Tizi-
Ouzou
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I.1.Résultats de I’inspection des foies au niveau des abattoirs :

L’inspection des 4700 foies de bovins au niveau des abattoirs des trois wilayas nous a
permis d’observer une inflammation des canalicules biliaires avec présence du parasite
D.dendriticum decrit ici pour la premiére fois en Algérie chez 21 bovins soit une
prévalence de 0.45% , et 623 bovins quant a eux presentaient une inflammation des
canalicules biliaires avec absence du parasite soit une prévalence de 13.25%. (Tableau
XXXVIII).

Tableau XXXVIII: Résultats de 1’inspection des foies au niveau des abattoirs

Chol+dist+  Chol+dist- Sain Total
Bouira 7(0.149%) 130(2.766%) 1167(24.830%) 1304(27.745%)
Béjaia 3(0.064%) 181(3.851%) 1554(33.064%) 1738(36.979%)
Tizi-Ouzou 11(0.234%) 312(6.638%) 1335(28.404%) 1658(35.277%)
Total 21(0.447%) 623(13.255%) 4056(86.298%) 4700(100.0%0)

2 Chol + dist +: cholangite distomienne (inflammation des canaux biliaires avec
présence du parasite); ® Chol + dist-: cholangite non distomienne (inflammation des
canaux biliaires sans présence du parasite)

I.2.Résultats de I’analyse de la bile :

L’analyse de la bile des 4700 échantillons prélevés a réveélé la présence d’ceufs du
parasite chez 21 bovins soit une prévalence de 0.45% contre 99.53% présentant aucun
ceuf du parasite. (Tableau XXXIX).

Table XXXIX: Résultats de I’analyse de la bile

+ - Total
Bouira  7(0.149%)  1297(27.596%) 1304(27.745%)
Béjaia  3(0.064%)  1735(36.915%)  1738(36.979%)
Tizi-Ouzou 11(0.234%) 1647(35.043%)  1658(35.277%)
Total  21(0.447%) 4679(99.553%)  4700(100.0%)
3(+): présence d’ceuf de D. dendriticum, 9 (-): absence d’ceuf de D. dendriticum
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I.3.Résultats de I’analyse coprologique :

Sur les 4700 prélevements de matieres fécales ,10 bovins seulement ont révélé la
présence d’ceufs de D.dendriticum soit une prévalence de 0.21% contre 99.78%

présentant une absence d’ceufs du parasite.(Tableau XXXX).

Table XXXX: Résultats de I’analyse coprologique

+ - Total
Bouira 3(0.064%) 1301(27.681%) 1304(27.745%)
Béjaia 2(0.043%) 1736(36.936%) 1738(36.979%)
Tizi-Ouzou 5(0.106%)  1653(35.170%) 1658(35.277%)
Total 10(0.213%) 4690(99.787%) 4700(100.0%0)
3(+): présence d’ceuf de D. dendriticum, 9 (-): absence d’ceuf de D. dendriticum

I1. Prévalence de la dicroceeliose bovine au niveau des différentes wilayates :
I1.1.wilaya de Tizi-Ouzou

1658 bovins de la wilaya de Tizi-Ouzou faisaient partie de notre étude dans laquelle 11

(0,66%) étaient positifs pour la dicrocceliose avec la présence du parasite et des ceufs,

comme indiqué dans les tableaux XXXVII et XXXXI.

Tableau XXXXI: Résultats de 1’inspection des foies, analyse de la bile et Ila

coprologie (Tizi-Ouzou)

Tizi- Analyse de la bile Analyse coprologique Inspection des foies
Ouzou + - 5 - Chol+dist+ Chol+dist- sain
11 1647 5 1653 11 312 1335
(0.66%) (99.3%) (0.3%) (99.7%) 0.66%) (18.8%) (80.5%)
Total 1658 1658 1658
(100%0) (100%0) (100%0)

11.2. Wilaya de Bouira

Les tableaux XXXVII et XXXXII montrent que parmi les 1 304 bovins inspectés et
analysés, seuls 7 bovins (0,54%) étaient positifs pour la dicrocceliose avec la présence

du parasite et des ceufs.
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Tableau XXXXI1: Résultats de I’inspection des foies, analyse de la bile et la

coprologie (Bouira)

Analyse de la bile  nalyse coprologique Inspection des foies
Bouira + - 4 - Chol+dist+ Chol+dist- Sain
7 1297 3 1301 7 130 1167
0.54%) (99.4%) 0.23%) (99.7%)  (0.54%) (9.96%) (89.5%)
Total 1304 1304 1304
(100%) (100%) (100%0)

11.3. wilaya de Bejaia

Parmi les 1 738 bovins inspectés et analysés, seuls 3 bovins (0,17%) étaient positifs

pour la dicrocceeliose avec présence d'ceufs et d'adultes du parasite, comme présenté

dans les (Tableaux XXXXIII).

Tableau XXXXIII: Resultats de I’inspection des foies, analyse de la bile et la

coprologie (Bejaia)

Analyse de la bile \nalyse coprologique Inspection des foies
Béjaia = + - + - Chol+dist+ Chol+dist- sain
3 1735 2 1736 3 181 1554
(0.17%) (99.82%) (0.11%) (99.88%) (0.17%)  (10.4%)  (89.4%)
Total 1738 1738 1738
(100%0) (100%0) (100%0)

I11. Facteurs de risque

Les facteurs de risque étant les mémes pour les trois wilayates (Tizi-Ouzou, Bouira,
Bejaia), I'ensemble du cheptel bovin des trois wilayates a été sélectionné pour I'étude

statistique.
I11.1. Facteur de saison

Parmi les 0,45% de cas positifs, 6(0.61%) étaient en été, 5(0.29%) en automne et
9(0.87%)au printemps, par rapport a une prévalence de 1(0.09%) en hiver. Une faible
association significative entre la positivité de Dicrocoelium dentriticum et la saison a
été observée (p=0,038), comme le montre le (Tableau XXXXIV).
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Tableau XXXXIV: positivité des bovins selon le facteur saison

infection Automne Hiver Printemps été Total
+ 5(0.29%) 1(0.09%) 9(0.87%) 6(0.61%) 21(0.45%)
- 1681 1003 1016 979 4679
(99.7%) (99.9%) (99.12%) (99.39%) (99.553%)
Total 1686 1004 1025 985 4700
(100.0%0) (100.0%0) (100.0%0) (100.0%0) (100.0%0)
2p=0.038

I11.2.Facteur age

Sur les 0,45% des cas positifs, 10(2.55%) étaient agés (> 4 ans), 9(0.71%)étaient d'age
moyen (2 a 4 ans) et 2(0.06%)étaient jeunes (<2 ans). Il existe une association
significative entre la positivité de I'animal au Dicrocoelium dentriticum et la classe
d'a4ge de I’animal (p <0,001), comme indiqué dans le (Tableau XXXXV).

Tableau XXXXV: Positivité des bovins selon le facteur age

Infection Agé Intermédiaire  Jeune Total
+ 10(2.55%) 9(0.71%) 2(0.06%) 21(0.447%)
- 382(97.45%) 1262(99.29%) 3035(99.94%) 4679(99.553%)
Total  392((100.09%) 1271((100.0%) 3037((100.0%) 4700(100.0%)
2p=0.000

11.3. Facteur sexe

Sur les 0,45% de cas positifs, 15(2.44%) etaient des femelles et 6(0.15%) étaient des
males. Notre etude statistique a révélé I’existence d’une différence significative selon
le sexe de I'animal (male ou femelle) pour Dicrocoelium dentriticum (p <0,001),
comme indiqué dans le (Tableau XXXXVI).

Tableau XXXXVI: positivité des bovins selon le facteur sexe
Infection Femelle Male Total
+ 15(2.44%) 6(0.15%) 21(0.447%)
- 600(97.56%) 4079(99.85%) 4679(99.553%)
Total 615(100.0%) 4085(100.0%0) 4700(100.0%0)
2p=0.000
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IV. Résultats de I’analyse morphologiques

Le tableau (XXXXVII) présente les résultats des mesures morphologiques. Le corps

des douves est aplati, lancéolé translucide, plus étroit dans la région antérieure que

dans la région postérieure. La longueur moyenne du corps était de 3,69 mm et la

largeur moyenne maximale était de 1 mm au niveau des glandes vitellines ou de la

partie postérieure du corps. Son tégument est lisse, comme le montre la (Figure 81).

Table XXXXVII: données Morphomeétriques du Dicrocoelium dendriticum

corps

Ventouse buccale

Ventouse ventrale

Testicules

Ovaire

Glande vitellogéne

Oecuf dans ’uterus

Poche de cirre

Ootype

Longueur
Largeur
Diamétre
interne
Externe
Diamétre
interne
Externe
Longueur
Largeur
Longueur
Largeur
Length
Longueur
Largeur
Longueur
Largeur
Longueur

Largeur

Minimum-maximum
2.6mm-4.6 mm

1-1.2mm
90-111um

245-285um
102-120pm

312-366um
250-300um
480-580um
90-115um
180-285um
855-1500um
31.6-38.8um
20.8-25.6um
420-450um
120-140um
60.2-67.9um
102-111um

Moyenne
3.69mm

1mm
103.66pum

271.76pum
113.19um

344um
272.14pm
537.42um
107um
230pum
1107.71um
34.19pm
22.44um
439um
135.04pm
65.5um
105.9um



La ventouse buccale était ronde et situee a I'extrémité antérieure du corps. Le diamétre
externe moyen de la ventouse buccale était de 271 um. Sous la ventouse buccale, un
petit pharynx rond (60 um) suivi d'un cesophage fin ont été observés. La ventouse
ventrale était ronde et le diamétre extérieur moyen était de 344 um, comme le montre
la (Figure 83).

Figure 82: Nombreux ceufs de Dicrocoelium dentriticum dans la bile (C) et les
matieres fécales (D) observés au microscope optique (Gr. X 1000)

Les deux testicules globulaires sont situés immédiatement aprés la ventouse ventrale.
Ils sont disposés dans une orientation tandem légérement oblique, leur taille varie de
(250 a 300 pm) pour la longueur et (480 a 580 um) pour la largeur. La posture de la
poche de Cirre est volumineuse et axiale allongée (420 a 450 um). La Figure 83
montre également qu’un petit ovaire est situé directement derriere le testicule droit et
que l'ootype (60,2-67,9 um) de longueur est situé au dessous de l'ovaire. (Tableau
XXXXVII)

Les glandes vitellines (855-1500 pm) occupent 1/3 du corps du parasite en position
centrale et n'atteignent pas le bord postérieur de Il'ovaire. L'utérus occupe les 2/3
postérieurs du corps du Dicrocoelium caractérisé par de nombreuses convolutions. Les
ceufs sont ellipsoidaux, légérement asymétriques et mesurent de 31,6 a 38,8 um de
long et de 20,8-25,6 um de large ; mature dans la partie antérieure avec un petit
opercule sur un pole et deux vesicules plus claires entourant le p6le opposé, comme

illustré a la (Figure 83).
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Figure 83: Coupe histologique d'un adulte de Dicrocoelium dentriticum (Cp: poche
de Cirre, Os: ventouse buccale, Vs: ventouse ventrale, T: testicules, Ov: ovaire, Ot:
Ootype, Ph: pharynx, U: utérus rempli d'ceufs bruns du parasite ,Teg: Son tégument est
lisse.
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Partie I11- co-infection et réaction croisée entre Fasciola hepatica et le

Dicrocoelium dendriticum

I. Prevalence de la co-infection entre Fasciola hepatica et le Dicrocoelium
dendriticum

Notre étude nous a permis non seulement de déterminer pour la premiere fois la
présence du Dicrocoelium dendriticum dans quelques abattoirs du nord de 1’Algérie
mais aussi la présence de co-infections entre ce dernier et Fasciola hepatica ,en effet
sur un total de 4700 bovins inspectés ,6 ont révélé une co-infection a ces deux
parasites et cela avec la présence des deux parasites au niveau de I’inspection des
foies ,et présence des ceufs dans la bile et les matiéres fécales ,soit une prévalence de
0.13%.Toutes étaient des femelles d’un age avancé provenant de la wilaya de Tizi-

Ouzou et Béjaia. (Tableau XXXXVIII) (Tableau XXXXIX) , (Figure 84).

Tableau XXXXXVIII: Tableau représentatif de la co-infection par Fasciola hepatica

et Dicrocoelium dendriticum

+ (Fasciola)  6(0.128%) 383(8.1499%) 389(8.277%)
- (Fasciola) 15(0.319%) 4296(91.404%) 4311(91.723%)
Total 21(0.447%) 4679(99.553%) 4700(100.0%)

Tableau XXXXIX: Tableau représentatif des 6 bovins co-infectés par la fasciolose et

la dicrocceliose.

e o

523 Printemps  Holstein  Intermédiaire Femelle + +  Tizi-Ouzou
609 Printemps Montbéliard Agé Femelle + +  Tizi-Ouzou
614 Printemps Montbéliard Agé Femelle + +  Tizi-Ouzou
862 Eté Croisé Agé Femelle + +  Tizi-Ouzou
3450  Printemps  Fleckvieh Intermédiaire Femelle + + Béjaia
3794 Automne Montbéliard Agé Femelle + + Béjaia
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Figure 84 : Photos représentant des Co-infections a Fasciola hepatica et
Dicrocoelium dendriticum avec présence des ceufs des deux parasites dans la bile (A)
(Gr. X 400) et les matieres fécales (B) (Gr. X 100)

I1. Réaction croisée en Sérologie (ELISA) entre Fasciola hepatica et Dicrocoelium

dendriticum :

Durant notre étude des kites ELISA dirigés contre Fasciola hepatica ont été utilisés
sur nos sérums de bovins prélevés, y compris nos 21 bovins positifs a Dicrocoelium
dendriticum, tous se sont révélés étre séronégatifs avec (Val<10%) sauf nos six
bovins présentant une co-infection au deux parasites qui ont tous révélé des valeurs
comprises entre (45%<val<75%)(Tableau XXXXX), ce qui confirme I’absence de

réaction croisée entre les deux distomes en utilisant le kite Monoscreen ELISA.
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Tableau XXXXX: Tableau représentatif des résultats sérologiques des 21 bovins
positifs a Dicrocoelium dont les 6 bovins co-infectés par la fasciolose et la
dicrocceliose.

%E/P ELISA Total

Dicro

saison a sexe Total
Fasciola

WIEWE

Hiver Montbéliard Agé Femelle 5,20% 0 + Tizi-
Ouzou
Printemps  Holstein Intermédiaire Femelle 63,58%  ++ + Tizi-
Ouzou
Printemps  Montbéliard Agé Femelle 65,09%  ++ + Tizi-
Ouzou
Printemps  Montbéliard Ageé Femelle 61,58%  ++ + Tizi-
Ouzou
Printemps  Croisé Jeune Femelle 0,51% 0 + Tizi-
Ouzou
été Croisé Ageé Femelle 64,05%  ++ + Tizi-
Ouzou
été Croisé Jeune Male 2,36% 0 + Tizi-
Ouzou
Printemps  Montbéliard Intermédiaire Femelle 1,97% 0 + Tizi-
Ouzou
été Montbéliard Intermédiaire Male 2,59% 0 + Tizi-
Ouzou
Automne  Montbéliard Intermédiaire Male 0,03% 0 + Tizi-
Ouzou
Automne  Montbéliard Intermédiaire Femelle 1,24% 0 + Tizi-
Ouzou
Printemps  Fleckvieh Intermédiaire Male 2,39% 0 + Bouira
Printemps  Croisé Ageé Femelle 2,46% 0 + Bouira
Printemps  Montbéliard Agé Femelle 2,13% 0 + Bouira
été Montbéliard Agé Femelle 0,55% 0 + Bouira
été Fleckvieh Ageé Femelle 3,03% 0 + Bouira
Automne  Montbéliard Agé Femelle 1,41% 0 + Bouira
Automne  Croisé Intermédiaire Male 0,39% 0 + Bouira
Printemps  Fleckvieh Intermédiaire Femelle 51,27%  ++ + Bejaia
été Montbéliard Intermédiaire Male 1,19% 0 + Bejaia
Automne  Montbéliard Agé Femelle 71,74%  ++ + Bejaia
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Chapitre 1V : Discussion

1- Discussion de la fasciolose

La fasciolose a Fasciola hepatica est une pathologie parasitaire qui est assez
fréqguemment rencontrée en Algérie, A I’issue des quatre techniques de diagnostique
la prévalence totale de la fasciolose chez les 4700 bovins échantillonés est 8.27% (389
sur 4700) ,avec 325 (6.91%) foies présentant une cholangite distomienne au niveau des
trois wilayas, ces résultats sont comparables a ceux obtenus par de nombreux auteurs
tels que dans 1’ouest de I’lran avec 7.6% (Ezatpour et al., 2014), 3,28% dans le
centre de I'Iran (Khoramian et al., 2014), au niveau de trois abattoirs AB1, (3.2%,
2.2% et 2.0%), AB2 (6.4%, 4.6% et 3.5%), AB3 (14.4%, 6.9% et 9.5%) durant I’année
2010, 2011 et 2012 respectivement chez les bovins en Afrique du sud (Jaja et al.,
2017).

La prévalence globale observée chez les bovins était inférieure aux valeurs publiées
précedemment dans la région de Jilel (27,0%) (Mekroud et al., 2004) et a El Tarf
(26,7%) (Ouchene-Khelifi et al., 2018).

D’autres auteurs ont rapporté des prévalences un peu plus élevées avec 13.67% aborno
state Nigeria (Liba et al., 2018), 14.56% au centre nord du Nigeria (Ejeh et al., 2015) ,
27.68% a Sokoto, Nigeria (Magaji et al., 2014).

La prévalence la plus élevée a été notée dans la wilaya de Bouira avec 8.28% suivie de
celle de Tizi-Ouzou 6.87% et enfin celle de Béjaia avec 5.92% ceci serait dd a un
meilleur suivi des vétérinaires praticiens de la wilaya de Tizi-Ouzou et Bejaia des bovins
vis-a-vis de cette parasitose par I’administration d’anthelminthiques. Cette variation est
probablement liée au climat et 1’aptitude de I'environnement pour les stades libres de F.
hepatica et son héte intermédiaire (Mas-Coma et al. 2009a). Une température comprise entre
10 et 25 ° C est requise pour la survie et la reproduction de Fasciola hepatica et G. truncatula
(Rapsch et al., 2008; Fox et al., 2011).
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Cependant nos résultats ont également montré que 236(5.51%) foies quand a eux
présentaient des lésions hépatiques avec inflammation des canaux biliaires sans la
présence du parasite ces lésions peuvent correspondre a des atteintes multiples ou a
des cas d’animaux en voie de guérison de la parasitose d’ou I’absence du parasite, et

enfin 3718(86.89%) foies ont révéle des foies macroscopiquement sains.

Sur les 4700 prélevements fécaux de bovins récoltés dans les abattoirs des trois
wilayas Tizi-Ouzou, Bouira et Béjaia, les analyses coproscopigques nous ont permis de
détecter la présence d’ceufs de Fasciola hepatica chez un seulement 149 bovin soit une
prévalence de 3.17%. Ces résultats sont comparables a celui décrit par Baldock et
Arthur (1985) 1.1%.

Ce trés faible résultat en coprologie pourrait s’expliquer par le fait que les ceufs sont
émis en petits nombres, sur une courte période (Rippert C., et al., 1998) et cette ponte
des douves adultes est intermittente dépendant en particulier de la vidange biliaire.
Ainsi, les ceufs de Fasciola hepatica s’accumulent et se retrouvent emprisonnés dans
la vésicule biliaire ; ce qui explique les réponses faussement négatives. La coprologie
peut également révéler des faux négatifs si ’intensité parasitaire est inférieure a 20
parasites (Doyle, 1972 ; Mekroud et al., 2004 ; Chauvin., 2006), ou par le fait qu'un
seul examen négatif n’infirme pas le diagnostic. Seuls trois examens itératifs et
négatifs, espacés de huit a dix jours, du fait de périodes « muettes » dans les pontes
parasitaires, pourront infirmer le diagnostic (Dereure, 2008) , cela n’a
malheureusement pas pu étre établi durant notre étude du fait de 1’abattage des
animaux. La coproscopie individuelle sur un seul échantillon, d’aprés Lafay et Mage
(1976), ne permettrait la détection d’une infestation par Fasciola hepatica que dans un
cas sur deux (faible sensibilit¢ de la technique). Le nombre d’O.P.G. (ceufs par
gramme de féces) ne serait de plus pas significatif du degré d’infestation parasitaire

(Mage, 1988). Elle a cependant 1’avantage d’étre I’une des méthodes les plus utilisées.

