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INTRODUCTION

Les bovins sont toujours exposés a des affections multiples parmi celles-ci la sarcosporidiose qui
porte atteinte a la fois, a la santé animale ainsi qu’a la qualité de la viande. La sarcosporidiose est
une affection parasitaire due a un protozoaire du genre Sarcocystis infestant I’homme et de
nombreuses especes animales. Ces coccidies de type kystogéne ont un cycle dixene dont la plupart
impliquent des carnivores ou des omnivores comme hotes définitifs (multiplication sexuée
intestinale) et les herbivores comme hotes intermédiaires (multiplication asexuée) (Euzéby, 1997).

Elle est caractérisée par la formation de kystes musculaires chez les bovins et d’une coccidiose
intestinale chez certains carnivores comme chez I’lhomme. C’est lors de I’ingestion de viande crue
ou insuffisamment cuite contenant des kystes que I’hdte définitif se contamine. Le bovin se
contamine en ingérant du fourrage ou de I’eau contaminée par les sporocystes éliminés dans les

feces des chiens, chats ou de I’lhomme (Euzéby, 1997).

Cette parasitose est commune chez les ruminants, le bovin est un héte intermédiaire pour
4 especes: Sarcocystis cruzi (syn. Sarcocystis bovi-canis), Sarcocystis hirsuta (syn. Sarcocystis
bovi-félis), Sarcocystis hominis (syn. Sarcocystis bovi-hominis) qui impliquent les canidés, les
félidés et les primates respectivement comme hotes définitifs (Dubey et al., 1989b; Heydorn et al.,
1975; Fayer, 2004; Flandrin, 2014) et récemment Sarcocystis sinensis dont I’h6te définitif reste
jusqu’a présent mal connu (Moré et al., 2014). De plus, cette espéce reste peu étudiée car elle a
souvent été confondue avec S. hominis (Chen et al., 2011; Moré et al., 2013). S. cruzi semble étre
I’espéce la plus pathogéne pour les bovins. Parmi les nombreuses especes de Sarcocystis, deux
présentent un intérét particulier du point de vue zoonotique. Il s’agit de Sarcocystis hominis

(S. bovi-hominis) de Sarcocystis Sui-hominis dont I’h6te intermédiaire est le porc. (Euzéby, 1997).

La sarcosporidiose bovine est le plus souvent asymptomatique. Cependant, chez les bovins, on peut
observer une perte de poids, une anémie, des avortements alors que les carcasses bovines sont
presque toujours porteuses du parasite. La prévalence de ce parasite avoisine les 100% chez les
bovins et ce, de facon cosmopolite (Vercruysse et al., 1989; Huong, 1999; Ghisleni et al.,
2006 ;Bucca et al., 2011).

Par ailleurs, cette parasitose peut étre zoonotique d’une part et d’autre part, et peut étre un motif de
saisie partielle ou totale de la carcasse en cas de présence de Iésions de myosites éosinophilique qui
est une inflammation musculaire généralisée, caractérisée par I’apparition de taches verdatres en

plaques diffuses ou sous forme de multiples stries de 2 a 10 mm de long dans les muscles.
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Cette myosite n’est détectée qu’au moment de I’inspection post mortem a I’abattoir ou dans les
salles de découpe. Les raisons pour lesquelles cette réaction inflammatoire survient chez certains
bovins restent non élucidées. Les derniéres études font état d’une prédisposition raciale, ainsi que
d’une stimulation accrue du systeme immunitaire chez les animaux atteints. Sarcocystis
hominis, qui a I’homme pour hoéte définitif, est I’espéce la plus fréqguemment identifiée chez les
bovins (Léonard, 2014; Cappelier et al., 2015).

En Algérie, la prévalence de la sarcosporidiose chez I’espéce bovine n’est pas trés bien connue ;
toutefois des études ponctuelles réalisées notamment par Nedjari M.T en 2002 sur la
sarcosporidiose bovine dans la région d’Alger, révele une prévalence de 63 % (sur 198 carcasses
bovines) et la présence des trois espéces sarcosporidiennes dont la zoonotique (Sarcocystis hominis,
S. hirsuta et S. cruzii). Plus tard, I’étude de Harhoura et al., (2010), révéle une prévalence de 100
% sur des carcasses bovines a I’abattoir de Rouiba. En 2013, Aissi M. et al., mettent en évidence
une préedominance de I’espece canine suite a I’infestation expérimentale des hotes définitifs (chiens,
chats, singes). Malgré cela, en Algérie, la sarcosporidiose est sous estimee et n’est pas a recherche
obligatoire dans les abattoirs ni méme en santé publique pour la sarcosporidiose intestinale chez
I’lhomme (I.N.S.P., 2015)

Le diagnostic de la sarcosporidiose repose sur des méthodes de microscopie pour rechercher les
bradyzoites en formes en « bananes », les kystes dans les muscles et des méthodes moléculaires
pour rechercher I’ADN du parasite ou des méthodes macroscopiques pour rechercher les kystes
macroscopiques et/ou les lésions de myosite éosinophilique. Cependant, aucune méthode

diagnostique n’est disponible en routine (Flandrin , 2014).

Dans notre présente étude, nous nous sommes intéressées a cette parasitose au niveau de cing
abattoirs du nord de I’Algérie par trois techniques de diagnostic différentes: la digestion

enzymatique, I’étude histologique et I’analyse moléculaire par PCR et ayant pour objectifs :

- Déterminer la prévalence de la sarcosporidiose bovine au niveau du nord de I’ Algérie.

- Rechercher les types de kystes au niveau des échantillons de muscles des bovins prélevés et
identifier les especes de Sarcocystis associés a I’apparition de ces lésions microscopiques par
I’étude de leur paroi (mince ou épaisse).

- ldentifier les especes parasitaires impliquées par les techniques moléculaires PCR.

- Déterminer des facteurs de risques liés aux animaux (race, age, sexe,..) et a I’environnement

(saison et origine) pouvant influer sur la prévalence de Sarcocystis.
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I. DEFINITION

Les sarcosporidioses ou sarcocystoses sont des maladies parasitaires causees par des coccidies
kystogénes appartenant au genre Sarcocystis (endorimospora), dont la reproduction sexuee
s’accomplit dans le tractus intestinal de leur hote définitif et I’évolution se fait sous forme de
kystes a bradyzoites a localisation musculaire chez leur hote intermédiaire (Euzeby, 1998). Ce
sont les parasites les plus répandus dans le bétail et causent des pertes économique considerables
(Jackel et al., 1999).

Il. HISTORIQUE

Les kystes sarcosporidiens ont été observés pour la premiere fois en 1843 par Miescher dans les
muscles d'une souris grise. Puis, la dénomination de “Sarcosporidioses” vient de ce que
Batschli (1882) avait situé les parasites en cause dans un phylum spécial, celui des

Sarcosporidia.

La méme année, Lankester créait le genre Sarcocystis, au sein de ce phylum. Depuis que les
affinités réelles des Sarcocystis sont connues, le phylum Sarcosporidia a disparu. Cependant, le
terme de “Sarcosporidioses”, qui est synonyme de “Sarcocystoses”, continue a étre utilisé
(Euzeby, 1997).

En 1865, une nouvelle espece a été trouvée chez le porc par Kihn cité par Léonard 2014. Ce
n'est qu'en 1967 que les bradyzoites ont été étudiés au microscope électronique a transmission et
que les organites, gu’ils contenaient, ont été décrits par Senaud. La gamétogonie a ensuite été
démontrée in vitro en 1972 par Fayer. Le cycle parasitaire a été décrit la méme année par
Rommel (Fayer, 2004).

I1l. ETUDE DE L’AGENT CAUSAL
I11.1. Systématique

Les Sarcocystis sont des protozoaires appartenant au phylum des Apicomplexa a la classe des
Sporozoasida, sous classe des Coccidiasina, ordre des Eucoccidiorida, sous ordre des
Eimerionina, famille des Isosporidés, sous famille des Sarcocystidés, genre Sarcocystis (Euzeby,
1987 ; Euzeby, 1998).
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En plus du genre Sarcocystis, la famille des sarcocystidae inclue également les genres
Toxoplasma, Besnoitia, Hammondia, Frankelia et Neospora (Taylor et al., 2007).

Ces coccidies sont apparentées a lIsospora, Cryptosporidium, Cyclospora et Toxoplasma.
Sarcocystis nécessite dans son cycle évolutif a la fois un héte intermédiaire et définitif.

Le genre Sarcocystis compte environ 200 espéces différentes par leur cycle biologique et leur
pathogénie (Odening, 1998) et il est le plus important de la classe des Coccidea (Fathy et al.,
2009).

Les especes animales (domestiques et sauvages) hdtes sont toutes aussi nombreuses que les
espéces de sarcocystes avec la possibilité pour une méme espece animale d’étre hote de plusieurs
espéces de Sarcocystis a la fois (Tableau 01). A ce jour, on a recensé 86 especes animales hotes
intermédiaires et hotes definitifs confondus (Odening, 1998). Le protozoaire est rencontré non
seulement chez toutes les especes d’animaux de boucherie hotes-intermédiaires, mais aussi chez
I’Homme. Les espéces pathogénes pour les camelins le seraient également pour I’Homme
(Valinezhad et al., 2008).

Parmi ces especes parasites, celles d’origine canine sont toujours plus pathogenes pour les hotes
intermédiaires, et leur prévalence est en général plus élevée que celle des autres sarcosporidies

du méme hoéte (Kamoun et Tarhouni, 2009).

Les hétes définitifs sont dans la majorité des cas des prédateurs (oiseaux, serpents,
mammiféres...) et les hotes intermédiaires sont le plus souvent des herbivores ou des
omnivores (Euzeby, 1998). L’homme est I’h6te définitif de S. hominis et S. suihominis et les

bovins et les porcs sont respectivement les hotes intermédiaires (Markus, 1978).

Dans I’ancienne nomenclature, les parasites qui les déterminent étaient désignés par un binéme
ayant pour dénomination spécifique, le nom linnéen de I’héte intermédiaire et celui de I’héte
définitif : par exemple, Sarcocystis bovihominis, dont I’h6te intermédiaire est le bovin et I’héte
définitif I’homme ; cependant cette terminologie, qui viole le principe de la loi de priorité
régissant les dénominations zoologiques, n’est plus admise par tous les parasitologues (Euzéby,
1998).
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Tableau 01 : Principales especes de sarcosporidies parasites des animaux domestiques (Mason,
1910 (cité par Kirmse et Mohanbabu, 1986 ; Bussiéras et Chermette, 1992 ; Manal et al.,

2006).

H.I. Espéces Synonymie H.D.
Bovin S. cruzi S. bovicanis Chien, coyote, renard
Bovin S. hirsuta S. bovifelis Chat
Bovin S. hominis S. bovihominis Homme, singe, babouin

S. sinensis / Inconnu
Ovin S. tenella S. ovicanis Chien
S. arieticanis / Chien
S .mihoensis / Chien
S. gigantea S. ovifelis Chat
S. medusiformis / Chat
Chévre S. moulei S. capracanis Chien
Dromadaire S. cameli / Chien
S. levineiormis / Chien
Buffle d’eau i i
S. fusiformis Chat
Porc S. suishominis / Homme
Porc S. porcifelis / Chat
Porc . ) .. .
S. miescheriana S. suicanis Chien
Cheval S. bertrani S. equicanis | Chien
S. fayeri
Lapin S. cuniculi / Chat
S. leporum / Chat
Poulet S. horvathi Chien
Homme S. lindemanni / ?
Dromadaire Sarcocystis cameli ?
Sarcocystis camelicanis

HI : Hote intermédiaire, HD : Hote définitif
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I11.2. Cycle biologique
Les Sarcocystes ont un cycle dixene obligatoire. Les infections des hotes définitifs sont appelees
coccidioses a Sarcocystis, alors que celles des hotes intermédiaires sont appelées sarcosporidiose
stricto sensus (Vounba, 2010).

La relation entre les hétes est basée sur le type proie-prédateur (Fayer, 2004). Chez les bovins, la
sarcosporidiose musculaire est le fait de trois especes Sarcocystis cruzi (ou S. bovicanis), S.
hirsuta (ou S. bovifelis) et S. hominis (ou S. bovihominis), pour lesquelles les bovidés (vache,
buffle) (Jehle et al., 2009) servent d'hétes intermédiaires, et dont les hétes définitifs sont
respectivement les canidés (Chien, Coyote, Renard, Loup mais aussi Raton laveur), les félidés
(Chat) et les primates (Homme, singe Rhésus et Babouin) (Dubey et al., 1989b ; Desportes-
Livage et Datry, 2005) (Figure 01) .

% p-ﬁj*_ﬁcmzz

:_—F""'

!
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& 6

e - i
m [

|
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Figure 01 : Especes de Sarcocystis impliquées chez les bovins.
(D’apreés Briggs et Foreyt., 1985).
Certaines especes de Sarcocystis peuvent avoir comme hotes intermédiaires le Bovin, mais aussi
le Zébu, le Bison ou le Buffle (Fischer, Odening., 1998 ; Yang et al., 2002).
Un méme hote intermédiaire peut étre infesté par plusieurs especes de sarcosporidies en méme
temps et une espéce de sarcosporidie peut infester plusieurs especes d'hotes intermédiaires, par
exemple S. cruzi peut infester les bovins domestiques : Bos taurus et les buffles d'eau (Xiang et
al., 2011), méme si les especes de sarcosporidies sont considérées relativement spécifiques d'un
hote (Jehle et al., 2009). Pour leur héte définitif, les espéces de sarcosporidies sont spécifiques

d’une famille : par exemple, les canidés pour S. cruzi.
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Une étude récente a démontré que les bovins sont également héte intermédiaire pour S. sinensis
dont I’h6te définitif reste inconnu. De plus, cette espece reste peu étudiée car elle a souvent été
confondue avec S. hominis (Chen et al., 2011; Moré et al., 2013).

Les sarcosporidies sont des parasites obligatoirement intracellulaires avec un cycle parasitaire
en 3 étapes, typique des coccidies :

e Meérogonie: reproduction asexuée

e Gameétogonie: reproduction sexuée

e Sporogonie: divisions donnant naissance aux formes infectieuses

Le parasite réalise sa multiplication asexuée (Schizogonie) dans les cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins d’organes chez I’héte intermédiaire alors que la reproduction sexuée
(Gamogonie) et asexuée (Sporogonie) a lieu dans les cellules épithéliales de I’intestin de
I’héte définitif (chien, Chat, homme). (Figure 02). La durée du cycle évolutif est de 2-3 mois

chez I’héte intermédiaire ( Figure 03) et 1-2 semaine chez I’h6te définitif ( Figure 04).

Fusion des gamétes

Transformation en micro-
et formation d'ookystes

et macrogameétes dans les cellules
intestinales

Bradyzoites
qui pénétrent
dans les cellules
a mucus
de lintestin gréle

Sporulation dans l'intestin

Hotes
définitifs :
Homme
(S.hominis)
Chien
(S.cruzi)
Chat
(S.hirsuta)

Oockystes sporulés
contenant 2 sporocystes
a 4 sporozoites

Ingestion de muscle
parasité par un hote
définitif

Sporocyste libéré

Formation des sarcocystes
dans les selles de I'hate définitif

contenant les bradyzoites

Infection
des monocytes Sporocyste ingéré
et transport par un bovin
vers les muscles =
striés

Bovin = héte intermédiaire

Tachyzoites
qui envahissent
I'endothélium vasculaire
des capillaires et forment \
des pseudokystes

de seconde génération

Sporozoites, libérés dansle TD
qui traversent 'épithélium intestinal
et pénétrent dans l'appareil circulatoire

Transformation en tachyzoites
qui envahissent 'endothélium vasculaire
des artéres et forment les schizontes
(pseudokystes de premiére génération)

Tachyzoites libérés dans le sang
aprés rupture des pseudokystes

Figure 02 : Schéma du cycle évolutif des especes de Sarcocystis infectant les bovins
(Cappelier et Honore, 2012).
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111.2.1. Chez I’hote intermédiaire (la proie)
Exceptés, les cas rares de transmission verticale (Savini et al., 1996; Moré et al., 2009 ), les
bovins s'infectent de fagon horizontale par ingestion d’eau de boisson et/ou d’aliments
contaminés par des ookystes ou des sporocystes libérés dans I'environnement et a proximité de
leurs aires dalimentation ou d'abreuvement par les feces d’un hote définitif infecté. Des
arthropodes coprophages peuvent vehiculer les sporocystes. Les sporocystes sont la forme de
résistance du parasite, le cycle ne continue que s’ils sont ingérés par I’h6te intermédiaire
approprié (Euzéby, 1998) (Figure 02). Le sporocyste ingéré libére dans l'intestin gréle les 4

sporozoites qu'il contient sous l'effet de la digestion.

Les sporozoites migrent alors a travers I’épithelium intestinal et envahissent les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins. C’est dans ces cellules endothéliales des artéres qu’a lieu
la premiére schizogonie. Ces schizontes subissent une phase de multiplication rapide
(tachyendodiogénie) donnant naissance a une centaine de tachyzoites ou merozoites (mérozoites
de premiére génération) entre 7 jours et 15 jours apres ingestion, les cellules endothéliales
parasitées forment alors des pseudokystes qui vont finir par se rompre.

Les mérozoites libérés infestent les cellules endothéliales des capillaires. Suite a une deuxiéme
phase de tachyendodiogénie, la seconde génération de mérozoites est formée, au bout de 19 a 46
jours aprés ingestion (Figure 03).

Les mérozoites de deuxieme génération sont libérés dans le courant sanguin, puis une troisiéme
endodyogénie a lieu dans les monocytes donnant naissance a une troisiéme génération de
mérozoites 24 a 46 jours apres ingestion (Figure 03). Les monocytes parasités transportent les
parasites aux fibres musculaires striées et parfois aussi au tissu neural.

Les mérozoites penétrent dans les cellules, s’entourent d’une vacuole parasitophore et prennent
une forme ronde a ovoide : ce sont alors des métrocytes. Ces métrocytes subissent une phase de
multiplication lente (bradyendodiogénie), donnant naissance a d’autres métrocytes qui
s’accumulent dans la cellule sans la détruire. La paroi de la cellule s’épaissit alors
progressivement aboutissant a la formation d’un kyste immature, appelé sarcocyste ou tube de

Miescher.

Taibi-Meksoud .M 2015-2016 Page 8



Synthese bibliographique

Les métrocytes se différencient ensuite en bradyzoites ou cystozoites ou encore corpuscules de
Rainey, qui est la forme infestante du parasite formant ainsi un kyste mature, qui peut infester
les hotes définitifs. Cela arrive environ 75 jours apres ingestion (Figure 03), cependant cette
durée est variable selon I’espéce de Sarcocystis considérée. Les sarcocystes peuvent persister
durant toute la vie de I’héte intermédiaire, cependant une grande partie commence a disparaitre

trois mois apres le début de I’infestation.

Le cycle se poursuit lorsque I’hdte définitif ingere ces kystes. (Fayer et Dubey, 1986; Dubey et
al., 1988 ; Desportes-Livage et Darty, 2005) (Figure 03).
La connaissance précise du cycle chez I’h6te intermédiaire repose en particulier sur les études

menées chez la souris avec S. muris (Lindsay et al ., 1995).

o Gt
Skt

mamoe
Cwasom

Tasy

Libération
des

0 Nombre de jours post infection 753

Figure 03 : Schéma des étapes du cycle chez I’h6te intermédiaire
(Flandrin et Leonard, 2014).
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111.2.2. Chez I’hote définitif (prédateur)

Les hotes définitifs (chats, chiens, hommes) s'infectent en consommant de la viande bovine crue
ou insuffisamment cuite contenant des kystes parasitaires matures (Figure 02). La paroi des
sarcocystes se rompt aprés l'ingestion, libérant les bradyzoites qui deviennent mobiles et se
logent dans les cellules de la lamina propria de I'néte définitif. Les bradyzoites deviennent alors
microgamétocytes ou macrogamétocytes. Le microgamétocyte est a l'origine aprés des divisions
cellulaires de plusieurs microgamétes. Le macrogamétocyte devient directement macrogameéte et

pourra fusionner avec un microgamete donnant alors I'ookyste.

Apres la sporogonie, chagque ookyste contient deux sporocystes et a l'issue de la période
prépatente, de l'ordre de 7 a 15 jours, les ookystes sont libérés avec les matiéres fécales
(Figure 04). La paroi des ookystes se rompt parfois et les sporocystes qui contiennent chacun
quatre sporozoites se retrouvent directement dans les féces. La dissémination des ookystes se
prolonge pendant deux ou trois mois et les sporocystes sont directement infestants pour I'h6te
intermédiaire (Dubey et al., 1988; Euzeby, 1997; Euzeby, 1998 ; Desportes-Livage et Datry,

2005) .

0 Nombre de jours post infection 7al5)]

Figure 04 : Schéma des étapes du cycle chez I’h6te définitif
(Flandrin et Leonard, 2014).

111.3. Morphologie
Le parasite se présente sous forme de sarcocyste chez I’hote intermédiaire (bovin) et d’ookyste

avec deux sporocystes chez les hétes définitifs.

111.3.1. Chez I'hGte intermédiaire
Selon Euzéby (1998), les kystes sont le plus souvent submicroscopiques (0,5-3 mm de longueur

x 0,3 mm de largeur), allongés dans le sens des fibres musculaires.
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Au Microscope optique et en coupe histologique transversale, les sarcocystes ou tubes de
Miescher apparaissent cloisonnés et divisés en alvéoles périphériques renfermant des métrocytes

(formes globuleuses), et en alvéoles centraux renfermant des bradyzoites (en forme de banane)
(Figures 05, 06).

Bradyzoite
Métrocyte

Alvéole

Bradvzoites

Kyvste

Figure 06 : Kyste a bradyzoites de sarcosporidie mis en évidence par observation microscopique

de la musculature d’un héte intermédiaire (Boireau et al., 2002, cliché du

service de
parasitologie de ’E.N.V.A).
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En microscopie électronique, on peut observer les sarcocystes dont les dimensions ainsi que
I'aspect de la paroi varient selon I'espece de sarcosporidies impliquée et selon I’age du kyste
(Tableau 03). La longueur du kyste peut atteindre jusqu’a 2,6 mm, la largeur jusqu’a 0.16 mm
et I’épaisseur de la paroi jusqu’a 0,88 mm (Fayer, 2004). La paroi des kystes peut étre fine et
simple, formée uniquement de la vacuole parasitophore ou peut se complexifier avec des
protrusions contenant des microtubules, des corps denses aux électrons ou des granules. La
structure de cette paroi change au cours du temps. La couche dense aux électrons est a I’origine
de la formation de cloisons qui compartimentent le kyste (Lindsay et al., 1995).

Les bradyzoites apparaissent avec des rhoptries et micronemes et conoide (Euzéby, 1998)
(Figure 07). La paroi primaire émet, par sa face interne, des cloisons délimitant les alvéoles
(Euzéby, 1998).

Nucléole

Noyau

N\ Réticulum A
. N
\ endoplasmique

Figure 07: Schéma modifié d'un bradyzoite (a gauche) et d'un métrocyte de Sarcocystis (a
droite) au microscope électronique (Mehlhorn, 1975)

En microscopie photonique, I’épaisseur de la paroi est un bon critére de determination de
I’espéce impliquée. S. cruzi présente une paroi fine alors que S. hominis et S. hirsuta présentent

une paroi épaisse (Figure 08).
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Figure 08 : A gauche un kyste a paroi fine de S. cruzi, et a droite un kyste a paroi épaisse de S.

hirsuta ou hominis colorés a I’hémalun-éosine (Gr.x 600) (Ghisleni et al., 2006).

Pour différencier les différents types de kystes, il est nécessaire d'observer en microscopie
électronique la structure des villosités pariétales ou microphanéres L'observation de la structure
de la paroi permet de distinguer trois especes de Sarcocystis chez le bovin dont la disposition et

la forme des cytophaneres, ont une valeur taxonomique (Figure 09) (Tableau 2-3).

Figure 09 : (A) Ultra-structure d'un kyste de S. hominis avec la particularité des cytophanéres
(vP), de la paroi du kyste (scw) avec une membrane granuleuse (g) enfermant des métrocytes
(m) et des bradyzoites (b). (B) paroi épaisse avec villosités saillantes (v) les métrocytes (m), et
les bradyzoites (b) disposés en compartiments délimites par des septa (S)(Wouda et al., 2006).
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Tableau 2 : Parois des 03 espéces de sarcocystes chez les bovins, vues au microscope
électronique (More et al., 2010 ; Jehle et al., 2009)

Paroi de sarcocyste montrant des microvillosités en
palissade soutenues par une couche dense aux
électrons.

Paroi de Sarcocystis hominis au microscope
électronique (More et al., 2010).

Paroi de sarcocyste montrant des microvillosités en
forme dite de langue, a base étroite (fleche jaune),
plus larges au milieu et effilées distalement. La
fleche noire indique des microfilaments et des
granules denses aux electrons.

Paroi de Sarcocystis hirsuta au microscope
électronique (More et al., 2010).

Paroi  fine, présentant des  microvillosités
filamenteuses et sans microtubules (VP = villosités,
HC = cellule héte CM = mérozoites)

Paroi de S. cruzi en microscopie électronique a
transmission (Jehle et al., 2009).
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Tableau 03 : Caracteres structuraux des sarcocystes trouvés chez les bovins (Dubey et al.,
1989a ; Dubey et al., 1989b)

Espéces de Taille Epaisseur | Structure des Aspect de la Aspect de la
Sarcocystis | Moyenne de villosités paroi au paroi au
des la paroi pariétales microscope microscope
sarcocystes (cytophanéres) photonique électronique
[grossissement x | [Grossissement :
1000] (A)x16000,
(B)x 9900,
S. cruzi 0.5mmade | Mince: Courtes
diamétre
<1lum | Capilliformes
Inclinées
S.hirsuta |De2a7 Epaisse : | Longues
mmdelong | 3a6 um | Etrangléesa la
sur base, élargie en
1 mm de partie médiane
large et coniques en
partie Distale
Inclinées en
partie distale
(45°- 90°)
S. hominis | De0.4al Epaisse : | Longues
mmde long | 7 um
sur 0.08 a Cylindriques
0.1 mmde
large Presque
perpendiculaires
a la surface de la
paroi

La longevité des kystes chez I’animal vivant n’est pas connue mais ils peuvent rester infestants
dans une carcasse plusieurs semaines apres la mort de I’animal (Brugere picoux et Lacombe,
1987). Selon Euzeby (1997), le processus degenératif des sarcocystes a lieu parrallelement a la
dégénerescence des fibres musculaires parasitées. Les bradyzoites sont alors remplacés par un
magma granuleux qui va subir des modifications, caséification ou

calcification rendant leur mise en evidence plus facile. 1ls ne sont vraiment visibles que
lorsqu'ils sont assez nombreux et coalescents et forment alors de petites taches ovoides de
couleur grisatre, jaunatre ou verdatre s'il y a infiltration éosinophilique (Euzeby, 1998)
(Figure 10).
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Figure 10 : Observation macroscopique de Kystes sarcosporidiens dans un muscle de I'épaule
d'un bovin (Bertin, 2013).

Pour les especes de sarcocystes ayant comme hotes définitifs des animaux, aucune donnée
précise n’est référencée dans la littérature mais on peut penser que les informations répertoriées
pour les especes parasites de I’homme doivent étre transposables aux espéces parasites des

animaux (Flandrin, 2014).

Tous les muscles peuvent étre atteints par les sarcocystes. La structure des kystes varie aussi en
fonction de leur lieu d'élection qui est : I'cesophage, le diaphragme, les muscles squelettiques, la
langue, le cceur. L'cesophage et le myocarde semblent étre le site ou I'occurrence des kystes est la
plus grande pour S. cruzi (Latif et al., 1999; Aldemir, Gugclu 2004; Moré et al., 2007;
Domenis et al., 2011; Vangeel et al., 2012). L’cesophage et les muscles squelettiques semblent
étre les lieux d’élection pour les autres especes de sarcosporidies (Huong, 1999). S. hirsuta n’est
pas retrouvé dans le myocarde (Lindsay et al., 1995). lls sont ainsi plus petits dans le cceur en

relation avec la structure des fibres myocardiques (Vercruysse et al., 1989).

Les kystes sarcosporidiens sont trés résistants dans les muscles de I'hdte intermédiaire, leur
longévité est d'au moins une année et souvent 5 a 8 ans (Euzéby, 1987). Cette longévité varie de
un a trois mois pour les espéces parasites de I'nomme. Les sarcocystes survivent encore pendant
15 jours a la mort de leur héte. lls résistent a la réfrigération a 2°C mais ils sont tués par la
congélation a -5°C (48 heures) et a -20°C (24 heures). La chaleur exerce une action destructrice
a la température de 70°C a 75°C, maintenue pendant 20 a 25 minutes (Euzéby, 1997). La
chaleur produite par le four a micro-ondes n'est pas suffisamment pénétrante pour permettre une

bonne stérilisation de la viande parasitée (Euzéby, 1998).
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111.3.2. Chez I'hote définitif
111.3.2. 1. Les ookystes

On trouve chez I'héte définitif des ookystes ovoides contenant chacun 2 sporocystes
(Figure 11) (Aissi et al., 2013). La fine paroi des ookystes sporulés des Sarcocystis est souvent
rompue libérant deux sporocystes contenant chacun quatre sporozoites et un corps résiduel granuleux
(Fayer, 2004). Les différentes especes de Sarcocystis infectant un hote définitif donné ont

souvent des sporocystes de dimensions similaires (Dubey et al., 1988) (Tableau 04).

Figure 11 : Oocystes sporulés (D, E) et sporocystes (F) de Sarcocystis cruzi
dans des féces de chien (Aissi et al., 2013).

111.3.2. 2. Les sporocystes

Les sporocystes possédent une paroi résistante et sont de petite taille. Ils peuvent ainsi résister
plusieurs mois dans l'environnement. Cependant, les fluctuations de température et d'humidité
jouent sur leur viabilité. Les meilleures conditions de survie pour les sporocystes de S. cruzi
sont une température basse (4°C) et une humidité relative élevée (100%) ou ils survivent plus de
240 jours. lls résistent & des températures négatives, jusqu’a -20°C pendant 48h. Ils peuvent aussi
survivre plus de 180 jours a une température élevée (37°C) et en milieu sec (18% d’humidité).
Les conditions les plus déléteres pour eux sont les fluctuations de températures (Savini et al.,
1996). Tous les sporocystes résistent également aux antiseptiques, appliqués aux concentrations
habituelles. Seul I'ammoniac & 10% exerce un effet létal (Euzéby, 1997).
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Tableau 04 : Les caracteres généraux des oocystes et des sporocystes (Perrotin et Graber, 1977;
Saito et al., 1998 ; Pena et al., 2001; Taylor et al., 2007).

Les oocystes
Espece S.cruzi S. hirsuta S. hominis
Caracteéristique Sporulés Sporulés /
Lisses et
Incolores
Longueur 19a21um 12218 um /
Largeur 154 18um 11214 pm /
Les sporocystes
Espece S.cruzi S. hirsuta S. hominis
Longueur 14,3217 pm 112414 pm 125a17 pm
Largeur 8,7a13,3um 7a9pum 75al1l um
Caracteristique Ellipsoide, Ellipsoides Ellipsoide

IVV. EPIDEMIOLOGIE

V.1 Espéces affectées
Les sarcosporidioses affectent un grand nombre de mammiféres et diverses especes d’oiseaux et
les parasites qui les déterminent et sont généralement désignés par une dénomination spécifique,
caractérisée par le nom linnéen de I’héte intermédiaire et celui de I’hdte définitif ex : bovifelis,

bovihominis, ovifelis ... (Euzeby., 1998).

Les coccidies kystogenes appartenant au genre Sarcocystis sont responsables de la formation de
kystes a localisation musculaire chez I’h6te intermédiaire (Euzeby, 1998) mais certaines espéces
de Sarcocystis peuvent causer la formation de kystes au niveau du systéme nerveux central
comme Sarcocystis neurona responsable de I’encéphalomyélite a protozoaire des chevaux
(EPM) (Hamir et al., 1993; Dubey et al., 2001a; Mullaney et al., 2005).
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Le chien et le chat domestique peuvent présenter une atteinte du tissu nerveux (Dubey et al.,
1994 ; Cooley et al., 2007 ) de méme que le raton laveur (Dubey et al., 2001b; Hamir et
Dubey, 2001; Stanek et al., 2002) le vison d’Amérique (Dubey et Hedstrom, 1993), le zebre de
Grant (Marsh et al., 2000), le singe rhésus (Klumpp et al., 1994).

Des espéces de gibier tels que les cervidés ou canards peuvent étre affectées par Sarcocystis et
présenter une localisation musculaire des kystes (Grappe, 2009). Sarcocystis gallotiae affecte
les Iézards (Matuschka et Banneri, 1987) qui sont atteints d’une infection intestinale de type

coccidien : Coccidiose a Sarcocystis observés également chez les serpents (Euzeby, 1998).

L’étude menée par Lainson et al., en 2000 montre que des muscles de lézard Ameiva ameiva
dans le nord du Brésil, infestés par des sarcocystes, donnés en nourriture a un serpent
Mastigodryas bifossatus a révélé une infection intestinale massive a Sarcocystis de ce serpent.
De méme que des sporocystes matures d'un autre serpent (M. bifossatus) naturellement infecte,
donnés en nourriture a de jeunes lézards (A. ameiva) chez lesquels aucun sarcocyste n‘avait été
détecté par biopsie au niveau de la queue, ont été examinés 30 et 47 jours plus tard et ceux-ci
présentaient de nombreux sarcocystes au niveau des muscles de la queue et de la langue. Le

parasite est nommé Sarcocystis ameivamastigodryasin. sp.

Les especes de Sarcocystis qui affectent le bovin, peuvent infester d'autres animaux (hote
intermédiaire) tels que le buffle d’Asie, le bison d'Europe et d'/Amérique (Fayer et al., 1982a;
Odening et al., 1994; 1995 ; 1996; Fischer et Odening, 1998; Pyziel et Demiaszkiewicz,
2009; Yang et al., 2001., 2002; Li et al., 2002; Chen et al., 2003; Liang et al., 2006).

1V. 2. Sources et modes de transmission

L'héte intermédiaire s'infecte par l'ingestion de sporocystes €liminés par les hotes définitifs
(phytophagie, géophagie, hydropénie). Des arthropodes coprophages véhiculent également les
sporocystes (Euzeby, 1997, 1998).

Les carnivores et plus particulierement les chiens sont a I'origine de la pollution de I'nerbe des
paturages (Giles et al., 1980 ; Savini et al., 1994a; Latif et al., 1999) et le foin dans les fermes.
Par ailleurs, I'épandage d'eaux résiduaires mal assainies sur les prairies par I'nomme peut étre une
source importante d'infection (Euzéby, 1987, 1998; Wouda et al., 2006).
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Le passage des tachyzoites de Sarcocystis par voie placentaire de la mere au foetus est possible
(Munday et Black, 1976; Hong et al., 1982). Des tachyzoites ont été également retrouvés chez
un veau né prématurément d'une meére transfusée avec des tachyzoites de S. cruzi cultivés in vitro
(Savini et al ., 1996a).

L'homme s'infecte en consommant de la viande de beeuf ou de porc crue ou insuffisamment cuite
contenant des kystes matures de Sarcocystis (Figure 07) (Current, 1985 ; Acha et Szyfres,
2005 ; Euzéby, 1998; Fayer, 2004; Desportes-Livage et Datry, 2005). La sarcocystose
intestinale est observée dans la plupart des régions du monde avec une incidence variant de 6 a
10% (O.M.S., 1982). L'homme peut étre également I'hdte intermédiaire de S. lindemani
(Euzéby, 1998).