Les résultats de 1’analyse du culot biliaire aprés centrifugation ont révélé la présence
d’ceufs de Fasciola hepatica chez 315 bovins soit une prévalence de (6.7%) au niveau
des trois wilayas. Ce résultat est bien plus important par rapport aux résultats de

I’analyse coproscopique (3.17%). Ceci confirme 1’accumulation des ceufs de Fasciola
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hepatica dans la vésicule biliaire et par conséguent négative nos résultats

coproscopiques.
1.1. Par rapport aux facteurs de risques

Notre étude statistique a été réalisée sur I’ensemble de notre échantillonnage au niveau
des trois wilayas soit sur 4700 bovins a 1’issue des résultats des 4 techniques de

diagnostique.

Notre étude a révélé D'existence d’une association significative entre | atteinte
fasciolienne et le sexe, la race, I’age de I’animal et la saison de ’année p<0.001 ; sur
615 des femelles 203(33.01%) étaient positives et sur 4085 des males seulement
186(4.55%) etaient positifs, ainsi il semblerait que les femelles soient beaucoup plus
réceptives a la maladie. Cela serait dii d’une part a leur durée de vie plus longue que
les males ce qui les expose davantage a I’infestation et au développement de la
maladie, a leurs physiologie (gestation, lactation) et donc diminution de I’immunité et
plus vulnérables a des maladies parasitaires et d’autre part par le fait que le mode
d’¢levage des femelles dans la région de la Kabylie (Tizi-Ouzou, Bouira, Béjaia) est
souvent extensif. Les femelles ont tendance a paturer et donc a étre plus exposees et
plus infestées contrairement aux males dont le mode d’élevage est souvent intensif
pour I’engraissement, et la nature de leur alimentation est souvent des céréales en
graine ou concassée ce qui les expose a moins de risques d’infestation. Pour le facteur
age, Il semblerait qu’il y ait une relation directe avec le facteur sexe, du fait que les
males sont abattus plus jeunes contrairement aux femelles dont 1’abattage est interdit a

moins de Sans sauf les cas d’urgence et I’abattage sanitaire.

Une association significative a également été démontrée entre ’atteinte fasciolienne et
la race de I’animal ,en effet les races qui semblent étre les plus sensibles a 1’infestation
sont la race Montbeéliard avec 135 (12.63%) bovins positifs suivie de la race Holstein
avec 106 (10.17%) bovins positifs ,ces résultats semblent corrélés avec les autres
facteurs de risque du fait qu’il s’agisse de races laitiéres correspondant aux femelles
qui a cause de leurs physiologie gestation ,lactation on assiste souvent a une
diminution de leurs immunité ; on note également leur durée de vie plus longue(voir

facteur sexe ci-dessus), suivie par la race croisé, et enfin charolaise ,cette derniére n’a
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présenté quant a elle aucun cas de fasciolose 0% ce résultat s’explique par le fait qu’il
s’agisse d’une race a viande représentée exclusivement par le sexe méle dont le mode
d’¢levage ,le mode alimentaire et la durée de vie étaient (comme cité ci-dessus dans le

facteur sexe) défavorables a I’atteinte parasitaire .

Selon nos resultats, il semblerait que la saison du printemps soit la plus propice a la
fasciolose avec une prévalence de 117(11.42%), suivie de celle de 1’été avec
80(8.12%), Automne 126(7.47%) ,et enfin I’hiver avec 66(6.57%).dans cette présente
étude notre analyse statistique a été réaliseée sur la totalité des bovins prelevés 4700
,avec les résultats obtenus a partir des quatre techniques de diagnostique a savoir
(I'inspection des foies ,l’analyse de la bile et la coprologie) ces dernieres
correspondent au diagnostique de la forme chronique de la maladie qui n’apparait que
trois mois aprés I’infestation par 1les metacercaires ,contrairement a la
sérologie(ELISA) qui quant a elle peut a la fois correspondre a la forme chronique
comme a la forme aigue ; en effet la sérologie nous permet de détecter les anticorps

dirigés contre Fasciola hepatica deux semaines aprées infestation.

Ainsi cette forte prévalence au Printemps est le résultat de 1’infestation des bovins soit,
en Automne qui a cette période ; ’herbe n’atteint pas son abondance du printemps et
I’humidité redevient suffisamment favorable pour que les limnées infestées s’¢loignent
de leurs zones de vie permanente et liberent a cette occasion des cercaires. Les bovins
vont se rapprocher des zones humides qu’ils avaient jusque la plus ou moins
délaissées, ou I’herbe est plus abondante. Dans ce cas l’infestation correspond aux
formes chroniques; soit a des animaux infestés durant la saison du Printemps qui a
cette perriode on constate la présence des premiéres métacercaires infestantes
provenant soit de la population de métacercaires ayant survécu a 1’hiver, soit de
cercaires issues de limneées parasitées trans-hivernantes. Cette catégorie correspond a

la forme aigue décelable par la technique ELISA.
2-Discussion de la dicroceeliose

Au cours de cette étude, le Dicrocoelium dentriticum a été decouvert pour la premiére
fois dans certains abattoirs du nord de I'Algérie, notamment Bejaia, Tizi-Ouzou et

Bouira, avec des prévalences respectives de 0,17%, 0,66% et 0,54%, avec une
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prévalence totale de 0,44%. Nos résultats sont comparables a ceux obtenus par de
nombreux auteurs avec des prévalences de la dicrocceliose augmentant de 1,47, 1,76 et
2,10% en 1999-2000 a 0,69, 0,34 et 0,25% en 2003-2004 chez les bovins, les ovins et
les caprins respectivement (Ansari-Lari and Moazzeni, 2006), et 1, 0,8 et 1% des foies
saisis a cause de Dicrocoelium dentriticum chez les ovins, les caprins et les bovins,
respectivement dans l'ouest de I'lran (Shahbazi et al., 2016), Arbabi et al., (2018)
quant a eux ont signalé une prévalence de 0,77% chez les bovins, caprins et les ovins.

Quant a la région de la Mitidja en Algérie une seule étude a rapporté la présence de
Dicrocoelium spp. dans quelques abattoirs avec une prévalence de 0.07% et 0.86%
chez les bovins avec présence du parasite et la présence d’ceufs dans la bile
respectivement (Chaouadi et al., 2018). Par ailleurs, d'autres auteurs ont noté des
prévalences plus élevées, notamment Schweizer et al., (2003) avec 47,2% des cas de
dicroceeliose chez les bovins au niveau des abattoirs en Suisse; Jithendran and Bhat,
(1996) ont constaté que 8,1% des ovins et 4,1% des caprins étaient positifs pour la
dicrocceliose en Inde; dans le nord du Niger, la prévalence de la dicrocceliose €tait de
56% chez les bovins, 13,1% chez les ovins et 5,2% chez les caprins (Schillhorn van
Veen et al., 1980).Asanji et Williams, (1984) ont signalé 61,8% des cas chez des
bovins en Sierra Leone; Aminzare et al., (2018) ont constaté que (5,95%) des ovins et
des caprins abattus a I'abattoir de Nishapour avaient été condamnés.

Parmi les 4700 échantillons de selles de bovins prélevés dans des abattoirs des trois
wilayas, une analyse coproscopique a mis en évidence la présence d'ceufs de
Dicrocoelium dentriticum chez seulement 10 bovins, soit une prévalence de 0,21%.
Ces résultats sont comparables a ceux obtenus par Levasseur en 2002 qui montrait une
faible excrétion fécale des ceufs de Dicrocoelium chez les bovins, avec un nombre
d’OPG allant de 0 a 250 et une moyenne proche de 15, ce qui rend trés souvent le
diagnostic faussement negatif, Naeemipour et al., (2016) ont signalé une prévalence
de l'infection de 56% et 7% dans 550 échantillons par les méthodes ELISA et EPG,
respectivement. D'autres auteurs ont signalé des prévalences plus élevées; Cringoli et
al., (2002) en Italie, qui, d'apres une étude coprologique de 81 élevages de bovins et de
197 élevages d'ovins, ont indiqué que les bovins de 43 exploitations sur 81 (53,1%)

étaient positifs pour Dicrocoelium (16% des animaux) et que les ovins des 133 fermes
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(67,5%) étaient positifs pour D. dendriticum. Bihagi et al., (2017) ont également noté
une prévalence de 3,44% de Dicrocoelium spp. chez les chevres en Inde sur la base

d'une étude coprologique.

Ce faible résultat coprologique est principalement di au stade de développement du
parasite, il faut beaucoup de temps pour que l'ccuf apparaisse dans les selles
(Naeemipour et al., 2016). La plus grande quantité d'ceufs excrétés a été trouvée 150 a
180 jours apres l'infection (Campo et al., 2000).Tous ces facteurs rendent la méthode
coprologique impraticable et peu fiable, notamment en ce qui concerne la vidange
biliaire. Ainsi, les ceufs de Dicrocoelium s’accumulent et restent emprisonnés dans la
vésicule biliaire, ce qui explique les réponses faussement négatives. Selon Alzieu et
Ducos, (1991) et Levasseur (2002), contrairement aux ovins, l'excrétion d'ceufs chez
les bovins est souvent faible et variable dans le temps ; I'alimentation et l'utilisation

d'un anthelminthique ont également un impact sur l'excrétion des ceufs.

En fonction du nombre de parasites, l'intensité de l'excrétion d'ceufs sera différente
(Naeemipour et al., 2016). Malgré la faible sensibilité de la coproscopie, elle reste

I’une des techniques les plus largement utilisée pour le diagnostic de la dicrocceliose.

Les résultats de I'analyse de la bile aprés centrifugation ont révélé la présence d'ceufs
de Dicrocoelium avec une prévalence de 0,44% sur 4700 (21 bovins) dans les trois
wilayas. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus lors de I’inspection des foies qui
révelait la méme prévalence de la cholangite a 0,44% avec la présence du parasite,
cependant ces résultats sont bien plus importants que ceux obtenus lors de l'analyse
coproscopique (0,21% soit 10 bovins seulement). Cela confirme l'accumulation d'ceufs
de Dicrocoelium dentriticum dans la veésicule biliaire et fausse donc nos résultats

coproscopiques.

Nos résultats sont comparables a ceux obtenus par Braun et al., (1995), qui ont trouvé
des ceufs dans les selles de 13 vaches seulement, contre 44 dans des échantillons de
bile de 49 vaches avec des parasites adultes dans le foie. Ils ont montré que la
sensibilité pour la détermination des ceufs de D. dendriticum dans les échantillons de
matiéres fécales et biliaires était respectivement de 27% et 90%. Par conséquent, nos

résultats confirment donc la fiabilité de I'analyse du culot biliaire pour la détection des
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ceufs de Dicrocoelium dentriticum par rapport a la coproscopie. Cependant, du vivant
de I'animal, la technique par ponction de la vésicule biliaire sous contréle ultrasonore
entre les espaces intercostaux 8 et 12 pour la détection des ceufs de Dicrocoelium
dentriticum dans la bile est assez délicate a mettre en ceuvre dans la pratique actuelle
(Braun et Gerber, 1992).

2.1. Etude des facteurs de risque

Au cours de notre recherche, l'analyse statistique a révélé la présence d’une faible
association significative entre la dicroceeliose et la saison p=0,038, avec une
prévalence plus élevée au printemps (0,87%) suivie de celle en été (0,61%); en
automne (0,29%) et enfin en hiver (0,09%)., nos résultats sont comparables a ceux
obtenus par d’autres auteurs qui ont rapport¢ des résultats avec une association
significative entre la saison et la dicrocceliose chez les ovins, les bovins et les caprins
(p <0,001); seulement les condamnations hépatiques dues a la dicrocceliose étaient
fréquentes en Automne chez les ovins et les bovins et en hiver chez les
chévres(Shahbazi et al.,, 2016).Cependant d’autre auteurs n'ont rapporté aucune
différence significative entre la dicrocceliose et la saison de 1’année (Arabi et al.,
2018).

D'autre part, nos résultats ont également montré une forte association significative
entre la dicrocceliose et le sexe, 1'age de l'animal p <0,001; Sur 615 femelles, 15
(2.44%) étaient positives et sur 4 085 males, 6 seulement (0,15%) étaient positifs, ainsi

les femelles semblent beaucoup plus sensibles a cette parasitose que les males.

Cela est dd d'une part a leur durée de vie plus longue que celle des males, ce qui les
rend plus vulnérables a l'infestation et au développement de la maladie, a leur
physiologie (gestation, lactation) ce qui réduit considérablement leurs immunité et
deviennent ainsi plus sujettes aux différents parasitismes, et d'autre part a leur mode
d’élevage qui est souvent extensif. Les femelles ont tendance a paturer et sont donc
plus exposées et infestées, contrairement aux males, dont I'élevage est souvent intensif
car ils sont destinés a I'engraissement et dont la nature de leur régime alimentaire est
souvent constitué de céréales en graines ou en farine, ce qui les expose a un moindre

risque d'infestation. En ce qui concerne le facteur &ge, il semble exister un lien direct
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avec le facteur sexe, les males étant abattus a un plus jeune age, contrairement aux
femelles dont l'abattage est interdit a moins de cinq ans , sauf en cas d’abattage
d'urgence ou de femelle réformée. Nos résultats sont comparables a ceux de Bihaqgi et
al., (2017), qui ont signalé une incidence plus élevee d'helminthes gastro-intestinaux

chez les femelles que chez les males.

La Dicrocceliose est la sixiéme parasitose bovine et ovine d'importance économique la
plus répandue, en raison des nombreuses pertes qu'elle entraine (diminution de la
production laitiére, réduction du poids de la carcasse, stérilité possible, infertilité et

enfin saisie des foies parasités a I'abattoir (Duchacek and Lamka, 2003).

L’analyse histologique des douves de Dicrocoelium montre que les douves collectées
en Algérie sont des Dicrocoelium dendriticum, ceci par le positionnement antérieur
des testicules en tandem ou légerement oblique contrairement a Dicrocoelium
chinensis qui sont en position bilatérale (Otranto et al., 2007), et dont la largeur

maximale est au centre ou dans la partie postérieure du corps.

Le corps du parasite est plat et translucide, révélant tous les organes. Nos résultats
montrent donc des tailles de parasite plus courtes allant de 2,8 a 4,5 mm, ce qui les

différencie des Dicrocoelium hospes souvent plus allongés (Bourgat et al., 1975).
3. Résultats sérologiques
L’élaboration de I’analyse sérologique a été etablie dans quatre buts

1-confirmation de I’infestation a Fasciola hepatica des foies de bovins présentant des

cholangite distomienne (un total de 325 sérums).

2-détermination des lésions hépatiques dues a Fasciola hepatica chez les bovins

présentant des cholangites non distomiennes (un total de 236 serums).

3- Déceler d’éventuelles formes aigues de la parasitose a Fasciola hepatica par
échantillonnage au hasard de 114 sérums de bovins a partir des 3718 bovins présentant

des foies macroscopiquement sains

4- Déceler d’éventuelles réactions croisées entre Fasciola hepatica et Dicrocoelium

dendriticum
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5- Evaluation de la Cinétique des anticorps a Fasciola hepatica chez les bovins
naturellement infectés abattus au niveau des abattoirs au nord de I’Algérie  (Tizi-

Ouzou, Bouira et béjaia) selon plusieurs facteurs de risques.

A T’issue de I’analyse sérologique des 675 sérums, un total de 384 (56.9%) sérums se
sont réveles étre séropositifs, 12 (1.78%) seulement se sont révélés douteux et 279
(41.33%) séronegatifs. Ces résultats montrent une plus grande sensibilité du test
ELISA pour la détection de la parasitose comparée a I’inspection des foies au niveau
des abattoirs qui était de 325 (48.14%) ces resultats sont comparables a ceux obtenus
par d’autres auteurs qui ont rapporté que l'inspection des viandes a l'abattoir a une
sensibilité inférieure a celle des méthodes basées sur la serologie (Mazeri et al.,
2016). Ceci revient au fait que la sérologie nous permet la détection de I’infestation a
Fasciola hepatica durant la période prépatente durant laquelle les jeunes douves se
déplacent en traversant la muqueuse digestive du nouvel héte avant de pénétrer dans le
foie a travers la capsule de Glisson et une migration dans le parenchyme hépatique
pour enfin pouvoir se fixer dans les canaux biliaire et devenir adulte une période qui
dure environ 3 mois durant la quelle I’inspection des foies sera négative d’ou I’intérét
de la sérologie dans la détection précoce de la parasitose.

La séropositivité des bovins au niveau des trois wilayas Tizi-Ouzou, Bouira et Béjaia
était respectivement de 56.05% ,59.45% et 55.24% ce qui est en corrélation avec les
résultats obtenus par inspection des foies révélant une plus forte positivité dans la
wilaya de Bouira. Une grande variation dans les taux d’anticorps chez les bovins
positifs a été révélée sur les 56.9% de bovins séropositifs , 12.29% présentaient un
faible taux d’anticorps (15%<val<45%), 16.44% présentaient un taux d’anticorps
moyens (45%<val<75%),et 28.15% des bovins présentaient quant a eux des taux
d’anticorps élevés (75%~<val) , cette variation serait due probablement a 1’état
physiologique et immunitaire des bovins et au taux d’infestation par les metacercaires ,
Boulard et Regnault (1989) montrent que les réponses sérologiques individuelles chez
les bovins expérimentalement infestés par des doses répétées de métacercaires sont
variables, d’un bovin a I’autre. les douves sont continuellement en contact avec du

parenchyme hépatique sain, suggérant une dépression de la réponse inflammatoire et
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de la réponse immunitaire, ce qui faciliterait leurs migrations a travers le parenchyme
sain (Chauvin & Boulard, 1996).

Durant notre études aucune réaction croisée n’a été trouvée par I’analyse sérologique
chez les bovins atteints de Dicrocoelium dendriticum ce qui confirme la forte
spécificité du test. Cependant les 6 cas de bovins présentant une coinfection a
Fasciola hepatica et a Dicrocoelium dendriticum ont tous révelé des valeurs de taux
d’anticorps anti Fasciola hepatica compris entre (45%<Val<75%) ce qui suggere une

réponse immunitaire moyenne comparée a une mono-infestation.

Le teste de khi-deux a révélé I’existence d’une association significative entre
I’atteinte hépatique a I’inspection des foies et les taux d’anticorps révélé en ELISA
(p<0.001),en effet , notre ¢tude a montré¢ une forte sensibilité de ’ELISA dans la
détection de la parasitose soit 98% des foies présentant une cholangite distomienne se
sont réveleés étre séropositifs ce qui correspondait a des formes bien installées de la
parasitose, cette catégorie des foies présentaient les taux d’anticorps les plus élevés
avec 190 (58.46%) qui avaient des valeurs supérieures a (VAL>75%) cette forte
réponse immunitaire serait due a 1’action irritative des douves adultes nouvellement
présentes dans les canaux biliaires et a une forte charge parasitaire des foies ce qui
confirmerait que Les réponses aux IgG1 sont corrélées a la charge parasitaire, ce qui
indigue que la charge antigénique joue un réle important dans le développement de ces
réponses (Beesley et al., 2018). Ces taux d’anticorps tendent a diminuer a 29.84%
présentant des taux moyens (45%<val<75%) et enfin 10.15% présentant des valeurs
comprises (15%<val<45%) cette diminution des taux d’anticorps serait due a une
stabilisation de la parasitose qui correspondrait a des formes chroniques de la maladie

caractérisées par des taux d’anticorps plus faibles.

Seulement Trois cas (0.44%) d’animaux présentant des douves a 1’inspection des foies
se sont montrés séronégatifs par le test ELISA (val<10%) et deux cas (0.29%) de
bovins présentant une cholangite distomienne ont révélé des taux d’anticorps douteux
compris entre (10%-<val<15%). Ces résultats ont déja été rapportés par certains auteurs

(Boulard et al., 1985) et pourraient s’expliquer par une diminution de la stimulation
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du systétme immunitaire de 1’hdte lorsque les douves sont installées dans les canaux

biliaires ou a une détérioration du systeme immunitaire dde a un pluri parasitismes.

Sur les 236 foies présentant une cholangite non distomienne (lésions hépatiques avec
absence de parasite)79.66% se sont révélés étre séronégatifs (val<10%) ce qui
laisserait penser a des lésions dues a d’autres pathologies, aucun sérum n’a présenté
des taux d’anticorps €levés et seulement 4.66% présentaient des taux d’anticorps
moyens compris entre (45%<val<75%) ces résultats confirment 1’importance de la
charge parasitaire dans 1’expression d’une forte réponse immunitaire comme c’est le
cas chez les bovins présentant un foie infesté de douves, 0.84% ont présenté des
valeurs d’anticorps douteux compris entre (10%<val<15%) et 14.83% quant a eux
présentaient des taux d’anticorps faibles  (15%-<val<45%)ces  résultats
correspondraient a des animaux ayant subi un traitement , vu que les tests de détection
des anticorps ont une excellente sensibilité, les anticorps peuvent néanmoins rester

dans le sérum pendant plusieurs mois apres un traitement réussi (Beesley et al., 2018).

Cependant les méthodes sérologiques décélent la présence d’anticorps anti fasciola et
non D’infestation au moment de la prise de sang vu que les anticorps témoins peuvent

persister pendant 12 semaines apres traitement (idexx fascilosis verification).

Sur les 114 bovins présentant un foie macroscopiquement sain 77.19% étaient
séronégatifs ce qui confirme la non infection des bovins, 7% avaient des taux
d’anticorps douteux (10%<val<15%) et 13.16% avaient des taux compris
(15%+<val<45%) ces catégories correspondraient a des animaux récemment infestés
par les metacercaires présentant des formes aigues de la parasitose vu 1’absence de
Iésions au niveau des foies qui macroscopiquement étaient sains, 1’infection a Fasciola
spp. se caractérise par une augmentation d'lgG spécifique du parasite, normalement
détectable a 4 semaines poste infestation (wpi) et atteignant un pic entre 8 et 10 wpi
(Martinez et al., 2014 ; Salimi et al., 2005 ) ; 2.63% présentaient des taux d’anticorps
plus élevés compris entre (45%<val<75%) ce qui correspondrait aux formes aigues de
8 a 10 wpi qui a cette période on constate une augmentation considérable des taux

d’anticorps.
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La sérologie est devenue le moyen le plus rapide et le plus efficace dans la détection
de la fasciolose au cours de ces derniéres annees. Les titres d’antigénes de la fasciolose
deviennent positifs au début de la migration du parasite et sont détectables 2 a 4
semaines apres la premiére exposition au systeme immunitaire de I'hote. Les
techniques de dosage ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Absorbant Assay) ont
largement remplace les tests de détection des ceufs du parasite dans les selles en raison
de leur rapidité, de leur sensibilité et de leur quantification. (Santiago et Hillyer,
1988) (Hassan et al., 2001). Les taux d'anticorps des sérums sont souvent en
corrélation positive avec le degré d'infestation. (Sezgin et al., 2004) Il faut également 5
a 7 semaines apres l'infection initiale pour que les vers adultes soient suffisamment
matures pour produire des ceufs ; ainsi, il n'y a pas d'ceufs dans les selles pendant la
phase aigué de l'infection. Les niveaux d'anticorps sont également en corrélation
positive avec la charge infectieuse. Les traitements réussis et I'élimination des parasites
sont en corrélation avec une diminution des titres d’anticorps en ELISA pour les
antigénes de la fasciolose. Cependant les anticorps peuvent encore étre détectables a
des niveaux faibles pendant des années. Des études chez I’homme ont rapporté que le
test devient indétectable chez environ 65% des patients un mois apres le traitement
réussi. Certains patients auront un titre positif faible a vie sans aucune preuve
d'infection active (Kog et al., 2009)(Dias et al., 1996).

Variation des taux d’anticorps selon la saison de I’année

Nos résultats montrent une trés grande variation dans les taux d’anticorps révélés en
ELISA, avec des taux élevés enregistrés durant la saison d’Automne et Printemps en
effet sur les 190 bovins présentant des taux €levés d’anticorps (+++) 33.68% étaient en

Automne et 31.05% étaient au Printemps et seulement 12.10% étaient en Hiver.

Notre présente étude suggére une association significative entre les taux d’anticorps et
la saison de I’année (p<0.001), cette association a été précédemment rapportée par de
nombreux auteurs ou les niveaux les plus éleves étaient en Automne et Printemps,
cette tendance a été précédemment observée chez d'autres populations (Kuerpick et al.,
2012; Bloemhoff et al., 2015; Munita et al., 2016). Alors que d’autres auteurs ont

168



enregistré des taux d’anticorps élevés en Automne et Hiver. Ces divergences de
résultats seraient dues aux differences a la fois d’habitudes d’élevage et a la variation
climatique d’un pays a un autre (Byrne et al., 2018).en effet en Algérie Les
agriculteurs du Nord, mettent en place deux périodes de paturage saisonniéres au
Printemps et en Automne et amenent le bétail a I'intérieur des étables a la fin de
I'Automne ou en Hiver . Ainsi, les bovins sont de plus en plus exposés a I’infestation
au cours de ces mois de paturage, ce qui entraine une augmentation en taux d’anticorps
(val%) en Automne et au printemps (Relf et al., 2011; Bloemhoff et al., 2015).

En Algérie on distingue deux périodes de paturage autrement dit deux périodes a
risque de contamination des bovins par les metacercaires de Fasciola hepatica, la
premiére étant le Printemps qui représente le début de la présence des premiéres
métacercaires provenant soit de la population ayant survécu a I’hiver ,soit de cercaire

issues de limnées parasitées transhivernantes.

La deuxieme période étant 1’Automne sur cette période 1’herbe n’atteint pas son
abondance du printemps et I’humidité redevient suffisamment favorable pour que les
limnées infectées s’éloignent de leurs zones de vie permanente et libérent a cette
occasion des cercaires ,les bovins vont ainsi se rapprocher des zones humides qu’ils
avaient jusque la plus au moins délaissées ou I’herbe est plus abondante cependant a
cette période on constate un nombre accru de limnées et par conséquent un plus grand
nombre de limnées parasitées; on se retrouve donc avec une charge élevee en

¢léments infestants sur les végétaux d’ou les taux les plus €levés en anticorps.
Variation des taux d’anticorps selon le sexe de I’animal

Une association significative entre les taux d’anticorps et le sexe de I’animal a été
montrée (P<0.001) ,en effet durant notre étude les femelles ont tendance a montrer des
taux d’anticorps plus élevés que les males ,sur 190 sérums présentant des taux
d’anticorps (VAL>75%) 67.36% étaient des femelles contre seulement 32.63% des
maéles tandis-que sur les 83 des sérums présentant les taux d’anticorps les plus
faibles(15%<val<45%) ,15 % sont rencontres chez les méles et seulement 8.45% chez

les femelles .
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Cette variation est en relation directe avec le mode d’élevage en Algérie qui est
souvent extensif chez les femelles , qui ont tendance a péaturer et a étre plus exposées
aux différents parasitismes ce qui représente un risque d’infestation avec des charges
parasitaires plus importantes d’ou les taux d’anticorps élevés, du moment ou plusieurs
auteurs ont confirmé (Santiago et Hillyer, 1988 ; Hassan et al., 2001) que les taux
d'anticorps des sérums dirigés contre Fasciola sont souvent en corrélation positive

avec le degré d'infestation (Sezgin et al., 2004).

Globalement, plus les vaches laitieres sont mises au paturage longtemps, plus les
niveaux d'anticorps antiparasitaires sont élevés. Le co-paturage avec les ovins et les
caprins augmentait également de maniére significative le risque de surcharge

parasitaire élevé (Arenal et al., 2018)

Ce phénomeéne est tout autre chez les males qui sont destinés a la production de viande
chez lesquels 1’¢élevage intensif est favorisé et ne pature que trés rarement d’ou un
risque moindre d’infestation ou du moins une infestation avec de faibles charges

parasitaires d’ou des taux d’anticorps souvent faibles.
Variation des taux d’anticorps selon I’age de I’animal

I’analyse de Pearson Chi-square a révélé 1’existence d’une association significative
entre les variations des taux d’anticorps et 1’age de 1’animal, en effet sur les 190
sérums présentant des taux d’anticorps €levés 43.15% étaient agés (>4ans) et 51.05%
d’un age intermédiaire(2<age<4ans) et seulement 5.78% étaient jeunes (<2ans) ,cette
variation des taux d’anticorps selon le facteur age semble avoir une relation directe
avec le facteur sexe du fait que la catégorie jeune correspond dans la majorité des cas
aux males qui sont abattus trés jeunes pour la boucherie ce qui leur laisse peu de temps
pour I’infestation contrairement a la catégorie intermédiaire et agée qui correspondent
souvent aux femelles dont I’abattage est interdit & moins de cing ans sauf en cas
d’abattage sanitaire ou d’abattage d’urgence ou d’infertilit¢ de la vache cette catégorie
offre plus de temps aux animaux de s’infester ce qui nous prouve que 1’age est en

corrélation positive avec I’infestation des bovins a Fasciola hepatica.
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Variation des taux d’anticorps selon la race de ’animal :

L’existence d’une association significative entre les variations des taux d’anticorps
anti Fasciola hepatica et la race de I’animal a été trouvée (p<0.001),en effet notre
¢tude n’a montré aucun cas de séropositivité chez la race charolaise ceci serait di
d’une part a sa résistance vis-a-vis de la parasitose d’une autre part du fait que la race
charolaise correspond a des bovins males destinés a la boucherie, leur mode d’élevage
est donc intensif pour 1’engraissement ;leur alimentation est souvent des farines ou
graines concassées en rajoutant a cela leur abattage jeune, ce qui leurs confére peu de
risque d’infestation qui en général est en corrélation positif avec le paturage et la durée

de vie plus longue.

Les taux d’anticorps les plus élevés ont été enregistrés chez les races Montbéliard
suivis de race Holstein et croisé tandis que la race Fleckvieh semble présenter des
taux d’anticorps plus faibles cette variation montre que le facteur race joue un role

dans la sensibilité des bovins vis-a-vis de la parasitose.
Variation des taux d’anticorps selon la localité :

Le test de Pearson Chi-square a révélé la présence d’une association significative entre
la variation des taux d’anticorps selon la localité des bovins (Tizi-Ouzou, Bouira,
Bejaia) avec des taux les plus élevés d’anticorps au niveau de la wilaya de Bouira
suivis de Tizi-ouzou et enfin Béjaia. Cela pourrait s'expliquer par les différences
environnementales locales ainsi que par les différences dans les pratiques de gestion
des exploitations locales (Bennema et al.,2011), dans le cadre de notre étude les
caractéristiques environnementales sont presque similaires avec des taux de
pluviométrie les plus élevés au niveau de la wilaya de Béjaia ainsi les differences
environnementales a elles seules ne contribuent pas aux variations de 1’infestation au
niveau des différentes localités cependant les pratiques de gestion des exploitations
seraient les plus incriminées dans cette variation.On cite comme facteur Le co-
paturage avec les ovins et les caprins qui augmenterait de maniére significative le
risque de surcharge parasitaire (Arenal et al., 2018),ce dernier semble plus fréquent au

niveau de la wilaya de Bouira d’ou les taux d’anticorps les plus élevés.
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4. Discussion sur les analyses moléculaires

La fasciolose est une zoonose d'origine alimentaire causant d'importantes pertes
économiques dans le monde entier (Nyindo et Lukambagire, 2015). La lutte contre ces
infections nécessite des études épidémiologiques et une caractérisation génétique

préalable.

Des études antérieures ont montré que la fasciolose est tres courante en Algérie
(Mekroud et al., 2004; Righi et al., 2016). La prévalence globale observée chez les
bovins était inférieure aux valeurs publiées précédemment dans la région de Jilel
(27,0%) (Mekroud et al., 2004) et a El Tarf (26,7%) (Ouchene-Khelifi et al., 2018).
Seulement a Souk-Ahras, la prévalence était élevée et atteignait 22,3%. Ouchene-
Khelifi et al., (2018) ont signalé une valeur similaire dans la région d'El Tarf. Parmi
les wilayas et communes restantes, les valeurs variaient entre 2,3 et 11,5%. Cette
réduction apparente de la prévalence pourrait étre associée a plusieurs causes, telles
qgu'un changement de biotope, l'application de plans de contrdle ou une baisse
importante du nombre d'hétes (Mas-Coma et al., 2008). De plus, 1’utilisation

d’anthelminthiques peut expliquer la faible prévalence observée.

Les résultats actuels sont comparables aux précédentes études épidémiologiques de
différents pays. La prévalence globale était de 9,77% en Egypte (ElTahawy et al.,
2017) et de 12,6% en Tunisie (Hamed et al. 2014). En France, Meissonnier et Mage
(2007) ont signalé une fluctuation de la prévalence comprise entre 3,7 et 10,8%. Dans
le présent travail, les analyses morphométriques et moléculaires des douves de
Fasciola, recueillies dans huit wilayas Algériennes, ont révélé 1’existence d’une seule

espece (F. hepatica).

En effet, en utilisant I'analyse morphométrique, un seul morphotype a été observé.
Plusieurs études ont estimé que le rapport longueur /largeur du corps était un caractére
approprié permettant de différencier F. hepatica de F. gigantica (Ashrafi et al., 2006;
El-Rahimy et al., 2012; Asadian et al., 2013; Aryaeipour et al., 2017). Farjallah et al.,
(2009) ont été les premiers a utiliser des marqueurs moléculaires pour caractériser les
douves Algériennes (dans la wilaya de Mostaganem) provenant de moutons. Ici, un

seul haplotype ITS-1 a été observé dans les huit wilayas étudiées. La séquence

172



nucléaire ITS-1 est un marqueur phylogenétique cohérent permettant la
caractérisation des especes de Fasciola (ltagaki et al., 2005; Farjallah et al., 2009;
Rokni et al., 2010; Amor et al., 2011).

Parmi les échantillons étudi€s, 1’haplotype FhITS2-H2 n’était pas observé. Il avait déja
été signalé en Espagne (Alasaad et al., 2007), en Algérie (Farjallah et al., 2009), et
récemment en Amérique du Sud (Valero et al., 2018). Cependant, un nouvel haplotype
FhITS2-H3 est décrit pour la premiere fois, en tant que résultat d'un polymorphisme a
la position 935 (T / A). Cet haplotype est probablement répandu dans toute I'Algérie a
cause des mouvements des animaux infectés entre les provinces via le nomadisme ou

les systemes de transhumance (Gabli et al., 2015).

Les résultats des marqueurs mitochondriaux étaient cohérents avec ceux retrouvés
précedemment (ltagaki et al., 2005; Farjallah et al., 2009; Amor et al., 2011,
Carnevale et al., 2017; Rouhani et al., 2017; Sarkari et al., 2017; Valero et al., 2018)
dans la mesure ou tous les haplotypes Algériens appartenaient a un clade
monophylétique - F. hépatica. Les deux jeux de donnees COIl et NADI ont montre
une faible diversité de nucléotides et d’haplotypes, avec sept et cinq haplotypes pour
COlI et NADI, respectivement. Cependant, COI-trnT-rrnL a montré une faible diversité
en nucléotide et une haute diversité d'haplotypes. Ce motif habituellement indique un
goulot d'étranglement récent suivi d'une population de croissance rapide (Grant et
Bowen, 1998).

L’analyse Median-joining network s’est générée en étoile. Les haplotypes communs
(FhCOI-trnT-rrnL-H1, FhCOIH1, et FNNADI-H1), avec une position basale dans les
trois réseaux, sont probablement la source de dispersion de F. hepatica a travers le

pays, en particulier dans la région humide du nord.

De plus, les haplotypes COI et NADI semblent partages avec plusieurs pays (Tunisie,
Egypte, Afrique du Sud, Turquie, La France, I’Italie et I’Espagne), suggérant qu’ils
pourraient avoir une origine commune (Le et al., 2000; Itagaki et al., 2005; Lotfy et
al., 2008; Farjallah et al., 2009, 2013; Amor et al., 2011; Simsek et al., 2011; Omar et
al., 2013; Martinez-Valladares et Rojo-Véazquez, 2014; Wannasan et al., 2014;
Mucheka et al., 2015; Valero et al., 2018).
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Les références restantes de La Tunisie, la France, I’Italie, I’Espagne, la Chine, le Japon
et les Etats-Unis ont dérivé d'haplotypes communs avec un a trois substitutions de
nucléotides. Ces résultats suggerent que les importations des bovins pourraient avoir
un impact significatif sur I'entrée des F. hepatica en Algérie. Srairi et al., (2013) ont
déclaré que les autorités Algériennes ont assuré l'approvisionnement annuel de bétail

importé en réponse a I’expansion démographique.
La majorité du bétail est importée de France et d’Espagne, avec 40 000 / par an.

NJ et ML ont montré de faibles valeurs bootstrap dans le clade de F. hepatica,
confirmant la relation étroite existant entre les Haplotypes de F. hepatica d'origines

différentes.

AMOVA a révélé une faible structure de la population en Algérie. De plus, les
Mismacths distributions unimodales en forme de L pour COI, NADI et COIl-trnT-rrnL
ont été observés et des modeles en forme d'étoile pour I'analyse médian —joining
network ,tous deux compatibles avec les augmentations de population. Les valeurs
négatives des tests de neutralité indiquent les mémes résultats. Au cours des derniéres
décennies, plusieurs rapports ont indiqué la fievre aphteuse comme facteur clé
affectant plusieurs especes d’¢élevage (bovins, ovins et caprins) en Algérie (Samuel et
al., 1999, Kardjadj 2018). En effet, apres 2014, une épidémie de fievre aphteuse a
détruit 30% du bétail Algérien. La diminution de la taille de la population d'espéces
hotes est clairement une source de la diminution observée de la variabilité génétique
du parasite. Les accroissements de population observés ainsi que la prévalence

rapportée pourraient étre corrélés a I'absence de stratégie de contrdle en Algérie.

La Diversité génétique et I’expansion de la population de F. hepatica pourraient
également étre influencées par I'h6te intermédiaire, Galba truncatula, ou se produit
I'expansion clonale de Fasciola, (Beesley et al., 2017). Vilas et al., (2012) ont
confirmé le potentiel de I'néte intermédiaire pour disséminer les métacercaires avec
génotype identique au paturage. lls ont également trouvé le méme multilocus génotype
de Fasciola partagé entre les hotes définitifs (bovins et ovins).lors d’une étude portant
sur les bovins et les moutons, Beesley et al., (2017) n'ont trouvé aucune différence

significative dans la diversité de Fasciola. Fasciola a une large gamme d'hotes qui
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peut permettre le maintien de sa diversité génétique chez les animaux sauvages
(Beesley et al., 2017).
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Conclusion

Cette étude montre une forte prévalence de F. hepatica dans les troupeaux de bovins
Algériens pendant et a la fin de chaque saison de paturage, plus particulierement la
saison du Printemps. Des mesures de contrdle appropriées sont nécessaires chez les
vaches laitieres adultes, en particulier pendant la lactation. De plus, le test ELISA a
clairement montré les changements saisonniers de F. hepatica et constitue donc un

outil de diagnostic utile et facile a utiliser.

La présente étude fournit des résultats importants concernant la caractérisation
génétique et la variabilité de F. hepatica en Algérie, ainsi que le réle important de
I’importation de bétail dans la détermination de la voie de dispersion de F. hepatica
dans le monde. La fasciolose semble étre fréquente chez les bovins Algériens de l'est a
I'ouest. Bien que les douves Algériennes aient souffert de la récente épidémie de fievre
aphteuse, il semble que I’absence de stratégie de contrdle associée au climat
méditerranéen favorable puisse conduire a une reconstruction et a la dispersion de ses
populations. L'Algérie est le plus grand pays africain ; par conséquent, de nouvelles
études sur les douves de Fasciola de différents hotes et provinces sont essentielles
pour mieux comprendre leur histoire génétique et pour mettre au point des mesures de

contréle spécifiques.

A T’issue de nos résultats la sérologie semble étre le moyen le plus rapide et le plus
efficace dans le diagnostique de la fasciolose, en effet la détection des anticorps dirigés
contre Fasciola devient positive au début de la migration du parasite et sont
détectables 2 a 4 semaines aprés la premiere exposition au systeme immunitaire de
I'ndte. Les techniques de dosage ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Absorbant Assay)
ont largement remplacé les tests sur les ceufs des parasites dans les selles en raison de

leur rapidité et de leur sensibilité.