1VV.3. Facteurs favorisants

Sarcocystis spp. est donc un des parasites du betail le plus répandu a travers le monde.
Cependant, la variabilité de la prévalence de I’infestation des bovins par les sarcosporidies en
fonction de I’origine géographique laisse supposer qu’il existe des facteurs de risque

d’infestation.

Differents éléments peuvent expliquer, au moins en partie, les raisons pour lesquelles la

prévalence de sarcocystis spp. est aussi élevée (Dubey et al., 1989b) .

e Un héte définitif ou intermédiaire peut abriter plusieurs especes de Sarcocystis (Yang et al.,

2001; Jehle et al ., 2009). Par exemple, les bovins peuvent abriter 3 espéces de Sarcocystis.

e Plusieurs hoétes définitifs sont impliqués dans la transmission d’une seule espéce de
Sarcocystis. Par exemple, pour S.cruzi, tous les canidés peuvent intervenir au tant que hotes
définitifs, ce qui permet I’adaptation du cycle dans de nombreuses régions géographiques
(Dubey et al., 1988). De méme que S.hirsuta peut contaminer tous le felidés et S.hominis

tous les primates (Dubey et Lindsay, 2006).

e Une longue survie des sporocystes environ une année en milieu humide, et 2 a 3 mois en
milieu sec. lls résistent a des températures négatives, jusqu’a - 20°C pendant 48 heures ainsi

qu’aux antiseptiques. Seul I’lammoniac a 10% exerce un effet létal (Euzeby, 1997).
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e Un grand nombre d’ookystes et de sporocystes peuvent étre disséminés a partir d’un seul
hote definitif. A la fin de la période d’excrétion, cela peut correspondre a des millions de

sporocystes directement infectants (Dubey et al., 1988).

e Du fait que Sarcocystis soit libéré directement sous sa forme infectante par les hoétes
définitifs explique que le caractére infectieux ne dépend pas des conditions extérieurs
(Dubey et al., 1989 b).

e Chez I’hoGte définitif, aucune immunité ne se met en place. De ce fait, chaque repas

contaminé sera a I’origine d’une nouvelle période d’excrétion (Euzeby, 1997).

e La prévalence varie selon les modes d’élevages, la présence de chien, chat ou faune sauvage

sur I’exploitation, le climat (Flandrin, 2014).

e | ’analyse de facteurs de risque sur des bovins saisis pour myosite eosinophilique a permis
d’identifier en France quelques facteurs de risques tel que I'age, le département, le sol
calcaire, les contacts chats/patures chiens/bovins et chiens/fourrages, la présence de chats
sauvages et lI'acces des aliments a la faune sauvage de méme que le sexe femelle et certaines
races bovines (Guénéguan, 2009). A l'inverse, des facteurs de protection ont été identifiés
comme la présence de WC sur I'exploitation, les sols limoneux et sableux et la présence de
blaireaux car ces hotes définitifs posséderaient leurs propres espéces de Sarcocystis qui
pourraient coexister avec les espéces bovines diminuant ainsi la pression infectieuse
(Léonard, 2014).

L’ensemble de ces caractéristiques permet donc au parasite d’assurer sa transmission d’un hote a

un autre, et de mener ainsi a bien la totalité de son cycle.

IVV.4. Prévalence

IV.4.1. Prévalence de Sarcocystis spp.

La prévalence de la sarcosporidiose chez les bovins semble variable a travers le monde +

atteignant 100% dans beaucoup de pays (Tableau 05).
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Tableau 05 : Prévalence dans diverses régions du monde de l'infection par Sarcocystis spp.
Chez des bovins et autres espéeces de ruminants.

Nombre de bovins /

- Prévalence ) Muscles Techniques e
Région/Pays ruminants . e Références
totale - examines utilisées
examinés
Coeur eDr:SSfrtl?[inque Vercruysse
. o . :
Belgique 97% 100 bovins Diaphragme Histologie et al., 1089
(Esophage
Coeur,
Diaphragme,
. Langue,
Italie 96% 50 bovins Masseter Histologie Bucca
et al.,2011
Muscle
cremaster et
urethralis
Myocarde o
Masseters, Dlgestlo_n
97% 37bovins  [Diaphragme ~ [nZymatique, Mary, 2005
E Muscles Histologie,
U : PCR
R squelettique
O : .
P France Diaphragme  Digestion
E 100% 75 bovins Myocarde enzymatique Bertin ,2013
Carapacon* PCR
Mvocarde Digestion
100% 123 bovins y « [nzymatique Lemieux, 2014
Carapacon
PCR
Ceeur Pérez-Creo
Espagne 99% 101 chevreuils  |Esophage Trichinoscopie
) etal., 2013
Diaphragme
cesophage,
langue,
Bulgarie 87% 458 bovins diaphragme, Trichinoscopie Meshkov ,1975
muscles
cervicaux
ceeur
71 Ruminants Coeur Digestion .
Slovaquie| 91.5 % satvages Muscles enzymatique Goldova
' (cerfs, mouflon, ! . . etal.,2008
chamois, sanglier) squelettiques  [Histologie
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Région/Pays Prévalence Non_1bre de bovi_ns,/ Musgle:s Techpigues Référenes
totale | ruminants examinés| examinés utilisées
Ceeur,
Diaphragme, .
83,60% 250 chameaux  [Esophage, Histologie Valinezhad
etal., 2008
Langue
Masseter
] Diaphragme _ ] Nourani
Iran 89% 100 Bovins Esophage  |Histologie etal., 2010
Oesophage,
Langue, Trichinoscopie
: Diaphragme, |~ . Nourollahi Fard
[0)
100% 480 bovins Muscles D'QESUO_” et al.. 2009
cervicaux enzymatique
Ceeur
_ Oesophage,  Digestion Xi
Chine | 100 % Bovins Ceeur enzymatique 'ang
Buffles sauvages | Diaphragme etal, 2011
97.0% 605 ovins Oesophage, |Digestion
97.4% 826 caprins, Ceeur enzymatique Latif
Al Irak 97.8% 1080 bovins Diaphragme | muscle squash, etal . 1999
S 82.9% 580 buffles Muscles squeezing N
I 91.6% 36 chameaux squelettiques
E
502 b_uffles coeur,
asiatiques langue,
79% oesophage, Histologie Huong, 1999
muscle du cou
) et abdomen
Vietnam 30 buffles Diaphragme . .
90% asiatiques L anaue Trichinoscopie
Mus%le, Histologie Jehle
ial PCR (18SrRNA) etal., 2009
63% 101bovins |0 viedh RFLP
Oesophage
90% 30vaches ~ |[ESophage,
Diaphragme,
| 93,30% 30 yacks Ceeur o _ Fukuyo
Mongoliel 1 594 30 yacks langue Trichinoscopie | o1 ) 50020
muscles
96.90% 30hainag* intercostaux
Japon 6,31% 317 bovins Muscles Histologie Ono et Ohsumi,
squelettique 1999
dorsal *
(longissimus)
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Région/Pavs Prévalence Nombre de bovins/| Muscles Techniques Ré&férences
g y totale |ruminants examinés| examineés utilisées
O USA
C| (MPort) 1 56 780 87 bovins
E Muscles Ono et
A - squeleinque Histologie Ohsumi,
N[ Australie dorsal 1999
i . longissimus
! (IMport) 1 29 4906 78bovins | "9 )
/
A . Digestion .
M USA 75.3% 789 ovins Muscles enzvmatiaue Seneviratna
E 10.8% 306 agneaux squelettique Hisélogig etal., 1975
R
I . N -
Australie . Digestion Savini et al.
0 i)
8 52% 714 bovins (Esophage enzymatique 1992
E
TEM .
Argentine 99,7% 390 bovins SI\’/;l:]scle PS0aS bR MO;%iBaI"
g IFAT
(Esophage  |Digestion Nedjari,
63% 573 Diaphragme [enzymatique 2002
Histologie
(Esophage Digestion Khouni,
100% 170 Diaphragme |enzymatique 2009
Histologie Harhoura,
S Lardjane
89% Esophage  |Digestion
A 110 Diaphragme [enzymatique etal ., 2014
F|  Algérie
R gert Esophage  |Digestion Boussebata
| 93% 103 Diaphragme  [enzymatique etal, 2014
Q igesti Chaouadi
U 95% 200 GED§opL1age Er:g;jrsr?a??que et Djouhri.,
E 'apNragme | jistologie 2015
Coeur Digestion Zouotiotch
100% 59 Diaphragme [enzymatique ouozu(;cl);c
(Esophage  [Histologie €
o LR
- Digestion Fassi-Fehri
Maroc 100% 49 ovins CESOphage enzymatique et al. ,1978
Langue Histologie
Masseter
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Nombre de
Région/Pays|Prévalence| bovins/ Muscles Techniques Références
examinés
Ceeur
0) . .
Tchad 63% dromi(()jaires Diaphragme, [Pigestion
Encolure enzymatique
Langue Histologie Vounba, 2010
Myocarde,
0) . .
Mauritani o dromi(Sjaires Diaphragme, Dlgestlop
auritanie Encolure enzymatique
Langue HiStOIOgie
Digestion
82% Ovins  [Cceur enzymatique Vercruysse et
88% caprins  |Esophage Histologie Van Marck, 1981
ME
Sénégal | goo, | 400 bovins [MasSeter
0 Myocarde  Histologie
Esophage PCR Gbati et al, 2013
Diaphragme |RFLP
A Muscle Fessier
F Digestion
0, *
R| Nigeria 88.2% (1%) Esophage (1) enzymatique * Obijiaku
l 65% (2*) | 200 Diaphragme  |Histologie etal. 2013
Q
U : Mathi
. |Oesophage, . : athieu
gl Zaire 31.2% | 205 Bovins Diaprrl)raggme Trichinoscopie et Mboyo, 1986
(Esophage,
Diaphragme, Woldemeskel
Ethiopie 121 Epaule, . . et Gumi, 2001
p 45.45% | pameaux | masséter Histologie
coeur
(Esophage,
Diaphragme,
_ CoeBr g _ ) Morsy
79.4% | 680 Caprins Histologie etal .. 2011
Muscles ’
Egypte squelettiques
Coeur Digestion
Oesophage, |enzymatique El-Dakhly
[0)
78.9% 379 Buffles Langue Histologie etal., 2011

IFAT =indirect fluorescent antibody technique ; MP = microscopie photonique ; TEM
microscopie électronique a transmission ; PCR = polymerase chain reaction ; RFLP

restriction fragment length polymorphism, ND= non déterminé.
*Hainag : croisement d’une vache et d’un yack, carapacon: partie de la carcasse
comprenant la poitrine, cétes et muscles abdominaux.
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IVV.4.2. Prévalence par espéce de Sarcocystis

La prévalence de S. cruzi semble étre la plus élevée, notamment dans certaines régions du globe
: 52% en Allemagne (Moré¢ et al., 2014), plus de 70% chez les bovins adultes en Argentine
(Mor¢é et al., 2009; Mor¢é et al., 2011) ou les jeunes bovins en Italie du sud (Bucca et al.,
2011), 74.2% en ltalie (Domenis et al., 2011), plus de 90% au Japon (Ono, Ohsumi, 1999),
96% dans le Colorado (Gajadhar, Marquardt, 1992), 97% en Belgique (Vercruysse et al.,
1989).

La prévalence de S. hirsuta et S. hominis est quant a elle tres variable selon les pays et les
régions: 56 % en Belgique (Vercruysse et al., 1989). L’infestation des bovins par S. hominis
serait de 42% a 60% en France (Euzéby, 1997 ; Euzeby, 1998), de 42.7% en Italie (Domenis
et al., 2011), de 6.2% en Allemagne (Mor¢é et al., 2014). L’infestation des bovins par S. hirsuta
serait de 6.6% en Allemagne (Moré et al., 2014), de 1.8% en Italie (Domenis et al., 2011).

L’infestation des bovins par S. sinensis serait de 37% en Allemagne (Moré et al., 2014).

IV.4.3. Prévalence en sante publique
La sarcosporidiose est une zoonose. L'homme peut étre I'h6te définitif de deux espéces de
Sarcocystis, S. hominis et S. suihominis dont I'h6te intermédiaire est respectivement le bovin et
le porc. L’homme s’infecte en consommant des viandes crues ou insuffisamment cuites qui
contiennent des sarcocystes (Latif et al., 1999). Ce mode de contamination est responsable de
petites anadémies qui sont causes de la multiplication des sources de parasites pour les animaux
(Euzéby, 1998).

Le portage intestinal chez I'hnomme de coccidies zoonotiques est relativement fréquent,
souvent compris entre 6% et 10% quelles que soient les régions du monde observées (Acha et
Szyfres, 2005). En Europe la prévalence varie de 1,6 a 10,4% selon les études, et en France, elle
varie de 4 a 32 %. En revanche, ces études ne font pas la distinction entre S. hominis et

S. suithominis.

D’autres études ont démontré que le portage intestinal pouvaient étre de 10,4% chez des
enfants en Pologne et jusqu'a 32% chez en France, et touchait méme des individus tres
jeunes (enfants de 9 mois) (Fayer, 2004; Velasquez et al., 2008; Taylor et al., 2010;
Euzéby, 1998) qui peut conforter I’idée d’une transmission verticale , anté natale
(transplacentaire) et/ou néo-natale ( colostrum et/ou lait maternel).

L’espéce S. sui-hominis est plus pathogéne que I’espece Bovihominis (Euzéby, 1998).
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Au vu de la prévalence élevée des sarcocystes a travers le monde, on peut penser que cette
zoonose est extrémement fréquente mais ceci est a minimiser du fait de la consommation de
morceaux de viandes ou le parasite a moins de chance de se localiser (muscles squelettiques).
Par exemple, en Argentine, la prévalence du parasite dans le filet (psoas major) n’est que de
73,1% alors qu’elle est de 99,5% dans le myocarde (Moré et al., 2011). L’infection
sarcosporidienne des bovins, due a S. hominis, serait de 42 % en région parisienne tandis que de
3 % a 30 % des porcs seraient, en Allemagne, porteurs de kystes a S. sui-hominis (Euzeby,
1997). D’autre part une étude menée en Allemagne révéle que 13.64 % des malades souffrants
de douleurs abdominales étaient infectés par des parasites intestinaux et seulement 2 %
excrétaient des sporocystes de sarcocystes sans que la différence n’ait pu étre faite entre S.
hominis et S. suishominis (Gauert et al., 1983).

Malgré cela et bien que I’infection de I’lhomme par Sarcocystis se manifeste souvent de maniere
asymptomatique et / ou par des troubles digestifs modérés et transitoires, la forte prévalence de
S. hominis dans les viandes destinés a la consommation humaine pousse a envisager cette

infection comme un probleme de santé publique non négligeable.

En effet dans des pays ou la consommation de viande crue ou pas trés cuite est courante tels que
les pays de I’Europe de I’Ouest plus particulierement en Belgique ou un risque important
d’infection humaine a S. hominis est a prévoir au vu de la consommation des steaks hachés
contaminés de 97.4 %. mis en évidence par Vangeel et al ., 2007 et au Brésil, ou la prévalence
de S. hominis est de 94 % dans de la viandes en boulettes (Pena et al., 2001). La prévalence de

S. hominis semble étre tres importante.

Une corrélation effectuée avec des études de prévalence de la toxoplasmose en France a montré
une analogie entre la consommation élevée de viande de mouton et la forte séroprévalence de
Toxoplasma gondii, ce qui pourrait induire une variation de la prévalence de Sarcocystis spp
dépendant des habitudes alimentaires et une plus forte prévalence dans les régions a forte

consommation de viande bovine avec une cuisson modérée (Berger et al., 2008).

En Algérie, aucune donnée n’est disponible quant au nombre de cas humain de sarcosporidiose

déclarés par I’Institut .National de la Santé Publique en 2015.
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L’étude de Fosse et al., (2006) portant sur une analyse des risques biologiques par les viandes
bovines pour le consommateur appliquée a I’abattoir a permis de d’identifier dix-neuf dangers
biologiques dont 6 parasitaires. Parmi ces risques, ceux de natures parasitaires constituent des
dangers peu fréquemment incriminés dans des cas cliniques humains, a la différence des dangers
bactériens. Parmi I’ensemble de ces risques avérés, seuls 5 dangers sont parasitaires (Alaria
alata, Cysticercus bovis, Fasciola hepatica, Linguatula serrata et Sarcocystis bovihominis)
(tableau 06) sont susceptibles d’étre associés a des lésions macroscopiques observables lors de

I’inspection.

Tableau 06 : Identification et caractérisation des dangers biologiques d’origine parasitaires
transmis a I’hnomme par la consommation des viandes bovines (Fosse et al., 2006).

Danger Av | Aut Pv Ph G D
Alaria alata X X - - ++ F++
Cryptosporidium spp X + + ++ -
Cysticercus bovis X X ++ ++ + ++
Fasciola hepatica X et ] _ e
(Syndrome Halzoun)
Giardia intestinalis X + + + -
Entamaebo spp - - + -
Linguatula serrata X X - - + 4+
Sarcocystis spp X X ++ + + +
Toxoplasma gondii X X ++ ++ +++ -

Av : danger avéré ; Aut : danger autochtone ; Pv : prévalence des dangers sur les viandes bovines
; Ph : prévalence des cas cliniques induits par les dangers chez I’homme ; G : gravité des signes
cliniques induits chez I’homme par les dangers ; D : détectabilité lors d’un examen macroscopique
visuel des carcasses.

D’autre part , I’étude sur I’évaluation quantitative des risques biologiques pour le consommateur
de viande de porc a fait ressortir que celle ci peut étre a I’origine de la transmission a I’hnomme
de trente-cing dangers biologiques dont douze sont avérés, actuels et autochtones dont 3 dangers

parasitaires (Sarcocystis suihominis, Toxoplasma gondii et Trichinella spiralis) (Tableau 07).
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Parmi les trois dangers parasitaires, seul Sarcocystis suihominis peut éventuellement étre mis en
évidence lors d’un examen macroscopique des carcasses du fait de lésions de myosite

éosinophilique, non spécifiques (Fosse et al., 2007).

Tableau 07 : Dangers biologiques d’origine parasitaires avérés transmis a I’homme par la
consommation des viandes de porc (Fosse et al., 2007).

TI TI porc

Danger (‘I;/I(—)|) (-E /I(;) G (cas /100000 (zg (cas / 100000 R

habitants / an) habitants / an)
Sarcocystis | 100 | 0,01 | 1,10 0,0025 10 0,00025 0,000275
suihominis
Toxoplasma | 982 | 0,07 | 1,52 4,250 10 0,425 0,053
gondii
L 0,198
Trichinella | 11 15| 0,30 | 14,15 0,025 55,88 0,014
spiralis

Taux d’hospitalisation (TH) et de Iétalité (TL) moyens des cas cliniques humains, Notes de gravité
(G), taux d’incidence annuelle (TI), parts alimentaire (PA), Taux d’incidence annuelle moyen des
cas humains dus aux viandes de porc (TI porc), notes de risque (R).

V- TABLEAU ANATOMO-CLINIQUE

V.1. Chez I’hote intermédiaire (bovin)
La sévérité des symptdbmes chez I’h6te intermédiaire dépend de son statut immunitaire, de son
statut physiologique (gestation, lactation), de la quantité de sporocystes ingéres et de l'espéce de
sarcosporidie impliquée, par exemple, Sarcocystis cruzi est jugée comme étant I’espéce la plus

pathogene chez les bovins (Dubey et Lindsay, 2006).

V.1.1. Sarcosporidiose Aigue

Généralement, l'infestation est inapparente mais I’infection peut évoluer sous une forme
aigué conduisant a I’apparition de signes cliniques non spécifiques. Par consequent elle n'est
que rarement suspectée et pratiquement jamais diagnostiquee sur le terrain.

Ces signes apparaissent environ trois a quatre semaines apres I’ingestion (ce qui correspond au
déroulement du deuxiéme cycle de schizogonie) et qui se manifestent par de la fiévre (sans doute
due a P’action de I’interleukine 1 sur les centres thermorégulateurs), I’anorexie, I’anémie
normocytaire normochrome non régénérative, une faiblesse musculaire, alopécie de I’arriere
train, une baisse de la production
Gajadhar et Marquardt, 1992; Vangeel et al., 2012).

laitiere et une diminution du poids (Jensen et al., 1986;
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C’est le cas de la maladie de Dalmeny en référence a un hameau se trouvant en Ontario au
canada ou elle fut signalée pour la 1% fois en 1961 (Corner et al., 1963). On peut méme parfois
observer des avortements (Dubey et Bergeron, 1982) ou des morts feetales (Tenter, 1995). Des
lésions nécrotiques et inflammatoires du placenta accompagnées de lésions au niveau
pulmonaire, myocarde et I’encéphale sont retrouvées au niveau du feetus qui, parfois, est en voie
d’autolyse. Le mécanisme a l'origine des avortements induits par la sarcosporidiose est encore
inconnu car on n’arrive pas a reproduire I’avortement par inoculation expérimentale et on ne

retrouve pas forcément d’avortements lors d’épidémie de sarcosporidiose.

De plus, le diagnostic de certitude est difficile car Sarcocystis n’est que rarement retrouvé dans
le feetus et les annexes feetales (Uggla, Buxton, 1990; Euzéby 1998). La sarcosporidiose aigué

peut occasionnellement entrainer la mort de I’animal. (Dubey et al., 1988).

Ces symptomes sont souvent plus marqués lors de la phase de production des mérozoites c'est a
dire lors des multiplications tachy-endopolygénique (Uggla, Buxton, 1990). C’est durant cette
phase qu’il y a le plus d’antigenes exposés au systeme immunitaire de I’hdte et la réponse
maximale en anticorps a lieu lors des derniéres étapes de mérogonie. Cette immunité humorale
est d’autant plus solide et durable que la dose de parasites qui I’a conférée était plus élevée
(Savini et al., 1997; Euzéby 1998).

L'apparition de cette forme aigué a lieu notamment lorsqu'une importante dose de sporocystes
infectants est ingérée par des bovins naifs. On peut observer cette forme aigué lorsqu’un bovin
ingere en une seule fois au moins 50 000 sporocystes de S. cruzi mais une ingestion de 200 000

ookystes entraine la mort de I’animal.

S. cruzi est réputée étre la plus pathogéne des espéces évoluant chez les bovins
(Dubey et al., 1989) alors que S.hirsuta (Dubey et Fayer., 1983) et S.hominis (Dubey et
al.,1988) ne sont que moyennement pathogéne. Dans tous les cas, la gravité des symptomes
est fonction de la quantité de sporocystes ingérés (Fayer et Dubey, 1986).

Les animaux ayant survécu a une sarcosporidiose aigué acquierent en général une immunité qui
les protége contre la réinfestation par une espéce homologue (immunité de prémunition) mais
pas contre celle par une espece hétérologue (Uggla, Buxton, 1990). En effet, il n’y a pas
d’immunité croisée entre les 28 différentes especes de Sarcocystis et dans la grande majorité des
cas (96%) on retrouve des co-infestations entre les différentes especes de  Sarcocystis
(Penaetal., 2001).
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V.1.2. Sarcosporidiose Chronique
La sarcosporidiose d’évolution chronique est la forme la plus fréquente et ne se manifeste que
par une symptomatologie tres fruste. Cette forme est aussi appelée sarcosporidiose musculaire
car elle est caractérisée par la formation de kystes dans les muscles. Ces kystes apparaissent
quatre  mois apres I’ingestion. L’absence de forme aigué est probablement la conséquence
d’une ingestion a faible dose d’ookystes (Euzeby, 1998). Toutes les masses musculaires
peuvent étre concernées par cet enkystement, mais certaines sont considérées comme électives
: le myocarde, de l'cesophage, de la langue, muscles masseter, muscle uréthral et du
diaphragme (Bucca et al., 2011). Il semblerait que S. cruzi soit préférentiellement localisé

dans le myocarde (Bertin, 2013).

Des symptdmes musculaires de type  rhumatoides peuvent étre observés, et sont
polymorphiques selon le groupe de muscles atteint avec, par exemple une difficulté de
préhension de mastication et de déglutition, myosites diverses a caractere pseudo- rhumatismal,
accidents cardiaques avec blocage auriculo-ventriculaire, si I’infection intéresse les fibres de
Purkinje seront observés. Mais le plus souvent, & ce stade, I’infection est latente,
cryptosymptomatique (Euzéby, 1998). En revanche méme si les symptémes ne sont pas toujours
visibles, la diminution des performances de production sont associées a I’évolution chronique de

la maladie (Daugschies et al., 2000).

La présence de kystes sarcosporidiens dans les muscles est parfois associée a des myosites
éosinophiliques (Boireau et al., 2002). Ce sont des lésions inflammatoires musculaires,
cliniqguement asymptomatiques, caractérisées par la présence dans le muscle de plages verdatres
rencontrées essentiellement a I’inspection des viandes, conduisant a la saisie partielle ou totale

de la carcasse concernée (Euzeby, 1998).

Ainsi, en général, la sarcosporidiose musculaire chronique est une découverte d'abattoir, a cause
des lésions de myosite éosinophilique sur les carcasses. En 1992, aux Etats-Unis, 5% des
carcasses étaient rejetées pour cause de myosite éosinophilique (Gajadhar, Marquardt, 1992).
Elle n'est pas détectable sur les animaux vivants qui apparaissent comme cliniquement sains
(Jensen et al., 1986). Elle n'est pas due a une espéce de sarcosporidie en particulier et différentes
especes peuvent étre retrouvées au sein de lésions de myosite éosinophilique (Vangeel et al.,
2013). En revanche, S. hominis serait retrouvée plus fréquemment dans les Iésions de myosite
éosinophilique (Bertin, 2013). En Algérie, les lésions de myosite éosinophilique n’ont pas

encore été observées au niveau des abattoirs lors de I’inspection des viandes (Aissi et al., 2013).
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En ce qui concerne I’immunité en phase chronique de I’infestation, bien que les plasmocytes,
élaborateurs d’anticorps se déposent autour des parasites, une composante cellulaire est plus
importante : infiltration lymphocytaire et macrophagique, cytotoxicité des lymphocytes T,
entrainant la lyse des parasites et du tissu qui les renferme, suivie de phagocytose par les
macrophages. Cette immunité cellulaire vise a détruire les kystes et est a I’origine de la
formation de granulomes inflammatoires caractéristiques de la myosite éosinophilique (Euzéby,
1998).

V.2. Chez les hotes définitifs (Chien —Chat-Homme)

Les symptdbmes chez les hotes définitifs sont ceux d’une coccidiose sarcocystique déterminée par
le parasitisme par les gamétocytes, n’est pas génératrice d’immunité, car, contrairement aux
schizontes, les formes sexuées des Sarcocystis sont peu immunogenes et la schizogonie n’existe
pas chez les hotes définitifs. De ce fait, I’hOte définitif ne développera pas d’immunité lors
d’une infection (Euzeby, 1998).

V.2.1. Chez les animaux
Les Sarcocystis ne sont en général pas pathogénes pour les carnivores cependant comme c’est
une coccidiose, il peut y avoir une entérite diarrhéique bénigne et sans fievre affectant peu I’état
général et qui rétrocéde d’elle-méme en quelques jours (Mary, 2005). Les périodes pré-patente
et patente ne sont pas connues avec précision car trés peu d'études sont menées sur les hotes
définitifs, mis a part 'homme. Chez le chien, la période pré-patente serait de 7 a 33 jours, et chez

le chat d’environ une a deux semaines (Lunde et Fayer, 1977, Latif et al., 1999).

Pour les 2 espéces, la période patente n'a pas été déterminée avec précision, elle serait d'une
semaine a plusieurs mois. Chez le chien et le chat, l'infestation est la plupart du temps
inapparente (Bowman et al., 2002). On peut cependant observer, dans certains cas chez le chien,
des troubles digestifs caractérisés par une diarrhée profuse hémorragique, ce qui est due un
arrachement de la muqueuse intestinale au moment de I’éjection des ookystes du fait que la

gamétogonie s’effectue dans la lamina propria.

Cette coccidiose peut récidiver puisque les hotes définitifs ne développent pas d’immunité lors
de coccidiose a sarcocystis (Bourdoiseau, 1993). D’aprés Dubey et Fayer (1983) des
carnivores nourris avec de la viande contaminée excretent de nombreux sporocystes mais ne
présentent pas de signes cliniques sauf parfois des vomissements et une anorexie pendant un a

deux jours.
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A noter que la viande de bceuf présentant des lésions de myosite éosinophilique n’est pas plus
pathogene que celle de bovins infestés apparemment sains. Au contraire, on trouve plus de
parasites infestants dans les muscles des carcasses non saisies pour myosite éosinophilique que
dans les muscles des carcasses présentant une myosite éosinophilique (Gajadhar, Marquardt
1992). En outre, une étude a montré que des chats qui ont ingéré de la viande présentant une
myosite éosinophilique n’ont pas excrété de sporocystes contrairement a ceux qui ont ingéré de
la viande sans myosite éosinophilique (Jensen et al., 1986) car I’espece S.hirsuta n’est pas

incriminée dans I’apparition de ce type de lésions (ME) (Bertin ,2013).

V.2.2. Chez I’lhomme

La sarcosporidiose intestinale humaine n'est pas inhabituelle. L’homme peut présenter des
symptémes, aprés ingestion de viande de bovins, ovins ou porcins crue ou insuffisamment cuite
(Latif et al., 1999) contenant des sarcocystes de Sarcocystis hominis qui est une espéce
moyennement pathogéne pour I’homme (Aryeetey et Piekarski, 1976 ; Bussiéras, 1994 ;
Dubey et al., 1989b ; Heydorn, 1977).

Les viandes parasitées conserveraient leur pouvoir infestant pendant un temps variable, de
I’ordre de plusieurs semaines (10-12 semaines) a plusieurs mois (6 mois a 3-4 ans) (Euzéby,
1998), bien que la consommation de la viande plusieurs mois apres I’abattage du bovin sans

conservation par congélation est improbable (Léonard, 2014).

Chez I'nomme, la période pré-patente est de 18 a 39 jours et la période patente est de 2 a 179
jours (Pena et al., 2001). La gravité des symptomes est liée a la quantité de viande ingérée et a
I'état immunitaire de la personne infestée (Fayer, 2004). L apparition des symptomes sont due a
la sarcocystine qui s’accumulent dans les kystes, apres I’abattage des animaux et qui n’est pas
détruite a des températures inferieurs a 50°C (Euzeby, 1997). Dix jours apres I’ingestion, (La
période ou commence I’excrétion des sporocystes), un syndrome de type coccidiose est observé,
il se traduit par une entérite diarrhéique et le plus souvent asymptomatique (Euzeby, 1998).
Cependant, des signes cliniques peuvent apparaitre lors de la formation des gamétes dans la
lamina propria alors on observe un premier syndrome d’allure toxique qui apparait trois a huit
heures apres I’ingestion et se prolonge pendant 24 a 36 heures. Celui ci se manifeste par une
anorexie, des nausées, des vomissements.des douleurs gastro-intestinale et de la diarrhée aqueuse
(Dubey et al., 1989b). Vu que le tableau clinique de la sarcosporidiose intestinale chez I’homme
est identiqgue a une toxi-infection alimentaire collective (TIAC) pourrait expliquer que sa

prévalence soit sous estimée.
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Les symptdmes sont transitoires et retrocédent sans traitement et s’accompagnent de I’émission
de sporocystes dans les selles qui débute entre 11 et 13 jours suivant I’infection et peut durer
jusqu’a 3 a 4 semaines apres l'ingestion des kystes sarcosporidiens (Fayer, 2004).

Les cas les plus graves peuvent aller jusqu'a lI'inflammation ou a I'hémorragie et la nécrose de
I'intestin gréle (Xiang et al., 2009). Chez les individus immunodéprimés, la sarcosporidiose peut
engendrer des troubles systémiques et peut conduire a la mort (Velasquez et al., 2008). Lors
d’infection avec S .suishominis, on observe de I’anorexie, des nausées, de vives douleurs
gastriques, de I’cedéme et de la diarrhée débutent 6 a 8 heures apres le repas et durent jusqu’a 48
heures (Bussiéras, 1994). Les sporocystes apparaissent dans les matieres fécales 14 a 18 jours
apres I’infection (Dubey et al., 1989b).

De méme que S. sinensis peut entrainer les mémes symptomes chez I’lhnomme bien que ce dernier
ne soit pas hote définitif du parasite (pas d’excrétion d’ookystes ni de sporocystes apres
ingestion de kystes a S. sinensis).L’hdte définitif de S .sinensis reste inconnu a ce jour
(Chenetal., 2011).

Par ailleurs I’homme peut parfois développer des kystes musculaires de sarcocystes. Cette
sarcosporidiose de I’homme est surtout décrite en Afrique sub saharienne, dans le Sud Est
Asiatique, en méso- et sud- Amérique mais aussi en Europe (France, Italie, Gréce, Yougoslavie
et Grande Bretagne) (Euzéby, 1997) .Plusieurs especes sont sans doute en cause mais elles sont
regroupées sous une seule espéce S. lindemanni. Cette infection est rare et mal connue (Euzeby,
1997; Fayer, 2004).

La sarcosporidiose humaine est toujours d’origine zoonotique mais la localisation musculaire des
sarcosporidies chez I’homme ne constitue pour les parasites qu’un cul de sac évolutif car pour
que se poursuive I’évolution, il faudrait que I’homme soit victime de prédation par un carnivore

sauvage (Euzéby, 1997).

Des études expérimentales sur des volontaires allemand et chinois infectés par la consommation
de viande crue infectée par S.cruzi ont permis la reproduction de la clinique de la sarcosporidiose
(nausée, douleur abdominale, diarrhée, etc).Toutefois I’intensité des symptomes est en relation
avec la quantité de viande ingérée et la réponse de chaque individu. Les signes les plus graves
ont été observés en Thailande sur 06 individus qui ont développés une entérite nécrosante
nécessitant une intervention chirurgicale (Desportes-Livage et al., 2005). Les manifestations des

différentes formes chez I’homme sont regroupées dans le tableau 08.
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Tableau 08 : Caractéristique de la sarcosporidiose humaine en tant qu’héte définitif et hote
intermédiaire (Fayer et al., 2004).

Caractéristique

Infection musculaire

(hote intermédiaire)

Infection intestinale
(héte définitif)

Source

Eau ou aliment contaminé par les féces

Viande crue ou male cuite

d’un carnivore ou d’un omnivore

. . . Sarcocystes contenant des
Stade infectieux | Ookystes ou sporocystes libres

bradyzoites

) ) ) Reproduction dans la lamina
] Schizontes intra vasculaire L
Développement propria, élimination dans les

Sarcocystes intramusculaire

feces
Incubation Plusieurs semaines a plusieurs mois 3 a6 H jusqu’a 36 heures
Douleur musculaire, Fiévre, ; .
A ) ] Nausee, perte d’appétit,
Symptémes cardiomyopathie, Broncho- spasme, ) o
. ] vomissement, diarrhée
cedeme sous cutanee
) ) o ) ) Ookystes ou sporocystes dans
Diagnostic Biopsie, anticorps contre les bradyzoites .
les feces
Co-trimoxazole, furazolidone Albendazole,
Traitement Anticoccidien, pyrimethamine, anti Aucun

inflammatoire

VI- PATHOGENIE ET IMMUNOLOGIE
V1.1. Pathogénie (Euzeby, 1998)

La pathogénicité des Sarcocystis s'exerce chez les hotes définitifs sous forme de coccidiose
intestinale et chez les hotes intermédiaires sous forme de sarcosporidiose musculaire.