Ce travail visait a déterminer la présence ou l'absence de D. dendriticum jamais signalé
auparavant en Algerie. Les résultats ont révélé la présence de D. dendriticum dans les
trois wilayates : Tizi-Ouzou, Bejaia et Bouira. Sa faible prévalence confirme le début
de l'introduction du parasite en Algérie, qui pourrait augmenter dans les années a venir

si aucune mesure n'est prise.
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La wilaya de Tizi-Ouzou a le taux le plus élevé de bovins infestés par la dicrocceliose,

suivie de Bouira et enfin de Bejaia.

De plus, les résultats montrent que les distomatoses affectent davantage les femelles et
les animaux plus agés. Les animaux qui paturent pendant plusieurs années sont plus
susceptibles d'excréter des ceufs de D. dendriticum que ceux de la premiére année de

paturage.

De nombreuses études sur la dicrocceliose chez différentes espéces de bovins, d'ovins
et de caprins doivent étre menées en Algérie, tant sur sa prévalence que sur son
épidémiologie. En particulier, I'identification moléculaire de la petite douve serait utile
pour déterminer son origine et la présence d'une variation intraspécifique des espéces

présentes en Algérie.

Ces prévalences révélées doivent nous alerter sur la gravité de la situation et nous
appeler a plus de vigilance vis-a-vis de cette parasitose. Nous devons prendre des
mesures plus efficaces par un dépistage sérologique (ELISA- technique la plus
sensible) dans de différentes régions, et traiter tout animal infesté. Ceci permettra
d’éviter toute perte économique lors de ’orientation vers 1’abattage des animaux de
boucherie et toute diminution de production laitiere pour les femelles. Un autre
dépistage serologique doit étre établi aprés traitement des animaux pour pouvoir

déceler d’éventuelles résistances chez certains bovins.
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Abstract

The liver fluke Fasciola hepatica is the main cause of fasciolosis in North Africa leading to significant cconomic kosses and public
health problems. In this study, the nbosomal intemal transcribed spacer (ITS}), eytochrome ¢ oxidase 1 (COI), the mitochondrial region
spanning the COlmT-rmL, and the NADH dehydrogenase subunit [ (NADI) markers were used to characterize Fasciolu flukes from
Algenia, Fasciola appeared widespread from the east to the west of Algeria. Among 1701 sampled cattle from 8 Algenian provinces,
5% were infected. Using momphological and morphometric analysis, one morphotype of Fasciofa was observed. Nuclear ITS marker
indicated that all collected flukes belong to £ fepatica. Multiple alignments of ITS dataset revealed two haplotypes, one described here
for the first ume. Analysis of molecular variance (AMOVA) of mitochondrial markers revealed weak population structure in Algenia.
Mismatch distributions, neutrality tests, and median-joining network analysis all were compatible with a recent expansion of Algenan
F. hepatica population. Fasciolosis appeared common in Algerian cattle, it seems that the absence of control strategy coupled to the
favorble Meditermnean climute may lead to a reconstruction and dispersion of its populations. This study provides important results
conceming the genetic charactenzation and vanability of £ hiepatica in Algeria as well as the significant role of cattle importation in
shaping its dispersal route worldwide,

Keywords Fasciola hepatica - Algena - Genetic churacterization « ITS - NADI - COI « COl4mT-rmL

Introduction

Seetion Editoc: Xing-Quin Zhs ‘The liver flukes, Fasciola heputica Linnacus, 1758 and Fusciola
Electronic supplementary material The online version of this article gigantica Cobbold, 1856, are the cause of fasciolosis in humuns
(hip-/idol.org/10,1007400436-019-06270-5) comtaing supplementary and livestock (Mas-Coma and Bargues 1997). Fasciola
mstenial, which is available to authonized users. gigantica has been reported in tropical arcas, while F- hepatica
is characterized by a worldwide distribution (Mas-Coma and
Bargues 1997). Fasciolosis causes important economic Josses
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between Fasciola spp. specimens from different hosts than the
mterspecific one.,

Molecular classification has so fir atiested 10 be the method of
choice, providing a clear differentiation between the two Fasciola
characterization of Fasciola spp. can be camed out using several
markers & the nbosomal mtemal tanscnbed spacer (ITS), phos-
phoenolpyruvate carboxykinase (pepek), DNA polymerse delta
(pold), cytochrome ¢ axidase 1 (COI), and the NADH dehydroge-
nase (NAD) genes (Ttagski ot al. 2005; Farallah et al. 2009; Mas-
Coma et ak. 2009; Amor et al. 2011; Hayashi ¢t al. 2016: Bargues
et al. 2017; Camevale et al, 2017; Ichikawa-Seki et al. 2017;
Rouhani et al. 201 7; Sarkan etal. 2017). In 2012, Le e al. proposed
u duplex PCR based on the mitochondrial region COMmT-rmL as
alfernative 1o differentiate between species within overdapping geo-
graphac regions. Mitochondrial merkers are also useful for studying
population genetic structure. Hayashi ¢t al. (2015, 2016) explored
the dispersal routes of £ gigamtico m Southeast Asia using mito-
chondrial NADI dutasct and revealed the significant role of the host
movement in shaping its genctic stracture,

F hepartica s widely distributed in North Africa (Mekroud
ct al. 2004; Farjallah et al, 2000; Amer et al, 2011 Ouchene-
Khelifi ctal. 2018). Egypt is still the only North African coun-
try where both Fasciola spp. and their aspermic hybrids have
been described (Amer et al, 2016),

In Algenia, fasciolosis is very common, especially within the
tumid northem region favorable for the survival of the interme-
diate host, the snail Galba runcamla Miiller, 1774 (Mekroud
et al. 2004: Righi et al. 2016), The prevalence of fasciolosis
has been reported to vary from 6.5 to 182% in sheep and from
9.1 10 27% in catthe (Mekroud et al. 2004; Ouchene-Khelifi et al.
2018). Ouchene-Khelifi et al. 2018) reported the condemmation
of over 3000 mfected hiver in El Tarf region, which comespond 1o
un economic loss of 60,000 euros,

Despite the impact of fasciolosis in Algena, only one study
restricted 1o a single locality has assessed the genctic diversity of
Fasciola flukes collected from sheep (Farjallah et al. 2009),
Therefore, the objective of the present study s 10 mvestigate
the genctic vanability of Fascinla samples, recovered from dif-
ferent Algenan provinces, based on several molecular markers
(TS, CORmT-rmL, NADI, and COI). It s the first time that a
study will inchude several regions from the eastem to the westem
part of Algenia. In addition, data dealing with the prevalence and
the morphometric variability of Fasciola samples in the studsed
localities will be provided.

Materials and methods
Study area

The study was carried out in eight provinces of northern
Algeria: Bejain, Souk-Ahras, Batna, Médéa, Tissemsilt,

8 Springer

Tiaret. Tlemeen, and Ain-Temouchent (Fig. 1 Table 1).
Samples from Bejaia province were collected from 12 differ-
ent districts (Fig. 1; Table 1). The studied area is churcterized
by & Meditermnean climate, and it is divided by two geograph-
ic barriers, the Tell and the Saham Atlas. North Algenia 15
chamcterized by a cold winter and warm summer with signif-
tcant rainfall. These conditions are advantageous for the trans-
mission of Fasciola,

Fasciola samples and morphometric analysis

After post-mortem examination of 1701 cattle by veterinary
officers, adult flukes were collected from 87 infected livers
from January 10 December 2017 (Table 1). Samples were
collected in plastic jars and then washed in PBS.

The body length (BL) and body width (BW) were mea-
sured using digital calipers prior to photography (Ashrafi
et ul. 2006). Body length to width ratio (BL/BW) was also
calculated for cach specimen. One-way analysis of varance
(ANOVA), implemented m SPSS 18.0 (SPSS, Chicago. IL),
was conducted in order to determine whether there was any
significant morphometric variation between flukes isolated
from different localitics,

Localitics were divided into two groups, castern, including
Bejais, Souk-Ahras, and Batna, and western, including
Médéa, Tissemsilt, Tiaret, Tlemeen, and Ain-Temouchent,

DNA extraction, amplification, and sequencing

One 10 three adult flukes were selected randomly from each
host for molecular analysis, for a total of 140 specimens.
Samples were stored in T0% ethanol and preserved at -
20 °C. Genomic DNA was extracted from a portion of the
lateral zone of the adult fluke vsing Wizard Genomic DNA
Punfication kit (Promega, USA) according to the munufuc-
turer's recommendations, For umplification, 1 ul. of genomic
DNA was added in @ 25 ul. reaction mix containing, | U of
MyTag DNA polymerase (Bioline, Memphis, USA), S ul. 5=
MyTaq buffer, 10 pmol of each primer, and ddH,0. The
primers BD1 and BD2 were used for the amplificanon of
ITS region including ITS-1, 5.8S rDNA and ITS-2, FhF and
FHR for COl-tmT-rmL (Le et al, 2012), It 10 and Ita 2 for
NADI (Ttagaki et al. 2005), and JB3 and JB4 for COI (Bowles
et ul. 1992), Reaction cycles consssted of an initial denarur-
wtion at 94 °C for 4 min, followed by 30 cycles at 94 °C for
90 8, 55 °C (for COI) or 53 °C (for NADI), 52 °C (COl-mT-
L) or 62 °C (for ITS) for 90 s, und 72 °C for 120 s with a
final extenston at 72 °C for 10 min. During amplifications,
negative control was included 1o assess possible contamina-
tion. All the PCR products were sequenced using forward
primers at Macrogen sequencing facility (Macrogen Inc.,
Scoul, Korea).
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Fig. 1 Map of Algeria (a), Bejaia (b), North Algenin (cx Provinces:
Bejaka (A} Tiaret (B), Souk-Ahras (C), Ain-Temouwchent (D). Bamna
(E) Médéa (F), Tlemcen (G, and Tissemsilt (H). Districes: Akbou (1)

Data analysis

Seaview 3.2 {Galticr et ul. 1996) was used to perform multiple
alignments for each genetic marker. The sequences of the two
mitochondnal genes were translated into amino acids to check
for possible amplification of pseudogenes, Representative se-
quences of F hepatica, F. gigantica, and the aspermic
Fasciola available in GenBank were included in the three
datasets (ITS, COL and NADI) (Table 2).

Haplotype (Hd) and nuckeotide () diversities were estimat-
ed and the mismatch distribution for the two mitochondrial
markers was constructed using DnaSP v 5.10 (Librado and
Rozas 2009).

Tajima’s D (Tajima 1989) and Fu's Fs (Fu 1997) were
performed to evaluate the assumption of selective neutrality

Adckar (21, El Kseur (3), Seddouk (4), Amizour (5), Kherata (6), Sidi-
Alch (7), Béjala {8). Ouzcllaguen (91, Bens Maouche (10), Darguina (114
und Chemini (12)

of mIDNA sequences and population mutation-drift
equilibrium.

In addition, the genetic stnxcture of £ hepatica in Algeria
was estimated via o spatial analysis of molecular variance
(AMOVA)} implemented in Arlequin 3.5 (Excoffier et al,
2005). The studied populations were grouped according to
their origin, castem and westem populations, Levels of signif-
icance of statistics charcterizing variation at different hieras-
chical levels were assessed through 10,000 permatations.

The evolutionary relationships between mitochondrial hap-
lotypes were analyzed for both markers NADI and COL by a
median-joiming network (Bandelt et al. 1999) constructed with
Network 5.0 (Fluxus Technology Lid.).

The best-fitting models of molecular evolution applied to
the datasets in the phylogenetic reconstructions were infermed
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Table1  Number of catthe shughtered and prevalence of livers infectad
with fascioliasis from Algeria. Codes used for each peovinoe or district ane
given in parertheses

Province District N, N Prevalence
examined  mfectied (%)

Bejata (A) Akbou (1) 95 10 105
Adekar (2) m ] 104
El Kseur (3) 4| 4 49
Seddouk (4) (5] 4 62
Amizour (5) 9% 6 63
Kherratu (6) 6l 7 s
Sudi-Alch (7) 106 5 47
Bégaka (8) 83 2 2
Ouzellaguen (%) %7 4 46
Beni Maouche 80 3 k3
(10)
Dingaina (1) 73 5 6X
Chermina (12) 157 6 32
Toaret (B) 12 L) 245
Soak-Ahms (C) 18 4 23
Ain-Temouchent 13 $ 44
(1]
Batna (E) 3 2 67
Maodéa (F) 88 3 34
Tlemoen (G 11 3 27
Thssemsilt (H) 28 3 23
Toel 1701 &7 il

with Modeltest 2.1.8 (Darriba et al, 2012), based on the
Akatke information criterion (Akatke 1974).

Neighbor joining (NJ) and maximum likelihood (ML)
analyses were camied out to infer the relationships among
NADI and COI haplotypes using Seaview 3.2 and RAXML
(Stamatakis 2006), respectively. Fascioloides magna
(EF535001, EF334997) was mcluded as outgroup. In both
tree constructions, bootstrap support was evaluated by 1000
pseudoreplicates. A consensus topology was generated using
50r% of the resulting trees.,

Results

The overall prevalence of fasciolosis in cattle from northemn
Algena was 5.1% (n =87). Comparing provinces, prevalence
varied from 2.3% (Tissemsilt) to 22.0% (Souk-Ahras)
(Table 1). Conceming Bejaia province, the overall prevalence
was 5.8% and between districts, it varied from 3.2%
(Chemini) to 11.5% (Kherrata). All flukes were Jeaf shaped
presenting oblique body angle with apparent shoulders, mor-
phological characters specific 10 £ hepatica. One-way
ANOVA showed no significant difference between eastern
and western samples for all parameters (body width, body

) springer

length, and ratio body length body width ratio)
(Supplementary matersals Table 1),

Molecular analysis

ITS fragments sequencing yielded sequence of a length of
about 959 bp. Annotation of ITS was inferred by multiple
alignments with Fasciola spp. sequences available in
GenBank. This genetic marker includes a partial 18S fragment
of 41 bp, whole [TS-1, and 5.8S sequences, 435 bpand 137 bp
respectively, and whole ITS-2 sequence of 346 bp (Table 2),

Sequences of multiple alignment confirmed the conserva-
tion of the 188 and 5.8S rDNA within Fasciola sp. 1TS-]
sequences were 100% identical to those of £ hepatica previ-
ously published (Itagaki et al. 2005: Mekroud et al. 2004;
Farjaliah et al. 2009; Amor et al. 2011 Ouchene-Khelifi
et ul. 2018). F heparica differed from F gigantica in five
substitutions (Table 2). Alignment of ITS-2 sequences showed
ten variable sites within Fasciole. Companng F heparica se-
quences, two different substitutions generating 3 haplotypes
were observed (Table 2), The fiest substitution, transitson, at
the position 892 (C/T) differentiates between the common
haplotype, FRITS2-H1, described worldwide and the second
one, FRITS2-H2 (accession number = MK212149), previous-
ly reported in Spain, Algeria, and recently in South America
(Alasaad et al. 2007; Fanallah et al. 2009; Valero ct al. 2018),
The second substitution was a transversion located at the po-
sition 935 (T/A). indicating the existence of a new haplotype,
FhITS2-H3 (accession number=MK212150), reported here
for the first time. Among the 140 Algerian F. hepatica, 95
samples belonged to the common haplotype FRITS2-H1, hav-
ing a “T™ at the position 935, and 35 belong to the new hap-
lotype FhITS2-H3, having an “A™ at this position. Within the
castern localities, both haplotypes (45% FhITS2-HI, 5%
FhITS2-H3) were observed. However, FhITS2-HI appeared
more abundant in western Algeria {86%). Haplotype diversity
(H) varied from 0.503 in the eastem to 0.239 in the westem.

According to AMOVA outputs, most variations within
populations explained the observed vanation for COI (95%),
COmT-rmL (81%), and NADI (86%). AMOVA revealed
that 11.39%, 14.31%, and 12.76% of the total varation of
COl, COl-tmT-rml, and NADI, respectively, was among
groups (Table 3),

Amplification of COl-trnT-rmL yielded products of
1031 bp specific to £ hepatica (Le et al. 2012). Alignment
of the nuckeotide sequences generuted eight haplotypes (ac-
cession numbers = MK372236-43) differing in cight sites.
Nucleotide diversity was low for COl-tmT-rml (x=
0.0017); however, haplotype diversity was high (Hd =
0.802), Median-joining network analysis showed a star-like
pattern. The common haplotype FhCOlmT-mL-H1 (acces-
sion number = MK372236) occupied # basal position in the
network (Fig. 2) and was shared by all localities (n =37,
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Table2  Detuils of Fasciola ITS sequences from Algera and other countries
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39%). Haplotype FhCOl-tmT-rmL-H3 (accession number =
MK372238) was specific to Bejain. The remaining haplotypes
differ in o single mutation step and were detected in more than
three localitics ( Table 4; Fig, 2a).

Analysis of partial COI sequences (391 bp) vielded seven
haplotypes (FRCOI-H1-FhCOI-HT. accession numbers =
MK212142-48) differing in six sites (Table 3). COI dataset
showed fow nucleotide (= 0,0024) and haplotype diversity
(Hd=0.428). Median-joining network analysis generated a

star-like pattern (Fig. 2b). The majority of Algerian
F. hepatica appeared carrying the haplotype FRCOI-H] occu-
pying a basal position in the network. The largest proportion
(70%) of flukes belonging to this predominant haplotype was
from Bejaia. The remaining haplotypes appeared diverging
from FhCOI-HI at least in one nucleotide. Haplotypes
FRCOI-H2 to FhCOI-H6 were observed only in Bejaia and
FhCOI-HS and FRCOI-H6 were unique. Haplotype FhCOI-
HT7 was detected in two localities, Tiaret and Ain-Temouchent,

Table3 Analysis of molecular

vartance (AMOVA} Source of varution Sum of Varance % P vulue
squares components vanation
COMmT-ml  Among groups 7.706 03725 Va 4405 D030
Amoag populations withiny 4287 001155 Vb 13 0013
groups
Within populations 163.776 077989 Ve wan 0.000
Tosl 175,770 0.52568
NADI Among growps 0933 (LOISKI Va 1276 0.17595
Among populations within 0.829 000155 Vb 105 0.0567
BIOups
Within pepalaions 11,186 (12712 Ve 8619 0.000
Towl 12048 014748
cof Among groops 1406 0.03649 \a 1139 0.04106
Among populations within 090 = D.02068 Vb - 640 0.0315
Zroups
Within popalations 264%1 030449 Ve 9507 0.000
Total 28,800 0.32030

Percentage of varaton expluned by different hrerarchacal keves for COTand NADI locs considering 1wo grosp-

ings in £ hepatica
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Fig.2 Haplotype network obtained from COl-4mT-ml (a), COI (b}, and NADI (¢} sequences. The area of cach circle is proportional 1o the haplotype

frequency, and cach branch represents one mutation

in western Algerin. Afier adding representative sequences of
F hepatica from different countries to COI dataset, the

Table4 Details of Fasciola COl-raT-rmL sequences from Algena and other countncs

network pattem was the same (Fig. 2b), This confinns the
close relationships among £ hepatica haplotypes.

Marker Locaton Accessica numnber Reference Haplotype

col Algena (all localities) MK372236 Present study PO am ol -HI
Algena (all ocalities) MK3I7237 Present study FRCOLtmT-rml - H2
Algena (A) MK3I72238 Present study FRCCHAm Tl -H3
Algeria (all localities) MKI7223% Present study FRCOLam Tl -He
Algena tall localities) MK3IT240 Present study FCOlm Tl HS
Algena (all locatities) MEK3T241 Present study FECOImT-ml-H6
Algena (all localities) MK372242 Present study FRCO)-tm Tl -HY
Algena (all localities) MK37224} Present swudy FECOlamT-mol -HS
Egypt KUOSE263 Arafa et al. (2018)
Egvpt KUOS8264 Arafi ¢t ul. 2018)
Japan APOITNY Coghlan et 2l (2019)
Ausstralia AF216697 Le et al. (2000)

Provinces: Begaiis (A), Tiaret (B), Souk-Aheas (C), Ain-Temouchent (D), Batna (E), Médéa (F), Themoen (G), and Tissamsili (H)
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Table 5 Detals of Fascioks COJ sequences from Algeria and other countries

Marker  Location Acvession mumber  Referemee Haplotype
col Algerin (all localities) MK212142 Present study FhCOI-HI
Algeria (Mostagunom noethewest of Algeria)  GO23154% Farjalish ot al. (2009) FhCOI-H1
Tumisin GO231548 Farjallah et al. 2009) FhCOI-HI1
Egypt KX470584 Lotfy et al, (200€) FhCOI-HI
Egypt AB310491 Omur et 2l (2013) FhCOI-HI
South Africa KT182300,04, 05 Mucheka ctal (2015) FhOOLHI
Framce AJG28039 Dang et al. (unpablished ) FhCOI-H1
Turkey GQI21276 Simsck FHCOI-H1
Spain KFI1I618 Murtinez-Valladares and Rogo-Viaguez (2014) FhOOI-HI
Algeria Bepia MK212143 Prescot study FhCO-H2
Algeria Bejaia MK212144 Prescut study FhOOLH3
Algeria Bejain MK212145 Prescnt study FhOOL-H4
South Africa KT182260 Mucheka et al. (2015) FhCOl-H4
Tumisia GO231550 Farjallsh et al (2009) FHOOJ 114
Australia AF216697 Let et al. 2000 FhCOL-H4
Clura AJ62803S, 38 Dong et al. (unpublished) FHOOL-H4
Algeria Begain MK212144 Present study FhCOJ-HS
Algerio Beia MK212147 Prescnd study FhCO-He
Algenia Tiaret- Ain-Termouchent MK212148 Presct stusdy FhCOI-H7
Tomsin (231551 Farjallsh <t al. (2000)
Zimbabwe KT182306 Mucheka et al. (2015)
Framce GUII2470 Aictal 2011)
ltaly JFS24670), 72 Farjallah et al (2013)
Spuin KFT1627 Martinez- Valladares and Rogo-Virnguez (2014)
Jagan APDITNIT Cogghlm ¢4 al. (2019)
chima AJ628004 Dong et al. (unproblished)
USA GU112482.3 Aictal (2011)

The 140 partial NADI sequences (525 bp) included four
variable sites and generated five haplotypes (FANADIL-HI-
FhNADI-HS (sccession numbers=MK212137-41))
(Table 6; Fig. 2¢). FANADI-HI was the most common
haplotype (80%) and included samples from all localities,
77% from Bejaia. FANADI-H2 included exclusively sam-
ples from Bejaia; FANADI-HI was observed only in
Tlemcen and Souk-Ahras; and FANADI-H4 and
FhNADI-H5 were unique to Ain-Temouchent and Batna,
respectively, Nucleotide and haplotype diversities were
very low (7 =0.0006, Hd=0.313).

Reference haplotypes from Egypt, Uruguay, Iran, and
Spain were closely related to FANADI-HI while sequences
from Egypt, ltaly, France, Iran, Japan, Australia, and Ching
were similar to FRNADI-H2. Two additional haplogroups
showed independent segregation, one mutation, from
FhNADI-HI. The first haplogroup mcluded spermic flukes
from Egypt. ltaly, and Brazil. The second ixluded more di-
vergent F hepatica from Spain, Poland, Ireland, Japan, China,
and Peru (Table 6; Fig. 2¢)

Neutrality tests Tajima’s D and Fu's FS showed sig-

nificant negative values (Supplementary materials

Table 2), indicating an excess of rare polymorphisms
in the studied population. Mismatch distributions for
both mitochondrial markers were L-shaped unimodal
and supported the assumption of a sudden expansion
model (Fig. 3a—).

The optimum evolutionary models selected by fModelTest
were GTR + L HKY, and GTR for COI NADL, and COl-tmT-
mml. genes, respectively. Both phylogenetic analyses showed
similar topologies for COL, NADL and COI-tmT-mL. Only
the ML trees are shown (Fig. 4a-c). Node support values
within the text consist of ML bootstrap values. Two well-
supported sister groups corresponding to £ heputica and
F. gigantica were observed. Algenan flukes belonged to a
monophyletic group including all ¥ hepatica, In NJ
(Supplementary materials Figure 1) and ML trees, boot-
strap values foe this clade were higher than 80% for COI and
99% for COl-tmT-mml and NADIL Within £ hepatica clade,

ull nodes were weakly supported.
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Table6  Details of Fascinke NADI sequences from Algena and other countres

Maker  Location Accession nesnber Referenoe Haplotype

NADI  Algeria Beoin MK212137 Present studly FANADI-H)
lealy JFR24675 Farjallah et al (2013} FONADEH)
France KJ200623 Wannasan et al (2014) FhNADEH)
Egyp ABSSAITY Anwer ¢l (20171) FINADEHT
Egyp LOUT6288 Amer et al, (2016) FRNADEHI
lran GQI75362 Moazeni etal (2012) FhNADEHI
Japan LC228620 Ohari et ul. Q01T FOINADIE-HI
China AB4TT363 Peng ot al, (2009) FhNADEHI
Australin AF216697 Le e al. (2000) FhNADEH!
Australia ABXITIS3 Itagaki et al. (2005) FhNADE-H)
Algerin all Jocalitics MK212138 Present study FhNADE-H2
Egypt AB354187, 92 Amer et al. (2011) FhNADI-H2
China ABSTTIST Peng ot al, (2009) FANADIR
Uroguiry AB20TI54 Itagaki et al. (2005) FhNADEH2
fmmn (356033 Moazeni et al (2012) FRNADEH2
Algeria Tlemcen, Ain-Temouchent ~ MK212139 Present study FINADEI
Algeria Ain-Temouchent MK212140 Present study FINADEH4
Algeria Batm MK212141 Preseat study FHNADEHS
Egypt LOOT6240, RS Anwer ¢t al, (2016)
Egyp ABSSAITS, 79,82, 83,87 Ameretal 2011)
faaly JFRMETY Faallah et al (2013)
frelund AB207156 leagaki et ul. (2005)
Poland KR422391 Januszkiewicz e al. (2015)
Brazil MF287675 Labruna et al. 2018
Japan LO012033 lehikawa-Seki et al. (2017)
China ABA4T7337, 58 Peng <t al, (2009)
Spsin KFI11630, 64, 67,7474 Martinez-Valludares and Rojo-Viizquez (2014)
Peru LO070669 lehikmwa-Scka o al. (2016)

Discussion Present results are comparable to previous epidemiologic

Fasciolosis is a water-bome parasitic zoonosis causing signif-
icant economic fosses worldwide (Nyindo and Lukambagire
2015). The control of such infections requires epidemiological
studies and a prior genetic characterization,

mon in Algena (Mekroud et al. 2004; Righi et al. 2016). The
ovenll prevalence observed hiere in cattle was lower than previ-
ous published values i Jilel area (27.0%) (Mekroud ¢ al, 2004)
and El Tarf (26.75%) (Ouchene-Khelifi et al. 2018), Only in Souk-
Ahmas, prevalence was high and reached 22.3%. Ouchene-
Khelifi et al. (2018) reported a similar value from EI Tarf region.
Among the remaining provinces and dismricts, values ranged be-
tween 2.3 and 11,55, This apparent reduction of prevalence
could be associated to several causes, s a change of the biotope,
the application of control plans, or a significant drop in host
number (Mas-Coma et al. 2008). Further, the use of anthelmin-
tics can exphain the observed Jow prevalence.

&) Springer

studies from different countries. The overall prevalence was
9.77% in Egypt (ElTahawy ct al. 2017) and 12.6% in Tunisia
(Hamed etal. 2014). In France, Meissonnser and Mage (2007)
reported a fluctuation of the prevalence between 3.7 to 10.8%.

In the present work, both morphometric and molecular
analysis of Fasciofa flukes, collected from eight Algerian
provinces, revealed the existence of the single species
F hepatica. Actually, using morphometric analysis, one single
morphotype was observed. Several studies considered that the
ratio body length/body 15 an appropriate chamcter differcnti-
ating F hepatica from F. gigantica (Ashrafi et al. 2006; El-
Rahimy et al. 2012; Asadian et al. 2013; Aryaeipour et al.
2017). Farpallah et al. (2009) were the first to use molecular
markers to characterize Algerian (Mostaganem Provinee)
flukes from sheep. Here, a single ITS-1 haplotype was ob-
served within the eight studied province, The nuclear se-
quence ITS-1 is @ consistent phylogenetic marker allowing
the characterization of Fasciola species (lagaki et al. 2003;
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Farjallah et al. 2009; Rokni et al. 2010; Amor ¢t al. 2011).
Among the studied samples, the haplotype FhITS2-H2 was
not ohserved. It was previously reponied i Spain (Alasaad
et al. 2007), Algena (Farjallah et al. 2009), and recently in
South America (Valero et al. 2018), However, the new
FhITS2-H3 haplotype is described for the first time, as the
result of a polymorphism at the position 935 (T/A). This hap-
lotype probably spread throughout Algeria because of move-
ments of mfected animals between provinces via nomadism or
transhumance systems (Gabli et al, 2013),

Mitochondrial marker results were consistent with previous
finding (Itagaki et al. 2003; Farjallah et al. 2009; Amor et al.
2011: Camevale et al. 2017, Rouhani et al. 2017; Sarkari etal.
2017; Valero et al. 2018) imsofar as all Algerian haplotypes
belonged 10 a monophyletic clade—F hepatica. Both COI
and NADI datasets showed low nucleotide and haplotype di-
versity, with seven and five haplotypes for COl and NADI,
respectively, However, COl4mT-rmL showed low nucleotide
diversity and high haplotype diversity. This pattern usually
indicates a recent bottleneck followed by rapid population
growth (Grant and Bowen [998),

Median-joining network analysis generated star-like pat-
tens, Common haplotypes (FRCOI-trnT-rmL-H1I, FhCOI-
HI, and FANADI-H1), with basal position within both net-
works, are probably the source of dispersion of £ hepatica
through the country, especially within the humid northern re-
gion. Moreover, COI and NADI haplotypes appear shared

with severnl countries (Tunisia, Egypt, South Africa, Turkey,
France, ltaly, and Spain), suggesting that they may have a
common origin (Le et al. 2000; ltagaki ct al. 2005; Lotfy
et al. 2008; Farjallah et al. 2009, 2013; Amor et al, 2011;
Simsek et al. 20115 Omar et al. 2013; Martinez-Valladares
and Rojo-Vizquez 2014: Wannasan et al, 2014; Mucheka
et al. 2015; Valero et al. 2018). Remaining references from
Tunisia, France, ltaly, Spain, China, Japan, and USA were
derived from common haplotypes with one 10 three
nucleotide substitutions. These results suggest that imported
cattle might have a significant impact to the entry of
F. hepatica into Algeria, Srairi et al. (2013) stated that
Algenian authorities have ensured the annual supply of
imported cattle as a response to the demographic expansion.
The maonity of cattle are imported from France and Spain,
with 40,000 'year each.

NJ and ML showed low bootstrap values within the clade
of £ hepatica, confirming the close relationship between
F. hepatica haplotypes from different origins,

AMOVA revealed a weak population structure in
Algeria. In addition. L-shaped unimodal mismatch distri-
butions for COL, NADI, and COl-tmT-rmL were observed
and star-like patterns for median-joining network anulysis,
both compatible with population expansions. Negative
values of neutrality tests point to the same results. During
the last decades. several reports indicated the foot-and-
mouth disease (FMD) as the key factor affecting several
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Fig. 4 Consensus troes constructed with ML method showing
phylogenetic relationships among F heparica and F. giguntica.
Phylogenies mferred from COF (a), NADA (b). and COl-tmT-mL (c)

species farms (bovine, sheep, and goat) in Algeria (Samuel
etal. 1999, Kardjad) 2018). In fact, after 2014, an outbreak
of FMD destroyed 30% of Algenian cattle. The drop in host
species population size is clearly a source of the observed
decrease of genetic variability of the parasite, The ob-
served population expansions as well as the reported prev-
alence could be correlated to the absence of u control strat-
egy in Algeria,

& Springer

sequences. Numbers shown st nodes of brunches e boosstrap values.
Fasciololdes magna (COL NADL and CO-mT-rmlL) was used a5

outgroap

Genetic diversity and expansion of F hepatica population
could also be influenced by the intermediate host, Galba
fruncatula, where clonal expansion of Fasciela oceurs
(Beesley et al. 2017). Vilas et al. (2012) confirmed the poten-
tial of the intermediate host to disseminate metacercariae with
identical genotype in pasture. They also found the sume
multilocus genotype of Fasciola shared between definitive
hosts (cattle and sheep). When studying cattle and sheep.
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Beesley et al. (2017) found no significant difference in
Fasciola diversity. Fasciola has wide host range which may
allow the maintenance of its genctic diversity in wild animals
(Beesley etal. 2017).

The present study provides important results conceming
the genetic chamcterization and vasiability of £ heparica in
Algeria as well as the significant role of cattle importation in
shaping the dispersal route of £ heparica worldwide.
Fasciolosis sppeared common in Algerian cattle from the cast
to the west. Despite Algerian Fasciola flukes suffered from
recent FMD outbreak, it scems that the absence of control
strategy coupled to the favorable Mediterranean climate may
lead 1o a reconstruction and dispersion of its populations,

Algeria is the largest African country; consequently, further
studies of Fasciola flukes from different hosts and provinces
are essential to better understand their genetic history and to
develop specific control measures,
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Abstract

Background and Alm: Dicrococlivon dendriticim or small liver fluke often causes unnoticed clinical manifesiations in
cattle. For a live animal, its diagnosis is mainly based on the detection of eges by coproscopic examination. The objective
of this stady was to determine the preseace or absence of Dicracoeltum spp. never previously reported in the study area but
also 1o establish its prevalence, as well as un association between dicrococlingss and sex. age and scason of the year. and
histological charactenstics,

Materials and Methods: The study was carnied out in slaughterhouses of three districts (Bouira, Tizi-Ouzou, and Bejai)
trom January 2017 1o December 2017. To this end. of 4053 cattle, representing more than 10% of the total number of animals
slaughtered, stool and bile samples were collected and a liver inspection was carried out to investigate lesions of distomial
cholangitis. They were processed for histological analysis. The specimens were morphologically identified nccording to the
onentation of the testicles, the length and width of the body. and the level of the maximum width of the body.

Results: The totl prevalence of dicrococliasis obtained of the 4053 cartle nspected 15 0.52% with a prevalence of 0.66% in
Tizi-Ouzou, 0,54% in Bouira, and 0.27% in Bejaia, About 0,52% of livers had distomial cholangitis (21 of the 4053 livers
examined had adult D. dendriticum and 15% had non-distomial cholangitis. About 0.25% of cattle had D. dendriticum
eggs in the stool versus 0.52% of cattle had parasite cggs in the bile, Statistical unalysis revealed no significant association
between dicrocoeliasis infection and the season of the year (p=0,05). However, a significant association was found
between dicrocoeliasis infection and sex and age of the animal (p<0.05); females and older animals are more likely to have
dicrococliasis. Histological analysis of the fluke revealed an anterior positioning of the testicles with a slightly oblique
tandem onentation, an average body length of 3,69 mm and an average body width of 1 mm. The maximum body width
level is either in the middie of the fluke body or in the rear position,

Conclusion: The histological study confirms that the collected fluke 15 D, dendriticum. Thus, this work reveals for the
1" time in Algeria the presence of D, dendriticum in three districts (Bowira, Tizi-Ouwzou, and Bejain). The results indicate
that many cattle farms in the North Central Provinee of Algenu are infested with D. dendriticeam.

Keywords: bile, cattle, dicrocoeliasts. Dicrocoelium dendriticum, liver, stools.

Introduction

Dicrocoelinm dendriticim, which causes liver
fluke disease i rumimants and is of zoonotic and eco-
nomic importance. Itis prevalent in many regions of the
world [1-3]. Although it has been identified in America,
Asia, North Africa, and Europe, dicrocochasis is a lit-
tle-known parasitic disease [4]. D. dendriticum lives in
the adult stage, in the bile ducts, canaliculus, and gall-
bladder of its hosts (cow, sheep, goat, and pig) [5-7).
Humans can become accidentally infected by swallow-
ing ants on vegetation or on various fruits, Children
are, therefore, affected more frequently [8]. From an
economic point of view, D. dendriticum causes a lot of
damage to the livestock industry every year [9].

Copyright: Chougar, e al. Open Access, This articke =
distributed under the terms of the Creative Commons Attribution
4.0 Intemnmational Ucense (http://crestivetommans.

by/4.0/), which permits uncestricted use, distribution, and
reproductan in any medium, provided you give appropriate credt
to the original author(s) and the source, provide a link to e
Creative Commaons license, and mdlcakl I changes wore made.
The Creative C Pubic Dol walver (nttp://
CrEativecommons. org/publhdmlwum/l 0/) opples to the data
made avallable in this article, unless ctherwise stated,

This parasite, which lives in the liver of its defin-
itive host, mnvolves a gastropod snail as the first mter-
mediate host and an ant as the sccond intermediate
host in its life cycle. Sporocysts and cercariae, which
are larval stages of the parasite, live in the hepatopan-
creas of terrestrial snails, metacercurine are also lurval
stages, in the abdomen and bran of ants (second mter-
mediate host). The parasite has a slight specificity of
the definitive host, with a preference for ruminants,
which can be considered as the true host of ongin,
including mainly sheep and goats, and secondarify
large ruminants such as cattle [10]. The number of
reports on dicrocoeliasis is increasing in many coun-
tries due to the expansion of dry habitats and parasites
that have become resistant to antihelminthics [11].

In Algeria, only one study reported the pres-
ence of dicrocoeliasis in the Mitidja’s area (Northern
Algeria) with a prevalence in cattle of 0.07%
and 0.86% corresponding to fluke and eggs posi-
tive cases [12]. However, no data on dicrocoeliasis
have been reported in Tizi-Ouzou, Bouira, and Béjaia
(Kabylie region).
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This study aimed to investigate the presence and
prevalence of dicrocoeliasis among cattle with histo-
logical characteristics in several slaughterhouses from
three districts in Northern Algeria and to detect factors
associated with D, dendriticum infection.

Materials and Methods

Ethical approval

The study was not conducted on live amimals,
but only on animals slaughtered at approved slangh-
terhouses as a routine slaughtering practice.

Study area

The studies were carried out in several slaughter-
houses from three districts in Northern Algeria: Tizi-
Ouzou, Bouira, and Bejaia (Kabylie region). This area
is charactenzed by the Mediterrancan climate and is
divided by two geographical barricrs, the Tell and the
Sahara Atlas. Northemn Algeria 1s characterized by a
cold winter and a warm summer with heavy rainfall
(Figure-1).
Identification of the animals

Samples were collected daily from Janvary 2017
to December 2017, The selection of sluughterhouses
per day was randomly chosen, An investigation report
form was completed for cach sampled cattle, indicat-
ing the origin of the animal, which was determined
from information provided by the farmers, the sam-
pling season, sex, and age of the animal, which was
determined by dentition and confirmed by the slaugh-
ter orientation form signed by the veterinarian, All
sampled cattle were categorized into three age groups;
<2 years, 2-4 ycars, and >4 ycars and finally the
appearance of liver during the inspection.

Collected samples
Stool sample

After evisceration of the carcass, 150 g of feces
samples were collected from the rectum and placed
in & box, then stored in the refrigerator at +4°C until
analyzed.
Bile sample

Bile was collected by puncturing the gallbladder

with a § cc syringe. The bile thus collected was stored
in the refrigerator at +4°C until it was analyzed.

Flukes sample

The specimens of Dicrocoelium were collected
after necrotic inspection of the livers of slaughtered
cattle at various staughterhouses in the North Central
Province of Algeria, The specimens were morpholog-
ically identified based on the descriptions made by
Yamaguti [13], Hinaidy [ 14), Taira er o/, [15], Otranto
et al. [16], and Bourgat er al. [17].

Diagnostic methods
Liver inspection at the slaughterhouse

The inspection of the livers took place after total
eviscerution and cutting of the carcass, It was carried

Figure-1: Map of the study area (Boulra, Tizl-Ouzou, and
Béjaia). [Source: https://d-maps.com/index.php?lang=fr],

out through two mandatory regulatory incisions. The
first was broad and superficial Tocated at the level of
the large bile ducts ut the base of the pallet and the
second was short and deep perpendicularly located at
the level of the caudate lobe.

Stool analysis (coprological analysis)

Coprological analysis was performed by two
methods, namely. the sedimentation technique using the
Dinnik and Dinnik sedimentation method [ 18] and the
flotation technique based on the Teuscher method [19].

Bile analvsis

The bile contained in the syringes was trans-
ferred into conical tubes, The tubes were centrifuged
(at SO00 rpm for | min) for 10 min. About 2 ml of the
biliury peliet obtained were sucked up with a Pasteur
pipette and pluced on a slide and covered with a shide.
The sample was observed under an optical micro-
scope at 100x and 400* to determine the presence of
D. dendriticum eggs.