Leur pouvoir pathogene est lié:

- d'une part, a une action phlogogéne et nécrosante : elle est le fait de la synthése de divers
facteurs chimiotactiques agissant sur les leucocytes et les granulocytes, et de la synthese de
certaines cytokines élaborées par les macrophages. La nécrose est le résultat de la destruction des
cellules présentes sur le site inflammatoire, conduisant a I'apparition des pétéchies et des lésions

légerement suppuratives parfois observeées ;

- d'autre part, a une action toxique et antigénique. La sarcocystine est une protéine thermolabile,

résistant néanmoins aux températures inférieures a 50°C, toxique et méme létale si on l'injecte a
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des lapins. Elle est a I'origine d'une élévation du taux de somatotatine et d'une diminution du
taux d'IGF-1. Elle exerce une action a la fois chez les hotes définitifs et chez les hétes
intermédiaires. Les antigénes sarcosporidiens peuvent étre classés en différentes catégories : les
antigenes de surface, (polypeptides communs a différents stades de développement du parasite :
les sporozoites, les tachyzoites et les bradyzoites) ; les antigenes cytoplasmiques (isolés a partir
des tachyzoites) ; les antigenes issus des micronemes. Les différents types d'antigenes conduisent
a la formation d'lgG, d'IgM et d'IgE.

VI1.2. Immunologie

V1.2.1. Chez les hotes intermédiaires
Il existe, chez les hotes intermédiaires que sont les bovins, deux types d'immunité qui se
mettent en place. La premiere est une immunité humorale, composée d'lgG, d'IgE et d'IgM,
qui s'exerce sur les tachyzoites, stades circulants du parasite. Les IgM apparaissent 15 jours
aprés ingestion puis leur concentration diminue au dela de 3°™ mois. Les 1gG quand elles sont
détectés a partir de la 5éme semaine post ingestion et persistent pendant au moins 6 mois
(Fayer et Dubey, 1986). Les Ig E, leur cinétique n’est pas encore bien connue mais leur
production est néanmoins confirmée (Euzéby, 1998). Il existe également une immunité
cellulaire visant a détruire les kystes musculaires et a I'origine de la formation de granulomes.
L'immunité cellulaire fait intervenir une infiltration lymphocytaire et macrophagique, avec

cytotoxicité des lymphocytes T et phagocytose par les macrophages (Euzéby, 1998).

L ‘immunité conférée est une immunité dite de co-infection ou immunité de prémunition
(Savini et al., 1996). Une fois mise en place, une telle immunité empéche l'apparition de
symptoémes de sarcosporidiose aigué. Des bovins a qui on avait déja fait ingérer des
sporocystes, se sont vus résister a une infection, a une dose létale, de sporocystes (Tenter,
1995). L’immunité est spécifique ainsi il n’existe pas d’immunité croisée. La protection

conférée par S. cruzi n’est pas valable pour S. hirsuta (Dubey et al., 1989).

V1.2.2. Chez les hotes définitifs

Contrairement aux autres coccidioses, I’hote définitif peut étre réinfecté. En effet, les
stades sexués (gamétocytes) de Sarcocystis spp sont trés peu immunogénes contrairement
aux stades de la schizogonie (tachyzoites).

En conséquence, I’héte définitif ne développera pas d’immunité. En conséquence une réinfection
lors de consommation de viande crue entrainera a nouveau l'apparition d’élimination ookystes

dans les feces des hotes définitifs, sinon de signes cliniques souvent discrets (Euzeby, 1998).
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VII. TABLEAU LESIONNEL

Lors de la mort des animaux atteints de sarcosporidiose aigué, on observe a l'autopsie : des
lesions hémorragiques allant des pétechies aux ecchymoses et une lymphadeénite,
particulierement des nceuds lymphatiques mésentériques. Au niveau microscopique, on trouve
des lésions de vascularite et des hémorragies dues aux lésions endothéliales provoquées par les
tachyzoites ainsi qu’une nécrose des myocytes associee a la pénétration des mérozoites dans les
myocytes. On peut trouver également des formes prolifératives du parasite dans les cellules
endothéliales des vaisseaux de la majorité des organes. Les kystes peuvent dégénérer, il sont
alors encerclés par des granulocytes neutrophiles et éosinophiles voire occasionnellement des
cellules géantes mais il est tres fréquent de retrouver des Kkystes sans réaction inflammatoire
périphérique (Radostis et al., 2008; Lindsay et al., 1995; Euzeby, 1998).

La prévalence des kystes sarcosporidiens dans les muscles des bovins adultes semble étre de
100% pourtant, certains animaux atteints de sarcosporidiose développent une myosite
éosinophiliqgue (ME). Cela représenterait de 0,002% a 0,013% dans différentes régions du
monde (Vangeel et al., 2012) et jusqu'a 0,086% des bovins abattus en France (Pays de la Loire)
en 2011. Généralement, la présence de Kkystes sarcosporidiens n'est pas visible
macroscopiquement et leur détection doit étre faite par observation des tissus musculaires au

microscope.

Ainsi, en général, la sarcosporidiose musculaire chronique est une découverte d'abattoir, a cause
des lésions de myosite éosinophilique sur les carcasses (Figure 12). En 1992, aux Etats-Unis,
5% des carcasses étaient rejetées pour cause de myosite éosinophilique (Gajadhar,
Marquardt, 1992). Elle n'est pas détectable sur les animaux vivants qui apparaissent comme
cliniquement sain (Jensen et al., 1986). Elle n'est pas due a une espece de sarcocystis en
particulier et différentes especes peuvent étre retrouvées au sein des lésions de myosite

éosinophilique (Vangeel et al., 2013).

En revanche, S. hominis serait retrouvé plus fréguemment dans les Iésions de myosite
éosinophilique (Bertin, 2013). Les lieux délection des lésions sont : l'cesophage, le

diaphragme, les muscles squelettiques et le cceur (Vangeel et al., 2012).
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Figure 12 : Carcasse présentant des Iésions de myosite éosinophilique
(source G. Bénard ENVT) (Flandrin, 2014)

Lors de sarcosporidiose musculaire chronique, on peut observer deux types de lésions

macroscopiques provoquées par la dégénérescence des kystes sarcosporidiens.

-Le premier type de lésions se caractérise par des lésions assez larges de 5 a 15 cm de
diamétre, irréguliéeres, globuleuses, plus ou moins fermes et fibreuses (Figure 13 a). Elles
sont jaune péales, plus ou moins grisatres ou verdatres, et présentent éventuellement des
traces rouges. Leurs bordures suivent le plus souvent les aponévroses musculaires. Elles

représentent environ 7,5% des carcasses observées par Jensen et al., 1986.
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Figure 13 a : Lésions diffuses et étendues de myaosite eosinophilique, observées dans un

muscle de bovin (Cappelier et Honore, 2012).
- Le deuxiéme type décrit (Figure 13 b), et le plus commun (92,5% d'aprés Jensen et al., 1986),
présente des lésions multifocales, fusiformes a rondes, beaucoup plus petites (0,5 a 5 mm x
0,5 a 2 mm) et discréetes. Elles sont allongées dans le sens des fibres musculaires. Leur couleur
dépend de la durée d'évolution. Les plus récentes sont vertes et les plus anciennes grises,
éventuellement verdatres, surtout en périphérie. Les lésions cicatricielles sont grises a
jaunatres avec des foyers verdatres et parfois des nodules marron énucléables, de 0,1 a 0,5 mm
de diamétre. Les zones ou les lésions sont coalescentes, les lésions de 1 & 4 mm de diamétre
prennent un aspect ferme, et des zones verdatres plus larges peuvent irradier le long des
périmyssium du muscle concerné, irradiant parfois jusqu’a 30 mm des lésions primaires
observeées Ce type de lésion est observe chez les jeunes animaux (Kimura, 2011 ; Jensen et al.,
1986).

Figure 13 b : Lésions multifocales disséminées de myosite éosinophilique, avec centre
suppuré, sur une section de muscle de bovin (Wouda et al., 2006).
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Microscopiquement, Jensen et al., 1986 discernent les lésions, de type granulomateux,
caractérisées par une masse nécrotique qui contient de nombreux granulocytes €osinophiles et
quelques macrophages ; ces cellules sont dores et déja dégradées, par pycnose ou

chromatolyse.

Au fur et @ mesure du vieillissement de la Iésion, le centre se dégrade de plus en plus, on
observe des fragments de myocytes ayant perdu tout noyau et toute striation, et bien que la
plupart des cellules restent identifiables, en dehors des zones calcifiées, la plupart des
granulocytes éosinophiles sont morts ou dégranulés. En périphérie, de nouveaux
granulocytes éosinophiles interviennent encerclant la paroi du granulome constituée de
cellules péles, épithélioides formant une palissade. A I'extérieur du granulome, formant une
frontiere entre celui-ci et les cellules musculaires saines, se trouvent de nombreuses cellules
immunitaires telles que des lymphocytes, des granulocytes éosinophiles, mais aussi des
macrophages, des mastocytes et quelques hématies, comme on peut le voir sur la
figure 14 et 15.

Figure 14 : Lésions microscopiques de granulome éosinophilique dans un muscle de bovin.
(Sarcocyste (grande fleche) entouré de myocytes dégenérés (m), de granulocytes éosinophiles,
de cellules épithélioides (petites fleches) et de fibrocytes)(Wouda et al., 2006).
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= macrophage

. paroi fragmentée du
kyste

granulocyte
eosinophile

Figure 15 : Myosite éosinophilique, vue au microscope optique (Gr. x200)
(source : G. Bénard, ENVT)(Léonard, 2014).

Enfin, le tissu est fortement dégénéré et modifié, le centre ne contient plus que des débris
cellulaires. La paroi du granulome est formée de cellules polynucléaires géantes, de
lymphocytes et de tissu fibreux. Le granulome est entouré d'un tissu fibrosé contenant
quelques cellules modifiées telles que des myocytes, des lymphocytes et des granulocytes
éosinophiliques dégradés. Les cellules entourant ces lésions sont également modifiées,

d'autant plus qu'elles sont proches de la Iésion.

Certaines carcasses présentent des nceuds lymphatiques régionaux également touchés par les
transformations ; ils sont grisatres et de taille augmentée. L’étendue et la localisation des
lésions macroscopiques conduisent a la saisie des carcasses qui sont impropres a la

consommation humaine.

Plusieurs hypotheses ont été émises quant a la pathogénie des Iésions de ME. L’étude histologique
montre qu’au centre des lésions de ME se trouvent des sarcocystes dégénérés ou en voie de
dégénérescence (Dubey et Lindsay, 2006). Par contre en 1992, Gajadhar et al., montrent que
les carcasses comportant des lésions de ME contiennent moins d’éléments parasitaires que les
carcasses sans lésions ; Ceci appuie I’hypothese faite que cette lésion de ME serait révélatrice

d’une réponse immunitaire de I’héte contre la parasite (Granstrom et al., 1989).

Ces lésions ont été trés bien décrites sur des carcasses saisies pour ME (Jensen et al ., 1986).
Vangeel montre en 2012 qu’il est possible de provoquer I’apparition des lésions similaires aux
ME par injection intramusculaire d’un mélange d’antigénes de Sarcocystis provenant de kyste a
paroi fine et épaisse, ceci conforte I’hypothése primordial du systétme immunitaire dans
I’apparition des lésions (Vangeel et al ., 2012) .
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Il reste a déterminer quelles sont les causes qui entrainent I’hdte a réagir vis-a-vis de certains
kystes alors que d’autres ne seront concernés par aucune réaction inflammatoire
(Vangeel et al., 2013).

Aucune bactérie ni virus pathogénes et aucunes carences ne provoquent de telles lésions
(Jensen et al., 1986). En revanche, il est prouvé que d’autres parasites musculaires provoquent
de telles Iésions: Trichinella spiralis (Ely, Fox, 1989) ou encore la migration de trématodes ou

d'échinocoques (Javadi, Doustar, 2011).

En outre, il existerait des especes de Sarcocystis géantes, visibles a I’oeil nu : c’est le cas de
S. fusiformis et S. buffalonis infestant les buffles d’eau ou S. gigantea infestant les ovins
(Huong, 1999). S. hirsuta pourrait dans des cas trés rares se présenter sous forme macroscopique
lorsqu’un kyste mature contiendrait des milliers de bradyzoites (Lindsay et al., 1995).

Bertin, en 2013 constate qu’une infection mixte & S. cruzi et S. hominis pourrait diminuer la
fréquence des myosites éosinophiliques (ME) chez les bovins abattus et qu’elle serait différente
selon la race (blonde d’aquitaine et parthenaise) et la catégorie de bovins. Le taux de saisies est
plus élevé chez les vaches et génisses que chez les jeunes bovins, beeuf et taureau. Cet auteur
formule I’hypothese que la qualité et la forme de cette réponse immunitaire dépendraient de
I'espéce de Sarcocystis rencontrée par le bovin. Il existerait éventuellement une forme de
réponse qui serait plutét en faveur de l'apparition de symptdbmes aigués et en défaveur de
I'apparition future de myosite éosinophilique, tandis que d'autres formes de réponse seraient
plut6t en faveur de I'apparition de myosite éosinophilique.

S. hominis serait le principal responsable de Iapparition des lésions de myosite

éosinophilique,

VIIL.DIAGNOSTIC

VII11.1. Chez I’héte intermédiaire
Le diagnostic clinique de la sarcosporidiose du vivant de I'néte intermédiaire est trés difficile,
aussi bien dans la forme aigué que dans la forme chronique de I’infection. En effet, la forme
aigue ne comporte pas toujours de symptémes et lorsqu’ils se manifestent, ils sont trés frustes et
non spécifiques.
Du point de vue clinique, on ne peut avoir que des éléments de suspicion (Euzéby, 1998). Par
conséquent, des techniques ont été développées pour diagnostiquer la sarcosporidiose chez des

bovins atteints que ce soit sur cadavre (prélevement en abattoir) ou sur un bovin vivant.
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VI11.1.1 Diagnostic morphologique

Le diagnostic morphologique repose sur I’observation de sarcocystes et /ou de bradyzoites et
éventuellement sur I’observation de lésions de myosites eosinophilique. Il est généralement
utilisé lors de I’examen post mortem des bovins (a I’abattoir).

Diverses techniques ont été développées pour augmenter la sensibilité de ce diagnostic. Ces tests
permettent donc de savoir si un animal abattu est porteur du parasite et éventuellement de

différencier les especes de sarcocystis (tableau 09).

Tableau 09 : Les différentes techniques du diagnostic morphologique de la sarcosporidiose
bovine (Guéneguan., 2009).

Techniques ] ] Eléments )
o Mode opératoire . Commentaire
(références) recherches
Inspection _ - )
el Observation de la surface des | Sarcocystes Sensibilité quasi nulle
visuelle
muscles et des surfaces de Couleur anormale : | si absence de myosite
) coupe a I’eeil nu sur la chaine | Myosite éosinophilique
(Latif et al., o . ) )
d’abattage éosinophilique Facile, faible cout
1999)
Sarcocystes, Faible sensibilité
) ) Mérozoites, Distinction des
_ ) Observation au microscope ) . _
Histologie ) Bradyzoites sarcocystes a paroi
photonique ) o .
Myosite épaisse de ceux a
(Collins et al., éosinophilique paroi mince
1980 ; Dubey et _ _ Sarcocystes, Faible sensibilité
Observation au microscope ) _ ) o
al., 1989 b). Mérozoites, determination de

électronique

Bradyzoites I’espece sarcocyste

Ecrasement des fibres

o ) musculaires entre deux Sarcocystes,
Trichinoscopie N T
Tres faible sensibilité

plaques de verres : Mérozoites,

) observation par transparence | Bradyzoites
(Euzéby, 1997)

au microscope photonique

Digestion .
] Destruction des sarcocystes et
enzymatique o . .
libération des bradyzoites par | Bradyzoites,

Forte sensibilité

) utilisation de la pepsine ou de | Mérozoites
(Collins et al., )
la trypsine
1980)
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Une fois I’animal mort, il est possible d’effectuer des prélevements de muscles permettant d’une
part, I’observation de lésions éventuelles et d’autre part, la mise en ceuvre d’outils de

diagnostiques.

e Observation de lésions a I’autopsie
Lors de la forme aigue de la sarcosporidiose, des lésions hémorragiques peuvent étre observées
aussi bien au niveau des muscles que sur les viscéres avec des lésions nécrotiques, des
adénopathies et parfois une endocardite mais les lésions ne sont pas spécifiques de la
sarcosporidiose ( Euzeby, 1998).
En ce qui concerne la sarcosporidiose chronique, il est possible d’observer des Iésions typiques
de kystes en particulier lorsqu’ une infiltration éosinophilique a eu lieu.

e Microscopie optique et électronique
Il existe plusieurs techniques d’observation des échantillons au microscope optique sur coupe

histologique ou aprés digestion enzymatique.

- Pour les coupes histologiques, les prélevements sont fixés dans du formol a 10% .Des coupes
de 4-7 um d’épaisseur sont réalisées qui sont ensuite colorées a IHématoxyline —Eosine (HE)
(Ono et Ohsumi, 1999 ; Vangeel et al., 2013).

- le prélevement de muscle peut étre également broyé puis placé dans une solution de digestion
enzymatique base de pepsine et d’acide chlorhydrique. Le produit de digestion est ensuite
décanté et 2-3 gouttes sont récupérées pour la réalisation d’un frottis qui sera coloré au May
Grunwald Giemsa (MGG). Les lames obtenues sont observées au microscope optique
(Khouni, 2009 ; Mary, 2013).

A I’observation des différentes lames obtenues, le diagnostic de la sarcosporidiose peut ainsi étre
fait lorsque les sarcocystes sont mis en évidence. De plus I’observation de la paroi permet de
réaliser un diagnostic d’espece (Dubey et al., 1989). Dans le cas de Sarcocystis infectant les
bovins , S.cruzi dont les kystes ont une paroi fine (<1 um) peuvent étre différencié de S.hirsuta
et S.hominis pour qui les kystes ont une paroi épaisse (2-7 um) (Wouda et al., 2006).

Cette differenciation peut étre réalisée au microscope optique.
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Cependant la distinction entre les especes a paroi épaisse nécessite I’observation des villosités de
la paroi .Ce qui ne peut se faire qu’a I’aide d’un microscope électronique.

Ainsi le sarcocyste de S.hominis présente des villosités en palissade et en forme de doigt avec
une extrémité arrondie et une base large. Celui de S.hirsuta a des villosités larges en forme de
langue avec une base plus étroite et effilée distalement (Mor¢ et al., 2009 ; Wouda et al., 2006).
L’observation au microscope électronique nécessite une fixation pour une déshydratation de
I’échantillon dont les dimensions doivent étre de I’ordre de quelques millimetres de largeur
(Jehle et al ., 2009).

L’intérét de I’observation des kystes au microscope est qu’il permet d’établir un diagnostic de
certitude avec la possibilités d’identifier les espéces impliquées méme aprés congélation des

échantillons bien que les parasites aient perdu leur pouvoir infectieux (Chen et al., 2007).

Par ailleurs prendre en compte le choix des muscles a étudiés est aussi important, notamment en
fonction de la technique utilisée. Une étude menée en Belgique montre que la sensibilité de la
digestion enzymatique est maximale avec I’étude des cceurs tandis que I’histologie est maximale
avec I’étude des cesophages (Vercruysse et al., 1989) .

Au contraire d’autres études rapportent une sensibilité maximale sur I’ensemble des techniques
avec le cceur (Carvalho, 1993; Fukuyo et al., 2002; Mohanty et al., 1995; Ruas et al., 2001).

VI11.1.2. Diagnostic biologique
Le diagnostic biologique recouvre I’ensemble des tests réalisés sur un animal vivant et sont
surtout developpés lors de suspicion clinique ; or les signes cliniques lors de la sarcosporidiose
sont rares. Ces tests ont donc un intérét limité. Ils visent a mettre en évidence une réaction des

bovins suite a une infection par des sarcocystis.

Des examens biochimiques et hématologiques sont non spécifiques (recherche d’anémie, de
lymphocytose, d’augmentation des CPK, mise en évidence de tachyzoites circulants ....) peuvent
permettre d’étayer cette suspicion (Euzéby, 1998 ; Dubey et al., 1989.b).

La recherche des mérozoites dans le sang circulant libre ou inclus dans les monocytes peut étre
mis en place .Cependant le résultat ne sera intéressant qu’en cas de positivité auquel cas le
diagnostic de la sarcosporidiose sera confirme (Euzéby, 1998).
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Différentes méthodes ELISA visant a la détection de anticorps dirigés contre les mérozoites ont
été mise en place et peuvent é&tre utilisables lors d’études épidémiologiques
(Savini et al., 1997.a). Mais il existe de nombreuses réactions croisees entre les différentes

especes mais également avec T. gondii (3 & 4% des cas) (Tenter, 1995; Euzéby, 1998).

Les méthodes immunologiques réalisees a partir des échantillons individuels ou avec un mélange
de sérums ne permettent pas de détecter la sarcosporidiose dans sa phase aigué ou aprés un
avortement induit par la sarcosporidiose car les niveaux danticorps sont trop faibles
(Tenter, 1995). La réponse IgM est transitoire, elle apparait a 20 jours et ne persiste que quatre
mois. La réponse 1gG apparait 30 jours aprés l'infestation, atteint son pic au bout de 3 mois et

dure 2 ans voire davantage (Uggla, Buxton, 1990; Euzéby, 1998).

VI11.1.3.Diagnostic moléculaire
Les méthodes de diagnostic moléculaire sont considérées comme étant un outil important dans
les recherches épidémiologiques pour la sarcosporidiose bovine. La PCR ou réaction de
polymérisation en chaine est une technique d’amplification in vitro d’un segment particulier
d’ADN a partir d’un mélange de sequences. La PCR est basee sur la répétition de cycles qui
amplifie le nombre de séquences cibles. Chaque cycle est constitué de 3 étapes : dénaturation de
I’ADN, hybridation des amorces et élongation.

Comme source d’/ADN, on peut choisir : un morceau de muscle (Jehle et al., 2009; Mor¢é et al.,
2011; Kia et al., 2011), des kystes sarcosporidiens isolés de muscles frais (Dahlgren et al.,
2007; Yang et al., 2001; Xiang et al., 2011), une solution de bradyzoites purifiée (Guglu et al.,
2004). L'ADN genomique est isolé, par digestion des bradyzoites et des mérozoites avec la
protéinase K et la trypsine. L'ADN est extrait grace a une méthode utilisant du phénol-
chloroforme (Yang et al., 2001; Li et al., 2002; Gugclu et al., 2004; Jehle et al., 2009) et une
précipitation a I'éthanol ou grace a des kits commerciaux (Domenis et al., 2011;Moré et al.,
2011; Moré et al., 2013).

Plusieurs travaux utilisant la PCR basées sur I’analyse de I’ARN Ribosomal 18S
(Moré et al., 2010) ont demontré que c’était un bon marqueur pour la différenciation des especes
de Sarcocystis spp (Yang et al., 2002). On peut distinguer les différentes especes de

sarcosporidies grace au séquencage du génome et a la PCR.
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L amplification de I’ADN par PCR est particulierement étudiée .Plusieurs sequences de I’ADN
ont été exploitées .Parmi elles, I'ARNr 18S de la petite sous-unité ribosomique a été utilisé dans
de nombreuses études (Yang et al., 2001, 2002; Kia et al., 2011; Dahlgren et al., 2007;
Dahlgren, Gjerde, 2007; Jehle et al., 2009). Cet ARN est en effet couramment utilisé pour la
recherche de parenté entre especes eucaryotes puisqu’il s’agit d’une portion qui, semble t’il

évolue tres peu (Tenter, 1995).

De plus, il présente une faible homologie interspécifique par rapport a I'nomologie intra-
specifique (Yang et al., 2001). D'autres génes pourraient servir de base a de futures études : le
géne de I'ARN ribosomique 28S ou le gene de I'ARN ribosomique 5.8S (Yang et al., 2002; Li et
al., 2002) qui sont présents dans la grande sous-unité ribosomique.

Ainsi des PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ont été appliqués sur I’ADN
de cet ARN r18S .Cette technique de la PCR-permet I’amplification d’une longue séquence de
I’ADN puis sa fragmentation par des enzymes de restrictions. Les différents segments sont
séparés par électrophorése et la lecture du gel permet I’identification de I’espéce impliquée
((Lietal., 2002) ;Yang et al., 2002 ; Jehle et al., 2009 ; Moré et al., 2011).

La PCR-RFLP ne permet pas de distinguer S. hominis et S. sinensis. En effet, il n'y a que 10
bases de différences entre les 2 séquences du gene de I'ARN ribosomique 18S des espéces (Jehle
et al., 2009).

D’autre étude ont utilisée la PCR-RAPD ou amplification aléatoire d’/ADN polymorphe est une
technique qui consiste a réaliser une amplification PCR avec des amorces d'environ 10 pb
choisies aléatoirement. Une électrophorése sur gel d'agarose sépare les différents amplicons.
En utilisant plusieurs amorces on obtient un nombre de fragments différent et de tailles
différentes selon I’espece de Sarcocystis, ce qui permet de connaitre |’espéce en cause
(Gucla et al., 2004).

Des méthodes utilisant des amorces spécifiques de chaque espéce de Sarcocystis et visant
I’ARNr 18 S ont été mis au point .Les premiéres amorces ne permettaient pas I’amplifier des
séquences de longueurs tres différentes. Le séquencage des amplicons était nécessaire pour
déterminer I’espéce en cause (Vangeel et al., 2007). En 2011, Chiesa et al., ont crée des amorces
rendant possible I’amplification des segments suffisamment différentes pour étre distinguées a la
lecture du gel d’électrophorése ( Chiesa et al., 2011).
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Ainsi une PCR multiplex a été mis en place, permettant de déterminer simultanément, si le
parasite est présent dans le prélevement et le cas échéant de I’identification aprés amplification et
migration sur gel d’électrophorése.

Le séquencage de I'ADN ribosomique 18S a permis l'identification précise de chaque espece de
sarcosporidie et des analyses phylogénétiques des différentes especes de sarcosporidies
(Dahlgren et Gjerde, 2007). Les produits des PCR sont purifiés par un kit commercial (Fischer
et Odening, 1998; Dahlgren et Gjerde, 2007) et séquencés avec des kits commerciaux et des
séguenceurs automatiques. Le séquencage est réalisé selon la méthode de Sanger (Fischer et
Odening, 1998).

Les analyses phylogénétiques ont permis de prouver que les S. cruzi présents chez les bovins, les
zébus et les bisons étaient de la méme espece (Fischer et Odening, 1998). Le séquencage de
I'ADN a également permis de mettre en évidence une courte séquence de nucléotides typique des
espéces de sarcosporidies ayant pour héte définitif le chien (Dahlgren et Gjerde, 2007).

Cependant, le séquencage du génome est une technique tres colteuse et irréalisable en routine.
De plus, tres peu d'espéces de sarcosporidies ont eu leur géne de I'ARN ribosomique 18S

séquence et il reste encore beaucoup d'analyse phylogénétique a faire.

En 2013, un autre géne a été étudié : la sous unité 1 du gene codant pour le cytochrome C
oxydase (cox 1). Apres amplification et séquencage, il a été conclu que ce gene pourra étre
utilisé a I’avenir afin d’établir des diagnostics d’espéces car les différences de séquences entre

les espéces de Sarcocystis sont suffisamment importantes (Gjerde, 2013).

VII11.2. Chez les hotes définitifs
VI11.2.1 La coproscopie

La cause de cette coccidiose chez I’lhomme est rarement identifiée dans la pratique. Le diagnostic
de certitude peut étre fait par la mise en évidence d’ookystes ou de sporocystes ovoides dans les
selles, soit par examen direct, soit a I’aide de techniques d’enrichissement (Desportes-Livage et
Datry, 2005). Pour determiner les hotes definitifs de certaines espéces de sarcosporidies, des
essais cliniques ont été menés (Levine, 1977; Pena et al., 2001; Xiang et al., 2011; Chen et al.,
2011; Morsy et al., 2011). Des chiens, des chats ou des volontaires humains ont recu une
quantité donnée de muscles contenant des kystes. Un suivi clinique a été réalisé et des
prélevements de selles ont été analysés grace a des techniques de flottation, pour rechercher

I'émission de sporocystes et d'ookystes.
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Les techniques de flottation utilisent des solutions de haute-densité contenant du chlorure de
sodium, du chlorure de césium, du sulfate de zinc ou du saccharose (Fayer, 2004), comme la
technique de flottation au sucre (Gajadhar et Marquardt, 1992; Pena et al., 2001). Ces

méthodes sont trés longues. De plus, leur sensibilité est faible (Tenter, 1995).

Les sporocystes de S. cruzi mesurent environ 14 a 17 um de long sur 9 a 13 um de large, ceux de
S. hirsuta de 11 a 14 um de long sur 7 a 9 um de large et ceux de S. hominis de 13 a 18 um de
long sur 8 a 11 um de large (Levine, 1977). Cependant, il est tres difficile de différencier, en
microscopie, les sporocystes ou les ookystes selon des criteres morphologiques. Ils ont la méme

taille et la méme forme (Tenter, 1995).

VI1I1.2.2. Histologie

On peut réaliser un raclage de la muqueuse intestinale (Xiang et al., 2009) ou faire des biopsies
avec analyses histologiques de portions dintestin (Latif et al., 1999) pour rechercher les
microgametes, macrogametes, les sporocystes et les ookystes. Ces méthodes sont trés invasives.
A I’examen histologique, on peut aussi observer des remaniements de la muqueuse intestinale
avec une diminution de la longueur des villosités, une hypertrophie des cryptes et une
augmentation de la cellularité caractérisée par une infiltration massive de granulocytes
éosinophiles ainsi que quelques granulocytes neutrophiles et plasmocytes. En revanche, ces
observations ne sont pas pathognomoniques de la sarcosporidiose (Velasquez et al., 2008).

VII1.2.3. PCR

Il est trés difficile de différencier, en microscopie, les sporocystes ou les ookystes selon des
criteres morphologiques. Ils ont la méme taille et la méme forme (Tenter, 1995). Une méthode
de PCR-RFLP a été développée pour identifier les sporocystes avec précision (Xiang et al.,
2011). L'ADN est extrait des ookystes par la méthode phénol-chloroforme. Le gene ADN
ribosomique 18S est amplifié par une PCR nichée, cette technique permet d'obtenir
suffisamment de produits d'amplification malgré la faible taille des échantillons et la présence
d'inhibiteurs de la PCR dans les feces. Les produits de la PCR sont purifiés puis incubés
séparément avec différentes enzymes de restriction : Dral, Mbol, Rsal, Sspl. Les motifs
électromorphes obtenus pour les sporocystes excrétés sont identiques a ceux obtenus pour I'ADN

issu de kystes et permettent ainsi l'identification de I'espéce de sarcosporidie.
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IX. PROPHYLAXIE

Actuellement il n’existe aucune prophylaxie médicale en matiere de sarcosporidiose bovine
(Bucca et al., 2011). Néanmoins, lors de suspicion de sarcosporidiose aigue, des traitements
anticoccidien classique peuvent étre instaurés, les molécules utilisées sont: I’Amprolium,
Salinomycine, I’Oxytrétracycline, Totrazuril ou I’Hydroxynaphtoquinone (Euzéby, 1998). Les
sulfamides ou la pyriméthamine (antipaludéen) pourraient étre utilisés (Dubey et Lindsay,
2006). Chez I’hote définitif, il doit étre renouvelé toutes les semaines pendant trois mois, pour
prévenir les rechutes qui pourraient survenir du fait de I’absence de réaction immunitaire. Chez
I’homme, dans le cas d’un patient immunodéprimé, le triméthoprime-sulfaméthoxazole et
I’albendazole avaient fait régresser provisoirement les symptémes de sarcosporidiose systémique
(Euzéby, 1998 ; Velasquez et al., 2008).

Les moyens de lutte contre la sarcosporidiose intestinales reposent uniquement sur des mesures
préventives car il n’existe pas de traitement curatif de celle-ci (Desportes-Livage et Datry,

2005). La prévention est essentiellement sanitaire qui vise a interrompre le cycle parasitaire.

IX.1.Chez I’h0te intermédiaire
Dans les élevages bovins, la lutte contre I’excrétion d’ookystes par les hotes définitifs est la seule
solution (Bucca et al., 2011). Des mesures de biosécurité sont nécessaires comme I’exclusion
des carnivores domestiques ou sauvages de la zone d’élevage et aussi par la mise en place de
bonne pratique d’hygiene. Il faut également contréler la contamination des ruminants par les
sporocystes en évitant la contamination des aliments, de I’environnement et de I’eau par les feces

des chiens, des chats et de I’homme contaminés (Fayer, 2004) .

IX.2.Chez I’hdte définitif

Il faudrait contrdler la transmission des ookystes de S. cruzi et S. hirsuta respectivement par les
canidés et félidés en éloignant les carnivores domestiques ou sauvages de tout produit d’origine
bovine (animaux trouvés morts, placentas) (Fayer, 2004) et éviter la consommation de viande
bovine contenant des kystes infectieux, pour cela, il faut que la viande soit suffisamment cuite.
Les bradyzoites sont tués aprés cuisson pendant 20 minutes a 60°C, 15 minutes a 70°C ou 5
minutes a 100°C, ou bien la congélation a -5°C pendant 48 heures ou -20°C pendant 24 heures
(Fayer, 2004).
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La cuisson dans les fours a micro-ondes des viandes n’a pas de pouvoir stérilisateur par contre
I’irradiation (0,3 a 0,6 k Gy) exerce un effet létal sur les kystes sarcosporidiens (Euzéby 1997;
Euzéby, 1998). Pour les carnivores domestiques, il est préférable de favoriser une alimentation a

base d’aliments industriels ayant subi les traitements d’assainissement précité ci-dessus.

Par ailleurs, il faudrait aussi controler la transmission des ookystes de S. hominis par I'nomme en
favorisant le systeme de "tout a I'égout” dans I'élevage et en évitant toute défécation humaine
prés de I’eau ou de la nourriture pour bétail. Il faudrait aussi éviter I’épandage de fosses

septiques ou de lisiers non traitées sur des patures.

Vu les risques de contamination de I’homme par la consommation de viande infectée et les
habitudes alimentaires consistant a manger de la viande crue ou insuffisamment cuite, il faudrait
donc informer le consommateur des comportements a risques qui augmenterait le danger

d’apparition de sarcosporidiose chez I'nomme.

De plus, il n'y a pas d'analyse spécifique de la viande a l'abattoir pour rechercher les kystes
sarcosporidiens. Des kystes sarcosporidiens ont été retrouvés dans des steaks hachés aux
Etats-Unis (Prayson et al., 2008). Au vu de la prévalence du parasite et des colts diagnostiques,

il est inenvisageable d’assainir la viande et de la retirer de la consommation lors d’infestation.

Lors de la saisie d’une carcasse a I’abattoir pour myosite éosinophilique, il faudrait mener une
enquéte épidémiologique sur I’exploitation dont I’animal est issu pour mettre en évidence tous

les facteurs de risque (Domenis et al., 2011).

En pratique, il n'existe pas de vaccin pour prévenir la maladie chez I'hnomme ou chez les
animaux, en revanche, une administration aux bovins de 100 000 a 200 000 sporocystes de

S. cruzi protége les animaux contre une infestation (Euzéby, 1998).
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X. IMPORTANCE ECONOMIQUE

La sarcosporidiose bovine entraine des pertes économiques considérables notamment a cause des
Iésions de myosite éosinophilique et des saisies a I’abattoir. En 1986, aux Etats unis, les pertes
économiques sont estimés a 95 millions de dollar/an (Daugschies et al., 2000).

En France, Les saisies pour sarcosporidiose des carcasses bovines sont le plus souvent totale et
seraient de I’ordre de 88% (Bertin, 2013). L’étude de Fradin en 2003 portant sur la prévalence
des motifs de saisies aux niveaux de 08 abattoirs montre un taux de saisies pour sarcosporidiose
d’environ 2.32% sur I’ensemble des saisies totale en France.

Donc les pertes sont essentiellement dues aux saisies a I’abattoir car macroscopiquement, les
kystes sont indétectables dans la majorité des cas. Les inspecteurs a l'abattoir ne remarquent que
les kystes coalescents ou en voie de dégénérescence lors de I’inspection post-mortem. Les
viandes atteintes de myosite éosinophilique sont déclarées impropres a la consommation

humaine et saisies (Flandrin, 2014).

Pour aider les éleveurs, il existe des groupements interprofessionnel de la filiere bovine francaise
qui ont mis en place un fond d’assainissement régional pour indemniser ces éleveurs lorsqu’un
de leur bovin est saisie pour cause de sarcosporidiose et le taux d’indemnisation est de 80% de la
valeur de la carcasse (Honoré, 2011).

La sarcosporidiose clinique ou sub-clinique peut étre responsable d’une maladie aigué fatale
entrainant une perte économique évidente pour I’éleveur. Par ailleurs, on peut observer des
signes cliniques (fiévre, anorexie, anémie...) pouvant altérer les performances des bovins. Les
pertes économiques sont caractérisées par des avortements, une baisse de la production laitiére et
une diminution de GMQ de 25% ce qui est préjudiciable a I’abattage. Par contre la présence
d’une infestation par Sarcocystis spp. ne modifie pas la qualité organoleptique de la viande
(Daugschies et al., 2000).

En I’occurrence, la distribution et I’importance économique qui en découlent dans chaque
systeme et dans chaque catégorie de production restent encore a étudier (Moré et al., 2011;
Dubey et Bergeron, 1982; Daugschies et al., 2000 ; Euzeby, 1998).

Les pertes économiques associées a la maladie intestinale chez I’homme ne peuvent pas étre
estimées du fait que le diagnostic est rarement fait et sont probablement assez faible du fait de la

discrétion des symptémes (Bertin, 2013)
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En matiére de suivi réglementaire des saisies pour sarcosporidiose au sein de I’Union
Européenne, en 2003, I’EFSA a mis en place un programme de contréle des zoonoses dans
I’UE., S. hominis n’était pas inclus dans la liste A des agents zoonotiques a gérer mais pouvait
étre inclus dans la liste « autres zoonoses » dont la stratégie de gestion dépend de la situation

épidémiologique du pays.

Le réglement CE n° 854/2004 englobe S. hominis dans le terme générique de «maladies
zoonotiques» qui doivent étre surveillées a I’abattoir. Cependant, comme la sarcosporidiose n’est
pas une maladie & déclarer dans les Etats membres, peu d’informations sont recues a son propos.
La conclusion du dernier compte-rendu de I’EFSA par rapport a Sarcocystis paru en 2010 visant
a clarifier la situation dans les Etats membres de I’Union Européenne et a harmoniser la gestion
et la déclaration des cas d’infestation a Sarcocystis chez les bovins et dans les denrées
alimentaires d’origine bovine, rapporte que sans prouver I’existence d’un impact réel en santé
humaine, il n’y a pas lieu de mettre en place un schéma harmonisé pour gérer Sarcocystis dans
I’Union Européenne. La clarification de I’importance de S. hominis en santé humaine est
essentielle pour mettre en place une gestion adaptée et unifiée dans I’Union Européenne
(Flandrin, 2014).

En France, les informations concernant la sarcosporidiose sont transmises a I’EFSA par le
Ministéere de I’Agriculture. Ces informations sont le reflet de I’inspection en routine dans les
abattoirs mais il n’y a pas de réelle centralisation des données (Flandrin, 2014).

Pour les espéces non-zoonotiques I’EFSA considére qu’il n’y a pas besoin d’un enregistrement
au niveau européen. L’enregistrement doit se faire au niveau de I’abattoir et au niveau national
(Taylor et al., 2010).

En Algérie, la sarcosporidiose n’est pas connue par les professionnels des abattoirs ni méme en
santé publique. Aucun cas de saisie pour myosite éosinophilique n’a été déclaré ni méme de
sarcosporidiose humaine, de ce fait il n’existe aucune réglementation (MADR, 2015 ; INSP,
2015).
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Matériels et Méthodes

I. Objectif de I’étude

Notre travail a pour objectif de déterminer la prévalence de Sarcocystis chez I’espece bovine.
Une étude sur la sarcosporidiose bovine au niveau des abattoirs des wilayas du nord de I’ Algeérie
a été réalisée par trois techniques de diagnostic.

La digestion enzymatique a permis la mise en évidence les bradyzoites de Sarcocystis spp. et la
détermination de la fréquence et le degré d’infestation des carcasses.

En deuxiéme lieu, la recherche des kystes de Sarcocystis spp. a été effectuée par des techniques
histologiques pour déterminer les espéces de Sarcocystis selon le type de paroi caractéristique
des especes de Sarcocystis du bovin.

Enfin en troisieme partie, I’identification des especes impliquées a été réalisée par la technique
de PCR et enfin une analyse de I’influence des facteurs de risques (age, sexe, race, saison,

origine des animaux) sur la prévalence de Sarcocystis spp a été étudiée.

I1. Matériel et Méthodes
I1.1. Région d’étude

L’étude sur la sarcosporidiose bovine a été réalisée au niveau des abattoirs d’El Harrach,
d’Hussein Dey (Ruisseau), d’Annaba, de Sidi Bel Abbes, et de Tipaza. Les bovins abattus dans

chacun des abattoirs sont originaires de plusieurs wilayas et représentés dans la figure 16.

3 Situation des abattoirs du nord de I’Algeérie
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Figure 16 : Carte de la répartition des 05 abattoirs des wilayas du nord de I’ Algérie
et I’origine des animaux pour chaque abattoirs.
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11.2. Matériel biologique
Pour le dépistage de la sarcosporidiose, 1150 échantillons de muscles ont été réalisés sur un total
575 bovins (Tableau 10). Le jour des prélevements est celui qui correspond au plus fort taux
d’abattage de la semaine pour chacun des abattoirs.

Tableau 10 : Répartition des bovins prélevés par abattoir

Abattoirs Nombre Bovins
Ruisseau 61
El Harrach 338
Annaba 103
Tipaza 58
Sidi Bel Abbes 15
Total 575

Une inspection visuelle des carcasses est d’abord réalisée pour la recherche des kystes géants
(Sarcocystis hirsuta); les muscles ciblés sont le diaphragme, I’cesophage. Des prélevements de
diaphragmes (200g chacun) et d’cesophages de bovins (20 cm de long) sont prélevés sur chaque
carcasse bovine. Les animaux prélevés sont d’age variable et la récolte des prélévements se fait
de facon aléatoire.

L’enquéte épidémiologique a été réalisée sur la base des informations récoltées au niveau de
chacun des abattoirs sur les facteurs de risques éventuels tels que I’age des bovins, le sexe, la
race bovine, I’origine des bovins et la saison (date de préléevement).

11.3. Méthodes d’analyses

11.3.1. Matériels utilisés
Dans le cadre de notre étude, le matériel utilisé a I’abattoir et a chaque étape d’analyse au
laboratoire soit la digestion enzymatique, histologie et PCR est reporté dans les Tableaux 01,
02, 03 et 04 en annexe 01-02.

11.3.2. Méthode de prelevements (voir annexe 03)
Au niveau de I’abattoir, un dénombrement des carcasses (Fig.01.A) a été opéré, suivi d’une
inspection des cesophages (Fig.01.C) et des diaphragmes (Fig.01.B) afin de déceler la présence
de kystes macroscopiques. Apres une inspection individuelle des carcasses, des échantillons
d’environ 20 cm de longueur des diaphragmes et d’cesophages ont éte prélevés et deposes dans
des sacs de congélation étiquetés. Le diaphragme et I’cesophage de chaque bovin, ont été mis
ensemble dans un méme sac avec tous les renseignements : date et numéro du prélevement,

I’origine, le sexe, la race (robe) et I’age du bovin prélevé (Fig.01.D).
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11.3.3. Préparation des échantillons au laboratoire

Les prélevements sont acheminés le jour méme au laboratoire de parasitologie- mycologie de
I’E.N.S.V — Alger. Au laboratoire, les échantillons sont nettoyés et lavés sous I’eau du robinet
afin d’éliminer le sang et le contenu alimentaire résiduel de I’cesophage ensuite séparés en deux.
Une partie est bien nettoyée a I’aide de ciseaux afin d’éliminer un maximum de graisse ainsi que
I’aponévrose qui peuvent géner la digestion. Cet échantillon est conservé au congélateur pour
son analyse par la technique de digestion enzymatique. Tandis que I’autre partie est conservée

dans du formol a 10 % pour I’étude histologique.

11.4. Techniques d’analyse des echantillons

11.4.1. Digestion enzymatique
Le principe de cette technique est de reconstituer un suc digestif artificiel (eau, HCI, NaCl et

pepsine) appelé solution de digestion.

Cette derniere réunit les facteurs favorisant la digestion des kystes et la libération de bradyzoites,
en créant d’une part un pH optimale (pH : 1-3) qui permet I’activation de la pepsine (enzyme

protéolytique) et la dénaturation des protéines.

Pour la digestion pepsique de nos échantillons de diaphragmes et cesophages, la technique
utilisée est la méthode modifiée de Seneviratna et al., (1975) (citée par Latif et al.,1999), qui a
été adapté aux moyens dont nous disposions dans le laboratoire de parasitologie-mycologie de
I’E.N.S.V- Alger.

11.4.1.1.Etapes de la technique de digestion enzymatique (voir annexe 04-05)

- Pesée et broyage des échantillons
Une fois décongelée, la viande est broyée dans un robot qui est rincé aprées chaque utilisation
(Fig.02.A), puis pesée dans une balance électronique (Fig.02.B). 10g de diaphragme et 10g
d’cesophage d’une carcasse d’un méme bovin soit 20 g de muscles sont rassemblés dans un tube

conique en plastique.

- Mélange du broyat avec la solution de digestion et incubation
Dans des tubes coniques, 50 ml de solution de digestion préparé préalablement sont mélangés
avec les 20 g de muscles broyés, le tout est bien homogénéisé a I’aide d’une spatule. Ces tubes
sont ensuite placés dans un agitateur permanent a tube (Fig.02.C) et incubés a 40°C dans une
étuve pendant 30 min sous agitation constante (Fig.02.D).
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- Filtration des échantillons
Le digestat de chaque bovin est ensuite filtré dans un bécher a travers les mailles d’une passoire
sur laquelle 2 couches de gaze sont déposées, pour éliminer les gros débris musculaires, laisser

égoutter puis récupérer le filtrat (Fig.02.D).

- Centrifugation des filtrats
Les filtrats récupérés dans les tubes coniques sont d’abord centrifugés a 3000 rpm pendant
5min (Fig.02.F), les culots obtenus sont récupérés apres avoir jeté les surnageant. Puis la méme
opération est réalisée encore 2 fois successives, en ajoutant % du volume du tube de PBS
(Ph : 7.2), prépare préalablement (annexe 04) qui permet de stopper rapidement la digestion et

de rétablir un pH physiologique (Fig.02.G).

A l'issue de cette étape, le broyat obtenu est filtré a lI'aide d'un Filtre métallique de
400 pum. Le filtrat est mis a décanter dans une ampoule de décantation pendant 30
minutes. Le culot de décantation est récupéré dans 1 tube de 5 ml qui sont congelés a -20°C
en attente d’une analyse moléculaire (PCR).

11.4.1.2. Préparation des frottis
Apres centrifugation des échantillons, le surnageant est jeté et le culot est récupéré pour la
préparation des lames. A I’aide d’une pipette pasteur une goutte du culot est aspirée et étalée sur
une lame numérotée (Fig.02.H) de facon a obtenir un frottis mince (Fig.02.1). Les lames sont

ensuite séchées a I’étuve a 37°C.

11.4.1.3. Coloration des lames au May Grinwald Giemsa (M.G.G.)
La coloration au M.G.G. a été appliquée a toutes les lames, selon la méthode citée par
(Bussiéras et Chermette, 1992).

Technique

e Les frottis sont fixés au méthanol durant 5min.

e Une pré-coloration au May Griinwald durant 3 min est réalisée.

e Incubation avec de I’eau distillée tamponnée pH 7,2 pendant 5min.

e Le tout est jeté sans rincer.

e Le frottis est coloré pendant 20min au Giemsa dilué (5ml de Giemsa dilué par lame)
(Fig.02.J). Le Giemsa dilué est préalablement préparé (2 gouttes de Giemsa pur pour 1ml

d’eau distillée).

e L’exces du colorant est chasse sous un fin jet d’eau du robinet (Fig.02.K), puis les lames sont

séchées entre les plis d’un papier filtre (Fig.02.L).
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11.4.1.4. Examen des lames
Les lames colorées sont ensuite examinées au microscope optique (LEICA® DMLS) au

grossissement (x400 ; x1000). Un échantillon est considéré positif pour la sarcosporidiose
lorsque des bradyzoites de Sarcocystis (en forme de banane) sont observés. Le May-Griinwald
colore le noyau (acide) des bradyzoites en rose, et le Giemsa colore le cytoplasme (alcalin) en

bleu.

11.4.2. Technigue histologique

La technique histologique permet, non seulement de déceler la présence des Kkystes
sarcosporidiens, mais aussi d’identifier les especes impliquées sur les échantillons de

diaphragmes et cesophages de 366 bovins ont éte analyses.

Vu la quantité importante d’échantillons, I’analyse histologique a été réalisée au niveau de trois
laboratoires d’anatomie et cytologie pathologique : C.H.U Bab El Oued (ex. Maillot), CHU
Nefissa Hamoud d’Hussein Dey (ex : Parnet) et I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire
(ENSV). La méthode utilisée est celle citée par Hould (1984) avec une coloration a

I’hématoxyline et I’éosine (H.E.).

11.4.2.1. Etapes de la technique histologique (voir annexe 06)

- Fixation
La fixation des échantillons a pour but de conserver le tissu dans un état aussi proche que
possible de I’état vivant. Elle est assurée par un agent fixateur, le formol, qui empéche la lyse
des tissus et garde leur structure intacte ; il entraine également le durcissement des tissus,
permettant ainsi la confection des coupes. La fixation est effectuée par immersion des
échantillons pendant 24h ou plus, dans du formol a 10% (9 volumes d’eau distillée pour

1 volume de formol a 37 %).

Apres la fixation, des piéces d’environ 1 a 2 cm de long sur 1 cm de large sont coupées a partir
des muscles a I’aide d’un bistouri (Fig.03.A). Ces piéces sont placées ensuite dans des cassettes
en plastique, numérotées au crayon (Fig.03.B). Les coupes d’cesophages et diaphragme par

bovin sont placés dans une méme cassette.

- Circulation
Les cassettes sont placées dans un circulateur automatique appelé appareil de circulation ou de
déshydratation. Cet appareil comporte un ensemble de 12 bains disposés en cercle, il permet un
transfert automatique du panier contenant les cassettes des prélevements toutes les 2h, d’un bain
a un autre (Fig.03.C).
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La circulation dure 24h, elle est réalisée en 3 phases : la déshydratation, I’éclaircissement et
I’imprégnation.

La déshydratation permet la suppression de toute I’eau extractible en vue de I’inclusion dans un
milieu non hydrosoluble, par passage des organes dans des bains d’éthanol de degrés croissants
(Martoja et Martoja —Pierson, 1967). Les cassettes sont plongées tout d’abord dans un premier
bain de formol pour une fixation supplémentaire, puis une déshydratation dans 5 bains successifs
d’éthanol (agent déshydratant) de concentrations croissantes de 70% a 100%. L’éthanol pénetre

dans les prélevements tout en chassant I’eau tissulaire.

Afin de faire durcir les prélevements d’avantage, I’imprégnation par de la paraffine liquide est
obligatoire et permet de préparer I’étape d’inclusion a la paraffine. Cependant, la paraffine n’est
pas miscible a I’alcool, c’est pourquoi, un passage dans un liquide intermédiaire, le xylene, qui
est miscible a la fois a I’alcool et a la paraffine est nécessaire. Les cassettes sont donc immergées
dans 4 bains de xyléne (agent éclaircissant), le xylene remplace dans un premier temps I’éthanol
dans les tissus en les rendant transparents et dans un second temps, laisse place a la paraffine.

Enfin les cassettes sont trempées dans deux derniers bains de paraffine chauffées a 60°C, point

de fusion de la paraffine. Les prélevements sont alors imprégnés de la paraffine liquide.

- Inclusion (coulage des blocs)
L’inclusion permet la préparation des organes par la transformation du tissu hétérogene du point
de vue consistance et élasticité en une masse homogeéne pour la mise en bloc. Elle consiste en
une imprégnation des piéces dans un bain de paraffine «neuve>> afin de faciliter la coupe.
L’inclusion est réalisée grace a un appareil constitué d’un circuit chauffé a 60°C se terminant par
un distributeur d’ou s’écoule la paraffine liquide et d’une plaque froide permettant le

durcissement en bloc de la paraffine liquide (Fig.03.D).

Dans un premier temps, de la paraffine liquide est versée dans un moule en acier inoxydable
(Fig.03.E). Puis la piece a inclure est déposee dans le moule a I‘aide d’une pince (Fig.03.F). Sur
la plaque froide, la piéce est figée avec la pince (Fig.03.F). Ensuite, la cassette servant de
support a la piece est ajustée sur le moule (Fig.03.G) et la paraffine liquide est reversée sur la
cassette afin qu’elle adhére a la piece (Fig.03.H). Enfin, le moule est remis sur la plaque froide
afin que la paraffine durcisse (Fig.03.1).

Le bloc obtenu est démoulé aprés 15 mn environ (Fig.03.J), puis congelé 10 mn ou plus pour

accélérer le durcissement de la paraffine.

Taibi-Meksoud .M 2015-2016 Page 59



Matériels et Méthodes

- Microtomie

Elle consiste a confectionner des coupes minces de 1 a 3 um d’épaisseur a partir d’un bloc a
I’aide d’un microtome de marque Leica gradué de 0 a 60 p. Le bloc est introduit dans le
microtome de facon a ce que sa surface soit verticale, parallele et ajustée a la lame coupante du
microtome (jetable).

Le microtome fonctionne par un systeme de rotation. La roue motrice est tournée a I’aide d’une
manivelle, ce qui entraine un déplacement vertical du bloc pour le mettre au contact du rasoir.
Pour commencer, il faut enlever d’abord I’exces de la paraffine qui recouvre les tissus. Cette
opération est appelée dégrossissement. Pour I’effectuer, le microtome doit étre réglé entre 10 et
20 pum. Une fois le dégrossissement termine, la confection des coupes peut avoir lieu. Pour ce
faire, I’échelle du microtome doit étre réajustée entre 1 & 3 um ce qui permet d’avoir des coupes

minces sous formes de rubans.

- Etalement
Lors de la coupe, les tissus inclus dans la paraffine sont trés comprimeés et pour atténuer cette
compression et enlever les plis du tissu, les rubans obtenus doivent étre étalés a chaud dans un
bain marie (Fig.03.L) réglé a 40°C et récupérés sur des lames en verre comprenant le numéro de
la piéce (Fig.03.M) prealablement recouvert d’eau gélatinée 0.4% pour éviter la perte des coupes
au cours des étapes suivantes. Enfin, les lames sont placées dans un portoir et mises dans une
étuve réglée a 37°C pendant 20 mn (Fig.03.N). Ce qui permet a la paraffine imprégnée dans les

tissus de fondre completement.

- Déparaffinage et hydratation
Le déparaffinage permet d’éliminer le milieu d’inclusion. C’est une étape préparatoire a la
coloration, elle permet a la coupe de recevoir les colorants. Une fois la paraffine fondue, les
lames sont plongées immédiatement dans un bain de xyléne pendant 15 mn afin de la dissoudre
(Fig.03.0).

Pour les coupes étalées a la gélatine, procéder a un tannage avant la réhydratation. Cela consiste
en un lavage de quelques secondes des lames dans une solution de tannage afin d’éliminer
I’exces de gélatine ou bien les lames sont mises a sécher a I’étuve a 60 °C pendant 24 heures.
Apres avoir retiré toute la paraffine des tissus, il est nécessaire de les hydrater. L’hydratation
consiste a retirer le xyléne des tissus et le remplacer par de I’eau, c’est pourquoi les lames sont
plongées d’abord dans 4 bains d’éthanol (2 mn chacun) de concentration décroissantes retrouvés
dans une batterie de colorants. Puis sont rincees dans un bac d’eau du robinet.
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La batterie de colorants et de réactifs utilisée servira a la coloration juste apres, elle est constituee
respectivement de 4 bains d’alcool a concentration décroissantes, 3 bains d’hématoxyline, 1 bain
d’eau acidifié (5ml de Hcl concentré dans 1000ml d’eau distillée), 1 bain d’eau ammoniacale, 1

bain d’éosine et enfin 2 bains d’alcool absolu (Fig.03.P).

- Coloration a I’Hématoxyline et a I’Eosine
Les lames sont d’abord plongées dans I’hématoxyline durant 5 a 7 mn afin de colorer les noyaux
en bleu, elles sont rincées dans un bain d’eau du robinet puis trempées 1 ou 2 fois dans I’eau
acide pour éliminer I’exces de I’hématoxyline, ensuite rincées a I’eau du robinet. Elles sont
ensuite plongées 1 ou 2 fois dans I’eau ammoniacale puis rincées et plongées dans I’éosine
pendant 2 mn pour colorer les cytoplasmes en rose. Les lames sont ensuite rincées encore a I’eau
du robinet. Enfin, elles sont trempées 1 ou 2 fois dans I’alcool absolu afin d’enlever I’excés de

I’éosine et de déshydrater également les coupes. Elles sont ensuite séchées dans I’étuve a 37°c.

- Montage
Cette opération consiste a fixer une lamelle sur la coupe histologique afin de la protéger. Une
goutte de colle synthétique (EUKITT) est appliquée sur la coupe (Fig.19.Q), quelques gouttes de
xyléne sont ajoutées pour aider a la diffusion de la colle sur toute la surface que recouvre la
lamelle. Une lamelle (24 x 50mm) est fixée ensuite sur la coupe histologique (Fig.19.R). Les

lames sont séchées a I’air libre, elles sont prétes a I’observation.

11.4.2.2. Examen des lames
La lecture des lames est effectuée au microscope optique (Fig.19.S), au grossissement (x 100, x
400, x 1000). Elle consiste en la recherche de la présence des kystes de Sarcocystis, de leur
identification ainsi que de leur dénombrement.
Les fibres musculaires apparaissent colorées en rose et leurs noyaux en bleu. Les lames positives
révelent la présence, a I’intérieur des fibres musculaires, de kystes de Sarcocystis refermant des

bradyzoites colorés en bleu.

Pour chaque lame, il est observé :
e La présence ou non de kystes de Sarcocystis (x400)
e Le nombre de kystes sarcosporidiens présents (x400)

e L’épaisseur de la paroi des kystes (x1000)
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11.4.3. Polymérase Chain Réaction (PCR)
L analyse moléculaire a été réalisée au niveau de I’Ecole Vétérinaire ONIRIS Nantes
France au niveau de ’'URM SECALIM (Sécurité Alimentaire), Les culots obtenus
lors de la digestion enzymatique conservés dans des tubes additionnés de PBS a pH

7.2 ont subi les étapes suivantes :

11.4.3.1. Extraction de I'ADN

Un tube de 1,5 ml pour chaque échantillon est mis a décongeler avant le début des
manipulations. Nous avons utilisé pour cette étape un kit "NucléoSpin® Tissue" (Macherey-

Nagel). Le matériel utilisé et le protocole détaillé est présenté en annexes 07(Fig 04) - 08.

L'objectif de cette étape est d'extraire I'ADN présent dans I'échantillon, et notamment I'ADN
de Sarcocystis. Les premiéres étapes du protocole permettent la lyse des constituants cellulaires
ainsi que l'optimisation des conditions pour I'étape suivante qui consiste a fixer I'ADN sur une
membrane de silice. Les étapes suivantes servent a laver la membrane de silice de tout
constituant n’étant pas de I’ADN.

La derniere étape est une étape d'élution qui permet de détacher 'ADN de la membrane de
silice. Les quelques pl finaux sont placés dans des tubes eppendorf identifié et congelés a -20°C

en attente de I’étape PCR.

11.4.3.2. PCR pour sarcocystis spp.
Pour la PCR de détection du genre Sarcocystis, deux amorces sont utilisées qui permettent
I’amplification d’une zone d’ADN ribosomial 18S des trois espéces cibles de Sarcocystis.
- SAR forward (5’-TGGCTAATACATGCGCAAATA-3’)
- SAR reverse (5’-AACTTGAATGATCTATCGCCA-3’)
Le détail du protocole est donné en annexe 09 et le programme est activé de maniere

suivante (figure 17):

1 cycle & 94°C pendant 4 minutes ;
4°C pendant 1 minute,

40 cycles /63 °C pendant 1 minute

72 °C pendant 1 minute

1 cycle a 72 °C pendant 10 minutes ;

Refroidissement et maintien a 14 °C.

Le temps d’une PCR est d’environ 2 heures 30 minutes.
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Status
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4 7

Lid heating
e ——

I 4

View Clock
oc Pause Skip Step Cancel

Figure 17 : Courbe de réglage des cycles du thermocycleur pour
I’amplification de I’ADN de nos échantillons

11.4.3.3. PCR multiplex et électrophorése

Cette étape est primordiale, elle permet I'amplification de I'ADN de Sarcocystis spp. et sa
détection. Les 3 especes de Sarcocystis présentes chez les bovins peuvent étre mises en
évidence en utilisant une méthode PCR multiplex mise au point par Chiesa et al., 2011. Le
detail du protocole est donné en annexe 10.

Tous les réactifs nécessaires a la PCR sont mélangés dans le Master mix qui contient,
notamment la Taq polymérase, les nucléotides libres et les amorces spécifiques des especes
de Sarcocystis.

Quatre amorces différentes sont utilisées : 1 amorce anti-sens commune aux 3 especes de
Sarcocystis, et 3 amorces sens, chacune étant spécifique d'une des 3 especes de Sarcocystis
(tableau 11).

Tableau 11: Localisation des amorces et taille des amplicons obtenus, (Chiesa et al., 2011).

Espéces Position de Position de Taille de
I’amorce I’amorce I’amplicon
sens (taille) Anti -sens (taille)
S. hirsuta
250-268 (18 pb) 108 pb
S. hominis 165-182 (17pb) 342-380 (18 pb) 182 pb
S. cruzi 50-74 (24 pb) 284 pb

Pb : paire de bases
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Un volume de 5 pl est réparti dans des tubes a PCR. Les échantillons sont introduits dans un
thermocycleur iCycler de BIORAD®.

Le programme est activé selon le protocole suivant :

1 cycle & 94°C pendant 4 minutes ;
94°C pendant 1 minute,

35 cycles <56 °C pendant 1 minute

72 °C pendant 30 secondes ;

1 cycle & 72 °C pendant 10 minutes ;

Refroidissement et maintien a 14 °C.

Le temps d’une PCR est d’environ 2 heures.

Ensuite, une électrophorése est réalisée pour I'analyse des produits de PCR. Elle est réalisée
sur un gel d'agarose 2% dans du TBE 0,5X. Dans chaque puits sont déposes 5 ul du produit de
PCR et 5 ul de solution de dép6t. La migration a lieu a 100 Volts pendant 50 minutes dans du
TBE 0,5X.

La lecture du gel d'électrophorése se fait sous lumiére UV et & l'aide du logiciel Quantity One®
grace a une caméra reliée a l'ordinateur. Les échantillons positifs présentent au moins une
bande blanche entre 100 pb et 300 pb. La présence d'une ou plusieurs bandes indique la

présence du parasite dans I'échantillon testé.

Les poids moléculaires sont repérés a I'aide d'un marqueur de poids moléculaire. Les especes
du parasite sont facilement différenciées par [I’observation des bandes obtenues a
I'électrophorése, chaque espéce étant a I'origine d'une bande de poids moléculaire différent et

specifique.

Un exemple de gel obtenu est donné dans la figure 18. L'ensemble des gels obtenus dans notre

étude est visible dans la partie résultat.
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Bande 1 :S. cruzi 284 Pb

—— -
E Bande 2 : S. hominis 182 pb
-— Bande 3 : S. hirsuta 108 pb
—
 —
— Bande 4 Mix des trois espéces
[ i
_— M : Marqueur moléculaire
— — 0 G B
-— L mnp

A

Figure 18: Exemple de gel d’électrophorése (A) et sa grille de lecture (B) (Chiesa et al., 2011).

Pour Vérifier le bon fonctionnement de notre PCR et I'absence de contamination technique des
différents préléevements, nous avons utilisé un témoin négatif et un témoin positif. Le témoin
négatif était composé d'eau filtrée et stérilisée. Le témoin positif était au départ un échantillon

ayant déja été trouvé positif lors d'une PCR précédente.

I1.5. Interprétation statistique

Toutes les données ont été saisies dans une base informatique classique (Excel 2010).

La vérification et le traitement statistique des données sont effectués sur Excel 2010. On a
commencé par une étude descriptive par le calcul de la prévalence de Sarcocystis par les trois
techniques, ensuite [I’intervalle de confiance a un seuil de signification de 95 % de chaque

facteur pour I’ensemble de données, ainsi que selon les facteurs age, sexe, race, saison et région.

L’analyse statistique a été réalisée a partir des valeurs observées par I’application de tests non
paramétrique le khi deux d’indépendance pour I’étude des effets des différents facteurs de risque

pour la prévalence de Sarcocystis.

La différence est considérée comme significative si la probabilité (p < 5%). Dans le cas contraire,
la différence est considérée comme non significative (P > 5%).
La mise en forme des données brutes a été réalisée sous forme de graphes en formes de secteurs

éclatés et d’histogrammes en formes cylindriques.
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Pour I’évaluation des tests de diagnostic (digestion enzymatique, histologie et PCR), on a

résumé les résultats qu’ils ont fourni au moyen de deux indices, appelés sensibilité et spécificité

qui correspondent aux proportions d’individus correctement diagnostiqués par ces examens.

> La sensibilité (Se) est I’indice qui évalue la capacité d’une mesure a bien classer les malades.
( ne manquera pas les malades )

> La spécificité (Sp) est I’indice qui évalue la capacité d’une mesure & bien classer les non

malades.
Se VP / malades
RV positif= —— =
1-Sp FP / non- malades
1- Se FN / malades
RV négatif =———— =
Sp VN / non- malades

Pour décrire les performances d'un test, le rapport de vraisemblance (RV) "Likelihood
ratios™ est une facon alternative de comparer la probabilité du résultat d’un test chez les positifs
et chez les négatifs.

Se
RV=LR =
1-Sp

-RV +>100uRV-<0.1 ——> letestaun tres fort gain diagnostic Confiance dans
-RV +entre 5 et 10 ou RV- ——> le test a un fort gain diagnostic le diagnostic
entre 0.1 et 0.2

-RV +entre 2 et 5 ou RV- ——> le test a un gain diagnostic modéré Infirmation
entre 0.2 et 0.5 du diagnostic
-RV+< 2 ouRV-> 0.5 T—> le test a un gain diagnostic faible
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Résultats

I11. RESULTATS

L’étude sur la sarcosporidiose bovine a été realisée au niveau du laboratoire de recherche «Santé
et Productions Animales » de I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire (E.N.S.V) , du
laboratoire de parasitologic mycologie de ’ENSV-Alger , CHU-Bab El Oued ex Maillot,
Nefissa Hamoud Hussein dey : ex Parnet) et I’Ecole vétérinaire ONIRIS Nantes Frange de 2011
a 2015.

Pour la recherche de sarcosporidies chez les 575 bovins, nous avons procédé dans un premier
temps & un examen macroscopique des diaphragmes et cesophages au niveau des abattoirs, suivi

par un examen microscopique au niveau des laboratoires cités précédemment.

I11.1. Recherche de Sarcocystis par examen macroscopique
L’examen macroscopique des muscles des 575 bovins a révélé 1’absence de kystes
sarcosporidiens a I’exception d’un seul bovin au niveau de 1‘abattoir d’El Harrach. Les lésions
étaient représentées par des kystes fusiformes de couleur blanchatre localisés au niveau des

diaphragmes conduisant a leurs saisies (Fig.19). Ces kystes géants sont causés par 1’espéce

Sarcocystis hirsuta ayant comme héte définitif le chat.

>

Figure 19 : kystes macroscopiques(géants) fusiformes au niveau des diaphragmes bovins(A),
(B) Photos Taibi-Meksoud M., 2013, laboratoire parasitologie et mycologie ENSV et
abattoir d’El Harrach).

Les kystes ont été écrasés et étalés sur des lames et couvertes de lamelles pour un examen direct
au microscope photonique (Gr x 40, x100). L’examen microscopique des kystes observés sur les
diaphragmes a montré des formes en banane représentant des bradyzoites du genre Sarcocystis
spp. (Fig.20).

Aucun cas de saisie pour cause de myosites eosinophilique n’a été enregistré au niveau de tous

les abattoirs.
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Figure\ 20 : Bradyzoites en forme de banane observés au niveau des Kkystes isolés des
diaphragmes (A: Gr x 40, B: Gr x 100) (Photos Taibi-Meksoud M., 2013, laboratoire
parasitologie et mycologie ENSV et abattoir d’El Harrach).

I11.2. Recherche de Sarcocystis par examen microscopigque
Pour la recherche de Sarcocystis par examen microscopique, nous avons utilisé deux techniques

différentes : la digestion enzymatique et 1’analyse histologique.

I11.2.1. Recherche des bradyzoites de Sarcocystis par digestion enzymatique
111.2.1.1. Prévalence
111.2.1.1.1. Prévalence globale de Sarcocystis spp.
La digestion enzymatique a été réalisée sur un total de 1150 préléevements de muscles

(cesophage et diaphragme) provenant de 575 bovins.

Les résultats ont révélé la présence de bradyzoites de Sarcocystis spp. en forme de «banane»
mesurant en moyenne (12.5x : 2.5um) (longueur X largeur) et un taux de positivé important sur
les deux muscles.

La coloration au May Grunwald Giemsa (M.G.G.) a partir des examens directs a permis de
mettre en évidence des bradyzoites avec un cytoplasme coloré en bleu foncé et un apex et un

noyau de couleur rose clair.

L’analyse des échantillons a révélé 516 bovins positifs soit une prévalence de la sarcosporidiose

bovine de 90 %. Seul 59 bovins sur 575 se sont avérés négatifs soit un taux de 10 % (Fig.21).
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¥ Bovins positif

R Bovins négatifs

w

Figure 21 : Prévalence de la sarcosporidiose bovine par la technique de digestion enzymatique

Les bradyzoites, en forme de banane, libérés apres digestion enzymatique des diaphragmes et des
cesophages sont observés au microscope optique (Fig 22). Parfois, les bradyzoites se situaient

sous des débris musculaires donc moins visibles.

Taibi -Meksoud .M Taibi —-Meksoud .M

Figure 22. Bradyzoites de Sarcocystis observés dans les échantillons de diaphragme et d’cesophage
(Coloration M.G.G, Gr x1000) (Photos Taibi-Meksoud M., 2015).