Flukes preparation for histology

After collecting the parasites, the flukes were
washed with phosphate-buffered saline to remove all
traces of bile and were fixed at 10% formalin for at
least 24 h by immersing them in 10 times their volume.
At the end of this fixation, the histological treatment
and coating of the paraffin were carried out using con-
ventional techniques. The sections from 3-4 pm were
obtained by microtome of each block and stained with
hematoxylin and eosin according to standard histolog-
ical protocols. The sections were examined snd mea-
sured with a micrometer.

Statistical analysis
Duta analysis was performed using IBM SPSS
Statistics 22.0 software. Tests used the Pearson
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Chi-square test. A significant association between ani-
mal positivity to dicrocoeliasis and the sex, age, and
season of the year was determined if p<0.05,

Results

The results showed that the total prevalence of
dicrocoeliasis was 0.52%, which represents 21 positive
cattle of 4053, The parasitized livers presented lesions
(Table-1). parasite (Figure-2a and b), and parasite eggs
in bile (0.52%) (Figure-3a). However, only 10 (0.25%)
of affected cattle revealed the presence of D. dendrit-
fcum eggs in coprology (Figure-3b and Table-1). The
study included 1658 catle from Tizi-Ouzou region.
Amaong them, 11 (0.66%) were found positive for dicro-
coeliasis with the presence of the parasite and eggs. In
Bouirn Provinee, of 1304 cattle inspected and analyzed,
only 7 cattle (0.54%) were positive for dicrococlissis
with the presence of the parasite and cggs.

Figure-2: Adult Dicrocoelium dendrticum observed under
a magnifying glass: (8) Adult parasite elongated form;
(b) Adult parasite squat form (2: Oral sucker, 1: Uterus,
and 3: Ventral sucker) with a transiucent body,

Whereas Bejaia Province has the lowest preva-
lence among the 1091 cattle inspected and analyzed;
only 3 cattle (0.27%) were positive for dicrocoeliasis
with the presence of eggs and adults of the parasite
(Table-1).

Assoclation between dicrocoeliasis and sex, age, and
season

The nsk factors (age, sex, and scason) are the
same for the three distriets (Tizi-Ouzou, Bouira, and
Bejaia): therefore, the entire cattle herd in the three
districts was selected for the statistical study.

Season

Among 0.52% of positive cases, 0.153% were
identified in summer, 0.12% in autumn, and 0.22%
in spring, compared to a prevalence of 0.02% in win-
ter. No significant association between the positivity
of D. dendriticton and season was observed (p=0.05)
(Table-2).

Age

Of the 0.52% of positive cases, 0.25% were nged
(>4 years), 0.22% were middle-aged (2-4 vears), and
0.05% were young (<2 years). There is a significant
association between the positivity of the animal to
D. dendriticum and the age class (p<0.05) (Table-2).

Sex

Of the 0.52% of positive cases, 0.37% were
female and 0.15% were male. There s a significant
difference nccording to the animal’s sex (male or
female) for D. dendriticum (p<0.05) (Table-2).

Morphological measurements

Table-3 presents the results of the morphological
measurements. Flukes' body was flattened, translu-
cent fanceolate, narrower in the anterior region than
in the posterior region. The average body length was
3.69 mm and the maximum average body width was
I mm at the vitelline glands (Vg) or in the poste-
rior part of the body. Its integument is smooth (Teg)
(Figure-4d).

The oral sucker (Os) was round and located at
the anterior end of the body (Figure-4b). The mean

Table-1: Summary of different diagnostic techniques In the three districts (Boulra, Tizi-Ouzou, and Béjaia).

Pathological Wilayas
Bejaia n (%) Tizi-Ouzou n (%) Bouira n (%) Total n (%)

Bile analysis

+¢ 3(0.27) 11 (0.66) 7 (0.54) 21 (0.52)

-* 1088 (99.7) 1647 {99.3) 1297 (99.4) 4032 (99.48)
Coproscopic analysis

4 2(0.18) 5(0.3) 3(0.23) 10 (0.25)

-~ 1089 (99.8) 1653 {99.7) 1301 (99.7) 4043 (99.75)
Liver inspection

Chol+dist+* 3(0.27) 11 (0.66) 7 (0.54) 21 (0.52)

Chol+dist—" 167 (15.3) 312 (18.8) 130 (9.96) 609 (15)

Healthy 921 (B4.4) 1335 (80.5) 1167 (89.5) 3423 (84.46)

*Chol+dist+ =Distomian cholangitis {inflammation of the bile ducts with the presence of the parasite),
'Chol+dist—-=Non-distomian cholfangitis (inflammation of the bile ducts without the presence of the parasite),
‘{+)=Presence of eggs of Dicrocoelium dendriticum, *{—)=Absence of eggs of D. dendniticum
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Table-2: Summary of positive cases according to risk
factors (seasons, sex, and age),

Risk factors Infection
+ (%) - (%)
Seasons
Autumn 5{0.12) 1034 (25.5)
winter 1 (0.025) 1003 (24.74)
Spring 9(0.22) 1016 (25.1)
Summer 6 (0.15) 979 (24.15)
Sex
Male 6 (0.15) 3534 (87.2)
Female 15 (0.37) 498 (12.3)
Age (years)
Aged (>4) 10 (0.25) 319 (7.87)
Intermediate (2-4) 9(0.22) 1090 (26.9)
Young (<2) 2(0.05) 2623 (64.7)

Table-3: Morphometric data of Dicrocoalium
dendriticum (from cattle).

Body/ Items Dicrocoellum
orgens dendriticum (ym)
Minimum-Maximum Mean
Body Length 2600-4600 3690
Width 1000-1200 1000
Oral sucker Diameter 90-111 103.66
internal
External 245-285 271.76
Ventral sucker Dlameter 102-120 113.19
internal 312-366 344
External
Testes Length 250-300 272.14
Width 480-580 537.42
Ovary Langth 90-115 107
Width 180-285 230
Vitelline Length 855-1500 1107.71
glands
Egas in the Length 31.6-388 34.19
uterus Width 20.8-25.6 22.44
Cirrus pouch  Length 420-450 439
Width 120-140 135.04
Qotype Length 60.2-67.9 65.5
Width 102-111 105.9

external diameter of the buccal sucker was 271
pm. Under the buccal sucker, a small round phar-
yox (Ph) (60 pm) followed by a fine esophagus was
observed (Figure-4d). The ventral sucker (Vs) was
round and the mean external diameter was 344 um
(Figure-4c).

The two globular testicles (T) were located imme-
diately after the Vs, ure arrunged in slightly oblique
tandem orientation so that their size varied from 250
10 300 um for length and 480 to S80um for width
(Figure-4a-d). The posture of the cirrus pouch (Cp)
was voluminous and elongated axial (420-450 um)
(Figure-4e), Figure-4 also shows that the smallest
ovary (Ov) was located directly behind the testicle and
that the ootype (Ot), measuring 60.2-67.9 um long,
was located at the bottom of the ovary (Figure-da),

The Vg (855-1500 pm) occupied 1/3 of the par-
asite body in a central position and did not reach the
posterior edge of the ovary (Figure-4¢). The uterus (U)

Figure-3: Numerous eggs of Dicrocoefium dendriticum
in bile and stools observed under an optical microscope
{Gr. 1000x), (a): Parasite eggs In the bile, {b): Parasite eggs
in the stool (the egg s globally ellipsoid (asymmetrical),
dark brown In color and capped).

e N s '

Figure-4: Mistological section of an adult of Dicrocoelium
dendriticum: (a) Histological section of the middle part
of the parasite; (b) Complete histological section of the
parasite "dorsal face;” (¢) Complete histological section
of the parasite “ventral face;” (d) Histological section of
the anterior parasite; (e) Histological section of the cirrus
pouch, (Cp: Cirrus pouch, Os: Oral sucker, Vs: Ventral
sucker, T: Testes, Ov: Ovary, Ot: Ootype, Ph: Pharynx,
U: Uterus filled with brown eggs of parasites (Eg), Teg: its
tegument Is smooth).

occupied the posterior 213 of Dicrocoelium spp. body,
characterized by numerous convolutions (Figure-4c).

The eggs (Eg) were cllipsoidal, slightly
asymmetric, measuring 31.6-388 pm long and
20.8-25.6 pm wide. They occupied the entire part of
the uterus with a very light brown color in the poste-
rior part of the parasite, In the anterior part, they were
very dark brown and mature with a small operculum
on one pole and surrounding two lighter vesicles on
the opposite pole (Figure-4¢).

Discussion

During this study, 0. dendriticum was found for
the 1* time in some slaughterhouses in the Northem
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Province of Algeria, namely Bejaia, Tizi-Ouzou,
and Bouira with a prevalence of 0.27%, 0.66%, and
0.54%, respectively, for a total prevalence of 0.52%,
The results are consistent with those obtained by
many suthors with dicrocoeliasis prevalences increas-
ing from 1.47, 1.76, and 2.10% in 1999-2000 1o 0.69,
0.34, and 0.25% in 2003-2004 in cattle, sheep, and
goats successively [20].

In addition, 1, 0.8, and 1% of livers seized due
10 D. dendriticum in sheep, goats, and cattle, respec-
tively, were reported in Western fran [21]. In Arak,
Iran, Arbabi er of. [22] indicated a prevalence of
0.77% in cattle, goats, and sheep. While in the Mitidja
region of Algeria, a prevalence of 0.07% and 0.86%
in cattle was recorded, corresponding, respectively,
10 flukes and eggs positive cases [12].

Other authors have noted higher prevalences,
notably Schweizer er al. [23], with 47.2% of cases
of dicrococliasis in Swiss farm cattle; Jithendran and
Bhat [24] found 8.1% of sheep and 4.1% of goats pos-
itive for dicrocoehasis in India; in Northem Niger,
the prevalence of dicrocoeliasis was 56% in cattle,
13.1% for sheep, and 5.2% for goats [25]. Asanji and
Williams [26] reported that 61.8% of cases of in cal-
tle in Sierra Leone; Aminzare ¢ o/l [27] found that
5.95% of livers of sheep and goats slaughtered at the
Nishapour slaughterhouse were condemned.

Coproscopic analysis detected the presence of
D. dendriticum eggs in only 10 cattle, a prevalence of
0.25%. These results are comparable to those obtained
by Levasseur [28] who showed a low fecal excretion
of Dicrocoelium eggs in cattle, with a number of PGOs
mnging from 0 to 250, and an average close to 15,
which very often makes the diagnosis false negative.

Other authors reported higher prevalences, In
[taly, Cringoli ef a/. [29], sccording to a coprological
study of 81 cattle and 197 sheep farms, reported that
53.1% of cattle farms (42 of 81 farms) were positive
for Dicrocoelium (16% of animals) and 133 of 197
sheep farms (67.5%) were positive for D. dendriticum,
Bihagi e @/, [30] also noted a prevalence of 3.44% of
Dicrocoelium spp. m goats in India based on a copro-
logical study.

Association between dicrocoeliasis and sex, age, and
season

The statistical analysis revealed no signifi-
cant association between dicrocoeliasis and season
(p>0.05), with a higher prevalence in spring (0.22%),
followed by summer (0.15%), autumn (0.12%), and
finally winter (0.025%).

The results are comparable to those obtained by
Arbabi ¢t al. [22] who reported no significant associa-
tion between dicrocoeliasis and the scason of the year.
However, other authors have reported results with a
significant association between season and  dicro-
coeliasis in sheep, cattle, und goats in Western Irun
(p<0.001). Hepatic condemnations due 1o dicrocoeli-
asis were frequent in autumn for sheep and catle and
in winter for goats [21].

This difference with the results of the present
study may be caused by different environmental con-
ditions. Iran is gencrally an arid country, but the west
and north are rainier than the east and south, While
Northern Algeria has a Mediterranean climate, sum-
mers are hot and dry and winters are warm and miny
and sometimes snowy.

On the other hand, the results also showed a
significant association between dicrocoeliasis and
sex, age of animal (p<0.05); of 513 (12.6%) females,
15 (0.37%) were positive and of 3540 (87.3%) males,
only 6 (0.15%) were positive, so females seem much
more vulnerable to this disease,

This could be due, on the one hand, to their longer
lifespan than males, which makes them more exposed
1o meadow and disease development, their physiol-
ogy (gestation and Inctation) leading to a reduction in
immunity and more sensitive to parasitic diseases,

On the other hand, the female breeding methods
used by farmers in Tizi-Ouzou, Bouira, and Bejaia
Provinces are often extensive. Females tend to graze
and therefore to be more exposed and infested,
unlike males, whose breeding is often intensive
becuuse they are intended for fattening. In addition,
the nature of their diet often consists of cereals in
seed or ground, which exposes them to o lower risk
of infestation.

With regard 10 the age factor, there seems 1o be
a direct link with the sex factor, as males are slaugh-
tered at a younger age, unlike females whose slaugh-
ter before 5 years is prohibited, except in the case of
emergency and stamping out, The results obtained are
comparable to those of Bihagi er al. [30] who reported
a higher incidence of gastrointestinal helminths among
females than among males.

Dicrocoeliasis affecting cattle causes economic
losses due to decreased milk production, reduced car-
cass weight, possible sterility, infertility, and finally
seizure of parasitized livers at the slaughterhouse [8].

Histological analysis of Dicrocoelium shows
that the flukes collected in Algeria are D). dendriticum
of the anterior positioning of the testicles in tandem
or slightly oblique unlike D. chinensis, which arc in
bilateral position [16], and the maximum width of the
body is in the middle or in the posture of the body.

The parasite body s flat and translucent reveal-
ing all organs, The results show shorter parasite sizes
ranging from 2.8 10 4.5 mm, which differs from the
more elongated Dicrocoelium hospes [17),

Conclusion

This work aimed to determine the presence or
absence of D. dendriticum never reported before
in Algeria, The results revealed the presence of
D. dendriticum in three districts: Tizi-Ouzou, Bejaia,
and Bouira, Its Jow prevalence confirms the beginning
of the introduction of the parasite in Algeria, which
could increase in the coming years if no measures are
taken.

Veterinary World, EISSN: 2231-0916

1043

236



Available at www.veterinaryworid.org/Vol, 12/July-2019/17 . pdf

The province of Tizi-Ouzou has the highest
rate of infested cattle followed by Bouira and finally
Bejaia, In addition, the results show that females and
older animals are more likely 1o be affected by dicro-
coeliasis. Animals with several years of grazing are
more likely to excrete 1. dendriticum eggs than those
in the 1" year of grazing,

Many studies on dicrocoeliasis among different
bovine, sheep, and goat species must be carried out in
Algeria both on its prevalence and its epidemiology. In
particular, molecular identification of the small fluke
would be useful to determine the presence of intraspe-
cific varistion of the species present in Algeria,
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Annexe 2

FICHE d’enquéte

Prélevements effectués sur des bovins au niveau des abattoirs.

Date du prélevement : numéro de prélevement :

Localisation géographique du prélevement :

Wilaya :

Identification du bovin :

Race :
Age : jeune (-2ans) (), intermédiaire (2-4ans) () , agé (+4ans)
Sexe :

Type d’élevage :

Elevage extensif : O

Elevage intensif : )

Mini-élevage (familiale) )

Environnement :

Acces aux fossés : oui (] non (]

Acces aux marres : oui () non ()

Présence de limnées: oui [ ] non ()

Origine de I'aliment que vous ramenez

Lieu:  Humide ouil J Non (J Je ne sais pas [J

Symptomatologie :

Etat général :




Fatigue () anorexie [ ] asthénie [ ] RAS (]

Production :

Production normal : ()
Baisse de la production :()

Traitement :

Administration d’anthelminthiques : oui () non (]

Date d’administration :

Inspection du foie :

Foie sain: (]
Présence de cholangite non distomienne :

Présence de cholangite distomienne :
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Annexe 3

Extraction de I’ADN de Fasciola hepatica

1. Ajouter 600 pl de solution de lyse de noyaux dans un tube a centrifuger de 1,5 ml et
refroidir sur de la glace.

2. Ajouter 10 a 20 mg de tissu frais (partie latérale des douves) ou décongelé a la solution de
lyse de noyaux refroidie et homogenéiser pendant 10 secondes.

3-en utilisant un petit homogéneisateur. Transférer le lysat dans un tube a centrifuger de 1,5
ml.

3-1.Alternativement, broyer le tissu (avec des ciseaux) dans de I'azote liquide a l'aide d'un
mortier et d'un pilon préalablement refroidis a I'azote liquide. Aprés broyage, permettre a
I'azote liquide de s'évaporer et transférer environ 10 a 20 mg de tissu broyé dans 600 ul de
solution de lyse de noyaux dans un tube a centrifuger de 1,5 ml.

4-Incuber le lysat a 65 ° C pendant 15 a 30 minutes.

4-1-Ajouter 3 pl de solution RNase au lysat nucléaire et mélanger I’échantillon en inversant
le Tube 2 a5 fois. Incuber le mélange pendant 15 a 30 minutes a 37 ° C. Laisser 1’échantillon
refroidir & la température ambiante pendant 5 minutes avant de continuer.

5. Ajouter 200 ul de solution de précipitation protéique et vortexer vigoureusement a haute
vitesse pendant 20 secondes. Refroidissez I'échantillon sur de la glace pendant 5 minutes.

6. Centrifuger pendant 4 minutes a 13 000-16 000 x g. La protéine précipitée formera un culot
blanc serré.

7. Retirez délicatement le surnageant contenant I'ADN (en laissant le culot de protéines
derriére) et transférez-le dans un Microtube a centrifuger de 1,5 ml contenant 600 pl
d’isopropanol a température ambiante.

Remarque: 1l peut rester du surnageant dans le tube d'origine contenant le culot de protéines.
Laisser ce liquide résiduel dans le tube pour éviter de contaminer la solution d’ADN avec la
protéine précipitée.

8. Mélangez doucement la solution par inversion jusqu'a ce que les brins d’/ADN en forme de
fil blanc forment une masse visible.

9. Centrifuger pendant 1 minute a une température de 13 000 a 16 000 x g a la température
ambiante. L'ADN sera visible comme un petit blanc pastille. jeter soigneusement le
surnageant.

10. Ajoutez 600 pl d'éthanol a 70% a temperature ambiante et inversez doucement le tube a
plusieurs reprises pour laver I'ADN.

Centrifuger pendant 1 minute a une température comprise entre 13 000 et 16 000 x g a la
température ambiante.
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11. Aspirez soigneusement I'éthanol a I'aide d'une pipette Pasteur a tirage ou d'un embout de
pipette de séquengage. Le culot d’ADN est trés lache a ce stade, et il faut faire attention & ne
pas aspirer le culot dans la pipette.

12. Retournez le tube sur du papier absorbant propre et laissez sécher le culot a I'air pendant
10 a 15 minutes.

13. Ajouter 100 pl de solution de réhydratation de I'ADN et réhydrater I'ADN en incubant a
65 ° C pendant 1 heure. Périodiqguement melanger la solution en tapotant doucement le tube.
Sinon, rehydrater I'ADN en incubant la solution pendant une nuit a température ambiante ou a
4°C.