111.2.1.1.2. Prévalence de Sarcocystis spp. par abattoir
La prévalence par abattoir a été évaluée pour I’ensemble des animaux abattus et les taux sont

représentés dans le tableau 12.
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Tableau 12: Résultats de la prévalence (%) de Sarcocystis spp. par lieu d’abattage avec un intervalle de

confiance (IC) de 95% et un degré de signification de 5 % « valeur de P ».

. ) o Degré de
Parametres Variables Positifs IC % o
signification
El Harrach 52,17% [48,1 - 56,3]
Abattoirs Ruisseau 9,22% [6,9 - 11,6]
Tipaza 10 % [7,6 - 12,5] Significatif
P <0,05
Sidi Bel Abbes 2,09% [0,9 - 3,3]
Annaba 16,70% [13,6 - 19,7]

Les prévalences pour I’ensemble des abattoirs faisant objet de notre étude montrent des taux de
52.17% pour EI Harrach, 16.70% pour Annaba, 10 % pour Tipaza, 9,22 % pour le Ruisseau et
2.09% pour Sidi Bel Abbes.

L’analyse de I’influence du lieu d’abattage sur la prévalence de Sarcocystis spp. a montré une
différence significative (p <0.05) donc I’abattoir a un impact sur la prévalence en rapport avec le
nombre de bovins prélevés en fonction des capacités d’abattage. L’abattoir d’El Harrach montre

le taux le plus élevé.

111.2.1.2. Analyse de I’influence des facteurs de risque sur la prévalence de
Sarcocystis spp. obtenue par la technique de digestion enzymatique
Les facteurs de risque pris en considération dans notre présente étude sont le sexe, 1’age, la
saison, la région et ’origine des animaux. L’analyse de ces derniers a permis d’évaluer leur
impact sur la prévalence de Sarcocystis sur les 575 bovins testés et les résultats sont regroupés

dans le tableau 13.

111.2.1.2.1. Influence de ’effet sexe sur la prévalence de Sarcocystis spp.
La prévalence de Sarcocystis dans les muscles (diaphragmes et cesophages) est de 59,48% chez

les méles contre 30,26 % chez les femelles (Fig. 23).
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Figure 23 : Résultats des ’effet sexe sur la prévalence bovine de Sarcocystis spp.

L’analyse de I’influence du sexe sur la prévalence de sarcocystis montre que chez les deux
sexes , des taux presque similaires. Il en résulte que le sexe n’a aucune influence sur la

prévalence de Sarcocystis (p>0.05) chez les 575 bovins étudiés (Tab.13).

111.2.1.2.2. Influence de I’effet age sur la prévalence de Sarcocystis spp.
La prévalence de Sarcocystis dans nos échantillons, chez les 4 catégories d’age définies est de
23.3.% chez les bovins agés de moins de 2 ans , 21.74 % pour ceux agés de plus de deux ans,

29.22% entre 3 et 4 ans et de 15,48% pour les bovins agés de plus de 4 ans (Fig.24).

29,22% = Age

30,00% -
23,30%
25,00% - 21,74%

20,00% - 15,48%
15,00%
10,00% -

5,00%

0,00% T T T f
<2 ans 2-3[ B- 4[ = 4

\

Figure 24 : Prévalence de Sarcocystis spp. chez les bovins par tranches d’ages.

La prévalence de Sarcocystis spp. montre une différence trés significative (p < 0.001) entre les 4
tranches d’age, il en résulte que 1’age des bovins entre 3 et 4 ans montre une prévalence de

Sarcocystis plus importante chez les 575 bovins étudiés (Tab. 13)
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111.2.1.2.3. Influence de I’effet race (robe) sur la prévalence de

Sarcocystis spp.
Pour analyser ce facteur de risque, les données ont été regroupées en trois classes a savoir les
robes PN et PR regroupant différentes races et la race croisée. A 1’exception des races locales.
La prévalence de Sarcocystis chez les bovins est de 47.13 % chez les bovins de robe PN
(Holstein...), 31,13 % pour les bovins PR (Montbéliarde, Flekvieh ....) et de 11.48% les bovins

de races croisées (Fig.25).

47,13%
50,00%
25/ 00% ® Race /Robe
40,00% 31,13%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00% 11,48%
15,00%
10,00% -
500% | o
0,00% L2
PN PR Croisée

Figure 25 : Résultats de 1’effet race/robe sur la prévalence bovine de Sarcocystis spp.

La prévalence du parasite chez les différentes classes est presque similaire. 1l en résulte que la
race et/ou robe n’a aucune influence sur la prévalence de Sarcocystis spp. (p > 0.05) chez les 575

bovins étudiés (Tab.13).

111.2.1.2.4. Influence de I’effet region sur la prévalence de Sarcocystis spp.
La prévalence de Sarcocystis dans nos échantillons, au niveau des 04 régions définies de
I’ Algérie est de 37,74% au Centre, 34.43% a I’Est, 15.65% a 1’Ouest et 1.91% pour le Sud.
(Fig.26).

37,74% B R&o:
40,00% - 34,43% Regiona
35,00%
30,00%
25,00%
0,
20,00% 15,65%
15,00% -
10,00%
1,91%
5,00% - -
0,00% T T T f
Centre Est Ouest Sud

Figure 26 : Prévalence de Sarcocystis spp. chez les bovins par région.
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Les différentes régions ne montrent aucune influence sur la prévalence de Sarcocystis spp
(p > 0.05) (Tab.13).

L’analyse de la distribution des 516 bovins infectés par Sarcocystis spp. détectés par la technique
de digestion enzymatique au niveau des différentes wilayas (21) montre que Bouira (Région Est)
présente le nombre le plus élevé de bovins infectés (82) suivie d’Ain Defla (70) et Alger (69)
(Centre) ensuite Annaba (53) et Sétif (52) (Est) et Tipaza (42)(Centre) et la wilaya Relizane (41)
a I’Ouest. Le restant des wilayas montre un faible nombre variant de 1 & 25 bovins atteints
(Fig. 27).
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Figure 27 : Répartition des bovins infectés par Sarcocystis spp. par wilaya.

111.2.1.2.5. Influence de I’effet saison sur la prévalence de Sarcocystis spp.
La prévalence de Sarcocystis pour les 04 saisons est de 36.70 % pour I’hiver, 29.22% au

printemps et 21.22% en été et seulement de 2.61% pour I’automne (Fig.28).

36,70% .
|
40.00% - Saisons
35,00% 29,22%
30,00%
21,22%

25,00%
20,00%
15,00%
10,00% 2,61%
5,00% - ; -
0,00% ra : x 1 -

Hiver Printemps Eté Automne

Figure 28 : Prévalence de Sarcocystis spp. chez les bovins par saisons
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L’analyse démontre une différence trés significative (p < 0.001) entre les saisons. En effet
I’hiver est la saison la plus prévalente pour Sarcocystis spp. suivi du printemps et ensuite de 1’été
(Tab.13).

Pour la digestion enzymatique, I’ensemble des résultats de 1’analyse de chacun des facteurs de
risque (sexe, age, race, régions, saisons) pouvant influer sur la prévalence de Sarcocystis spp avec
un seuil de signification p<0.05 est reporté dans le tableau 13.

Tableau 13: Résultats de la prévalence (%) de Sarcocystis spp par la technique de digestion

enzymatique avec un intervalle de confiance (IC) de 95% et un degré de signification de 5 % « valeur
de P » par le test de chi-deux (X2) et comparaison des facteurs de risque.

. . .. Degré
Param9etres Variables Positifs IC % sig:ii:c?a?iin
Femelle 30,26% [26,5 - 34,0] Non Slgnlﬂcatlf
Sexe
Male 59,48% [55,5 - 63,5] P>0,05
<2ans 23,30% [19,8 - 26,80]
R [2-3[ 21,74% [18.4-2510] | Tres significatif
ge
[3- 4] 29,22% [25,5 - 32,90] P <0,001
>4 15,48% [12,5 - 18,40]
PN 47,13% [43,1-51,2]
Non significatif
Race PR 31,13% [27,3—34,9] P 0.05
Croisée 11,48% [8,9 - 14,1]
Centre 37,74% [33,8-41,7]
L . Est 34,43% [30,6 - 38,3] Non significatif
Region P> 0,05
Ouest 15,65% [12,7-18,6] '
Sud 1,91% /
Automne 2,61% [1,3-3,9]
Hiver 36,70% [32,8 = 40,6] Trés Slgnlflcatlf
Saison P < 0.001
Printemps 29,22% [25,5 - 32,9] <0
Eté 21,22% [17,9 - 24,6]
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111.2.2. Recherche des kystes de Sarcocystis par la technique histologique

En histologie, un prélévement est déclaré positif dés lors qu’au moins un kyste y est observé. Un
bovin est donc déclaré infecté quand au moins un kyste est observé sur I’ensemble des
échantillons (cesophage, diaphragme) issus de ce bovin (Bertin, 2013).

L’analyse histologique permet de dénombrer les kystes de Sarcocystis et d’identifier les espéces
mises en cause. En effet, en se basant sur des critéeres morphologiques a I'observation des coupes
histologiques au microscope optique, 2 types de kystes ont été observés a I’intérieur des fibres
musculaires. Le premier type est a paroi mince, caractéristique de Sarcocystis cruzi (Fig.29)
alors que le deuxiéme type est a paroi épaisse, il pourrait s’agir soit de Sarcocystis hominis soit

de Sarcocystis hirsuta (Fig.30).

/ﬁ
Figure 29: Coupe transversale de 2 kystes de Sarcocystis a paroi mince observé au niveau d’un
diaphragme (H&E, A : Gr x400 ; B : Grx1000) (Photos Taibi-Meksoud M., 2015).

-

Figure 30 : Kystes de Sarcocystis a paroi épaisse en coupe longitudinale (A) et transversale (B) observés
au niveau des diaphragmes (H&E, Gr x1000) (Photos Taibi-Meksoud M., 2015).
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Cependant la méthode histologique exige une observation précise pour différencier les kystes de
S. hominis ou de S. hirsuta lorsque celui ci présente une paroi épaisse. Les kystes a paroi fine
quant a eux sont nécessairement des kystes de S. cruzi. L’examen au microscope des kystes a
paroi épaisse observes au niveau des prélévements de muscles (cesophage, diaphragme) nous a
permis d’observer les cytophaneres de formes longues et cylindriques (en forme de doigts) et
presque perpendiculaires a la surface de la paroi (Fig. 31.A). 1l pourrait donc s’agir de S.
hominis (I’espéce zoonotique) (Fig. 31.B).

Taibi —Meksg

Figure 31 : Kystes de Sarcocystis a paroi épaisse en coupe transversale (A) observation des cytophaneéres
(Cp) en forme de doigts spécifique de ’espéce zoonotique S. hominis (B) observés au niveau des
diaphragmes (H&E, Gr x1000) (Photos Taibi-Meksoud M., 2015).

111.2.2.1. Prévalence globale des kystes microscopiques de Sarcocystis spp.
Seuls 366 échantillons sur les 575 bovins prélevés ont été analysés par la technique histologique
et ce suite au manque de moyens au niveau de I’ensemble des laboratoires d’histologie sollicités.
L’analyse histologique a révélé la présence de kystes sarcosporidiens chez 251 bovins sur les
366, soit une prévalence de 69% et 115 bovins négatifs soit 31% (Fig.32)

m bovins positifs

| ®bovins négatif

Figure 32 : Prévalence de kystes sarcosporidiens chez les bovins testés
par la technique histologique
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111.2.2.2. Prévalence des kystes sarcosporidiens selon le type de paroi
Chez les bovins porteurs de kystes de Sarcocystis, 1’observation microscopique a permis de

révéler deux catégories de répartition :

- Infestation par un seul type de kystes soit a paroi mince ou a paroi épaisse donc des cas de

mono-infestations.

- Infestation en méme temps par des kystes a paroi mince et des kystes a paroi épaisse donc des
doubles infestations ou infestations mixtes.

Le dénombrement des kystes réalisé sur 251 bovins parasités a revélé que 246 bovins étaient
infestés par des kystes a paroi mince soit 98 % tandis que 22 bovins avaient des kystes a paroi
épaisse soit 9%. Seul 19 bovins étaient doublement infestés par des kystes a paroi mince et
épaisse soit 7.56 % (Fig.33).

98% ® Bovins infestés
100% -
80% -
60% -
40%
9% 7,56%
.. e e
0% < : : ;
Kystes a paroi Kystes a paroi doubles
mince épaisse infestations

Figure 33 : Prévalence des kystes sarcosporidiens a paroi mince et épaisse
et des doubles infestations chez les bovins parasités.

111.2.2.3. Densité des kystes de Sarcocystis spp. chez les bovins parasités.
Le nombre de kyste a été calculé sur toute la surface du champ de chaque lame pour chacun des
muscles (cesophage et diaphragme) et ensuite la somme des kystes a été réalisée pour les deux

muscles de chaque bovin.

Chez les bovins parasités, un total de 1941 kystes de Sarcocystis spp. a eté dénombré. Ces kystes
se distribuaient dans les échantillons de diaphragmes et d’cesophages, selon 1’épaisseur de leur
paroi. Un nombre de 1910 kystes a paroi mince et 31 kystes a paroi épaisse a été observé sur

I’ensemble des échantillons des bovins parasités (Fig.34).
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Figure 34 : Nombre de kystes sarcosporidiens a paroi mince
et de kystes a paroi épaisse dans les échantillons des bovins parasités.

Tableau 14 : Densité du parasitisme des échantillons de diaphragmes et d’cesophages par des
Kystes & paroi mince et a paroi épaisse.

1a3kystes | 4 al0Kkystes | Plus de 10 kystes

PM PE PM PE PM PE
Nombre de Bovins
parasités 133 22 71 0 42 0
Nombre total de | o, | 39 | 435 | o | 1254 0
kystes

PM : Paroi mince, PE : paroi épaisse

L’examen des lames histologiques des échantillons de muscles (diaphragmes, cesophages)
présentant un nombre entre 1 et 3 kystes a paroi mince représente le nombre le plus faible sur
un nombre le plus elevé de bovins (133) par contre seulement 22 bovins montrent le nombre le
plus élevé de kystes a paroi épaisse (31).

Pour les lames entre 3-10 kystes, 71 bovins présentent un total de 436 kystes a paroi mince ,
aucun ne présentait de kystes a paroi épaisse .

En ce qui concerne les lames qui présentaient plus de 10 kystes a paroi mince, 42 bovins
parasités montrent un nombre important de Kystes soit un total de 1254.

Les lames du bovin n°® 170 présentaient le plus grand nombre de kystes a paroi mince avec un
total de 107 kystes.

On note que les kystes a paroi mince sont présents en plus grand nombre par rapport aux kystes a

paroi épaisse (Tab. 14).
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111.2.2.4. Etude des facteurs de risque sur la prévalence des kystes de S. cruzi
Vu que nous avons observé la présence d’une forte prévalence de S. cruzi et que cette espece est
considérée comme la plus pathogene chez les bovins (Dubey, Lindsay., 2006), il nous a semblé

intéressant d’étudier sa prévalence en fonction du sexe et de 1’age.

111.2.2.4.1. Prévalence des kystes de Sarcocystis cruzi selon le sexe
Sur les 251 bovins révélés positifs a la sarcosporidiose, nous avons pu compter 130 méales et 121
femelles. Les kystes de S. cruzi sont présents chez 126/130 males et chez 108/121 femelles
(Fig.35).

96%

E S.cruzi
96% -
94%
92%
90%
88%

86% -

84% +£

Male Femelle

Figure 35 : Prévalence des kystes de Sarcocystis cruzi chez les males et les femelles infestés.

111.2.2.4.2 Prévalence des kystes de Sarcocystis cruzi selon I’age
Sur les 246 bovins présentant des kystes de Sarcocystis cruzi , 70 bovins agés de moins de 2 ans
et 132 de plus de 2 ans , 4 de plus de 3 ans et 40 de plus de 4 ans présentaient des kystes a paroi
mince avec une prévalence de 28%, 54%, 2% et 16% respectivement.
Les kystes a paroi mince de Sarcocystis cruzi sont prédominants chez les bovins agés de plus de
2 ans (Fig.36).
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Figure 36 : Prévalence des kystes de S. cruzi chez les bovins parasités selon les tranches d’ages
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111.2.2.5. Analyse de I’influence des facteurs de risque sur la prévalence de
Sarcocystis spp. obtenue par la technique histologique
Les mémes facteurs de risque que pour la digestion enzymatique (sexe, I’age, saison, région et
race / robe) ont été analysés. L’analyse de ces derniers a permis d’évaluer leur impact sur la
prévalence de Sarcocystis sur les 366 bovins testés par la technique histologique et les résultats

sont regroupés dans le tableau 15.

111.2.2.5.1. Influence de ’effet sexe sur la prévalence de Sarcocystis spp.
La prévalence de Sarcocystis dans les muscles (diaphragmes et cesophages) est de 35,79% chez
les males contre 32,79 % chez les femelles (Tab.15)
La prévalence du parasite chez les deux sexes est presque similaire. Il en résulte que le sexe n’a
aucune influence sur la prévalence de Sarcocystis (p >0.05) chez les 366 bovins détectés positifs

en histologie (Fig.37).

® Femelle
Male

35,79%

Figure 37: Résultats de I’effet sexe sur la prévalence bovine de Sarcocystis spp.

111.2.2.5.2. Influence de I’effet ﬁ.ge sur la prévalence de sarcocystis spp.
La prévalence de Sarcocystis dans nos échantillons, chez les 4 catégories d’age définies est de
19,67% chez les bovins agés de moins de 2 ans , 36.89 % pour ceux ageés de plus de deux ans ,
1,09% entre 3 et 4 ans et de 10,93% pour les bovins agés de plus de 4 ans. (Tab.15). La
prévalence de Sarcocystis spp. montre une différence tres significative (p < 0.001) entre les
4 catégories d’age, il en résulte que I’age des bovins entre 2 et 3 ans montre une prévalence de

Sarcocystis plus importante chez les 366 bovins étudiés (Fig.38).
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Figure 38: Prévalence de Sarcocystis spp. chez les bovins infectés par tranches d’ages

111.2.2.5.3. Influence de ’effet race (robe) sur la prévalence de Sarcocystis spp.
Pour analyser ce facteur de risque, les données ont été regroupées en deux classes a savoir les
robes PN et PR regroupant différentes races et la race croisée excepté les races locales.
La prévalence de Sarcocystis chez les bovins est de 36,89% chez les bovins de robe PN
(Holstein.....), 31,69% pour les bovins PR (Montbéliarde, Flekvieh....) (Fig.39).
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Figure 39: Résultats de ’effet race/robe sur la prévalence bovine de Sarcocystis spp.

La prévalence de Sarcocystis spp. pour les différentes classes est presque similaire. 1l en résulte
que la race et/ou robe n’a aucune influence sur la prévalence de Sarcocystis spp. (p > 0.05) chez
les 366 bovins étudiés (Tab.15).

111.2.2.5.4. Influence de I’effet région sur la prévalence de Sarcocystis spp.
La prévalence de Sarcocystis dans nos échantillons, au niveau des 04 régions définies de
1I’Algérie est de 32,51% au Centre, 20,49% a I’Est, 13,37% a 1’Ouest et 2,19% pour le Sud.
(Fig.40).
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Figure 40 : Prévalence de Sarcocystis spp. chez les bovins par régions

La prévalence de Sarcocystis spp. au niveau des différentes régions ne montre aucune différence
(p > 0.05) (Tab.15).

L’analyse de la répartition des 251 bovins infectés par Sarcocystis spp. détectés par la technique
histologique au niveau des différentes wilayas (12) montre que Bouira (Région Est) présente le
nombre le plus élevé de bovins infectés (57) suivie d’Ain Defla (43) et Alger (32) (Centre)
ensuite Relizane (26) et la wilaya de Tipaza (24), (Centre- a 1’Ouest). Le restant des wilayas
montre un faible nombre de variant de 20 a 2 bovins atteints (Fig.41).
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Figure 41 : Répartition des bovins infectés par Sarcocystis spp. par wilaya.

111.2.2.5.5. Influence de I’effet saison sur la prévalence de Sarcocystis spp.
La prévalence de Sarcocystis pour les 04 saisons est de 34,97% pour I’hiver, 24,59% au
printemps et 6,56% en été et seulement de 2,46% pour 1’automne (Fig.42).
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Figure 42 : Prévalence de Sarcocystis spp. chez les bovins par saisons

L’analyse démontre une différence trés significative (p < 0.001) entre les saisons. En effet I’hiver

est la saison la plus prévalente pour Sarcocystis spp. suivi du printemps (Tab.15).

Pour I’histologie, I’ensemble des résultats de 1’analyse de chacun des facteurs de risque (sexe,
age, race, régions, saisons) pouvant influer sur la prévalence de Sarcocystis spp avec un seuil de

signification p<0.05 est reporté dans le tableau 15.

Tableau 15 : Résultats de la prévalence (%) de Sarcocystis spp. par la technique d’histologie
avec un intervalle de confiance (IC) de 95% et un degré de signification de 5% « valeur de P »
par le test de chi-deux (X2) et comparaison des facteurs de risque.

Parameétres | Variables | Positifs IC % Degré de signification
Sexe Femelle | 32,79% [28 - 37,6] Non significatif
Male 35,79% | [30,9 - 40,7] P>0,05
<2 ans 19,67% | [15.6 - 23,7]
Age [2-3[ 36,89% | [31.9-41,8] Trés significatif
[3- 4] 1,09% [0.0-2.2] P <0,001
> 4 10,93% | [7.7-14,1]
Race PN 36,88% | [31,9-41,8] Non significatif
PR 31,69% | [26,9-36,9] P >0,05
Centre 32,51% | [27,7 - 37,3]
Région Est 20,49% | [16,4 - 24,6] Non significatif
Ouest 13,99% [9,9-16,9] P>0,05
Sud 2,19% /
Automne 2,46% [0,9-4,0]
Saison Hiver 34,97% | [30,1-39,9] Tres Significatif
Printemps | 24,59% | [20,0 - 29,0] P < 0,001
Eté 6,56% [4,0-9,1]
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111.3. PCR

En PCR, un prélévement est déclaré positif pour le portage du parasite si au moins une fois a
I’électrophorése, une bande apparait pour 1’une ou 1’autre des espéces de Sarcocystis identifiees.
Un bovin est déclaré infecté par le parasite deés lors que 1’'un de ses prélévements est déclaré

positif.

Vu I'impossibilité de traiter I’ensemble des prélévements bovins, le choix s’est portée sur la
richesse des échantillons en bradyzoites lors de 1’analyse par la digestion enzymatique. Ainsi,
I’analyse PCR a été réalisée sur 168 culots de digestion conservés a -20 °C issus de 163 bovins

sur les 575 bovins ayant fait 1’objet de notre étude.

111.3.1.Prévalence de Sarcocystis spp.
Les résultats de I’analyse des prélévements pour chaque bovin par la PCR pour toutes
espéces confondues de Sarcocystis sont résumes dans le tableau 16.

La prévalence obtenue est élevée de I’ordre de 76% pour l'ensemble de bovins positifs
donc le genre Sarcocystis est bien détecté par PCR et confirme le diagnostic histologique.

Tableau 16 : Résultats de la PCR pour Sarcocystis spp.

PCR (N=163)
Positifs Négatifs | Prévalence
Extraits d’ADN 124 39 76,1 %

111.3.2.Prévalence des espéces de Sarcocystis

La PCR multiplex est un outil intéressant et performant pour déterminer les especes de

Sarcocystis incriminées. L’analyse des amplifiats d’ADN a permis de détecter deux espéces
identifiées comme S. cruzi et S. hominis avec des prévalences de 42% et 33% respectivement.
L’espéce S. hirsuta n’a pas été décelée dans nos échantillons. Des co-infestations S. cruzi-S.
hominis ont été décelées avec une prévalence de 16% (Tab.17). Par contre 31 bovins positifs en
genre de Sarcocystis, sont négatifs en PCR multiplex pour les especes de Sarcocystis. En effet,
aucun de ces prélevements n'ont présenté en PCR de bande visible sur le gel d’électrophorése

avec les amorces spécifiques de S. cruzi, hominis et hirsuta.
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Tableau 17: Résultats de la PCR Multiplex pour Sarcocystis cruzi, hominis et co-infestations.

PCR Multiplex (N=163)
Espéces de Sarcocystis | Positifs | Négatifs | Douteux Prévalence
S. cruzi 68 94 1 42% [34,1 - 49,3]
S. hominis 53 110 0 33% [25,3 - 39,7]
S. hirsuta 0 163 0 0%
Co-infestation 26 67 0 16% [10,3 - 21,6]
S. cruzi/ S. hominis

Les différents types de bandes visibles obtenues dans cette étude sont illustrés dans la
figure 43. La lecture se fait sur la base du poids moléculaire de chaque bande avec pour
référence le marqueur de poids moléculaire (M) avec les témoins positif (T+) et négatif (T-)
(Tab 18) :

- 284 pb pour S. cruzi (1)
- 182 pb pour S. hominis (2)
-T+ T-, et M (3)
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Figure 43 : Clichés des bandes obtenues sur le gel électrophorése, (A) pour Sarcocystis spp,
(B) pour les especes de Sarcocystis : S. cruzi, S. hominis (ONIRIS Nantes, Taibi-Meksoud
M., 2015).

Tableau 18: Reésultats de la PCR pour Sarcocystis spp. et PCR Multiplex pour les especes de
Sarcocystis.

N° | Echantillon PCR PCR Multiplex

Sarcocystis Spp. P M* S.cruzi | S.hominis | S. hirsuta P M*
01 130 Positif 182 pb Positif négatif Négatif 284 pb
02 140 Positif 182 pb Positif négatif Négatif 284 pb
03 148 Positif 182 pb Positif Positif Négatif 284 +182 pb
04 149 Positif 182 pb Positif Positif Négatif 284 +182 pb
05 150 Positif 182 pb Positif négatif Négatif 284 pb
06 159 Positif 182 pb Positif Positif Négatif 284 +182 pb
07 160 Positif 182 pb Positif négatif Négatif 284 pb
08 169 Positif 182 pb Positif négatif Négatif 284 pb
09 170 Positif 182 pb Positif négatif Négatif 284 pb
10 128 Positif 182 pb Positif négatif Négatif 284 pb
11 137 Positif 182 pb Positif Positif Négatif 284 +182 pb
12 129 Positif 182 pb Positif négatif Négatif 284 pb
13 168 Positif 182 pb Positif négatif Négatif 284 pb
14 139 Positif 182 pb Positif négatif Négatif 284 pb
15 147 Positif 182 pb Positif négatif Négatif 284 pb
16 157 Positif 182 pb Positif négatif Négatif 284 pb
17 138 Positif 182 pb Positif négatif Négatif 284 pb
18 158 Positif 182 pb Négatif Positif Négatif 182 pb

*PM : poids moléculaire
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Tous les résultats obtenus en PCR Sarcocystis spp. et PCR multiplex et les gels
d’¢électrophorése observées aux ultras violets (UV) sont représentés par les cliches
suivants (URM Sécalim , ONIRIS Nantes, Clichés Taibi-Meksoud M., 2015) :

. 11—14- U =

el e
e— -t e .

130 140 148 149 150 159 M 160165 170 128 137 129 168

139 147 157 138 158 T+ T- M

PCR 1 Genre 02 /10 /2015 Taibi —-Meksoud .M

Figure 44 : Clichés du gel d’¢lectrophorése de la PCR Sarcocystis spp. (Taibi-Meksoud M., 2015).
Tableau 19 : Résultats PCR Sarcocystis spp. (18 extraits d’ADN) (PCR 1).

PCR

N° Extraits | Sarcocystis spp. PM

01 130 Positif 182 pb
02 140 Positif 182 pb
03 148 Positif 182 pb
04 149 Positif 182 pb
05 150 Positif 182 pb
06 159 Positif 182 pb
07 160 Positif 182 pb
08 169 Positif 182 pb
09 170 Positif 182 pb
10 128 Positif 182 pb
11 137 Positif 182 pb
12 129 Positif 182 pb
13 168 Positif 182 pb
14 139 Positif 182 pb
15 147 Positif 182 pb
16 157 Positif 182 pb
17 138 Positif 182 pb
18 158 Positif 182 pb
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PCR 1 gel 2 du'09/10/2015
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Figure 45 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Sarcocystis spp. (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 20 : Résultats PCR Sarcocystis spp (13 extraits d’ADN) (PCR 1 gel .2)

N° | Extraits PCR
Sarcocystis spp. PM
1 1 Positif 182 pb
2 2 Positif 182 pb
3 3 Positif 182 pb
4 4 Positif 182 pb
5 5 Positif 182 pb
6 6 Positif 182 pb
7 7 Positif 182 pb
8 8 Positif 182 pb
9 9 Positif 182 pb
10 10 Positif 182 pb
11 11 Positif 182 pb
12 12 Positif 182 pb
13 13 Douteux 182 pb
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Figure 46 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Sarcocystis spp (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 21 : Résultats PCR Sarcocystis spp (13 extraits d’ADN) (PCR 1 gel .3)

. . PCR

N Extraits Sarcocystisspp | PM
1 14 Positif 182 pb
2 15 Positif 182 pb
3 16 Positif 182 pb
4 17 Positif 182 pb
5 19 Positif 182 pb
6 20 Positif 182 pb
7 21 Négatif /

8 22 Positif 182 pb
9 23 Positif 182 pb
10 24 Positif 182 pb
11 25 Positif 182 pb
12 26 Positif 182 pb
13 27 Positif 182 pb
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Figure 47 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Sarcocystis spp. (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 22 : Résultats PCR Sarcocystis spp (28 extraits d’ADN) (PCR 1 grand gel .1)

. _ PCR ] , PCR

N Extraits Sarcocystis spp. PM N"| Extraits Sarcocystis spp. PM
1 28 Douteux 182 pb 15 43 Positif 182 pb
2 29 Positif 182 pb 16| 44 Positif 182 pb
3| 30 Positif 182 pb 17| 45 Positif 182 pb
4 31 Positif 182 pb 18| 46 Positif 182 pb
5 32 Positif 182 pb 19 47 Positif 182 pb
6 33 Négatif / 20| 48 Négatif /

7 34 Positif 182 pb 21 49 Positif 182 pb
8 35 Positif 182 pb 22| 50 Positif 182 pb
9 37 Positif 182 pb 23| 51 Positif 182 pb
10| 38 Positif 182 pb 24| 52 Neégatif /
11 39 Douteux 182 pb 25 53 Positif 182 pb
12 40 Positif 182 pb 26 54 Positif 182 pb
13 41 Positif 182 pb 27 55 Positif 182 pb
14| 42 Négatif / 28 56 Négatif /
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Figure 48 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Sarcocystis spp (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 23 : Résultats PCR Sarcocystis spp (29 extraits d’ADN) (PCR 1 grand gel 2)

PCR SCR
N® | Extraits | Sarcocystis spp oM Ne | Extraits Sarcosystis . o
1] 57 Positif 182 pb 16 72 Positif 182 pb
2 58 Négatif / 17 73 Positif 182 pb
3] 59 Négatif / 18] 74 Positif 182 pb
4 60 Négatif / 19 75 Positif 182 pb
5] 61 Positif 182 pb 20| 76 Négatif /
6| 62 Positif 182 pb 21) n Positif 182 pb
7 63 Positif 182 pb 22 79 Positif 182 pb
8| 64 Positif 182 pb 23| 80 Négaif /
9| 65 Négatif / 24| 8l Positif 182 pb
10 66 Positif 182 pb 25 82 Positif 182 pb
11| 67 Négatif / 26| 83 Positif 182 pb
12| 68 Négatif / 2r| & Positif 182 pb
13 69 Négatif / 28| 85 Positif 182 pb
14| 70 Négatif / 29] 87 Positif 182 pb
15 71 Positif 182 pb
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Figure 49 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Sarcocystis spp (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 24 : Résultats PCR Sarcocystis spp (28 extraits d’ADN) (PCR 1 gel .1)

PCR PCR
N° | Extraits N° | Extraits
Sarcocystis spp PM Sarcocystis spp PM

1 86 Positif 182 pb 15 100 Positif 182 pb
2 88 Positif 182 pb 16 101 Positif 182 pb
3 89 Positif 182 pb 17 102 Positif 182 pb
4 90 Positif 182 pb 18 103 Positif 182 pb
5 91 Positif 182 pb 19 104 Positif 182 pb
6 92 Positif 182 pb 20 105 Positif 182 pb
7 93 Négatif / 21 106 Positif 182 pb
8 94 Positif 182 pb 22 107 Positif 182 pb
9 95 Positif 182 pb 23 108 Positif 182 pb
10| 96 Négatif / 24 109 Positif 182 pb
1| 97 Positif 182 pb 25 110 Positif 182 pb
12| 98 Positif 182 pb 26 111 Positif 182 pb
13| 78 Négatif / 27 112 Positif 182 pb
14 99 Positif 182 pb 28 113 Positif 182 pb
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Figure 50 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Sarcocystis spp (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 25 : Résultats PCR Sarcocystis spp. (14 extraits d’ADN) (PCR 1 gel. 2)

PCR
N° | Extraits
Sarcocystis spp. PM

1 114 Négatif /

2 115 Positif 182 pb
3 116 Positif 182 pb
4 117 Positif 182 pb
5 118 Positif 182 pb
6 119 Négatif /

7 120 Négatif /

8 121 Négatif /

9 122 Négatif /
10| 123 Négatif /
11| 124 Négatif /
12| 125 Négatif /
14| 126 Négatif /
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Figure 51 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Sarcocystis spp (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 26 : Résultats PCR multiplex (14 extraits d’ADN) (PCR 1 gel. 3)

PCR
N° | Extraits
Sarcocystis spp. | PM

1 127 Négatif /

2 131 Positif 182 pb
3 132 Négatif /

4 133 Négatif /

5 134 Négatif /

6 135 Négatif /

7 136 Négatif /

8 141 Positif 182 pb
9 142 Positif 182 pb
10| 143 Négatif /
11| 144 Négatif /
12| 145 Négatif /
14| 146 Négatif /
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Figure 52 : Clichés du gel d’¢lectrophorése de la PCR Sarcocystis spp (PCR 1 gel .4)
(Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 27 : Résultats PCR sarcocystis spp (13 extraits d’ADN) (PCR 1 gel .4)

PCR
N° | Extraits
Sarcocystis spp PM

1 151 Douteux 182 pb
2 152 Positif 182 pb
3 153 Positif 182 pb
4 154 Positif 182 pb
5 155 Positif 182 pb
6 156 Positif 182 pb
7 161 Négatif /

8 162 Positif 182 pb
9 163 Positif 182 pb
10| 164 Positif 182 pb
11| 165 Positif 182 pb
12| 166 Positif 182 pb
13| 167 Positif 182 pb
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Figure 53 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Sarcocystis spp (PCR 1 gel .1)
(Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 28 : Résultats PCR sarcocystis spp ( 24 extraits d’ADN retestés) (PCR 1 gel .1)

PCR PCR

N° | Extraits N° | Extraits
Sarcocystis spp PM Sarcocystis spp PM

1 13 Négatif / 13| 129 Positif 182 pb
2 39 Positif 182 pb 141 130 Positif 182 pb
3 59 Négatif / 15| 138 Positif 182 pb
4 67 Positif 182 pb 16| 139 Positif 182 pb
5 68 Positif 182 pb 17| 140 Positif 182 pb
6| 69 Douteux 182 pb 18] 143 Négatif /
7 96 Négatif / 19 147 Positif 182 pb
8 114 Négatif / 20| 148 Positif 182 pb
9 116 Positif 182 pb 21| 149 Positif 182 pb
10| 118 Positif 182 pb 22| 150 Positif 182 pb
11| 120 Positif 182 pb 23| 159 Positif 182 pb
12| 123 Positif 182 pb 24| 169 Positif 182 pb
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Figure 54 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Multiplex (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 29 : Résultats PCR multiplex (18 extraits d’ADN) (PCR 1).