14. Conservez I'ADN entre 2 et 8 ° C.
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Annexe 5

>FhITS2-H2

ACCTGAAAATCTACTCTCACACAAGCGATACACGTGTGACCGTCATGTCATGCGATAAAAATTTGCGGACGGCT
ATGCCTGGCTCATTGAGGTCACAGCATATCCGAACACTGATGGGGTGCCTACCTGTATGATACTCCGATGGTAT
GCTTGCGTCTCTCGGGGCGCTTGTCCAAGCCAGGAGAACGGGTTGTACTGCCACGATTGGTAGTGCTAGGCTT
AAAGAGGAGATTTGGGCTACGGCCCTGCTCCCGCCCTATGAACTGTTTCATTACTACATTTACACTGTTAAAGT
GGTACTGAATGGCTTGCCATTCTTTGCCATTGCCCTCGCATGCACCCGGTCCTTGTGGCTGGACTGCACGTACG
TCGCCCGGCGGTGCCTATCCCGGGTTGGACTGATAACCTGGTCTTTGACCATACGTACAACTCTGAACGGTGG
ATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGCGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGCAAACTGCATACTGCTTTGAA
CATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCCATGGGTTAGCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTATAA
ACTATCACGACGCCCAAAAAGTCGTGGCTTGGGTTTTGCCAGCTGGCGTGATCTCCTCTATGAGTAATCATGTG
AGGTGCCAGATCTATGGCGTTTCCCTAATGTATCCGGATGCACCCTTGTCTTGGCAGAAAGCCGTGGTGAGGT
GCAGTGGCGGAATCGTGGTTTAATAATCGGGTTGGTACTCAGTTGTCAGTGTGTTTGGCGATCCCCTAGTCGG
CACACTTATGATTTCTGGGATAATTCCATACCAGGCACGTTCCGTCACTGTCACTTTGTCATTGGTTTGATGCTG
AACTTGGTCATGTGTCTGATGCTATTTTCATATAGCGACGGTACCCTTCGTGGTCTGTCTTCC

>FhITS2-H3

ACCTGAAAATCTACTCTCACACAAGCGATACACGTGTGACCGTCATGTCATGCGATAAAAATTTGCGGACGGCT
ATGCCTGGCTCATTGAGGTCACAGCATATCCGAACACTGATGGGGTGCCTACCTGTATGATACTCCGATGGTAT
GCTTGCGTCTCTCGGGGCGCTTGTCCAAGCCAGGAGAACGGGTTGTACTGCCACGATTGGTAGTGCTAGGCTT
AAAGAGGAGATTTGGGCTACGGCCCTGCTCCCGCCCTATGAACTGTTTCATTACTACATTTACACTGTTAAAGT
GGTACTGAATGGCTTGCCATTCTTTGCCATTGCCCTCGCATGCACCCGGTCCTTGTGGCTGGACTGCACGTACG
TCGCCCGGCGGTGCCTATCCCGGGTTGGACTGATAACCTGGTCTTTGACCATACGTACAACTCTGAACGGTGG
ATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGCGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGCAAACTGCATACTGCTTTGAA
CATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCCATGGGTTAGCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTATAA
ACTATCACGACGCCCAAAAAGTCGTGGCTTGGGTTTTGCCAGCTGGCGTGATCTCCTCTATGAGTAATCATGTG
AGGTGCCAGATCTATGGCGTTTCCCTAATGTATCCGGATGCACCCTTGTCTTGGCAGAAAGCCGTGGTGAGGT
GCAGTGGCGGAATCGTGGTTTAATAATCGGGTTGGTACTCAGTTGTCAGTGTGTTTGGCGATCCCCTAGTCGG
CACACTTATGATTTCTGGGATAATTCCATACCAGGCACGTTCCGTCACTGTCACTTTGTCATTGGTTTGATGCTG
AACTTGGTCATGTGTCTGAAGCTATTTTCATATAGCGACGGTACCCTTCGTGGTCTGTCTTCC

>FhCOI-H1

GGGGTTATTAGTCATATTTGTGTGACTCTAACTAATAATGATTCTTTGTTTGGTTATTATGGTCTTATTTTAGCTA
TGGCTGCTATAGTATGTTTAGGTAGTGTTGTTITGGGCTCATCATATGTTTATGGTGGGTTTGGATGTGCATACT
GCTGTTTTTTTTAGTTCTGTTACTATGGTTATTGGTATTCCTACGGGTATTAAGGTCTTTTCCTGGTTGATAATGT
TGGGGGGGGGTAGTTCTGTTCGTATATGGGATCCTGTTGTGTGGTGAATTATAGGGTTTATTGTTTTATTTACT
ATTGGTGGGGTTACTGGTATTATGCTTTCTGCTTCTCTTTTGGATACTTTGCTTCATGATACATGGTTTGTGGTT
GCTCATTTTCATTAT

>FhCOI-H2

GGGGTTATTAGTCATATTTGTGTGACTTTAACTAATAATGATTCTTTGTTTGGTTATTATGGTCTTATTTTAGCTA
TGGCTGCTATAGTATGTTTAGGTAGTGTTGTTTGGGCTCATCATATGTTTATGGTGGGTTTGGATGTGCATACT
GCTGTTTTTTTTAGTTCTGTTACCATGGTTATTGGTATTCCTACGGGTATTAAGGTCTTTTCCTGGTTGATAATGT
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TGGGGGGGGGTAGTTCTGTTCGTATATGGGATCCTGTTGTGTGGTGAATTATAGGGTTTATTGTTTTATTTACT
ATTGGTGGGGTTACTGGTATTATGCTTTCTGCTTCTCTTTTGGATACTTTGCTTCATGATACATGGTTTGTGGTT
GCTCATTTTCATTAT

>FhCOI-H3

GGGGTTATTAGTCATATTTGTGTGACTCTAACTAATAATGATTCTTTGTTTGGTTATTATGGTCTTATTTTAGCTA
TGGCTGCTATAGTATGTTTAGGTAGTGTTGTTTGGGCTCATCATATGTTTATGGTGGGTTTGGATGTGCATACT
GCTGTTTTTTTTAGTTCTGTTACTATGGTTATTGGTATTCCTACGGGTATTAAGGTCTTTTCCTGGTTGATAATGT
TGGGGGGGGGTAGTTcTGTTCGTATATGGGATCCTGTTGTGTGGTGAATTATAGGGTTTATTGTTTTATTTACT
ATTGGTGGGGTTACTGGTATTATGCTTTCTGCTTCTCTTTTGGATACTTTGCTTCATGATACATGGTTTGTGGTT
GCTCATTTTCATTAT

>FhCOI-H4

GGGGTTATTAGTCATATTTGTGTGACTTTAACTAATAATGATTCTTTGTTTGGTTATTATGGTCTTATTTTAGCTA
TGGCTGCTATAGTATGTTTAGGTAGTGTTGTTTGGGCGCATCATATGTTTATGGTGGGTTTGGATGTGCATACT
GCTGTTTTTTTTAGTTCTGTTACTATGGTTATTGGTATTCCTACAGGTATTAAGGTCTTTTCCTGGTTGATAATGT
TGGGGGGGGGTAGTTCTGTTCGTATATGGGATCCTGTTGTGTGGTGAATTATAGGGTTTATTGTTTTATTTACT
ATCGGTGGGGTTACTGGTATTATGCTTTCTGCTTCTCTTTTGGATACTTTGCTTCATGATACATGGTTTGTGGTT
GCTCATTTTCATTAT

>FhCOI-H5

GGGGTTATTAGTCATATTTGTGTGACTCTAACTAATAATGATTCTTTGTTTGGTTATTATGGTCTTATTTTAGCTA
TGGCTGCTATAGTATGTTTAGGTAGTGTTGTTTGGGCTCATCATATGTTTATGGTGGGTTTGGATGTGCATACT
GCTGTTTTTTTTAGTTCTGTTACTATGGTTATTGGTATTCCTACAGGTATTAAGGTCTTTTCCTGGTTGATAATGT
TGGGGGGGGGTAGTTCTGTTCGTATATGGGATCCTGTTGTGTGGTGAATTATAGGGTTTATTGTTTTATTTACT
ATTGGTGGGGTTACTGGTATTATGCTTTCTGCTTCTCTTTTGGATACTTTGCTTCATGATACATGGTTTGTGGTT
GCTCATTTTCATTAT

>FhCOI-H6

GGGGTTATTAGTCATATTTGTGTGACTCTAACTAATAATGATTCTTTGTTTGGTTATTATGGTCTTATTTTAGCTA
TGGCTGCTATAGTATGTTTAGGTAGTGTTGTTTGGGCTCATCATATGTTTATGGTGGGTTTGGATGTGCATACT
GCTGTTTTTTTTAGTTCTGTTACCATGGTTATTGGTATTCCTACGGGTATTAAGGTCTTTTCCTGGTTGATAATGT
TGGGGGGGGGTAGTTCTGTTCGTATATGGGATCCTGTTGTGTGGTGAATTATAGGGTTTATTGTTTTATTTACT
ATTGGTGGGGTTACTGGTATTATGCTTTCTGCTTCTCTTTTGGATACTTTGCTTCATGATACATGGTTTGTGGTT
GCTCATTTTCATTAT

>FhCOI-H7

GGGGTTATTAGTCATATTTGTGTGACTTTGACTAATAATGATTCTTTGTTTGGTTATTATGGTCTTATTTTAGCTA
TGGCTGCTATAGTATGTTTAGGTAGTGTTGTTTGGGCTCATCATATGTTTATGGTGGGTTTGGATGTGCATACT
GCTGTTTTTTTTAGTTCTGTTACTATGGTTATTGGTATTCCTACAGGTATTAAGGTCTTTTCCTGGTTGATAATGT
TGGGGGGGGGTAGTTCTGTTCGTATATGGGATCCTGTTGTGTGGTGAATTATAGGGTTTATTGTTTTATTTACT
ATTGGTGGGGTTACTGGTATTATGCTTTCTGCTTCTCTTTTGGATACTTTGCTTCATGATACATGGTTTGTGGTT
GCTCATTTTCATTAT
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>FhNADI-H1

TGTTGTTGAAAGCTTTTTATTTGGGTTTAAGTAGGTTTTTTGCTTTTGTTATAATTATGGTTTTTGTTGCATTTTTT
ATACTTGGTGAGCGTAAGGTGTTGGGTTATATGCAGATTCGTAAGGGGCCTAATAAGGTTGGTTTGTGAGGTT
TGTTGCAGAGGTTTGCGGATTTAATGAAGTTAGTTATAAAGTTTAAGTTTGTGTTTTTTCAGAATCGTAGTTGG
TTGTCTTGGTGGGGTGTTTATTTGTTGGTTTTGTTGGCTTGTGGCTATTGTGTGTTGTTTTTTTTTAGGTTTGGTG
GTGTTAGTAGTGTTAAATTTATGTTGTGGTTTTTAGTGGTTACTAGTATGACTGGTTATAGGTTGTTAAGTGTTG
GTTGGGGTTGTTATAATAAGTTTGCTTTGGTTAGCTGTGTTCGTTCTGCTTTTGGGTCTGTTAGGTTTGAGGCTT
GTTTTATGTGTATTGTTGTTTTGGTTGCATTGGTTTGGGGGAGTTATGGTGTTTCTTGTTTGTTTGGTGAATTTG
GTGGTATGTG

>FhNADI-H2

TGTTGTTGAAAGCTTTTTATTTGGGTTTAAGTAGGTTTTTTGCTTTTGTTATAATTATGGTTTTTGTTGCATTTTTT
ATACTTGGTGAGCGTAAGGTGTTGGGTTATATGCAGATTCGTAAGGGGCCTAATAAGGTTGGTTTGTGAGGTT
TGTTGCAGAGGTTTGCGGATTTAATGAAGTTAGTTATAAAGTTTAAGTTTGTGTTTTTTCAGAATCGTAGTTGG
TTGTCTTGGTGGGGTGTTTATTTGTTGGTTTTGTTGGCTTGTGGCTATTGTGTGTTGTTTTTTTTTAGGTTCGGTG
GTGTTAGTAGTGTTAAATTTATGTTGTGGTTTTTAGTGGTTACTAGTATGACTGGTTATAGGTTGTTAAGTGTTG
GTTGGGGTTGTTATAATAAGTTTGCTTTGGTTAGCTGTGTTCGTTCTGCTTTTGGGTCTGTTAGGTTTGAGGCTT
GTTTTATGTGTATTGTTGTTTTGGTTGCATTGGTTTGGGGGAGTTATGGTGTTTCTTGTTTGTTTGGTGAATTTG
GTGGTATGTG

>FhNADI-H3

TGTTGTTGAAAGCTTTTTATTTGGGTTTGAGTAGGTTTTTTGCTTTTGTTATAATTATGGTTTTTGTTGCATTTTTT
ATACTTGGTGAGCGTAAGGTGTTGGGTTATATGCAGATTCGTAAGGGGCCTAATAAGGTTGGTTTGTGAGGTT
TGTTGCAGAGGTTTGCGGATTTAATGAAGTTAGTTATAAAGTTTAAGTTTGTGTTTTTTCAGAATCGTAGTTGG
TTGTCTTGGTGGGGTGTTTATTTGTTGGTTTTGTTGGCTTGTGGCTATTGTGTGTTGTTTTTTTTTAGGTTTGGTG
GTGTTAGTAGTGTTAAATTTATGTTGTGGTTTTTAGTGGTTACTAGTATGACTGGTTATAGGTTGTTAAGTGTTG
GTTGGGGTTGTTATAATAAGTTTGCTTTGGTTAGCTGTGTTCGTTCTGCTTTTGGGTCTGTTAGGTTTGAGGCTT
GTTTTATGTGTATTGTTGTTTTGGTTGCATTGGTTTGGGGGAGTTATGGTGTTTCTTGTTTGTTTGGTGAATTTG
GTGGTATGTG

>FhNADI-H4

TGTTGTTGAAAGCTTTTTATTTGGGTTTAAGTAGGTTTTTTGCTTTTGTTATAATTATGGTTTTTGTTGCATTTTTT
ATACTTGGTGAGCGTAAGGTGTTGGGTTATATGCAGATTCGTAAGGGGCCTAATAAGGTTGGTTTGTGAGGTT
TGTTGCAAAGGTTTGCGGATTTAATGAAGTTAGTTATAAAGTTTAAGTTTGTGTTTTTTCAGAATCGTAGTTGGT
TGTCTTGGTGGGGTGTTTATTTGTTGGTTTTGTTGGCTTGTGGCTATTGTGTGTTGTTTTTTTITAGGTTTGGTG
GTGTTAGTAGTGTTAAATTTATGTTGTGGTTTTTAGTGGTTACTAGTATGACTGGTTATAGGTTGTTAAGTGTTG
GTTGGGGTTGTTATAATAAGTTTGCTTTGGTTAGCTGTGTTCGTTCTGCTTTTGGGTCTGTTAGGTTTGAGGCTT
GTTTTATGTGTATTGTTGTTTTGGTTGCATTGGTTTGGGGGAGTTATGGTGTTTCTTGTTTGTTTGGTGAATTTG
GTGGTATGTG
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>FhNADI-H5

TGTTGTTGAAAGCTTTTTATTTGGGTTTAAGTAGGTTTTTTGCTTTTGTTATAATTATGGTTTTTGTTGCATTTTTT
ATACTTGGTGAGCGTAAGGTGTTGGGTTATATGCAGATTCGTAAGGGGCCTAATAAGGTTGGTTTGTGAGGTT
TGTTGCAGAGGTTTGCGGATTTAATGAAGTTAGTTATAAAGTTTAAGTTTGTGTTTTTTCAGAATCGTAGTTGG
TTGTCTTGGTGGGGTATTTATTTGTTGGTTTTGTTGGCTTGTGGCTATTGTGTGTTGTTTTTTTTITAGGTTTGGTG
GTGTTAGTAGTGTTAAATTTATGTTGTGGTTTTTAGTGGTTACTAGTATGACTGGTTATAGGTTGTTAAGTGTTG
GTTGGGGTTGTTATAATAAGTTTGCTTTGGTTAGCTGTGTTCGTTCTGCTTTTGGGTCTGTTAGGTTTGAGGCTT
GTTTTATGTGTATTGTTGTTTTGGTTGCATTGGTTTGGGGGAGTTATGGTGTTTCTTGTTTGTTTGGTGAATTTG
GTGGTATGTG

>FhCOI-trnT-rrnL-H1

GGGGTTAGTTTAGGTATTTTTAGAATTCTGCTTTTGTAAAGCAGAGGTGGTTTTTGGCTGCTCTCTATGTTTTAT
TGGCTGTGAGGTTGATTTTATTTGGGTTTCGTTTTTTAGATTACCTTTTGCATCATGATTTGTTGATTTTTGGTTT
GGATTGATTGTTTCCGAAGAGTACTGATTTTTGTTTTGCTTGCTTAGGGTTGTTTTGGAGGTGAGTAACTTTTTG
TAGAGCTTAATTGAGGTTGTGATAGGTGATTCGGAGTACTTGATATCTGATTTTGAGTAGATTTTGTTGGTATA
TTGCGGCTTAGTTATGATATTAGGTCGTTGGTAAGATCAGGATTTTGTGCTTTTTGTAATAGGGATTAGAATTC
TCCTGATTTTAGGTGTGTGTTATTATTC---
GTTTGTGGCTCTGTCTGGGATTTATATGAATCTACTCTTAGCTAATTGGGTTTGATAATGATAGAATAAGTAGG
TGTTTTGATTAGCTTTATTTTTITCTTGGTCTTCCTCGGTCTGTTTATTAAAAACATTTCTATTCGGATTTATGAATA
GTAGTGCCTGCCCAGTGCTTTGTAAATGGCCGCAGTATTTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATTAGTTGCCTCA
TAATTGGAGGATTGTTTGAAAGGTTTGACTTGAGGATTTGACTAGATTAGGGCTTGGGCTGAAATTGGAGTTG
AGGTGCAGATCCCTCGGATTTTTAATAAGACGGAAAGACCCCGAGATCTTTATATTGTGTTATTTGTTTGGGGT
AAAATGCTATGTTTTATGTTATTTTTGATCCTAATGGATAAAAGGTTTAAGTTACCTCGGGGATAACTAGGTAA
AAAATAAGGAGAGGTCGGATCGATTTATTTTATTGCTATCTCGATGTTGACTTGGGGAAAAGTAGAGGGGTGT
AGGAGTTTCTTTACTGGGTCTGTTCGACCGTAGTT

>FhCOI-trnT-rrnL-H2

GGGGTTAGTTTAGGTATTTTTAGAATTCTGCTTTTGTAAAGCAGAGGTGGTTTTTGGCTGCTCTCTATGTTTTAT
TGGCTGTGAGGTTGATTTTATTTGGGTTTCGTTTTTTAGATTACCTTTTGCATCATGATTTGTTGATTTTTGGTTT
GGATTGATTGTTTCCGAAGAGTACTGATTTTTGTTTTGCTTGCTTAGGGTTGTTTTGGAGGTGAGTAACTTTTTG
TAGAGCTTAATTGAGGTTGTGATAGGTGATTCGGAGTACTTGATATCTGATTTTGAGTAGATTTTGTTGGCATA
TTGCGGCTTAGTTATGATATTAGGTCGTTGGTAAGATCAGGATTTTGTGCTTTTTGTAATAGGGATTAAAATTCT
CCTGATTTTAGGTGTGTGTTATTATTC---
GTTTGTGGCTCTGTCTAGGATTTATATGAATCTACTCTTAGCTAATAGGGTTTGATAATGATAGAATAAGTAGG
TGTTTTGATTAGCTTTATTTTTTCTTGGTCTTCCTCGGTCTGTTTATTAAAAACATTTCTATTCGGATTTATGAATA
GTAGTGCCTGCCCAGTGCTTTGTAAATGGCCGCAGTATTTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATTAGTTGCCTCA
TAATTGGAGGATTGTTTGAAAGGTTTGACTTGAGGATTTGACTAGATTAGGGCTTGGGCTGAAATTGGAGTTG
AGGTGCAGATCCCTCGGATTTTTAATAAGACGGAAAGACCCCGAGATCTTTATATTGTGTTATTTGTTTGGGGT
AAAATGCTATGTTTTATGTTATTTTTGATCCTAATGGATAAAAGGTTTAAGTTACCTCGGGGATAACTAGGTAA
AAAATAAGGAGAGGTCGGATCGATTTATTTTATTGCTATCTCGATGTTGACTTGGGGAAAAGTAGAGGGGTGT
AGGAGTTTCTTTACTGGGTCTGTTCGACCGTAGTT
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>FhCOI-trnT-rrnL-H3

GGGGTTAGTTTAGGTATTTTTAGAATTCTGCTTTTGTAAAGCAGAGGTGGTTTTTGGCTGCTCTCTATGTTTTAT
TGGCTGTGAGGTTGATTTTATTTGGGTTTCGTTTTTTAGATTACCTTTTGCATCATGATTTGTTGATTTTTGGTTT
GGATTGATTGTTTCCGAAGAGTACTGATTTTTGTTTTGCTTGCTTAGGGTTGTTTTGGAGGTGAGTAACTTTTTG
TAGAGCTTAATTGAGGTTGTGATAGGTGATTCGGAGTACTTGATATCTGATTTTGAGTAGATTTTGTTGGTATA
TTGCGGCTTAGTTATGATATTAGGTCGTTGGTAAGATCAGGATTTTGTGCTTTTTGTAATAGGGATTAGAATTC
TCCTGATTTTAGGTGTGTGTTATTTTTC---
GTTTGTGGCTCTGTCTGGGATTTATATGAATCTACTCTTAGCTAATTGGGTTTGATAATGATAGAATAAGTAGG
TGTTTTGATTAGCTTTATTTTTTCTTGGTCTTCCTCGGTCTGTTTATTAAAAACATTTCTATTCGGATTTATGAATA
GTAGTGCCTGCCCAGTGCTTTGTAAATGGCCGCAGTATTTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATTAGTTGCCTCA
TAATTGGAGGATTGTTTGAAAGGTTTGACTTGAGGATTTGACTAGATTAGGGCTTGGGCTGAAATTGGAGTTG
AGGTGCAGATCCCTCGGATTTTTAATAAGACGGAAAGACCCCGAGATCTTTATATTGTGTTATTTGTTTGGGGT
AAAATGCTATGTTTTATGTTATTTTTGATCCTAATGGATAAAAGGTTTAAGTTACCTCGGGGATAACTAGGTAA
AAAATAAGGAGAGGTCGGATCGATTTATTTTATTGCTATCTCGATGTTGACTTGGGGAAAAGTAAAGGGGTGT
AGGAGTTTCTTTACTGGGTCTGTTCGACCGTAGTT