PCR Multiplex
N° Extraits
S. cruzi S.hominis S. hirsuta PM

01 130 Positif négatif Négatif 284 pb
02 140 Positif négatif Négatif 284 pb
03 148 Positif positif Négatif 284+ 182 pb
04 149 Positif positif Négatif 284+ 182 pb
05 150 Positif négatif Négatif 284 pb
06 159 Positif positif Négatif 284+ 182 pb
07 160 Positif négatif Négatif 284 pb
08 169 Positif négatif Négatif 284 pb
09 170 Positif négatif Négatif 284 pb
10 128 Positif négatif Négatif 284 pb
11 137 Positif positif Négatif 284+ 182 pb
12 129 Positif négatif Négatif 284 pb
13 168 Positif négatif Négatif 284 pb
14 139 Positif négatif Négatif 284 pb
15 147 Positif négatif Négatif 284 pb
16 157 Positif négatif Négatif 284 pb
17 138 Positif négatif Négatif 284 pb
18 158 Négatif positif Négatif 182 pb
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Figure 55: Clichés du gel d’électrophorése de la PCR multiplex (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 30 : Résultats PCR multiplex (24 extraits d’ADN) (PCR 2).

PCR Multiplex _ PCR Multiplex

N | Extraits S.cruzi | S.hominis | S.hirsuta PM N | Extraits S.cruzi | S.hominis | S.hirsuta PM
1 (121 Négatif | Négatif Négatif / 13 [ 136 Négatif | Négatif Négatif /

2 |122 Négatif | Négatif Négatif / 14 | 141 Positif | Négatif Négatif 284 pb
3 |123 Positif | Négatif Négatif 284 pb 15 [ 142 Positif | Négatif Négatif 284 pb
4 124 Positif | Négatif Négatif 284 pb 16 | 143 Douteux | Négatif Négatif 284 pb
5 |125 Négatif | Négatif Négatif / 17 | 144 Négatif | Négatif Négatif /

6 |126 Négatif | Négatif Négatif / 18 | 145 Négatif | Négatif Négatif /

7 | 127 Négatif | Négatif Négatif / 19 | 146 Négatif | Négatif Négatif /

8 |131 Positif | Positif Négatif | 284+182 pb 20 [151 Négatif | Négatif Négatif /

9 |132 Négatif | Négatif Négatif / 21 | 152 Négatif | Négatif Négatif /
10 | 133 Négatif | Négatif Négatif / 22 |153 Négatif | Négatif Négatif /
11 | 134 Négatif | Négatif Négatif / 23 | 154 Négatif | Négatif Négatif /
12 | 135 Négatif | Négatif Négatif / 24 | 155 Positif | Négatif Négatif 284 pb
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Figure 56 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Multiplex (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 31 : Résultats PCR multiplex (24 extraits d’ADN) (PCR 3 gel .1)

PCR Multiplex PCR Multiplex
N | Extraits S. cruzi S.hominis | S.hirsuta PM N® | Extraits S. cruzi | S.hominis | S.hirsuta PM
1 |73 Négatif Négatif Négatif / 13 |85 Positif Négatif Négatif 284 pb
2 |74 Négatif Négatif Négatif / 14 |86 Positif Négatif Négatif 284 pb
3 |75 Négatif Positif Négatif 182 pb 15 |87 Négatif | Positif Négatif 182 pb
4 |76 Négatif Positif Négatif 182 pb 16 |88 Négatif | Positif Négatif 182 pb
5 |77 Négatif Négatif Négatif / 17 |89 Positif Négatif Négatif 284 pb
6 (78 Négatif Négatif Négatif / 18 |90 Négatif | Positif Négatif 182 pb
7 |79 Négatif Négatif Négatif / 19 |91 Négatif | Positif Négatif 182 pb
8 |80 Négatif Négatif Négatif / 20 |92 Positif Négatif Négatif 284 pb
9 |81 Négatif Négatif Négatif / 21 |93 Négatif | Négatif Négatif /
10 |82 Négatif Négatif Négatif / 22 |94 Positif Positif Négatif 284+ 182 pb
11 |83 Positif Négatif Négatif 284 pb 23 |95 Négatif | Positif Négatif 182 pb
12 |84 Douteux | Négatif Négatif 284 pb 24 |96 Négatif | Positif Négatif 182 pb
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Figure 57 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Multiplex (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 32: Résultats PCR multiplex (24 extraits d’ADN) (PCR 3 gel .2)

PCR Multiplex PCR Multiplex

N* | Extraits S.cruzi | S.hominis | S.hirsuta PM N | Extraits S.cruzi | S.hominis | S.hirsuta PM
01 (97 Négatif Négatif Négatif / 13 | 109 Négatif | Négatif Négatif /
02 |98 Négatif Négatif Négatif / 14 | 110 Négatif | Positif Négatif 182 pb
03 |99 Négatif Positif Négatif 182 pb 15 111 Négatif | Négatif Négatif /
04 |100 Négatif Négatif Négatif / 16 | 112 Négatif | Positif Négatif 182 pb
05 |101 Négatif Négatif Négatif / 17 | 113 Négatif | Négatif Négatif /
06 |102 Négatif Négatif Négatif / 18 | 114 Négatif | Positif Négatif 182 pb
07 |103 Négatif Négatif Négatif / 19 | 115 Négatif | Positif Négatif 182 pb
08 | 104 Négatif Négatif Négatif / 20 |116 Négatif | Négatif Négatif /
09 |105 Négatif | Positif Négatif 182 pb 21 | 117 Négatif | Négatif Négatif /
10 | 106 Négatif Négatif Négatif / 22 | 118 Négatif | Négatif Négatif /
11 | 107 Négatif Négatif Négatif / 23 | 119 Négatif | Négatif Négatif /
12 | 108 Négatif Négatif Négatif / 24 120 Négatif | Positif Négatif 182 pb
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Figure 58: Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Multiplex (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 33 : Résultats PCR multiplex (29 extraits d’ADN) (PCR 4 grand gel .1)

PCR Multiplex PCR Multiplex

N | Extraits S. cruzi S.hominis | S.hirsuta PM N® | Extraits S. cruzi | S.hominis | S.hirsuta PM
1 1 Positif Positif Négatif 284+182ph | | 16 16 Négatif | Négatif Négatif /

2 2 Positif Négatif | Négatif 284 pb 17 17 Négatif | Négatif Neégatif /

3 3 Négatif Négatif Négatif / 18 18 Négatif | Positif Négatif 182pb

4 4 Négatif Négatif Négatif / 19 19 Négatif | Positif Négatif 182pb

5 5 Négatif Négatif Négatif / 20 20 Négatif | Positif Négatif 182pb

6 6 Négatif Négatif Négatif / 21 21 Négatif | Négatif Négatif /

7 7 Négatif Négatif Négatif / 22 22 Positif Négatif Négatif 284 pb

8 8 Négatif Négatif Négatif / 23 23 Négatif | Négatif Négatif /

9 9 Positif Négatif Négatif 284 pb 24 24 Négatif | Négatif Négatif /

10 10 Négatif Négatif Négatif / 25 25 Négatif | Négatif Négatif /

11 11 Négatif Négatif Négatif / 26 26 Positif Positif Négatif 284+ 182 pb
12 12 Négatif | Positif Négatif 182 pb 27 27 Positif | Positif Négatif 284+ 182 pb
13 13 Négatif Négatif Négatif / 28 28 Positif Positif Négatif 284+ 182 pb
14 14 Négatif | Négatif | Négatif / 29 29 Positif | Positif Négatif 284+ 182 pb
15 15 Négatif Négatif Négatif /
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Figure 59: Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Multiplex (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 34 : Résultats PCR multiplex (13 extraits d’ADN) (PCR 4 gel .2)

PCR Multiplex
N° | Extraits s cruzi S.hominis [ S.hirsuta PM
01 30 Négatif Négatif Négatif /
02 31 Négatif Négatif Négatif /
03 32 Négatif Négatif Négatif /
04 33 Négatif Négatif Négatif /
05 34 Positif Négatif Neégatif 284 pb
06 35 Positif Négatif Négatif 284 pb
07 37 Positif Négatif Négatif 284 pb
08 38 Positif Négatif Négatif 284 pb
09 39 Négatif Négatif Négatif /
10 40 Négatif Négatif Négatif /
11 41 Négatif Négatif Négatif /
12 42 Négatif Négatif Négatif /
13 43 Négatif Négatif Négatif /
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Figure 60 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Multiplex (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 35 : Résultats PCR multiplex (13 extraits d’ADN) (PCR 4 gel .3)

PCR Multiplex

N° Extraits

S.cruzi | S.hominis | S.hirsuta PM
01 44 Négatif | Négatif Négatif /
02 45 Négatif | Négatif Négatif /
03 46 Négatif | Négatif Négatif /
04 47 Positif Positif Négatif 284+ 182 pb
05 48 Négatif | Négatif Négatif /
06 49 Positif Négatif Négatif 284 pb
07 50 Négatif | Négatif Négatif /
08 51 Négatif | Négatif Négatif /
09 52 Négatif | Négatif Négatif /
10 53 Négatif | Négatif Négatif /
11 54 Négatif | Négatif Négatif /
12 55 Positif | Négatif Négatif 284 pb
13 56 Négatif | Négatif Négatif /

Taibi-Meksoud .M 2015-2016 Page 103



Résultats

57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 M 67 68

71 72 156

PCR 4 GEL 4

161 M T+ T-

°

Taibi -Meksoud .M

08 /10 /2015

Figure 61 : Cliché du gel d’électrophorése de la PCR Multiplex (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 36 : Résultats PCR multiplex (18 extraits d’ADN) (PCR 4 gel .4)

Ne Extraits PCR Multiplex
S.cruzi | S.hominis | S. hirsuta PM
01 57 Négatif Positif Négatif 182 pb
02 58 Négatif | Négatif Négatif /
03 59 Négatif Positif Négatif 182 pb
04 60 Négatif | Négatif Négatif /
05 61 Négatif Positif Négatif 182 pb
06 62 Négatif Négatif Négatif /
07 63 Négatif Positif Négatif 182 pb
08 64 Négatif Négatif Négatif /
09 65 Négatif Négatif Négatif /
10 66 Positif Positif Négatif 284+ 182 pb
11 67 Négatif Positif Négatif 182 pb
12 68 Négatif Positif Négatif 182 pb
13 69 Négatif Positif Négatif 182 pb
14 70 Négatif Négatif Négatif /
15 71 Négatif Négatif Négatif /
16 72 Négatif Négatif Négatif /
17 156 Négatif Positif Négatif 182 pb
18 161 Négatif Négatif Négatif /
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Figure 62 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Multiplex (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 37 : Résultats PCR multiplex (06 extraits d’ADN) (PCR 1 gel .5)

PCR Multiplex
N° | Extraits
S.cruzi | S.hominis | S.hirsuta PM

1 162 Positif | Négatif Négatif 284 pb
2 163 Positif | Négatif Négatif 284 pb
3 164 Positif | Négatif Négatif 284 pb
4 165 Positif | Négatif Négatif 284pb
5 166 Positif | Négatif Négatif 284pb
6 167 Négatif | Négatif Négatif /
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Figure 63 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Multiplex (Taibi-Meksoud M., 2015).
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Tableau 38 : Résultats PCR multiplex (31 extraits d’ADN retestés) (PCR 1 gel .1)

PCR Multiplex PCR Multiplex

N | Extraits S.cruzi | S.hominis | S.hirsuta PM N | Extraits S. cruzi | S.hominis | S.hirsuta PM

1 3 Négatif | Négatif | Négatif / 16 20 Négatif | Positif Négatif 182 pb

2 4 Négatif | Négatif | Négatif / 17 21 Négatif | Positif Négatif 182 pb

3 5 Négatif | Négatif | Négatif / 19 23 Positif | Négatif Négatif 284 pb

4 6 Positif Positif Négatif 284-182 pb 20 24 Négatif | Négatif Négatif /

5 7 Négatif | Négatif | Négatif / 21 25 Négatif | Négatif Négatif /

6 8 Négatif | Négatif | Négatif / 23 30 Positif | Négatif Négatif 284 pb

7 10 Négatif | Négatif | Négatif / 24 31 Négatif | Négatif Négatif /

8 11 Négatif | Négatif | Négatif / 25 38 Positif | Négatif Négatif 284 pb

9 12 Négatif | Négatif | Négatif / 26 39 Négatif | Négatif Négatif /

10 14 Positif Négatif | Négatif 284 pb 27 40 Positif | Positif Négatif | 284-182 pb
11 15 Positif Positif Négatif 284-182 pb 28 41 Positif | Positif Négatif | 284-182 pb
12 16 | Positif | Positif | Négatif 284-182 pb 29 43 | Négatif | Positif Négatif 182 pb
14 17 Positif Positif Négatif 284-182 pb 30 44 Positif | Positif Négatif | 284-182 pb
15 19 Négatif | Positif Négatif 182 pb 31 45 Négatif | Positif Négatif 182 pb
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Figure 64 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Multiplex (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 39 : Résultats PCR multiplex (14 extraits d’ADN retestés) (PCR 1 gel .2)

. ) PCR Multiplex

N*| Extraits S.cruzi | S.hominis | S.hirsuta| PM
1 46 Négatif | Négatif | Négatif /

2 50 Négatif | Négatif Négatif /

3 51 Négatif | Négatif | Négatif /

4 53 Négatif | Négatif | Négatif /

5 54 Négatif | Négatif | Négatif /

6 64 Négatif | Négatif | Négatif /

7 83 Positif | Négatif Négatif | 284 pb
8 84 Douteux | Négatif | Négatif | 284 pb
9 85 Positif | Négatif Négatif | 284 pb
10 86 Positif | Négatif | Négatif | 284 pb
11 89 Positif | Négatif | Négatif 284pb
12 92 Positif | Négatif Négatif | 284 pb
14 93 Négatif | Négatif | Négatif /
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Figure 65: Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Multiplex (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 40 : Résultats PCR multiplex (14 extraits d’ADN retestés) (PCR 1 gel .3)

) PCR Multiplex
N* | Extraits S.cruzi | S.hominis | S.hirsuta PM
1 94 Négatif | Positif Négatif 182 pb
2 95 Négatif | Négatif Négatif /
3 96 Négatif | Négatif Négatif /
4 97 Positif | Positif Négatif 284-182 pb
5 98 Positif | Positif Négatif 284-182 pb
6 100 Positif | Positif Négatif 284-182 pb
7 101 Positif | Positif Négatif 284-182 pb
8 102 Positif | Positif Négatif 284-182 pb
9 104 Positif | Positif Négatif 284-182 pb
10 103 Positif | Positif Négatif 284-182 pb
11 106 Négatif | Négatif Négatif /
12 107 Négatif | Négatif Négatif /
14 108 Négatif | Négatif Négatif /
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Figure 66 : Clichés du gel d’électrophorése de la PCR Multiplex (Taibi-Meksoud M., 2015).

Tableau 41 : Résultats PCR multiplex (10 extraits d’ADN retestés) (PCR 1 gel .4)

PCR Multiplex

N° | Extraits

S.cruzi | S.hominis | S.hirsuta PM
1 109 Négatif | Négatif Négatif /
2 111 Positif | Négatif Négatif 284 pb
3 113 Positif | Négatif Négatif 284 pb
4 114 Négatif | Négatif Négatif /
5 117 Positif | Positif Négatif 284-182 pb
6 131 Positif | Positif Négatif 284-182 pb
7 137 Positif | Positif Négatif 284-182 pb
8 143 Négatif | Négatif Négatif /
9 149 Positif | Positif Négatif 284-182 pb
10 167 Positif | Positif Négatif 284-182 pb
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111.3.3. Analyse de Dl’influence des facteurs de risque sur la prévalence de

Sarcocystis spp. obtenue par la technique PCR
Les facteurs de risque pris en considération sont le sexe, 1’age, la saison, la région et I’origine
des animaux. L’analyse de ces derniers a permis d’évaluer leur impact sur la prévalence de

Sarcocystis sur les 163 bovins testés et les résultats sont regroupés dans le tableau 42.

111.3.3.1. Influence du sexe sur la prévalence de Sarcocystis spp.
La prévalence de Sarcocystis observée dans nos échantillons est de 9,20% chez les femelles
contre 66.87% chez les méles (Tab. 42). La prévalence du parasite chez les deux sexes est
presque similaire. Il en résulte que le sexe n’a aucune influence sur la prévalence de Sarcocystis

(p>0.05) chez les 163 bovins étudiés (Fig. 67).
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Figure 67 : Résultats des I’effet sexe sur la prévalence bovine de Sarcocystis spp.

111.3.3.2. Influence de I’age sur la prévalence de Sarcocystis spp.
La prévalence de Sarcocystis dans nos échantillons, chez les 3 catégories d’age définies est de
19,02% chez les bovins agés de moins de 2 ans, 38,65% pour ceux ages entre 2 et 3 ans et de
18,40% pour les bovins ages de plus de 3 ans (Tab. 42).
La prévalence de Sarcocystis spp. montre une différence non significative (p> 0.05) entre les 3
tranches d’age, cependant I’age des bovins entre 2 et 3 ans montre une prévalence de Sarcocystis

plus importante chez les 163 bovins étudiés (Fig. 68).
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Figure 68 : Prévalence de Sarcocystis spp. chez les bovins par tranches d’ages

111.3.3.3. Influence de la race (robe) sur la prévalence de Sarcocystis spp.

Pour analyser ce facteur de risque, les données ont été regroupées en trois classes a savoir les
robes PN et PR et la race croisée.

La prévalence de Sarcocystis chez les bovins est de 36,2% chez les bovins de robe PN, 25,15%
pour les bovins PR et de 14,72% pour les bovins de races croisées (Tab. 42).

La prévalence du parasite chez les différentes classes est presque similaire. Il en résulte que la
race et/ou robe n’a aucune influence sur la prévalence de Sarcocystis spp. (p> 0.05) chez les 163
bovins étudies (Fig.69).
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Figure 69 : Résultats de I’effet race/robe sur la prévalence de Sarcocystis spp.

111.3.3.4. Influence de I’effet région sur la prévalence de Sarcocystis spp.
La prévalence de Sarcocystis spp. au niveau des 03 régions de 1’ Algérie étudiées est de 47,85% a
I’Est, 22,09% au Centre et 6,13% a 1’Ouest (Tab.42). Les différentes régions ne montrent
aucune influence (p > 0.05) (Fig. 70).
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Figure 70 : Prévalence de Sarcocystis spp. chez les bovins par régions

L’analyse de la distribution des 163 bovins infectés par Sarcocystis spp. détectés par la technique
de PCR au niveau des différentes wilayas (15) montre que pour la région Est les wilayas de
Annaba (37) présente le nombre le plus élevé de bovins infectés suivi de Sétif (19) et Bouira
(11). Des taux plus faibles sont détectés au centre a Ain Defla (13) et Alger (12) suivi de la
wilaya Relizane (7) a I’Ouest. Le restant des wilayas montre un faible nombre de variant de 2 a 6
bovins atteints (Fig. 71). Aucun Sarcocystis n’est détecté a Batna et Souk Ahras.
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Figure 71 : Répartition des bovins infectés par Sarcocystis spp. par wilaya.

111.3.3.5. Influence de la saison sur la prévalence de Sarcocystis spp.
La prévalence de Sarcocystis pour les 04 saisons est de 38,65 % pour 1’été, 19,63 % en hiver et
17,18% en printemps et seulement de 0,61% pour I’automne (Tab.42). L’automne est regroupé
avec I’hiver vu le nombre insuffisant de bovins atteints. L’analyse démontre une différence non

significative (p > 0,05) entre les saisons. (Fig.72).
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Figure 72: Prévalence de Sarcocystis spp. chez les bovins par saison

Tableau 42 : Résultats de la prévalence (%) de Sarcocystis spp. par la technique PCR avec un intervalle
de confiance (IC) de 95% et un degré de signification de 5% « valeur de P » par le test de chi-deux (X?)
et comparaison des facteurs de risque.

Paramétres | Variables Positifs IC % Degré de
signification
Femelle 9,20% [4,8 - 13,6] Non 5|gn|flcatlf
Sexe P> 0,05
Male 66,87% | [59,6 - 74,1] '
<2ans 19,02% [13,0 - 25,00]
Age 2-3[ | 3865% |[3L2-4610] Nonpslgg'(f)'ga“f
> 3 18,40% | [12,5 - 24,40]
PN 36,20% [28,8 - 43,6]
Race PR 2515% | [18,5-3L,8] Nonpsfgggca“f
Croisee 14,72% [9,3-20,2]
Centre 22,09% [15,7 - 28,5]
Région Est 47.85% | [40,2-555] Nonpslgg'gga“f
Ouest 6,13% [2,5-9,8]
Automne 0,61% /
Hiver 19,63% [13,5 - 25,7] Non Slgnlflcatlf
Saison P>005
Printemps 17,18% [11,4 - 23,0] '
Eté 38,65% | [31,2-46,1]
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I11.4. Comparaison de la sensibilité et la specificité entre les méthodes

de diagnostic
Nous nous sommes intéressés a la sensibilité des méthodes de diagnostic utilisées dans notre
étude. La comparaison a été étudiée deux a deux a savoir pour la digestion enzymatique /
histologie et digestion enzymatique / PCR. Malheurecusement nous n’avons pas pu faire la
comparaison de 1’histologie avec la PCR car le regroupement des effectifs positifs pour les deux

techniques était trop faible.

I11.4.1. Comparaison de la sensibilite et la spécificité entre la
digestion enzymatique et I’histologie.
L’analyse des échantillons (cesophage, diaphragme) par les deux techniques sont au nombre 366.
Les résultats pour la technique de la digestion enzymatique révele que 89% des bovins étaient
infestés par Sarcocystis spp, alors que pour I’histologie, un taux de positivité de 69%
(Tab.43, Fig. 73).

Tableau 43 : Comparaison des prévalences de la Sarcosporidiose par les deux méthodes de
diagnostic (digestion enzymatique et histologie) chez les bovins étudiés.

Digestion enzymatique Histologie

Nombre | Taux de positivité| Nombre | Taux de positivité

Bovins infestés 322 88% 251 69%

Bovins non infestés 44 12% 115 31%

88%

Bovins infestes

90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20%
10% -
0%

69% Bovins non infestés

Digestion Enzymatique Histologie

Figure 73 : Comparaison des prévalences obtenues par les deux méthodes de diagnostic
(Digestion enzymatique et analyse histologique).
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L’analyse statistique par le test de « khi deux », démontre qu’il existe une différence hautement
significative  (p <0,0001) entre la technique de digestion enzymatique et la technique
histologique. En effet, on a observé plus de cas positifs avec la digestion enzymatique qu’avec la
technique histologique 88% par rapport a 69%.Pour les échantillons négatifs, 31% avec la

technique histologie et que 12% avec la digestion enzymatique.

La comparaison entre la technique de la digestion enzymatique et I’histologie a révélé que :
e Sur les 251 bovins positifs par I’histologie, 233 bovins ont été correctement diagnostiqués par
la digestion enzymatique. Ces 233 cas représentent les vrais positifs (VP) de la digestion
enzymatiques, et la sensibilité est égale a 233/251 soit 92,83% (Tab. 44).

e La sensibilité est la proportion observée de positifs d'apres la digestion enzymatique parmi les
individus vraiment positifs, c'est-a-dire classées comme telles par I'histologie. La digestion
enzymatique est positive chez 92.83% des prélevements, cette valeur correspond a une bonne

sensibilité.

e Chez 115 bovins négatifs a I’histologie, 26 bovins sont correctement déclarés comme négatifs
par la technique de la digestion enzymatique. Ces 26 bovins représentent les vrais négatifs
(VN) de la technique de la digestion enzymatique, avec une specificité de 26/115 soit 22,61%
(Tab. 44).

e La spécificité est la proportion observée de bovins négatifs d'aprés la technique de la
digestion enzymatique parmi les bovins vraiment négatifs. De ce fait ’examen est positif chez

89/115 soit 77.39% des prélevements négatifs par la technique histologie .

Rapport de vraisemblance (Likelihood Ratio) :

Le rapport de vraisemblance permet de combiner la sensibilité et la spécificité:

On trouve RV ou LR=1.20
Ceci signifie qu'un sujet dont le prélevement est positif a 1,20 fois plus de chances d'avoir un
résultat positif avec la technique de la digestion enzymatique qu'un sujet dont le prélevement est
négatif. La technique de digestion enzymatique décele plus les positifs que les negatifs. Comme
RV< 2 le test a un gain diagnostic faible.

Taibi-Meksoud .M 2015-2016 Page 115



Résultats

Tableau 44: Comparaison entre la sensibilité et la spécificité de la technique de la digestion
enzymatique et celles de la technique histologique.

Histologie
+ - T
* 233 (VP)| 89 (FP) 322
Digestion
Enzymatique |~ 18 (FN)| 26 (VN) 44
T 251 115 366

En conclusion, la technique de la digestion enzymatique est un examen sensible 92,83% [ 89.64%
- 96.02%], car il identifie bien les positifs, mais il est peu spécifique 22,61% [14.96% - 30.25%)]
puisqu’il considére a tort comme négatif plus de 77.39% (1-21.61%) des échantillons négatifs.
Un bon test de dépistage doit étre trés sensible (ne pas laisser passer un cas positif) et trés
spécifique.

Cependant, généralement, plus un test est sensible, moins il est spécifique.

Et, a I’inverse, souvent, plus il est spécifique, moins il sera sensible autrement dit, beaucoup de

positifs ont un test négatif.

111.4.2. Comparaison de la sensibilité entre la digestion enzymatique
et la PCR

L’analyse des échantillons (cesophage, diaphragme) par les deux techniques sont au nombre 163.
Les résultats pour la technique de la digestion enzymatique révele que 94% des bovins étaient
infestés par Sarcocystis spp, alors que pour la PCR, un taux de positivité de 76%(Tab.46,
Fig76).

Tableau 45 : Comparaison des prévalences de la Sarcosporidiose par les deux méthodes de
diagnostic (digestion enzymatique et PCR) chez les bovins étudiés.

Digestion enzymatique PCR

Nombre | Taux de positivité| Nombre | Taux de positivité

Bovins infestés 153 94 % 124 76%

Bovins non infestés 10 6%0 39 24 %
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aq9%, Bovins infestes
100% - Bovins non infestés
76%

80%
60%
40% o
20% - _ / .
0%

Digestion Enzymatique PCR

Figure 74 : Comparaison des prévalences obtenues par les deux méthodes de diagnostic
(Digestion enzymatique et PCR).

Le test de « khi deux », démontre qu’il existe une différence hautement significative (p <0,0001)
entre la technique de digestion enzymatique et la PCR.. En effet, on a observé plus de cas
positifs avec la digestion enzymatique 94% qu’avec la PCR 76%. Pour les échantillons négatifs,
6% avec la technique de digestion enzymatique et que 12% avec la PCR.

En effet, la digestion enzymatique s’est révélé la plus sensible que la PCR

La comparaison entre la technique de la digestion enzymatique et la PCR a révélé que :

e Sur les 124 bovins positifs par la PCR, 119 bovins ont été correctement diagnostiqués par la
digestion enzymatique. Ces 119 cas représentent les vrais positifs (VP) de la digestion
enzymatiques, et la sensibilité est égale a 119/124 soit 95,97% (Tab.46).
e Lasensibilité est la proportion observée de positifs d'apres la digestion enzymatique
parmi les individus vraiment positifs, c'est-a-dire classées comme telles par la PCR. La
digestion enzymatique est positive chez 95.97% des prélévements, cette valeur

correspond a une bonne sensibilité.

e Chez 39 bovins négatifs par la PCR, 5 bovins sont correctement déclarés comme négatifs par
la technique de la digestion enzymatique. Ces 5 bovins représentent les vrais négatifs (VN), et
la spécificité est de 5/39=12,82%. (Tab..46)
e La spécificité est la proportion observée de bovins négatifs d'aprés la technique de la
digestion enzymatique parmi les bovins vraiment négatifs. De ce fait I’examen est positif

chez 34/39 soit 87.18% des prélevements négatifs par la PCR.
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Tableau 46:Comparaison entre la sensibilité et la spécificité de la technique de la digestion

enzymatique et celles de la PCR.

PCR
+ -
+ 119(VP) | 34(FP) 153
Digestion
Enzymatique | - 5(FN) | 5(VN) 10
T 124 39 163

Rapport de vraisemblance (Likelihood Ratio) :

Pour le rapport de vraisemblance : LR ou RV =1.10

Ceci signifie qu'un sujet dont le prélevement est positif a 1,10 fois plus de chances d'avoir un

résultat, positif avec la technique de la digestion enzymatique qu'un sujet dont le prélévement

est négatif. . La technique de digestion enzymatique décele plus les positifs que les négatifs.

Comme RV< 2, le test a un gain diagnostic faible.

En conclusion, la technique de la digestion enzymatique est un examen sensible 95.97%

[92.51% - 99.43%], car il identifie bien les positifs, mais il est légerement spécifique 12,82%

[2.33% - 23.31%)]
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IVV. DISCUSSION

La sarcosporidiose bovine est une des parasitoses les plus répandues a travers la population
bovine domestique du monde entier. Sa prévalence atteint dans certaines régions 100% (Euzéby,
1997). Sarcocystis spp. est ’un des protozoaires responsables de la formation des kystes
musculaires et infectant plusieurs espéces animales a sang chaud (Dubey et Beattie, 1988;
Dubey et Lindsay, 2006) qui n’a aucune incidence en matiere de pertes économiques au niveau
des cheptels mais il semble étre impliqué dans les avortements chez le bétail (Fayer et Dubey,
1986). Les animaux infectés constituent une source importante d'infection pour les carnivores
agissant comme hotes définitifs et en conséquence, pour les autres animaux sauvages et
herbivores domestiques (Dubey et al., 1989b). Dans la majorité des cas les bovins infestés par
Sarcocystis spp. ne présentent pas de signes cliniques. Si on en décrit, les symptémes de la
sarcosporidiose bovine ne sont pas spécifiques, le parasite n’est que rarement recherché, et
I’étiologie de la sarcosporidiose clinique reste ainsi le plus souvent indéterminée (Dubey,

Lindsay, 2006). L’ importance de la sarcosporidiose bovine semble donc sous-estimée.

Dans notre étude, les données obtenues nous ont permis d’orienter la discussion en rapportant les
prévalences obtenues par les examens macroscopiques et microscopiques avec les trois
techniques de diagnostic de laboratoire utilisées a savoir la digestion enzymatique, I’analyse
histologique et enfin la PCR. Enfin, pour compléter I’évaluation de notre travail, une analyse des
facteurs de risque pris en considération (age, sexe, race/robe, origine des animaux) sera estimée.
Les résultats de notre étude ont montré des prévalences élevées variables entre les différentes
techniques utilisées ; 90 % pour la digestion enzymatique, 69% pour I’analyse histologique et 76
% pour la PCR.

e Preévalence des kystes macroscopiques

Lors de I’examen macroscopique des 1150 échantillons d’cesophages et de diaphragmes des 575
bovins, nous avons noté des kystes macroscopiques au niveau du diaphragme d’un seul bovin
soit une prévalence de 0.2 %. Nos résultats sont similaires & ceux obtenus par Latif et al.
(1999), en effet, ils ont not¢é a Baghdad (Irak), une prévalence de 0,2% de Kkystes
macroscopiques, apres un examen d’cesophages, de cceurs, de diaphragmes et de muscles
squelettiques de 1080 bovins. De méme que, Nahed et al., (2014) en Egypte ont observe des
kystes macroscopiques dans 3% des 61 carcasses bovines inspectées.
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Les plus fortes prévalences ont été enregistrées en Chine par Shi et Zhao (1987) qui ont détecté,
des kystes géants dans 64,78% des 159 carcasses bovines inspectées dans un abattoir de la
province de Jilin.

Contrairement en Algérie , Nedjari, en 2002 publie I’absence de kystes macroscopiques dans
573 eesophages de bovins prélevés dans les abattoirs d’Alger et de ses environs; de Harhoura et
al., en 2010 qui ont étudié 170 diaphragmes et 170 cesophages de bovins dans I’abattoir de
Rouiba constatent également I’absence de kystes macroscopiques, ainsi que ceux de Dekkiche
,2014 ; Lardjane et al., 2014, qui n’ont observé aucun kyste macroscopique sur les 63 et 110
carcasses bovines au niveau des abattoirs d’El Harrach, et de Ruisseaux respectivement et enfin
de Boussebata et al., 2014 lors de I’inspection de 103 carcasses bovines aux niveaux des
abattoirs de I’Est de I’ Algérie. L’absence de ces kystes a également été constatée dans d’autres
régions du monde, notamment en Iran, ou aucun kyste macroscopique n’a été mis en évidence
dans 02 études différentes. La premiére réalisée par Nourollahi Fard et al. (2009) sur des
échantillons d’cesophages, de cceurs, de langues et de muscles squelettiques de 480 bovins
prélevés a I’abattoir de la ville de Kermén. La deuxieme étude effectuée par Nourani et al.
(2010) sur des échantillons de diaphragmes et cesophages de 100 bovins prélevés au niveau de
I’abattoir d’Isfahan. De méme, Aldemir et Guclu (2004) n’ont observé aucun Kkyste
macroscopique en inspectant les échantillons de cceurs, d’cesophages et de diaphragmes de 100
bovins prélevés dans un abattoir de la province de Konya en Turquie.

Des auteurs ont effectué des infestations expérimentales avec des kystes géants sur les hotes
définitifs. Ces expériences ont permis aux auteurs d’établir avec une certitude que les kystes
macroscopiques étaient ceux de S. hirsuta. A titre d’exemple, Bottner et al., (1987a) ont infesté
expérimentalement 2 chats, 2 chiens et un homme volontaire par des kystes macroscopiques
d’environ 8 mm de long et 1 mm de large, isolés a partir de muscles squelettiques de bovins.
Seuls les chats ont excrété des oocystes prouvant ainsi que les kystes géants étaient infestant
pour les chats seulement. La méme expérimentation a été réalisée par I’équipe de Aissi et al.,
(2013) qui ont mis en évidence les oocystes de S. cruzii apres infestation de chats, chiens et

primates (singes magots) avec des portions de muscles infestés par des kystes microscopiques.

Dans notre étude, I’observation sur un seul bovin des kystes visibles a I’ceil nu est probablement
liée a la présence de I’espéce féline mais la faible prévalence (0,2%) pourrait étre expliquée par
la rareté de la présence du chat dans I’environnement des bovins (les paturages et les fermes).
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Dans la réalisation de notre travail, pour I’analyse des échantillons de muscles, nous avons
mélangé les cesophages et les diaphragmes ; En effet, selon Fassi-fehri et al. (1978) ; Euzeby
(1987), I’infestation de ces deux muscles par Sarcocystis est presque similaire. Ainsi, le mélange

des cesophages avec les diaphragmes augmente les chances de la mise en évidence du parasite.

e Prévalence par la digestion enzymatique

Le protocole de digestion enzymatique utilisé est largement cité dans la littérature scientifique
(Vercruysse et al., 1989; Savini et al., 1992) et est facile a realiser permettant d'atteindre une
excellente répétabilité.

L’examen microscopique de nos échantillons (cesophage, diaphragme) par la technique de
digestion enzymatique a révélé une quasi-totalité des bovins infectés. Cette technique
détermine une prévalence importante de 90% avec seulement 59 bovins négatifs soit 10 %o.
Cependant, il est possible que les bradyzoites aient été abimés dans les échantillons congelés,

ce qui aurait pu engendrer des faux-négatifs.

La prévalence obtenue dans notre étude est relativement similaire aux études rapportées dans
notre pays. En effet, en Algeérie, quelques études de prévalence de la sarcosporidiose bovine
ont été réalisées par Nedjari en 2002 dans la région d’Alger qui révele une prévalence de 63 %
sur 513 carcasses bovines et Khouni et al., (2009) signale une prévalence de 100% sur 170
bovins au niveau des abattoirs de Ruisseau et Rouiba. En 2014, Dekkiche, Lardjane et al. et
Boussebata et al., ont rapporté des prévalences de 88% sur 61 bovins a I’abattoir d’El Harrach,
89 % sur 110 Bovins a I’abattoir d’El Harrach et Ruisseau, 93% sur 103 bovins a I’abattoir
d’Annaba respectivement. Plus récemment, Zououiouche, Chaouadi et Djouhri (2015)
rapporte une prévalence de 100 % sur 59 bovins a I’abattoir de Tipaza et 95 % sur 200 Bovins a

I’abattoir d’El Harrach pour chacune des études.

Au Maroc, I’étude de Fassi-Fehri et al., (1978) ont montré un taux d'infestation de 100% chez
les bovins. En Belgique, une analyse de muscles provenant de 100 bovins abattus, a montré un
taux d'infection de 97 % par Vercruysse et al., (1989), ce qui a aussi €té démontré plus
récemment en France par Mary en 2005 par un portage de Sarcocystis spp. de 97 % sur 37
bovins étudiés. De méme que dans les travaux de Bertin, (2013) et Lemieux, (2014) qui
démontrent des prévalences de 100% sur des prélevements de cceurs, de diaphragmes et

caparacon sur 75 et 123 bovins respectivement.
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En Afrique et plus précisément au Nigeria, Obijiaku et al., (2013) notent une prévalence de 88
% sur des prélevement d’cesophages et 65 % sur les diaphragmes de 200 bovins testés.

En Iran, Nourollahi Fard et al., (2009) ont trouvé 100% des échantillons de ceeurs,
d’eesophages, de langues et de muscles squelettiques de 480 bovins positifs a I’infestation par
Sarcocystis.

En Egypte, Nahed et al., (2014) ont révélé la présence de bradyzoites dans 60% des bovins
prélevés des différents abattoirs du Caire et de Gizeh de méme que El-Dakhly et al., (2011), une
prévalence de 78.9% sur des prélévements de cceurs, d’cesophages et de langues de 379 Buffles.
Egalement en Irak, Latif et al., (1999), révelent une prévalence de 97.8 % sur des muscles de
bovins.

Dans le Sud de la Chine, la prévalence de Sarcocystis spp. est proche de 100% dans les
troupeaux de bovins et de buffles sauvages (Xiang et al., 2011). De facon générale, dans
beaucoup de régions du monde, la prévalence de Sarcocystis spp. dans le muscle de bovin adulte

est aux alentours de 100 %o.

Dans notre étude, la forte infestation des bovins par les Sarcocystis pourrait étre attribuée a une
pollution trés étendue des paturages et des fermes par les sporocystes de Sarcocystis éliminés
dans les feces des hétes définitifs. Le taux d’infestation en Sarcocystis spp. est remarquablement
élevé de facon ubiquitaire (Fassi-Fehri et al., 1978). D’une part, le chien, le chat et I’lhnomme
pourraient étre a I’origine de cette forte infestation s’ils émettaient en quantité importante de
sporocystes dans les féeces (Fayer, 1974). D’autre part, une multiplication intense des tachyzoites

pourrait en étre la cause (Jacobs et al., 1957).

e Recherche des kystes de Sarcocystis par I’étude histologique

L’examen histologique des muscles a montré que 69% des 575 bovins sont infestés par des
kystes de Sarcocystis ce qui est tres élevée. Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par
Harhoura et al., (2010) qui ont noté une forte prévalence de 90,8 % de 120 bovins abattus a
I’abattoir de Rouiba et ceux de Chaouadi et Djouhri, (2015) qui ont obtenus 80% des 200
bovins infestés par des kystes de Sarcocystis spp. lls concordent également avec ceux obtenus
par Woldemeskel et Gebreab (1996), en Ethiopie, qui ont noté une prévalence de 82% sur des
échantillons de diaphragmes, de masséters, de cceurs et d’cesophages de bovins. Godoy et al.
(1977), au Venezuela, ont estimé le taux d’infestation par Sarcocystis a 92,8% sur 630

échantillons de myocardes de bovins examinés.
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Mary (2005) en France, a détecté la présence de kystes de Sarcocystis spp. dans 89% des bovins
étudiés. Fassi-Fehri et al. (1978) au Maroc, ont décelé la présence de kystes de Sarcocystis spp.
chez 100% des bovins. Nourani et al. (2010) en Iran, 92% de bovins infestés par des kystes de
Sarcocystis spp. En Italie, Bucca et al., (2011) ont trouvé une prévalence de 96 % sur 50 bovins

analyses.

e Prevalence des kystes sarcosporidiens selon I’organe

Dans notre étude, un total de 1941 kystes de Sarcocystis spp. a été dénombré sur les 251 bovins
parasités. La quantification du nombre des kystes est réalisée pour I’ensemble des deux types
d’organes et non séparément. Mais des études montrent que selon I’organe de fortes prévalences
de kystes sarcosporidiens ont été obtenus, avec des taux d’infestation au niveau de I’cesophage et
du diaphragme presque similaires. Néanmoins, les travaux de Chaouadi et Djouhri (2015)
montrent que I’cesophage était I’organe le plus fréquemment infesté par les kystes de Sarcocystis
spp. suivi du diaphragme, avec des taux d’infestation de 70,5 % et de 60,5 % respectivement.

Aldemir et Gugll (2004) en Turquie ont révélé une prévalence plus élevée des kystes
microscopiques de Sarcocystis au niveau de I’cesophage avec 92% de cas positifs, suivi du cceur
et du diaphragme avec des taux d’infestation de 84% et 63 % respectivement. Par ailleurs, ces
auteurs ont constaté que I’cesophage contenait également le nombre le plus élevé de kystes de
Sarcocystis. Fassi-Fehri et al. (1978) ont également montré que I’organe le plus régulierement

infesté est I’cesophage, suivi du diaphragme et du masséter.

En revanche, certains auteurs ont obtenus des résultats différents notamment Harhoura et al.
(2010) qui ont observé une prédominance des kystes au niveau du diaphragme plutdt que dans
I’cesophage avec des taux d’infestation de 84% et 63,3% respectivement et Mary, (2005) a
observé une forte infestation dans le myocarde suivi du masséter, puis du diaphragme.

Selon Fassi-Fehri et al. (1978), I’cesophage semble donc étre I’organe le plus infesté qui
présente surement les meilleures conditions pour le développement du parasite, qu’il est donc
I’organe le plus sensible, le plus fidele et par consequent, le plus sir pour le diagnostic de la
sarcosporidiose. Flandrin et Léonard (2014) ont également choisi I'cesophage comme site
d'échantillonnage car selon Domenis et al. (2011), il est l'un des meilleurs sites
d'échantillonnages avec le diaphragme pour la surveillance a l'abattoir. En effet, S. cruzi se
localise préferentiellement dans le myocarde et lI'cesophage, S. hirsuta est rare et confiné a

I'cesophage et S. hominis a un tropisme pour I'cesophage et le diaphragme.
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e Préevalence des kystes sarcosporidiens selon le type de paroi

Dans notre étude, les résultats des examens histologiques ont montré que 98% des bovins
parasités étaient infestés par des kystes a paroi mince (S. cruzi), contre 9 % seulement avec des
kystes & paroi epaisse (S. hirsuta et/ou S. hominis). On constate que la prévalence des kystes a
paroi fine est supérieure a celle des kystes a paroi épaisse. Cela confirme que S. cruzi, est la seule
espece de sarcosporidie présente chez les bovins dont les kystes ont une paroi fine, est
prédominante par rapport aux autres especes.

Nos résultats sont homologues a ceux obtenus par Nedjari (2002) qui reléve la présence de
kystes de S. cruzii chez 60,2% des bovins alors que 39,8% avaient des kystes de S. hirsuta et/ou
S. hominis et Harhoura et al. (2010) note la présence de kystes de S. cruzii chez 85,8% des
bovins analysés, alors que les kystes a paroi épaisse étaient présents chez 25% des bovins. Ces
kystes a paroi fine étaient plus largement présents au niveau des deux organes, cesophages
(60,8%) et des diaphragmes (79,8%). Par contre Ruas et al. (2001) révéle des taux d’infestation
par les kystes de S. cruzi de 100% dans les deux organes. Dans d’autres études, il semblerait que
les kystes de S. cruzi se localisaient préférentiellement au niveau de I’cesophage; comme I’étude
de Mor¢ et al. (2008) qui signale une infestation plus fréquente de I’cesophage par les kystes de
S. cruzi comparé au diaphragme, avec des prévalences respectives de 71% et de 28%. Des
résultats similaires ont été observés en France, par Flandrin (2014) qui a constaté une

localisation préférentielle de S. cruzi dans I'eesophage avec une prévalence de 57%.

Selon Ruas et al. (2001), cette forte prévalence de S. cruzi est aussi favorisée par la capacité et la
durée d’élimination des sporocystes par les chiens.

Dans une autre étude réalisée en Turquie, Aldemir et Glgcli (2004) notent la présence de S.
cruzi chez 74% des bovins, la présence de S. hirsuta et S. hominis f(t rapportée respectivement
chez 15% et 3% des bovins. En Argentine, Moré et al. (2011) notent que 71,5% des kystes
étaient a paroi mince, alors que 23,1% seulement avaient une paroi epaisse de S. hirsuta et/ou S.

hominis

Dans notre étude, une trés faible prévalence de kystes a paroi épaisse a été observée (9%) sur les
muscles des bovins parasités. Nos résultats sont similaires a ceux de Ruas et al. (2001). Ces
auteurs ont démontré que les kystes de S. hirsuta étaient retrouvés uniquement dans les
diaphragmes avec une faible prévalence (1,4%). De méme Harhoura et al. (2010) ont démontré
que les kystes a paroi épaisse de S. hirsuta et/ou S. hominis étaient présents dans les diaphragmes

(23,5%) mais aussi dans les cesophages avec une plus faible prevalence (7.5%).
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Par contre, certains auteurs ont noté une prédominance des kystes a paroi épaisse de S. hominis.
En effet, en France, Lemieux (2014) a observé que 88,6% des bovins infestés par des kystes a
paroi épaisse de S. hominis, 61% par I’espéce S. cruzi alors que 1,6% contenaient des kystes a
paroi épaisse de S. hirsuta. En Belgique, Vangeel et al. (2007) ont noté une prévalence élevée
des kystes de S. hominis qui étaient présents dans 97,4% des échantillons de viande de bceuf
hachée crue.

Dans la littérature, des données similaires sur des prévalence élevées des kystes a paroi épaisse
sont signalées : 32% en France (Flandrin, 2014), 56 % en Belgique (Vercruysse et al., 1989),
44.5% en Italie (Domenis et al., 2011), et 49.8% en Allemagne (Mor¢ et al., 2014).

Vu que les kystes a paroi mince sont prédominants dans notre étude, nous pouvons affirmer que
les chiens et les canidés sauvages sont responsables de la contamination des paturages et des
points d’abreuvement du bétail avec les sporocystes éliminés dans leurs feces. De méme que la
présence de kystes a paroi épaisse et dont certains ont été identifiés comme étant I’espece
S.hominis nous permet d’affirmer dans ce cas, que les bovins étaient directement exposés aux
excréments humains et que ces animaux auraient broutés de I’herbe dans des zones polluées par

des déversements des eaux usées des habitations.

e Prévalence des Infestations mixtes
L’examen histologique a montré la présence d’infestation mixte chez un méme bovin. Nous
avons noté la présence des deux types de kystes avec une fréquence de 7,56% pour plusieurs
bovins (19). De nombreuses études ont révélé la présence de doubles infestations au sein d’un
méme animal domestique, chez les ovins (Beyazit et al., 2007a), les buffles d’Asie
(Jehle et al.,2009) mais aussi, les bovins. En effet, Harhoura et al., 2010 ont noté la présence
d’infestations mixtes aussi bien dans I’cesophage que dans le diaphragme avec des fréquences
respectives de 5% et de 19,3%. Mary (2005) a également observé 27% des bovins infestés
simultanément par des kystes a paroi mince et paroi épaisse, et localisaient beaucoup plus dans le

myocarde.

Des cas de doubles infestations ont été également observés chez les animaux sauvages comme le
cerf a queue blanche (Atkinson et al., 1993) et le tatou (DE Lucia et al., 2002). Flandrin, 2014
note une prévalence de la co-infestation de 21%. Par contre des taux plus élevés dans certain
pays ont été publiés : 96% au Brésil (Pena et al., 2001), 57% en Italie (Domenis et al., 2011).
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La présence des infestations mixtes indique que les bovins peuvent étre infestés simultanément
par plusieurs espéces de Sarcocystis comme cela a été observé dans notre étude. Cependant, des
kystes de Toxoplasma gondii et néospora caninum peuvent également étre présents au sein de
leurs muscles et doivent étre différenciés de Sarcocystis. La paroi de ces kystes est fine. Cela
peut étre une source de confusion. Selon Fassi-Fehri et al., 1978, on peut distinguer les kystes
sarcosporidiens des kystes de Toxoplasma gondii et Néospora caninum par les criteres définis
dans le tableau 48.Mais malgré ces critéres, la confusion est toujours possible en histologie
(Wouda et al., 2006).

Tableau 47 : Principaux criteres de diagnose différentielle entre les kystes de Sarcocystis sp ,
Neospora caninum et Toxoplasma gondii (Chermette et Marquer, 2000, Boireau et al., 2002 ;
Hesse, 2002 ; Dubey et al.,2002 ; Guinot, 2005 ).

Neospora caninum Toxoplasma gondii Sarcocystis sp.
Structure Aspect identique au microscope optique
générale
PAS* négatif PAS* positif

Structure du e Paroi plus épaisse (1- e Paroi plus fine e Paroi épaisse
kyste 4um) que la largeur des (0,5um) que la largeur o Kyste tissulaire septé

bradyzoites des bradyzoites

e Kyste tissulaire non

septé¢ .~
Identification S -
des kystes ey

L - A0

*PAS : Coloration a I’Acide I—Drérioo-lique-Schiff
e Intensite du parasitisme des échantillons de bovins infestes
Il nous a semblé intéressant d’évaluer I’intensité du parasitisme des animaux positifs. Le nombre
de kystes visibles dans chaque prélevement est une information intéressante que nous fournit
I’étude histologique et que ne peut fournir la PCR multiplex. Nous avons noté la présence de
1941 kystes de Sarcocystis spp. chez les 251 bovins parasités. D’une part, nous avons trouvé un
nombre tres important de kystes a paroi mince (1910 kystes). Ces résultats sont comparables a
ceux de Harhoura et al. (2010) qui ont noté la présence de 619 et 694 kystes a paroi mince dans
les diaphragmes et cesophages respectivement. D’autre part, nous avons trouvée 31 kystes a paroi
épaisse seulement contrairement Harhoura et al. (2010) qui ont noté 109 et 26 kystes a paroi

épaisse respectivement dans les diaphragmes et cesophages.
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Dans notre étude, la majorité des bovins parasités (133) présentaient moins de 03 kystes a paroi
mince et seulement 22 bovins des kystes a paroi épaisse. Aucun des bovins infestés n’avaient
plus de 4 kystes a paroi épaisse par contre 113 bovins avaient plus de 4 kystes a paroi mince
dont 42 bovins avec plus de 10 kystes.

Nos résultats concordent avec ceux de Chaouadi et al. (2015) qui ont noté d’une part un nombre
tres important de kystes a paroi mince dans les diaphragmes (675 kystes) et les cesophages (745
kystes) et d’autre part, 10 kystes a paroi épaisse seulement qui se localisaient tous au niveau du
diaphragme. De méme que Léonard (2014) qui constate une prévalence des kystes a paroi
mince (49 % a 83 %) supérieure a celle des kystes a paroi épaisse (28 % a 50 %) sur 446
cesophages bovins. Flandrin (2014) enregistre également une prédominance de kystes a paroi
mince (57 %) contre 33% kystes a paroi épaisse sur 462 échantillons d’cesophages de bovins
L’étude de Bertin (2013), établit que chez les animaux saisis pour myosite éosinophilique, une
valeur de 1 a 2 kystes par lame (maximum 6 Kkystes,) soit une moyenne de 1,44 kystes ont été
trouvés par contre chez les animaux témoins (sans lésions) un nombre plus élevés,
principalement dans les cceurs (10- 30 kystes) avec une moyenne de 3,96 kystes par prélevement

a été calculé.

Dans notre étude, on peut confirmer que S. cruzi, seule espece de sarcosporidie présente chez les
bovins est prédominante par rapport aux autres espéces comme dans les travaux de Léonard
(2014) ou les diaphragmes et les cesophages ayant un nombre important de kystes augmentent

probablement le risque d’infestation des hétes définitifs.

En effet, I’étude de Aissi et al. (2013) sur I’infestation expérimentale des chiens, des chats et des
singes avec de la viande hachée bovine contaminée par les 2 types de kystes ont révélée qu’une
faible concentration en kystes dans la viande n’était pas suffisamment infestante pour les hotes
définitifs. Il est également possible que I'évolution d'un type de réaction plut6ét qu'un autre ne
dépende pas uniquement ou pas du tout de I'espéce incriminée, mais bien de facteurs individuels,

génétiques (Granstrom et al., 1989).

e Prevalence par la technique PCR
La PCR multiplex est un puissant outil permettant la détermination des especes incriminées.
En effet, il existe d'autres méthodes qui le permettent, la RAPD PCR en est une (Guclu et al.,

2004), mais elle est moins facile a mettre en place que la PCR multiplex.
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Les caractéristiques exactes de cette méthode multiplex est trés récente en ce qui concerne
I'étude de la sarcosporidiose et donc sont encore a explorer. Il serait intéressant, par exemple, de
déterminer pour cette méthode, la quantité d'’ADN minimale nécessaire a I'apparition de la bande
de positivité, et ce pour chaque espéce (Honoré, 2011). Dans le cas de prélevements doublement
positifs, il faudrait connaitre si ce seuil est modifié pour chacune des espéces présentes
(Bertin, 2013).

Il serait essentiel de déterminer une sensibilité et une spécificité exactes pour cette PCR
multiplex. Les spécificités de méthodes similaires ont été déterminées en réalisant ces méthodes
sur des mélanges d'especes. Pour cela, la confirmation des espéces de Sarcocystis s’est avérée
nécessaire et par conséquent la prévalence des especes de Sarcocystis S. cruzi, S. hirsuta et de S.

hominis a été déterminée par I’amplification génique (PCR).

Dans notre étude, les résultats ont démontré que 76% des bovins (124/163) sont effectivement
positifs au genre Sarcocystis et que 24% se sont avérés négatifs (39/163). Des prévalences plus
élevées sont observees dans les travaux de Bertin (2013) qui obtient une prévalence par PCR
multiplex de 100 % chez les bovins témoins et 98,2 % chez les animaux saisis pour myosite
éosinophilique et ceux de Vercruysse et al., (1989), Bucca et al.,(2011) et More et al. (2010)
qui ont respectivement publié des valeurs de prévalence de 97 %, 96 % et 99,7 %. La valeur de
99,7%, notamment, est basée sur une étude employant des techniques d'analyse moléculaire
(More et al., 2010).

Concernant la PCR multiplex, celle-ci a permis I’identification de deux espéces impliquées avec
des prévalences de 42 % pour S. cruzi, 33 % pour S. hominis et enfin 0 % pour S. hirsuta.

Pour les especes identifiées, en combinant nos résultats obtenus par PCR avec ceux obtenus par
I’étude histologique, il semblerait que les kystes a paroi épaisse, serait uniquement des kystes de
S. hominis. En effet, aucun prélévement n'a présenté en PCR de bande visible autour de 100

paires de bases, bande caractéristique de S. hirsuta.

L'absence de cette espéce de Sarcocystis peut sembler surprenante du fait de la présence de
chats errants a proximité des exploitations ; méme observation pour Bertin (2013) ou S. hirsuta
n’est pas observé mais par contre S. hominis a été identifié dans les échantillons des bovins saisie
pour myosite éosinophilique avec pour site électif les muscles striés squelettiques. S. cruzi a été
aussi identifiée et est significativement plus représenté dans le myocarde des bovins témoins

(sans lésions).
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Par contre, des faibles prévalences (1.6%) sont rapportées en France dans les travaux de
Lemieux (2014) et aussi sur des bovins du nord ouest de I’ltalie. Chiesa et al. (2014) met en
évidence une prévalence de 4%. Dans une autre étude en Argentine, Moré et al. (2013) publie
une prévalence de 3.7 % sur des prélevements de bovins. Cependant une forte prévalence (44
%) est rapportée par Jehle et al. (2009) au Vietnam.

L’absence de S. hirsuta dans nos préléevements, nous permet de supposer d’une part que
I'alimentation du chat et du chien domestiques sont légerement différentes car le chien est
souvent nourri avec les restes de tables alors que le chat de ferme devait plus souvent subvenir
par lui-méme a ses besoins. Le chat est donc peut étre moins en contact avec la viande bovine
que le chien. D’autre part, les zones d’alimentation des bovins sont peut étre moins
superposables avec les zones de déjection du chat par rapport a celles du chien et des animaux de
la faune sauvage porteurs de S. cruzi. Enfin, le chat est décrit comme étant moins bon excréteur
que le chien (Bertin, 2013).

S. cruzi est réputé plus pathogéne que S. hominis. Il est plus fréqguemment responsable de la
forme aigué de sarcosporidiose, et a des doses d'ingestion plus faibles. Il est envisageable qu'il
existe une différence dans la forme de réponse immunitaire selon que l'infection soit due a S.
hominis ou a S. cruzi. Il est connu qu'une immunité de prémunition se met en place lorsque le
bovin est exposé a des doses relativement faibles de sporocystes avant d'étre exposé a une dose
beaucoup plus importante. 1l est également connu que la qualitt de l'immunité est
proportionnelle aux doses auxquelles le bovin est exposé. L'immunité est par ailleurs entretenue

par une exposition répétée puisque les kystes dégénerent apres environ 3 mois (Euzéby, 1998).

Dans notre étude, Aucun cas de saisie pour myosite eosinophilique (ME) sur I’ensemble des
carcasses des 575 bovins, ayant fait I’objet de notre étude. Ceci n’est pas le cas en France ou les
saisies pour myosites eosinophilique sont en nette augmentation depuis plusieurs années et
concernent des animaux en bonne santé et de grande valeur bouchére engendrant des pertes de
quelques millions d’Euros (Cappelier et al., 2015). Les différentes études menées a ONIRIS
Nantes révelent qu’une infection mixte par S. hominis et S. cruzi n’a pas d’influence sur le

déclenchement de la réaction de ME (Cappelier et al., 2015).
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En revanche S. cruzi est significativement plus présent chez les animaux sains (sans Iésions ME)
que chez ceux saisis pour ME. S. hominis semble isolé seul plus souvent chez les bovins saisis
que chez les témoins (Lemieux, 2014). Honoré en 2011 avait déja mis en évidence une
prévalence de 96% de S. hominis contre 4% de S. cruzi parmi les bovins saisis, dont le résultat de
PCR était positif. La méme observation est faite dans une étude menée en Italie (Chiesa et al.,
2011).

Des co-infestations de S. cruzi / S. hominis ont été décelée avec une prévalence de 16 %. Des
résultats comparables ont montré une prévalence de co-infestation un peu plus élevée de 24%
pour S. cruzi / S. hominis mais d’autres co-infestations ont été détectées telle que pour S. cruzi /
S. sinensis (30%) et 55% pour S. hominis /S. sinensis (Flandrin, 2014). Des taux variables ont

été trouvés : 8.9% toutes especes confondues en Argentine (Moré et al., 2013), 28% toutes

especes confondues en Allemagne (Moré et al., 2014).

Il est & noter que 31 échantillons d’extrait d’ADN traités en PCR étaient positifs pour le genre
Sarcocystis mais aucune des especes n’a été détectée par la PCR multiplex pour les amorces
spécifiques de S. cruzi, hominis et hirsuta. Cela suppose qu’il pourrait s’agir d’une autre espece
de Sarcocystis : peut étre S. sinensis ?. Effectivement, une étude récente a mis en évidence qu’il
existait une quatrieme espéce chez les bovins: S. sinensis dont I’h6te définitif n’est pas connu
(More et al., 2014). Dans leur étude, ces auteurs publient que S. sinensis peut infecter les bovins
et est particulierement présente chez les bovins élevés en Allemagne avec une prévalence de 37
% contre 6.2 % pour S. hominis. Ainsi les fortes similitudes histologiques des kystes et les tres
faibles différences biomoléculaires qui existent entre les deux espéces pourrait conduire a une
surestimation de la prévalence de S. hominis au dépend de S. sinensis. Cependant cette hypothése
est contredite par une autre étude qui considere que comme la description de S. sinensis n’a
jamais été publiée selon les regles en vigueur du code international de nomenclature zoologique
(ICZN,1999), on ne peut pas considérer S. sinensis comme une nouvelle espéces (Dubey et al.,
2014).

D’autres études seront nécessaires afin d’approfondir cette situation et déterminer si S. sinensis
est une nouvelle espéce et/ou une sous espéces de S. hominis (Lemieux, 2014). Une nouvelle
appellation est proposée pour dénommer cette espece ; S. sinensis par S. rommeli des bovins
(Dubey et al., 2015).
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e Analyse des facteurs de risque
L'étude des facteurs de risque (sexe, age, race, saison et région) a permis d’identifier quelques
facteurs pouvant jouer un role dans la prévalence de Sarcocystis dans les carcasses bovines. La
comparaison de nos données avec celles des autres pays est parfois difficile due au fait que ces
pays sont trés différents de I'Algérie par rapport au climat, aux races des bovins ou aux modes
d’élevage. Notre travail sur la prévalence de Sarcocystis vient compléter le peu de données

existantes en Algérie.

- Le Facteur age
Dans notre étude, la prévalence de Sarcocystis spp. et des kystes microscopiques chez les bovins
est influencée par I'dge. La tranche d’age qui influe sur la prévalence de Sarcocystis est
représentée par les animaux ageés entre 2 et 4 ans. En Algérie, nos résultats ne concordent pas a
ceux de Harhoura et al., (2010), Dekkiche (2014), Lardjane et al. (2014) et Boussebata et al.
(2014) qui ne trouvent pas d’influence de I’age sur la prévalence des Sarcocystis. En Iran,
Nourollahi Fard et al. (2009) ; Najafiyan et al. (2008), et Fassi-Fehri et al., 1978 au Maroc,

ont également constaté I’absence de I’influence de I’age sur la prévalence des Sarcocystis.

Par contre, d’autres auteurs ont trouvé qu’il existait une influence de I’age sur la prévalence de
Sarcocystis. En effet, en France, L’étude réalisée par Fradin et al. (2002) et Guénégan (2009)
montrent qu’il existe une relation entre I’dge des bovins et le taux de saisie pour la
sarcosporidiose. Effectivement, la totalité des saisies concernait des bovins agés, alors qu’aucun
veau n’a été saisi pour ce motif. Seneviratna et al. (1975) et Park et al. (1992) ont constaté
I’absence de I’infestation chez les veaux agés de moins d’une année, alors que des bovins plus
agés étaient infestés. D’aprés Guénégan (2009), ce faible risque d’étre exposé a I’infestation
chez les jeunes bovins peut étre expliqué par le fait que ces derniers sont élevés pendant la
majorité de leur vie dans des batiments clos. Donc les contacts directs ou indirects avec des
carnivores domestiques ou sauvages sont a priori quasi-inexistants. Ainsi, I’acces au paturage se
limite aux vaches allaitantes. Selon Fukuyo et al. (2002b), cette augmentation du parasitisme
avec I’age peut étre due au fait que I’animal subi des infestations a répétition, ce qui,
progressivement entrainerait une accumulation des kystes au niveau des muscles avec I’age.

En revanche, Savini et al. (1992) ont obtenu des resultats contradictoires. Selon eux, lI'immunité
acquise avec I'age de I'hdte va réduire le nombre de kystes avec le temps. Ainsi, la prévalence de
Sarcocystis spp. baissait de fagon significative chez les plus agés. Par contre pour Léonard

(2014) établit que la prévalence atteint un pic a 6-7 ans.
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- Le Facteur sexe
Dans la présente étude, la prévalence de Sarcocystis spp. et des kystes microscopiques de
Sarcocystis chez les bovins n’est pas influencée par le sexe. Les mémes résultats ont été trouvés
par Harhoura et al. (2010) et Dekkiche (2014) qui n’ont trouvé aucune influence du sexe sur la
prévalence de Sarcocystis. En Iran, Nourollahi Fard et al. (2009) et Najafiyan et al. (2008) ont

également constaté I’absence de I’influence du sexe sur la prévalence des Sarcocystis.

Par contre, d’apres Edwards (1984), Corner et al. (1961) et Reiten et al. (1966), il existerait
une difference significative entre le degré d’infestation des males et des femelles. En effet, dans
leurs études les femelles etaient plus infestées que les méles. Edwards (1984) justifie ce taux
élevé d’infestation chez les femelles par un tropisme musculaire des Sarcocystis variable selon le
sexe. Le parasite se localise préférentiellement au niveau de I’utérus. Cette hypothése est
confortée selon lui par les cas d’avortements signalés chez les bovins lors de sarcosporidiose
aigué. En France, Bertin (2013), a constaté que les femelles étaient également plus infestées que
les males. Selon ce dernier, ceci pourrait étre du au mode d’élevage (accés aux patures,
modalités d’alimentation) légerement différents pour les males et les femelles. Par contre, Savini

et al., (1992) ont noté une prévalence plus élevée chez les males que chez les femelles.

En général, les animaux des deux sexes quel que soit leur race, sont contaminés du fait de leur
exposition a une grande pollution de leur environnement par les ookystes sporulés et les
sporocystes infectants de Sarcocystis qui sont constamment et intensément éliminés par les féces
des hotes definitifs (Euzeby, 1997).

- Le facteur race

La prévalence de Sarcocystis spp. n’est pas influencée par la race mais la variabilité est dans les
différents types de races (robes). Qiu JH et al. (2012) démontrent que malgré la prédominance
de cheptels bovins élevés de facon intensive par rapport aux élevages bovins laitiers élevés en
semi-intensif, aucune différence n'était constatée dans les régions du Nord Est de la chine.
Nourollahi Fard et al. (2009) ont trouvé une influence du facteur race sur la prévalence de
Sarcocystis spp, chez les bovins; Par contre, Claveria et al. (1997) ont noté une prévalence plus
faible chez la race locale aux Philippines par rapport a la race Brahman importée d'Australie.
Ono et Ohsumi (1999) au Japon ont trouvé également une prévalence des Sarcocystis spp. chez

les beeufs japonais plus faible que celle chez les beeufs importés d’/Amérique et d’Australie.
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Selon ces auteurs, les facteurs qui sont le plus probablement a I'origine de cette faible prévalence
chez les beeufs Japonais sont d'une part, la faible population d’hotes définitifs, tel que les canidés
sauvages (renards, chiens errants) et le mode d’élevage puisque les beeufs sont maintenus dans
des élevages clos. La mise en patures est rare, ce qui limite le contact entre les beeufs et les
canidés.

En France, Cappelier et al. (2015) précise qu’il a été mis en évidence une prédisposition
raciale : la Blonde d’aquitaine qui présente un taux de saisie supérieur a 0.4 % pour myosite
éosinophilique tout 4ge confondu et Leonard (2014) constate aussi en plus dans une moindre

mesure que la race Limousine semble prédisposée a développer ce type de lIésion.

- Le facteur région
Nous avons voulu connaitre I’impact de la région sur la prévalence de Sarcocystis. La région n’a
aucune influence sur Sarcocystis spp. Notons qu’une prévalence de 93,2 % a été retrouvée pour
Sarcocystis spp. dans la région Est (Boussebata et al., 2014) et 89.09% dans la région centre de
I’Algérie (Lardjane et al., 2014). (Est et Centre), I’influence de ces régions sur la prévalence de
Sarcocystis chez les bovins pourrait &tre expliquée par le climat méditerranéen connu pour les étés

longs, chauds et secs avec des hivers doux et humides.

D’autres facteurs peuvent influencer la prévalence de l'infestation par les espéces de Sarcocystis
comme les facteurs environnementaux et de gestion telle que le mode d’élevage et de paturage
(Meshkov, 1975). En effet, il constate que les cas d’infestation les plus faibles, s'observent chez
les veaux gardés dans des élevages fermés, ce qui révele une faible charge parasitaire chez les
veaux broutant de I'herbe dans des zones non contaminées respectant une bonne hygiene et donc
non exposés a des facteurs de risque tel que les paturages contaminés .

Le taux d’infestation en Sarcocystis spp. est remarquablement élevé parce que le chien, chat et
I’nomme pourraient étre a I’origine de cette forte infestation s’ils émettaient en quantité

importante des sporocystes dans leurs feces (Fayer, 1974).

Par ailleurs, une étude réalisée au nord de I’Australie occidentale par Savini et al. (1994) a
montré que les élevages étaient moins infestés par les sarcosporidies. Ces auteurs ont trouvé une
prévalence de 31.2% de bovins infestés par le parasite en question. Ils ont expliqué cette faible
prévalence par un climat défavorable a la survie des sporocystes, en effet la partie nord de
I’ Australie occidentale se caractérise par un climat trés aride, la survie des sporocystes n’est donc
pas favorisée dans ce milieu (Savini et al., 1994).
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- Le facteur saison

Dans notre étude, la prévalence de Sarcocystis est plus importante en hiver par rapport aux
autres saisons. Le facteur saison pourrait influencer la prévalence des Sarcocystis spp. car ces
protozoaires sont caractérises par leur résistance dans un milieu extérieur (humide et sec), ce qui
explique une prévalence plus élevée en hiver comparé au printemps et a I’automne. Nos résultats
ne concordent pas avec ceux obtenus par Khouni (2009) qui ne trouve aucune influence de la
saison mais par contre Boussebata et al. (2014) trouvent une prévalence plus élevée (100%) en
hiver, 95% au printemps et 93% en été et 87,5% en automne.

Ces résultats, concordent avec ceux obtenus par d’autres auteurs, chez les bovins (Najafiyan et
al., 2008), a l'ouest de I'Australie, Savini et al., (1992) ont observé chez les bovins, une
prévalence plus élevée dans les régions tropicales (87%) et tempérées (60%) par rapport aux
régions arides (9%b) et semi-arides (31 %). Au Viét-Nam, une étude menée par Huong, (1999)
chez les buffles d'Asie, a révélé que dans la partie nord ou la température moyenne et la plus
basse du pays, avec des températures en dessous de 0° en hiver et la plus forte population de

buffles d’Asie du Viét-Nam, une prévalence des Sarcocystis plus élevée (89%), que celle dans la
partie aride au sud (69%) du Viét-Nam caractérisée par de grandes fluctuations entre les
températures minimales et maximale. Omata et al., (1994) expliquent que ce faible taux
d'infestation serait conditionné par des facteurs climatiques défavorables a la survie des ookystes
de Sarcocystis dans les paturages au Japon, caractérisées par une faible humidité relative en été

et par une baisse de la température en dessous de 0°C durant la saison hivernale.