>FhCOI-trnT-rrnL-H4

GGGGTTAGTTTAGGTATTTTTAGAATTCTGCTTTTGTAAAGCAGAGGTGGTTTTTGGCTGCTCTCTATGTTTTAT
TGGCTGTGAGGTTGATTTTATTTGGGTTTCGTTTTTTAGATTACCTTTTGCATCATGATTTGTTGATTTTTGGTTT
GGATTGATTGTTTCCGAAGAGTACTGATTTTTGTTTTGCTTGCTTAGGGTTGTTTTGGAGGTGAGTAACTTTTTG
TAGAGCTTAATTGAGGTTGTGATAGGTGATTCGGAGTACTTGATATCTGATTTTGAGTAGATTTTGTTGGTATA
TTGCGGCTTAGTTATGATATTAGGTCGTTGGTAAGATCAGGATTTTGTGCTTTTTGTAATAGGGATTAGAATTC
TCCTGATTTTAGGTGTGTGTTATTATTC---
GTTTGTGGCTCTGTCTAGGATTTATATGAATCTACTCTTAGCTAATTGGGTTTGATAATGATAGAATAAGTAGG
TGTTTTGATTAGCTTTATTTTTTCTTGGTCTTCCTCGGTCTGTTTATTAAAAACATTTCTATTCGGATTTATGAATA
GTAGTGCCTGCCCAGTGCTTTGTAAATGGCCGCAGTATTTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATTAGTTGCCTCA
TAATTGGAGGATTGTTTGAAAGGTTTGACTTGAGGATTTGACTAGATTAGGGCTTGGGCTGAAATTGGAGTTG
AGGTGCAGATCCCTCGGATTTTTAATAAGACGGAAAGACCCCGAGATCTTTATATTGTGTTATTTGTTTGGGGT
AAAATGCTATGTTTTATGTTATTTTTGATCCTAATGGATAAAAGGTTTAAGTTACCTCGGGGATAACTAGGTAA
AAAATAAGGAGAGGTCGGATCGATTTATTTTATTGCTATCTCGATGTTGACTTGGGGAAAAGTAGAGGGGTGT
AGGAGTTTCTTTACTGGGTCTGTTCGACCGTAGTT

>FhCOI-trnT-rrnL-H5

GGGGTTAGTTTAGGTATTTTTAGAATTCTGCTTTTGTAAAGCAGAGGTGGTTTTTGGCTGCTCTCTATGTTTTAT
TGGCTGTGAGGTTGATTTTATTTGGGTTTCGTTTTTTAGATTACCTTTTGCATCATGATTTGTTGATTTTTGGTTT
GGATTGATTTTTTCCGAAGAGTACTGATTTTTGTTTTGCTTGCTTAGGGTTGTTTTGGAGGTGAGTAACTTTTTG
TAGAGCTTAATTGAGGTTGTGATAGGTGATTCGGAGTACTTGATATCTGATTTTGAGTAGATTTTGTTGGTATA
TTGCGGCTTAGTTATGATATTAGGTCGTTGGTAAGATCAGGATTTTGTGCTTTTTGTAATAGGGATTAGAATTC
TCCTGATTTTAGGTGTGTGTTATTATTC---
GTTTGTGGCTCTGTCTAGGATTTATATGAATCTACTCTTAGCTAATTGGGTTTGATAATGATAGAATAAGTAGG
TGTTTTGATTAGCTTTATTTTTTCTTGGTCTTCCTCGGTCTGTTTATTAAAAACATTTCTATTCGGATTTATGAATA
GTAGTGCCTGCCCAGTGCTTTGTAAATGGCCGCAGTATTTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATTAGTTGCCTCA
TAATTGGAGGATTGTTTGAAAGGTTTGACTTGAGGATTTGACTAGATTAGGGCTTGGGCTGAAATTGGAGTTG
AGGTGCAGATCCCTCGGATTTTTAATAAGACGGAAAGACCCCGAGATCTTTATATTGTGTTATTTGTTITGGGGT
AAAATGCTATGTTTTATGTTATTTTTGATCCTAATGGATAAAAGGTTTAAGTTACCTCGGGGATAACTAGGTAA
AAAATAAGGAGAGGTCGGATCGATTTATTTTATTGCTATCTCGATGTTGACTTGGGGAAAAGTAGAGGGGTGT
AGGAGTTTCTTTACTGGGTCTGTTCGACCGTAGTT
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>FhCOI-trnT-rrnL-H6

GGGGTTAGTTTAGGTATTTTTAGAATTCTGCTTTTGTAAAGCAGAGGTGGTTTTTGGCTGCTCTCTATGTTTTAT
TGGCTGTGAGGTTGATTTTATTTGGGTTTCGTTTTTTAGATTACCTTTTGCATCATGATTTGTTGATTTTTGGTTT
GGATTGATTGTTTCCGAAGAGTACTGATTTTTGTTTTGCTTGCTTAGGGTTGTTTTGGAGGTGAGTAACTTTTTG
TAGAGCTTAATTGAGGTTGTGATAGGTGATTCGGAGTACTTGATATCTGATTTTGAGTAGATTTTGTTGGTATA
TTGCGGCTTAGTTATGATATTAGGTCGTTGGTAAGATCAGGATTTTGTGCTTTTTGTAATAGGGATTAAAATTCT
CCTGATTTTAGGTGTGTGTTATTATTC---
GTTTGTGGCTCTGTCTGGGATTTATATGAATCTACTCTTAGCTAATTGGGTTTGATAATGATAGAATAAGTAGG
TGTTTTGATTAGCTTTATTTTTTCTTGGTCTTCCTCGGTCTGTTTATTAAAAACATTTCTATTCGGATTTATGAATA
GTAGTGCCTGCCCAGTGCTTTGTAAATGGCCGCAGTATTTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATTAGTTGCCTCA
TAATTGGAGGATTGTTTGAAAGGTTTGACTTGAGGATTTGACTAGATTAGGGCTTGGGCTGAAATTGGAGTTG
AGGTGCAGATCCCTCGGATTTTTAATAAGACGGAAAGACCCCGAGATCTTTATATTGTGTTATTTGTTTGGGGT
AAAATGCTATGTTTTATGTTATTTTTGATCCTAATGGATAAAAGGTTTAAGTTACCTCGGGGATAACTAGGTAA
AAAATAAGGAGAGGTCGGATCGATTTATTTTATTGCTATCTCGATGTTGACTTGGGGAAAAGTAGAGGGGTGT
AGGAGTTTCTTTACTGGGTCTGTTCGACCGTAGTT

>FhCOI-trnT-rrnL-H7

GGGGTTAGTTTAGGTATTTTTAGAATTCTGCTTTTGTAAAGCAGAGGTGGTTTTTGGCTGCTCTCTATGTTTTAT
GGGCTGTGAGGTTGATTTTATTITGGGTTTCGTTTTTTAGATTACCTTTTGCATCATGATTTGTTGATTTTTGGTTT
GGATTGATTGTTTCCGAAGAGTACTGATTTTTGTTTTGCTTGCTTAGGGTTGTTTTGGAGGTGAGTAACTTTTTG
TAGAGCTTAATTGAGGTTGTGATAGGTGATTCGGAGTACTTGATATCTGATTTTGAGTAGATTTTGTTGGTATA
TTGCGGCTTAGTTATGATATTAGGTCGTTGGTAAGATCAGGATTTTGTGCTTTTTGTAATAGGGATTAAAATTCT
CCTGATTTTAGGTGTGTGTTATTATTC---
GTTTGTGGCTCTGTCTGGGATTTATATGAATCTACTCTTAGCTAATTGGGTTTGATAATGATAGAATAAGTAGG
TGTTTTGATTAGCTTTATTTTTTCTTGGTCTTCCTCGGTCTGTTTATTAAAAACATTTCTATTCGGATTTATGAATA
GTAGTGCCTGCCCAGTGCTTTGTAAATGGCCGCAGTATTTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATTAGTTGCCTCA
TAATTGGAGGATTGTTTGAAAGGTTTGACTTGAGGATTTGACTAGATTAGGGCTTGGGCTGAAATTGGAGTTG
AGGTGCAGATCCCTCGGATTTTTAATAAGACGGAAAGACCCCGAGATCTTTATATTGTGTTATTTGTTTGGGGT
AAAATGCTATGTTTTATGTTATTTTTGATCCTAATGGATAAAAGGTTTAAGTTACCTCGGGGATAACTAGGTAA
AAAATAAGGAGAGGTCGGATCGATTTATTTTATTGCTATCTCGATGTTGACTTGGGGAAAAGTAGAGGGGTGT
AGGAGTTTCTTTACTGGGTCTGTTCGACCGTAGTT

>FhCOI-trnT-rrnL-H8

GGGGTTAGTTTAGGTATTTTTAGAATTCTGCTTTTGTAAAGCAGAGGTGGTTTTTGGCTGCTCTCTATGTTTTAT
TGGCTGTGAGGTTGATTTTATTTGGGTTTCGTTTTTTAGATTACCTTTTGCATCATGATTTGTTGATTTTTGGTTT
GGATTGATTGTTTCCGAAGAGTACTGATTTTTGTTTTGCTTGCTTAGGGTTGTTTTGGAGGTGAGTAACTTTTTG
TAGAGCTTAATTGAGGTTGTGATAGGTGATTCGGAGTACTTGATATCTGATTTTGAGTAGATTTTGTTGGCATA
TTGCGGCTTAGTTATGATATTAGGTCGTTGGTAAGATCAGGATTTTGTGCTTTTTGTAATAGGGATTAAAATTCT
CCTGATTTTAGGTGTGTGTTATTATTC---
GTTTGTGGCTCTGTCTGGGATTTATATGAATCTACTCTTAGCTAATAGGGTTTGATAATGATAGAATAAGTAGG
TGTTTTGATTAGCTTTATTTTTTCTTGGTCTTCCTCGGTCTGTTTATTAAAAACATTTCTATTCGGATTTATGAATA
GTAGTGCCTGCCCAGTGCTTTGTAAATGGCCGCAGTATTTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATTAGTTGCCTCA
TAATTGGAGGATTGTTTGAAAGGTTTGACTTGAGGATTTGACTAGATTAGGGCTTGGGCTGAAATTGGAGTTG
AGGTGCAGATCCCTCGGATTTTTAATAAGACGGAAAGACCCCGAGATCTTTATATTGTGTTATTTGTTITGGGGT
AAAATGCTATGTTTTATGTTATTTTTGATCCTAATGGATAAAAGGTTTAAGTTACCTCGGGGATAACTAGGTAA
AAAATAAGGAGAGGTCGGATCGATTTATTTTATTGCTATCTCGATGTTGACTTGGGGAAAAGTAGAGGGGTGT
AGGAGTTTCTTTACTGGGTCTGTTCGACCGTAGTT
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Annexe 6

GQ231549 (Algeria)

— GU112482 (USA)
GQ231548 (Tunisia)

— GU112476 (France)
AB510491 (Egyptian)
—— GU112483 (USA)
KT182304 (South Africa)
GU112454 (Spain)
AJ628039 (France)
KF111618 (Spain)

— GQ231551 (Tunisia)
GQ121276 (Turkey)
KF111627 (Spain)
KX470584 (Egypt)
KT182306 (Zimbabwe)
FhCOI-H1

FhCOI-H3
FhCOI-H5

FhCOI-H2
FhCOI-H6

JF824670 (Italy)
JF824672 (ltaly)
AJ628034 (China)
FhCOI-H4

FhCOI-H7

KT182260 (South Africa)

GQ231550 (Tunisia)
AF216697 (Australia)

F.hepatica

|KT182307 (Zimbabwe)

99 —KT182308 (Zimbabwe)

EF534997 |

0.010

Fasciola

] F.gigantica =
Fasciolides magna
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92 = AB207185 Zambia

GQ175362 (Iran)
LC012035 (Japan)
NG 002546 (USA)
AB207155 (Australla)
AB477358 China
AB4T7363 (china)
JFB24675 (italy)
LCOT6285 (Egypt)
AB554177 (Japan)
AF21668 { Australia)
LC228620 (Japan)
KF111630 (Spain)
AB554178 (Japan)
AB554187 (Egypt)
KF111670 (Spain)
KF111674 (Spain)
&4 | KF111667 (Spain)
41} KJ200623 (France)
KX021280 (Iran)
FhNDAHI-H2
FhNDAHI-H4
FhNDAHI-HS
AB554192 (Egypt)
FhNDAHI-H1
AB207154 (Uruguay)

58 |If JFE24673 (Maly)

AB207156 Ireland
AB554179,Egypt
ABS554182 (Egypt)
APO17707(Japen)

KR422393 (Poland)
MF287675 (Brazil)

FhNDAHI-H3

[ LCO70869 (Peru)

AB4T7357 (China)

ABAT7357 (China)
ABS54183 (Egypt)

88— LCOT6240 (Eqgypt)

GQ356033 {Iran)

MF428473 (Iran)
AB207163 Zambia

0,050

F. hepatica

] F. gigantica
EF535001 ] Fascioloides magna

Fasciola
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C KLI058264 (Egypt)
APD17707 (Japan)
73| FnCOHmT-mL-H8
AF216697 (Australia)
60 | ' FhCOHmMT-mL-H2
FhCOHmMT-rmL-H6
54 - FRCOHmMT-mL-H7
FhCOHmMT-rmL-H4
FhCOHmMT-mL-H5
FhCOHmT-mL-H1
FhCOHmMT-mL-H3
— KF543342 (China) |
93— KF543343 (China) | F. gigantica
KUDB0148 | Fascioloides magna

F. hepatica

99

0.020

Arbres de consensus construits avec la methode NJ montrant les relations
phylogénétiques entre F. hepatica et F. gigantica. Phylogénie déduite des séquences
COIl (a) NADI (b) et COI-trnT-rrnL (c). Les nombres affichés aux nceuds des
branches sont des valeurs bootstrap. Fascioloides magna (COI, NADI et COI-trnT-
rrnL) a été utilisé comme groupe externe.
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Annexe 7

Tableau 1 : La distribution des cinq niveaux d’anticorps a Fasciola hepatica détectés chez les
bovins selon les quatre saisons de I’année au Nord de 1’ Algérie

Niveau Saison
d’anticorps Automne Hiver Printemps été Total
0 NO 72 73 70 64 279
% of row 25.806 26.165 25.090 22.939 100.000
% of column 35.821 52.518 37.037 43.836 41.333
+/- NO 4 1 4 3 12
% of row 33.333 8.333 33.333 25.000 100.000
% ofcolumn 1.990 0.719 2.116 2.055 1.778
+ NO 21 25 19 18 83
% of row 25.301 30.120 22.892 21.687 100.000
% of column 10.448 17.986 10.053 12.329 12.296
++ NO 40 17 37 17 111
% of row 36.036 15.315 33.333 15.315 100.000
% of column 19.900 12.230 19.577 11.644 16.444
A NO 64 23 59 44 190
% of row 33.684 12.105 31.053 23.158 100.000
% of column 31.841 16.547 31.217 30.137 28.148
total NO 201 139 189 146 675
% of row 29.778 20.593 28.000 21.630 100.000
% of column 100.000 100.000 100.000 100.000 100.000
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Tableau 2: La distribution des cing niveaux d’anticorps a Fasciola hepatica selon les
différentes classes d’age des bovins abattus au Nord de 1’ Algérie

Niveau Age
d’anticorps Agé Intermédiaire | Jeune total
0 NO 58 94 127 279
% of row 20.789 33.692 45.520 100.000
% of column 31.183 32.082 64.796 41.333
+/- NO 2 7 3 12
% of row 16.667 58.333 25.000 100.000
% ofcolumn 1.075 2.389 1.531 1.778
+ NO 13 45 25 13
% of row 15.663 54.217 30.120 100.000
% ofcolumn 6.989 15.358 12.755 12.296
++ NO 31 50 30 111
% of row 27.928 45.045 27.027 100.000
% ofcolumn 16.667 17.065 15.306 16.444
+++ NO 82 97 11 190
% of row 43.158 51.053 5.789 100.000
% ofcolumn 44.086 33.106 5.612 28.148
total NO 186 293 196 675
% of row 27.556 43.407 29.037 100.000
% ofcolumn 100.000 100.000 100.000 100.000




Tableau 3: La distribution des cinq niveaux d’anticorps a Fasciola hepatica selon le sexe des
bovins abattus au Nord de I’ Algérie

Niveau Sexe
d’anticorps Femelle Male total
0 NO 78 201 279
% of row 27.957 72.043 100.000
% of column 27.465 51.407 41.333
+/- NO 5 7 12
% of row 41.667 58.333 100.000
% ofcolumn 1.761 1.790 1.778
+ NO 24 59 83
% of row 28.916 71.084 100.000
% ofcolumn 8.451 15.090 12.296
++ NO 49 62 111
% of row 44.144 55.856 100.000
% ofcolumn 17.254 15.857 16.444
+++ NO 128 62 190
% of row 67.368 32.632 100.000
% ofcolumn 45.070 15.857 28.148
total NO 284 391 675
% of row 42.074 57.926 100.000
% ofcolumn 100.000 100.000 100.000




Tableau 4 : la distribution des cinq niveaux d’anticorps a Fasciola hepatica selon la localité
d’origine des bovins abattus au Nord de 1’ Algérie

Niveau Localités
d'anticorps Bejaia Bouira Tizi-Ouzou total
0 NO 90 82 107 279
% of row 32.258 29.391 38.351 100.000
% of column 42.857 37.788 43.145 41.333
+/- NO 4 6 2 12
% of row 33.333 50.000 16.667 100.000
% ofcolumn 1.905 2.765 0.806 1.778
+ NO 21 17 45 83
% of row 25.301 20.482 54.217 100.000
% ofcolumn 10.000 7.834 18.145 12.296
++ NO 40 30 41 111
% of row 36.036 27.027 36.937 100.000
% ofcolumn 19.048 13.825 16.532 16.444
+++ NO 55 82 53 190
% of row 28.947 43.158 27.895 100.000
% ofcolumn 26.190 37.788 21.371 28.148
total NO 210.000 217.000 248.000 675
% of row 31.111 32.148 36.741 100.000
% ofcolumn 100.000 100.000 100.000 100.000




Tableau 5: la distribution des cinq niveaux d’anticorps a Fasciola hepatica selon les
différentes races des bovins abattus au Nord de 1’ Algérie

Niveau Race
d"anticorps Croisé Fleckvieh Holstein Montbeliard charolais total
0 NO 70 33 78 66 32 279
% of row 25.090 11.828 27.957 23.656 11.470 100.000
% of column | 42.169 37.079 41.711 32.836 100.000 41.333
+/- NO 4 2 4 2 0 12
% of row 33.333 16.667 33.333 16.667 0.000 100.000
% of column | 2.410 2.247 2.139 0.995 0.000 1.778
+ NO 18 10 38 17 0 83
% of row 21.687 12.048 45.783 20.482 0.000 100.000
% ofcolumn | 10.843 11.236 20.321 8.458 0.000 12.296
++ NO 33 13 26 39 0 111
% of row 29.730 11.712 23.423 35.135 0.000 100.000
% ofcolumn | 19.880 14.607 13.904 19.403 0.000 16.444
o+ NO 41 31 41 77 0 190
% of row 21.579 16.316 21.579 40.526 0.000 100.000
% ofcolumn | 24.699 | 34.831 21.925 38.308 0.000 28.148
total NO 166.000 | 89.000 187.000 201.000 32.000 675
% of row 24,593 13.185 27.704 29.778 4,741 100.000
9% ofcolumn | 100.000 | 100.000 100.000 100.000 100.000 100.000
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