Par contre au Sri Lanka, Kalubowila et al., (2004), ont observé chez les bovins et les buffles une
prévalence plus élevée dans la zone aride (75%) que dans la zone humide (57,8%). Ils ont ainsi
conclus que les conditions climatiques peuvent influencer I’établissement et le développement de
I'infection chez les buffles. La viabilité des sporocystes de Sarcocystis spp. diminue plus
rapidement durant I’été, ou les températures sont élevées et le rayonnement solaire est a son

maximum (Mckenna et Charleston, 1994).

Cependant les travaux de Savini et al., (1996) ont démontré que les sporocystes de Sarcocystis
cruzi peuvent rester infestant pour des potentiels hétes intermediaires pendant plusieurs mois.
Cette période est susceptible d'étre plus longue dans des climats plus frais, mais peut étre réduite

lors de grandes fluctuations dans les températures journaliéres minimales et maximales.
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Les expériences de ces auteurs ont également démontré la capacité de survie des sporocystes de
Sarcocystis cruzi durant des mois, a la dessiccation avec des températures élevées et un faible taux

d’humidité ; la durée de survie des sporocystes étant liée a la température et a I’humidité relative

e Comparaison des prévalences obtenues par les méthodes de diagnostic
Dans notre étude, nous avons comparé la sensibilité de trois méthodes de diagnostic de la
Sarcosporidiose (digestion enzymatique et histologie et PCR ).

e La comparaison entre la digestion enzymatique et histologie pour les 366 bovins analysés, nos
résultats ont montré une sensibilité élevée de la digestion enzymatique avec un taux de détection
des cas positifs de 88% par rapport a la technique histologique avec 69%. Effectivement,
plusieurs auteurs ont prouvé la forte sensibilité de la digestion enzymatique dans la détection des
Sarcocystis. En comparant la sensibilité des deux méthodes, Mary (2005) et Vercruysse et al.
(1989) et ont eu plus de bovins positifs par la digestion que par I’histologie. Harhoura et al.,
(2010) ont démontré que la digestion artificielle avec de la pepsine était plus sensible dans la
détection des infestations a Sarcocystis que I’analyse histologique. Ces auteurs, ont trouvé un
taux de detection de 100% en digestion enzymatique et de 90,8% en histologie.

Dans notre étude, la recherche des Sarcocystis par la méthode de digestion pepsique a été
réalisée dans 200g de muscles. Ceci a augmenté nos chances de retrouver le parasite. Alors
qu’avec la technique histologique la détection des kystes a été réalisée dans une surface de 1a2
cmz2 de tissu seulement, ce qui a limité le champ de recherche.

D’aprés Desportes-Livage et Datry (2005), la sensibilité élevée de la technique de digestion
pepsique peut étre expliquée aussi par le fait que les kystes matures de Sarcocystis contiennent

des milliers de bradyzoites qui peuvent étre libérés par la digestion des kystes.

Par contre, les résultats négatifs que nous avons obtenus par la technique histologique seraient
peut étre liés au faible nombre de kystes de Sarcocystis dans les échantillons examinés.

Dans certaines études, Beyazit et al., (2007a,b), n’ont statistiquement montré aucune différence
significative de sensibilité entre la digestion enzymatique et la méthode histologique dans la
détection des especes de Sarcocystis. En effet, selon Gajadhar et Marquardt (1992), méme la
digestion enzymatique peut présenter des inconvénients qui peuvent sous estimer la prévalence
et I’intensité de I’infestation. Dans certains cas, les tissus ne sont pas digérés en totalité et les

parasites peuvent étre emprisonnés et jetés avec la matiere non filtrée.
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La comparaison entre la technique de la digestion enzymatique et la PCR sur les 163 bovins
analyses nos résultats ont montré une sensibilité élevée de la digestion enzymatique avec un taux
de détection des cas positifs de 96% par rapport a la technique histologique avec 76 %.

En 2014 dans I’étude de Flandrin, en prenant comme méthode de référence I’histologie, les
sensibilités et les spécificités de chaque PCR ont été calculées. La sensibilité de la PCR S. cruzi
est de 56% et la spécificité est de 50%. Ces valeurs sont tres moyennes. La sensibilité de la PCR
pour les kystes a paroi épaisse est de 51% et la spécificité est de 94%. Moré avec sa PCR
multiplex trouve des sensibilités et des spécificités différentes. Pour S. cruzi, la sensibilite était
de 91.5% et la sensibilité était de 41.7%. Pour les kystes a paroi épaisse, la sensibilité était de
36.3% et la spécificité était de 95.9% (Mor¢ et al., 2013).

La valeur prédictive positive (VPP) de la PCR S. cruzi est de 60% et la valeur prédictive
négative (VPN) est de 46%. La VPP de la PCR pour les kystes a paroi épaisse est de 98% et la
VPN est de 29%.

Cette méthode PCR pourrait étre améliorée. En effet, si les 4 sondes pouvaient fonctionner en
méme temps cela serait moins chronophage. Il faudrait adapter les concentrations des différentes
sondes pour faire une véritable PCR multiplex (Flandrin, 2014)

Lemieux 2014 affirme que le protocole de la PCR semble avoir une trés bonne sensibilité et
permet une bonne détection des animaux porteurs du parasites .Cependant ces valeurs sont
données a I’échelle individus .La comparaison de ces résultats a I’échelle du prélévement montre
une prévalence de 89 % ceci démontre que la détection a partir d’un préléevement semble risquée

car elle augmente les proportions de faux négatifs.

Dans notre étude la digestion enzymatique s’est montrée plus sensible que I’histologie et la PCR
car elle détecte bien les animaux positifs, nos résultats concordent avec les travaux de Khouni,
2009 ; Chaouadi 2015 . L’histologie et la PCR sont plus spécifiques car elles détectent mieux
les animaux négatifs.

La combinaison des trois techniques a savoir la digestion enzymatique, I’histologie et la biologie
moléculaire permet une meilleure évaluation de la prévalence de la sarcosporidiose musculaire

chez les bovins.
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V. CONCLUSION

Ce travail a permis de connaitre la prévalence de la sarcosporidiose chez les bovins au niveau de
05 abattoirs du nord de I’Algérie. Cette étude sur la prévalence de I’infestation par Sarcocystis
spp. sur 575 bovins, a été réalisée par I’utilisation de trois techniques de diagnostic : la
digestion enzymatique, I’analyse histologique et la PCR

La digestion enzymatique a révélé un taux de positivité de 90 % pour les bovins analysés,
reflétant une tres forte présence de Sarcocystis au niveau des carcasses bovines. Un seul bovin a
présenté des kystes macroscopiques au niveau du diaphragme a I’abattoir d’EL Harrach qui
suppose que I’espece féline (S. hirsuta) est incriminée mais cela n’a pas été confirmé par PCR.
Aucune lésion de myosite éosinophilique n’a été observée au niveau des carcasses bovines
inspectées dans les 05 abattoirs ayant fait 1’objet de I’étude et pourtant en France, c’est un
probléme sanitaire en nette augmentation par le nombre de saisies. La question est : pourquoi ce
type de lésions n’est pas observé en Algérie ?

Des taux d’infestation de 90 %, 69 % et 76 % ont été également trouvés par les trois
méthodes d’analyses : la digestion enzymatique, I’histologie et la PCR respectivement (nombre
d’échantillons différents). Les fortes prévalences détectées par les trois techniques confirment
I’existence d’une large contamination de I’environnement par les sporocystes.

L’examen histologique a révélé la présence de deux types de kystes de Sarcocystis, ceux a
paroi mince de S. cruzi qui est I’espece prédominante au niveau des carcasses bovines et a paroi
épaisse qui sont moins nombreux. La PCR a permis de déterminer les espéces incriminées qui
sont S. cruzi et S. hominis mais I’espéce S. hirsuta n’a pas éeté identifiée dans nos échantillons,
ce qui nous permet de confirmer que le chat est moins en contact que le chien avec les bovins

Par ailleurs, les quelques bovins (22) porteurs de kystes a paroi épaisse dont certains ont pu étre
identifiés comme étant S. hominis au microscope photonique et confirmé par la PCR multiplex
(amorce spécifique) est en faveur d’une contribution de I’homme dans la contamination des
bovins par Sarcocystis, par ailleurs, ceci refléterait certaines habitudes alimentaires avec des
conséquences néfastes sur la santé publique.

La présence des infestations mixtes : S. cruzi / S. hominis que se soit en histologie et ou en PCR
multiplex, indique que les bovins peuvent étre des hétes intermédiaires de plusieurs espéces de
Sarcocystis. Dans notre étude, 31 bovins positifs pour le genre Sarcocystis sont négatifs pour les
03 especes recherchées : S. cruzi, S. hominis et S. hirsuta. La question serait : quelle est cette

autre espece qui est présente dans ces carcasses bovines ? Peut étre S. sinensis.
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Pour I’analyse des facteurs de risques, I’age des animaux et la saison influe sur la prévalence de
la sarcosporidiose bovine. Les bovins dont I’age compris entre 2 et 4 ans sont plus prédisposés
et la saison d’hivernale est plus favorable a I’infection par Sarcocystis. En revanche le sexe, la

région et la race ne semblent avoir aucune influence.

En comparant la prévalence de la sarcosporidiose par les trois méthodes de diagnostic, la
digestion pepsique s’est révélée plus sensible que I’histologie pour le diagnostic de la
sarcosporidiose bovine. La technique PCR quant a elle est moins sensible que les deux autres
techniques. La quantité d’ADN du parasite doit étre suffisante pour pouvoir étre détectée.

Enfin pour conclure, les aspects sanitaires et économiques de la sarcosporidiose bovine sont
difficiles a estimer car il s’agit d’une parasitose souvent asymptomatique. Les pertes
économiques liées a I’infection sont tres peu documentées. En raison de la forte prévalence de
I’infection, elles pourraient étre non négligeables et résulter en un ralentissement de croissance,

en des troubles de la reproduction et en une diminution de la production laitiere.
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V1. RECOMMANDATIONS ET PERSPECTIVES

Vu les prévalences tres élevées du portage de Sarcocystis, et la présence de I’espéce zoonotique
(S. hominis), la lutte contre ce parasite s’impose. L application de certaines mesures préventives
est nécessaire afin de rompre le cycle parasitaire entre I’hdte intermédiaire et I’héte définitif.

Face a la présence de S. cruzi et S. hominis dans les viandes bovines, une prophylaxie sanitaire
pourrait s’appuyer sur des mesures de biosécurité visant a empécher la contamination des
aliments et de I’eau de boisson des bovins par des matieres fécales de chiens, d’hommes et de
chats infestés par Sarcocystis spp. : éviter les contacts directs entre bovins et carnivores
domestiques, isolement des aliments destinés aux bovins, mise en place de WC raccordés a une
fosse septique au niveau des fermes. La sensibilisation des éleveurs a ces régles de biosécurité

semble donc I’axe prioritaire dans la gestion de la sarcosporidiose bovine.

Ainsi, les recommandations majeures a édicter, sont la préservation de I’eau et des aliments
destinés aux animaux d’élevages des souillures par les féces des chats et surtout des chiens qui
sont les plus incriminés dans I’infestation des bovins chez nous. Il faut éviter de donner de la
viande crue ou insuffisamment cuite aux chiens et aux chats. Les carcasses d’animaux morts
dans les paturages ne doivent pas étre abandonnées aux chiens errants et aux autres canides ou
chats sauvages mais dénaturées puis enfouies sous terre ou incinérées.

En ce qui concerne I’homme, la présence de kystes a paroi épaisse de S. hominis dans les viandes
bovines impose des mesures sanitaires rigoureuses, en évitant la pollution des paturages par les
infiltrations d’eaux usées ; et comme mesures d’hygiéne alimentaire, il est recommandé de bien
cuire la viande et d’éviter I’utilisation des micro-ondes. Traiter 1I’lhnomme diagnostiqué positif et

effectuer des contréles coprologiques réguliers (tous les 6 mois),

Ce travail n’étant qu’un début, nous permet de proposer les perspectives suivantes :

Il serait souhaitable de réaliser une PCR multiplex avec I’amorce spécifique de S. sinensis pour
identifier cette espéce dans nos prélevements positifs en genre Sarcocystis et négatifs pour les 3
especes. Il faudrait étendre notre étude par réalisation de la technique de séquencage sur nos
échantillons d’extrait d’ADN pour faire la différenciation des espéces et confirmer que la
prévalence de S. cruzi est plus importante que S. hominis.

Une étude pourrait étre envisagée sur d’autres muscles squelettiques pour mieux identifier les
sites de prédilection de I’espéce zoonotique et de prendre ainsi les mesures qui s’imposent pour

la sensibilisation du consommateur.
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De méme que des infestations expérimentales des hdtes définitifs peuvent également présenter
une méthode efficace pour I’identification des espéces de Sarcocystis, en particulier celles a

paroi épaisse.

Afin d’identifier les sources de contamination des bovins, une enquéte simultanée concernant la
conduite d’élevage devrait étre menée surtout sur les pratiques d’épandage, la proximité des
stations d’épuration, la gestion des eaux usées des habitations et des exploitations, I’alimentation
des bovins et la qualité des paturages.

Parallelement une étude du role épidémiologique de chacune des trois espéces
de Sarcocystis infectant les bovins permettrait probablement d’orienter la prophylaxie sanitaire
de la sarcosporidiose sur la contamination des bovins plutdt d’origine animale ou plutot
humaine et donc de mieux cibler la lutte contre ce parasite.

Dans ce méme contexte, afin d’approfondir les données sur la sarcosporidiose bovine, il serait
intéressant de réaliser une étude épidémiologique sur le portage intestinal de S. hominis chez

I’homme.

Il serait souhaitable de compléter I’étude de cette parasitose dans I’Ouest du pays pour évaluer sa
prévalence dans cette région.

Il serait aussi intéressant de faire une enquéte sérologique pour déterminer la réponse sérologique
des bovins afin d’évaluer la prévalence de Sarcocystis et donc des Kits ELISA devraient étre
produits et commercialisés.

Enfin, mettre au point un vaccin efficace afin de protéger les bovins qui sont exposés au risque

d’infestation.

Malheureusement le contexte réglementaire actuel en Algérie ne prévoit aucun texte en matiéere
de sarcosporidiose bovine. La mise en place de mesures sanitaires réglementées pourrait

permettre la diminution de la prévalence de I’infestation par Sarcocystis spp.
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ANNEXE 01

Tableau 01 : Matériels utilisés a I’abattoir.

Matériel
non biologique

Matériel
biologique

- Blouse blanche
- Bottes

- Sacs en plastiques

- Diaphragmes

- (Esophages

- Marqueur
- Etiquettes

- Couteau

Tableau 02 : Matériels utilisés en digestion enzymatique

Verrerie Appareillage Autres Produits et
solutions

- Béchers - Robot (MOULINEX) - Spatules - Eau distillée
- Pipettes pasteur - Balance - Tubes | - Pepsine

électronique (SCALTEC5® 200g) coniques (FLACO
- Lames ® - NaCl

N ® N~ 50ml)
- pH métre (HANNA"™)
- - Passoires -HCl

- Agitateur

magnétique (YELLOWLINE ©) - Compresses - Na;HPO,

- Agitateur permanent (JOUAN®) - Papier filtre - NaH;PO,4

- Etuve (JOUAN®) - Blouse - Méthanol

- Centrifugeuse (SIGMA® 6 x15ml) | - Gants - May Grunwald

- Microscope optique
DMLS)

(LEICA®

- Autoclave (pbi international ®)

- Giemsa
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ANNEXE 02

Tableau 03 : Matériels utilisés en histologie

Verrerie Appareillage

Produits et solutions Autres

- Lames -Circulateur automatique | - Formol

(LEICA®TP 1020)

- Lamelles - Ethanol

- Appareil d’inclusion
(LEICA ®EG1160)

- Microtome
(LEICA®RM2125RT)
- Bain marie (SBS®)

- Etuve (SAKURA®)
- Microscope optique

(LEICA® DMLS)

- Xylene

- Paraffine

- Hématoxyline
- Eau acidifiée
- Eau ammoniacale

- Eosine

- Blouse
- Gants,
- Bavettes

- Lames de bistouri

- Colle synthétique - Pinces

- Cassettes en plastique
- Moule en acier inoxydable

- Portoirs de lames

Tableau 04 ;: Matériels utilisés en PCR

Appareillage

Produits Et Solutions

- Tubes PCR

- Micropipettes Et Cones

- Tube Eppendorf 1,5 Ml

- Petits tubes Eppendorf pour la
congélation des extraits

- Portoirs

- Bain Marie Sec 70°C

- Vortex

- Thermocycleur

- Cuve A Electrophorése

- Lecteur de gel : couplé a un ordinateur :

Marque BIORAD Molecular Imager Gel

doc TM X R with image LabTM Software

- Logiciel Quantity One®

- Kit "NucléoSpin® Tissue "
(Macherey-Nagel ) 250 extraction
- Réactifs PCR

- Ethanol 95%

-TBEO0,5 X

- Gel d'agarose 2%

- Gants vinyle

Taibi-Meksoud .M

2015-2016 Page 159




Annexes

ANNEXE 03

Figure 01 : Dénombrement des Carcasses (A) ; Diaphragme (B) ; Esophage (C) ; Mise en sac du
diaphragme et I’cesophage (D). (Photos Taibi-Meksoud .M, abattoir d’EIl Harrach, 2015).
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ANNEXE 04

1. Protocole de la technique de digestion enzymatique

Principe :
Repose sur la reconstitution du suc digestif artificiel (HCL, eau, pepsine et sel) de réunir les facteurs
favorisant la digestion.

Technique :

Pour préparer de la solution de digestion enzymatique, pour traiter 10 échantillons, il faut mélanger
dans un bécher :

- 500 ml d’eau distillée,

- 1.3g de pepsine,

- 2.5g NaCl

- 3.5 ml Hcl a 25% : En vue de préparer un volume de 10 ml de Hcl a 25%, 7ml d’une solution

concentrée de Hcl a 36% sont pipetés dans un petit bécher puis complétés a 10ml d’eau distillée.

Le tout est bien mélangé et homogenéisé a I’aide d’un agitateur magnétique avec un aimant (A). Le
pH de la solution est ensuite vérifié grace a un pH metre (B). Le pH optimal 1-3.

- Récupérer environ 10 ml du culot de décantation dans un tube de prélevement.

- Placer 1,5 ml a l'aide d'une pipette graduée dans chaque tube (5 tubes) de congélation.

- Les placer dans une boite de stockage.

- Placer la boite au congélateur a -20°C en attente des étapes suivantes.

2. Préparation de la solution de PBS

La préparation du PBS, est basée selon la norme (NF-VV08-055) a laquelle nous avons apporté une
Iégere modification.

Mélanger dans un bécher :

- 1000ml d’eau distillée,

- 8.98¢g de Na,HPO,

.2.71g de NaH,PO4

- 8.5g de NaCl

Le bécher est placé sur un agitateur magnétique avec un aimant pour que tous les réactifs se
dissolvent sous agitation. Le pH de la solution est ensuite verifié grace a un pH métre qui doit
avoisiner 7.2. Le tampon PBS est ensuite stérilisé a 130°C pendant 1h.
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Figure 02 : Etapes de la digestion enzymatique
(Photos Taibi-Meksoud .M, laboratoire de Parasitologie Mycologie, E.N.S.V- Alger, 2015).
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Figure 03 : Etapes de la technigue histologique (Photos Taibi-Meksoud .M, laboratoire
d’Anatomie et Cytologie Pathologique du C.H.U Bab El Oued, Hussein Dey et ENSV, 2015).
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Figure 04: Matériels utilisés pour la PCR
(Photos Taibi-Meksoud .M, Ecole Vétérinaire ONIRIS Nantes , URM Secalim, 2015).
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2- Protocole d’extraction de I’ADN

Matériel :

-Kit “NucleoSpin® tissue” (Machery —Nagel)
-Micropipettes et cones

-Tubes eppendorf 1.5 ml

-Bain marie sec 70°C

-Vortex

-centrifugeuse

-Petits tubes eppendorf pour la décongélation des extraits
-Hotte (Sorbonne)

Réactifs :

Les réactifs utilisés pour I’extraction de I’ADN sont récapitulés dans le tableau ci-joint :

Matériels utilisés Quantité par prélevement
Kit NucleoSpin®tissue
Buffer TE iml
Buffer T1 0.2-1ml
Buffer Proteinase K 25 ul
Buffer B3 200 pul
Kit NucleoSpin®tissue colonne 1
Buffer BW 500 wl
Buffer B5 600 ul
Buffer BE 100 pl
Ethanol 96 % 210 wl
Tubes 3
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Technique :
Les étapes de I’extraction de I’ADN se répartissent comme sulit :

1. Préparation des échantillons
Les échantillons conservés a — 20°C dans du PBS sont décongelés a température ambiante le jour
de I’analyse. Une agitation est réalisée avec un vortex pour que le culot puisse se détacher et
s’homogénéiser. Ensuite 200 pl de la solution est transférée dans un autre tube de 1.5 ml pour
chaque échantillon a traiter. Mettre & chauffer le bain marie une heure avant le début des

manipulations.

2. Pré-lyse des échantillons
Dans le tube contenant 200 ul d’échantillon, ajouter 180 ul de solution Buffer T1 et 25 ul de
protéinase K sont additionnés dans chaque tube. La suspension doit étre bien mélangée avec un
agitateur vortex et puis incubés dans un bain marie pendant 1-3heures (pour que la lyse compléte

soit réalisée) a 56 °C. Il est possible de laisser les prélevements incuber pendant une nuit a 56 °C.

3. Lyse des échantillons
Les échantillons sont encore une fois bien mélangés avec un agitateur vortex et 200 ul de solution
B3 est additionnée. Chaque échantillon est mélangé énergiquement avec un agitateur vortex et mis
en incubation a 70 °C pendant 10 mn. Au terme de ce temps une agitation est réalisée. Pendant ce

temps préparer les colonnes a silices et les petits tubes finaux en les identifiants.

4. Précipitation de I’ADN

Pour la précipitation de I’ADN, rajouter 210 ul d’éthanol pur (99%) et une agitation est réalisée

avec un agitateur vortex.

5. Fixation a la membrane de silice
Mettre I’ensemble du contenu des tubes dans une colonne a silice, elle-méme placée dans un tube
collecteur. Procéder a une centrifugation pendant une minute a11000x/1mn puis éliminer le liquide

dans le tube collecteur.

6. Lavage sur membrane de silice
Deux lavages sont effectues :
Lavage 1 : Ajouter 500 ul de BW, centrifugation 1 minute & 11000g et jeter le liquide contenu dans
le tube collecteur.
Lavage 2 : Ajouter 600 pl de BS, centrifugation 1 minute a 11000g et jeter le liquide contenu dans
le tube collecteur.
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7. Séchage de la membrane de silice

Procéder a une centrifugation 1 minute a 110009 pour éliminer les residus d’éthanol.

8. Elution de I’ADN pur

Placer les colonnes dans des tubes eppendorf auxquels on retirera le couvercle. Ajoutez 50 pl de BE
au centre de la membrane et laisser incuber 03 mn et centrifuger 11000 x g/lmn et répétez cette
opération en ajoutant 50 ul de BE. Pour optimiser 1’action du BE, on le place dans un bain marie a
70 °C. Le volume total de I’extrait d’ADN est de 100 pl.

Jetez les colonnes et collecter I’extrait d’ADN dans des tubes Eppendorf. Placez les tubes identifiés
dans une salle de stockage au congélateur — 20°C en attente de la Polymérase Chain Réaction
(PCR).

Il est préférable d’aliquoter les extraits d’ADN afin d’éviter les opérations de congélation /

décongélation.
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3- Protocole de la PCR Sarcocystis spp.

Matériel :
-Tubes PCR

-Micropipettes et cones

-Tubes eppendorf 1.5 ml

-Agitateur Vortex

-Centrifugeuse

-Thermocycleur

-Cuve a électrophorese

-TBE 0.5 X

- Réactifs PCR

Technique :

ePréparation du Master mix

Le Master mix est un mélange contenant tous les réactifs nécessaire a la PCR, excepté les

échantillons d’extrait d’ADN. Dans un tube eppendorf stérile, ajouter chacun des réactifs dans

I’ordre ci-dessous :

Les quantités sont données pour le traitement d’un échantillon (multiplier par le nombre

d’échantillons a traiter en prenant en compte les témoins).

Réactifs Concentration finale | Volume a ajouter en
pl

H20 12.65

Tampon PCR 10 X 1ImM 2.5

MgCI2 mM 1.5mM 2.5

Amorce SARf 25 uM 1 uM 1

Amorce SARr 25 uM 1 uM 1

dNTP 10 mM 0.2mM 0.25

Taq polymerase Su/ pl | 0.5 unité /25 pl 0.1

(EurobioTaq)

Le Master Mix est bien mélangé avec un vortex puis répartir 20 pl pour chaque tube PCR et ensuite

déposer 5 pul de chaque échantillon d’extrait d’ADN.
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Pour la PCR de détection du genre Sarcocystis, deux amorces sont utilisées qui permettent
I’amplification d’une zone d’ADN ribosomial 18S des trois espéces cibles de sarcocystis.

- SAR forward (5’-TGGCTAATACATGCGCAAATA-3’)

- SAR reverse (5’-AACTTGAATGATCTATCGCCA-3’)

¢ PCR (amplification)
Placer les tubes PCR dans le thermocycleur iCycler® Biorad en Vérifiant qu’ils sont bien fermés et
que I’échantillon est bien déposé au fond du tube afin d’éviter tous problémes d’évaporation. Le
programme est active selon le protocole suivant :

- 1cycle a 94°C pendant 4 minutes ;

- 40 cycles de 94°C pendant 1 minute , 63 °C pendant 1 minute ,72 °C pendant 1 minute ;

- 1cycle a 72 °C pendant 10 minutes ;

- Refroidissement et maintien a 14 °C.

Le temps d’une PCR est d’environ 2 heures 30 minutes.
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ANNEXE 10
4- Protocole de la PCR multiplex Sarcocystis spp.

Matériel :

-Tubes PCR
-Micropipettes et cones
-Tubes eppendorf 1.5 ml
-Agitateur Vortex
-Centrifugeuse
-Thermocycleur

-Cuve a électrophorese
-TBE 0.5 X

- Réactifs PCR

Technique :

ePréparation du Master mix

Le Master mix est un mélange contenant tous les réactifs nécessaire a la PCR, excepté les
échantillons d’extrait d’ADN. Dans un tube eppendorf stérile, ajouter dans I’ordre chacun des
réactifs ci-dessous :

Les quantités sont données pour le traitement d’un échantillon (multiplier par le nombre

d’échantillons a traiter en prenant en compte les témoins).

Réactifs Concentration finale | Volume a ajouter

en pl
H20 12.15
Tampon PCR 1ImM 2.5
MgCI2 (& 25mM) 1.5mM 0.75
Amorce 1 1 uM 1
Amorce 2 1 uM 1
Amorce 3 1 uM 1
Amorce 4 1 uM 1
dNTP 10 mM 0.2 mM 0.5
Taq polymerase (Su/pl) | 0.5 unité /25 pl 0.1
(EurobioTaq)
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Les quantités sont données pour le traitement d’un échantillon (multiplier par le nombre
d’échantillons & traiter en prenant les témoins en compte).

Amorce 1 : Amorce reverse 3 Sarcocystis spp. : 5’AACCCTAATTCCCCGTTA 3’

Amorce 2 : Amorce sens Sarcocystis cruzi. : 5’ATCAGATGAAAATCTACTACATGG3’

Amorce 3 : Amorce sens Sarcocystis hominis : 5’ ACAGAACCAACACGCTC 3’

Amorce 4 : Amorce sens Sarcocystis hirsuta :5° CATTTCGGTGATTATTGG 3’

ePréparation des échantillons

- Bien mélanger le tube contenant le Master Mix avec un vortex ;
- Répartir 20 ul de Master Mix dans chaque tube PCR a paroi fine ;
- Ajouter 5 pl d’échantillon d’ADN dans chaque tube.

¢PCR (amplification)

Placer les tubes PCR dans le thermocycleur iCycler® BIORAD en vérifiant qu’ils sont bien fermés
et que I’échantillon est bien déposé au fond du tube afin d’éviter tous problemes d’évaporation. Le
programme est active selon le protocole suivant :

- 1cycle a 94°C pendant 4 minutes ;

- 35cycles de 94°C pendant 1 minute , 56 °C pendant 1 minute ,72 °C pendant 30 seconde ;

- lcyclea 72 °C pendant 10 minutes ;

- Refroidissement et maintien a 14 °C.

Le temps d’une PCR est d’environ 2 heures.

e Analyse des produits PCR par électrophorese
Gel d’agarose 2 % dans du TBE 05 X
Introduire dans chaque puit 20 pl de produit de PCR + 4 ul de solution de dépot
Faire migrer dans du tampon TBE 0.5 X pendant 45 a 60 minutes ( 1 heure) a 100 volts et 400 mA
(générateur).
e Interprétation
Fragments amplifiés selon I’espece de Sarcocystis :
Sarcocystis hirsuta 108 pb
Sarcocystis hominis 182 pb

Sarcocystis cruzi 284 pb
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ANNEXE 11

5- Préparation du gel et dép6t des échantillons

ePréparation du gel

Le TBE (4V) est préparé pour 80 ml d’eau distillée et 20 ml de TBE concentré

Prendre 100 ml de TBE 0.5X dans une éprouvette et verser dans un bécher

Peser 2.1 grammes d’agarose

Déposer 2.1 Gr d’agarose dans 100 ml de TBE 0.5X pour avoir une concentration finale de
2.1%

Placer le bécher sur un agitateur (mvt 5-6 et T max de 250°C) avec aimant jusqu’a obtenir
un melange homogéne.

Laisser refroidir la préparation jusqu’a atteindre une Température de 45°C.

Verser 20 pl de Sbr Safe (quantité nécessaire pour 100 ml de gel) et bien mélanger sur un
agitateur ou bien mettre quelque goutte (1 goutte / 50 ml de gel) de Bromure d’éthydium
(BET) lorsque le gel d’agarose est coulé.

Verser le gel dans la cuve d’électrophorése, laisser refroidir.

Recouvrir d’une feuille aluminium (dans I’attente du dép6t des échantillons).

eDeépbt des échantillons

Prendre un petit ruban de parafilm qui est placé a c6té de la cuve avec gel déposé (coté
décollé qui est plus propre);

Déposer 4ul de solution de dépét “Gel Loading Dye 6 X (y compris pour les témoins positif
(T+) et négatif (T-);

Prendre la totalité de I’échantillon avec une pipette réglée a 30 ul que 1’on dépose sur la
goutte de solution de dép6t (Gel Loading Dye 6 X) disposé sur le parafilm, on mélange bien
et on dépose I’échantillon coloré (bleu violet ) dans le puits du gel ;

Déposer 2 ul de T+ et T- et dans les puits de I’extrémité de la plague ;

Placer 7 ul de marqueur de poids moléculaire (Ladder) dans I’un des puits au milieu ;
Remplir la cuve d’électrophorése avec du TBE et placer la plaque de gel a I’intérieur en
I’immergeant doucement pour ne pas faire sortir les échantillons de leurs puits et fermer ;
Brancher les électrodes avec la cuve et avec le générateur et allumer le générateur avec une
densite de 100 V et a 400 mA.

Laisser migrer pendant 1 Heure (50-60 mn).
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eLecture des gels

Celle est realisée avec une chambre de lecture sous lampe UV de marque BIORAD et observe
grace a une caméra relié a un ordinateur avec le logiciel Quantity One®.

Les échantillons positifs présentent une bande blanche entre 100 et 300 bpm.
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Résumé

La sarcosporidiose est une maladie parasitaire cosmopolite, causée par de coccidies kystogenes
appartenant au genre Sarcocystis, formant des kystes musculaires chez le bovin (héte
intermédiaire) et une affection intestinale chez le chien, le chat et I’homme (hotes définitifs).
Trois espéces sont impliquées dans cette parasitose S. cruzi, S. hirsuta et I’espéce zoonotique
S. hominis.

Notre étude a été réalisée au niveau de cing (05) abattoirs du nord de I’ Algérie avec pour objectif
de déterminer la prévalence de la sarcosporidiose dans les carcasses bovines, la distinction des
différentes espéces de sarcosporidies par le type de paroi et [I’identification des espéces de
Sarcocystis impliquées par analyse moléculaire.

L’infection des bovins a été étudiée par trois techniques de diagnostique : la digestion pepsique,
I’étude histologique et la PCR sur des échantillons d’cesophages et de diaphragmes de 575
bovins.

A I’inspection des carcasses, un seul bovin a présenté des kystes macroscopiques sur le
diaphragme soit un taux de 0,2 %. Par contre la digestion enzymatique et I’analyse histologique
ont révélé des taux d’infestations tres importantes (90%) et (69%) respectivement. La PCR a
montré une prévalence de 76 %.

Les kystes a paroi mince de S. cruzi étaient prédominants (98 %) par rapport aux kystes a paroi
épaisse de S. hirsuta et/ou S. hominis qui étaient faiblement présents (9 %). 7.6 % des bovins ont
présenté une double infestation.

L’analyse moléculaire a permis de détecter deux especes S. cruzi (42 %) et S. hominis (33%)
mais S. hirsuta n’a pas été décelé dans nos échantillons. Des co-infestations de
S. cruzi /' S. hominis ont été décelée avec une prévalence de 16 % qui confirme que le chien et
I’homme sont fortement incrimines dans la transmission du parasite chez le bovin et donc la
contamination de la viande bovine. Notre étude a révélé que I’age des bovins entre 2 et 4 ans et
la saison hivernale ont une influence sur I’apparition de la maladie.

Mots clés: Sarcocystis, S. hominis, S. hirsuta, S. cruzi, diaphragmes, (Esophages, bovins,
abattoirs, prévalence, digestion pepsique, histologie, PCR, facteurs de risque.



Résumé

Summary

The sarcosporidiosis is a cosmopolitan parasitic disease caused by coccidia of the genus
Sarcocystis kystogenes forming muscular cysts in cattle (intermediate host) and bowel disease in
dogs, cats and humans (definitive host). Three species are involved in this parasite S. cruzi, S.
hirsuta and zoonotic species of S. hominis.

Our study was conducted at five (05) slaughterhouses in northern Algeria with the aim of
determining the prevalence of sarcosporidiosis in bovine carcasses, distinguishing different
species sarcosporidia by the type of wall and identification Sarcocystis species involved in
molecular analysis.

The infection in cattle has been studied by three diagnostic techniques: pepsin digestion,
histology and PCR on samples of esophagus and diaphragm of 575 cattle.

At the inspection of carcasses, one cattle presented macroscopic cysts on the diaphragm or a rate
of 0.2%. By against enzymatic digestion and histological analysis revealed very important
infestation rate (90%) (69%) respectively. PCR showed a prevalence of 76%.

Cysts thin wall of S. cruzi were predominant (98%) relative to the cyst wall thickness S. hirsuta
and / or S. hominis were weakly present (9%). 7.6% of cattle showed a double infestation.
Molecular analysis detected two species S. cruzi (42%) and S. hominis (33%) but S. hirsuta (0%)
was not detected in our samples. Co-infections of S. cruzi / S. hominis was detected with a
prevalence of 16% confirming that dogs and humans are strongly implicated in the transmission
of the parasite in cattle and therefore the contamination of beef. Our study revealed that the age

of cattle between 2 and 4 years and the winter season influence the onset of the disease.

Keywords: Sarcocystis, S. hominis, S. hirsuta, S. cruzi, diaphragm, esophagus, cattle,

slaughterhouses, prevalence, pepsin digestion, histology, PCR, risk factors.
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