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INTRODUCTION GENERALE

La bilharziose (ou schistosomiase ou fievre des mollusques) est une affection
parasitaire, eau dépendante, due a un ver plat du genre Schistosoma (S). Elle est transmise par
des mollusques d’eau douce qui jouent le role d’hétes intermédiaires (Cetron et al., 1996).
Cette maladie, liée a la pauvreté, compromet la croissance et le développement intellectuel
des enfants et entraine une baisse de la capacité de travail et de productivité des adultes
(Tchuem., 2006; Sacko et al., 2011). L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que
207 millions de personnes sont infectées et 800 millions de personnes, en majorité des
enfants, sont a risque dans le monde (Steinmann et al., 2006). Il existe quatre especes
majeures de schistosomes, S. mansoni, S. mekongi et S. japonicum qui sont responsables de la
bilharziose intestinale et hépatosplénique, tandis que S. haematobium, cause la bilharziose
urogénitale. L’infection par S. haematobium est plus virulente, puisqu’elle prédispose au
cancer de la vessie de type épidermoide (Botelho et al., 2010) et parfois au cancer de la
prostate (Jenkins-Holick et al., 2013) qui constitue 30% des types des cancers (Botelho et al.,
2010), dans les 54 pays endémiques, en Afrique, Madagascar et au Moyen Orient. Presque
150 millions de personnes sont infectées par S. haematobium, avec une mortalité de 280 000
personnes par an (Van Der Werf et al., 2003; Labbo et al., 2007; Webster et al., 2010; Yang
et al., 2013). Durant les 20 derniéres années, des progres significatifs dans la lutte ont été
réalisés suite aux stratégies recommandées par ’OMS. Plusieurs pays ont réduit I’endémicité
de la bilharziose & un faible niveau (Egypte, Iraq, Syrie, Libye, Oman etc.) ; or le Maroc
compte parmi les rares pays a avoir élaboré, exécuté et réussi un processus d’élimination de la
maladie (Maroc, Iran, Liban, Tunis), grace aux moyens de lutte antischistosomiase : dépistage
actif des cas par 1’examen microscopique des urines, traitement de masse, lutte contre les
mollusques d’eau douce, mesures éducatives et sanitaires, collaboration intersectorielle
(Barkia et al., 2011, Farahat et al., 2012). La prévalence a été réduite jusqu’a atteindre zéro
cas autochtone en 2004. Cinq ans plus tard, aucun cas autochtone n’est détecté au Maroc, il ne

subsiste que de rares cas résiduels et des cas importés de 1’étranger (DELM, 2003 - 2007).

Selon les recommandations des experts de I’OMS, le Maroc et les pays qui ont réduit
I’incidence de la bilharziose urinaire a zéro % pendant cing ans consécutifs (2004-2008),

doivent vérifier I’achévement de I’interruption de la transmission de la maladie par:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jenkins-Holick%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24079113

- I’évaluation de l'infection a S. haematobium, chez les enfants, par une technique sérologique
sensible. En effet, dans les zones a faible endémicité, la sensibilit¢ du diagnostic de la
bilharziose urinaire par I'examen microscopique des urines est fortement limitée par: la
fécondité¢ sporadique des vers adultes et par le faible nombre d’ceufs récupérés des
échantillons parasitaires (Cavalcanti et al. 2013).

- I’évaluation de l'infection a S. haematobium, chez le mollusque Bulinus truncatus, par la
PCR Dral et la PCR Sh110 SmSI (WHO, 2008). Ces techniques moléculaires sont capables de
détecter les infections prépatentes des bulins et de discriminer entre entre ceux infectés par les
schistosomes humains (S. haematobium) et ceux infectés par les schistosomes d’origine
animale (S. bovis). Or, les méthodes malacologiques standards (test lumiére, dissection etc.)
ne détectent que les infections patentes de ces mollusques (aprés émission des cercaires).

Dans cette étude, nous proposons de sélectionner les foyers de la bilharziose urinaire au

Maroc, ayant un passé épidémiologique récent, et d’y mener de pair:

— une étude séro-épidémiologique de la bilharziose urinaire, chez les enfants, par la technique
hautement sensible et spécifique, Enzyme Immuno-Transfert Blot, a base d’antigénes

microsomaux des vers adultes de S. haematobium (HAMA EITB) ;

— une évaluation moléculaire de I’infectivit¢ des bulins des gites de ces foyers, par

S. haematobium, par la PCR Dral confirmée par la PCR Sh110 SmSI.

Apres la confirmation de I’interruption de la transmission de la bilharziose urinaire au
Maroc, la certification de I’élimination par I’OMS, consiste a maintenir I’incidence a zéro %
pendant cing ans consécutifs (2010-2014), et la surveillance/veille sanitaire doit étre réalisée
par des tests sérologiques de détection des anticorps, au lieu de 1’examen direct des urines
(WHO, 2008). Néanmoins, les recherches sont en cours pour développer des tests de
diagnostic de S. haematobium, rapides et pas chers. Dans cette optique, nous réalisons une
étude comparative des performances des tests rapides, sérologiques et malacologiques,
disponibles dans la littérature jusqu’a 2013 et nous proposant une approche de stratégie de
surveillance/veille sanitaire plus vigilante, basée sur des tests de diagnostic rapides plus
sensibles, adaptée a la phase post elimination de la maladie. Pour rendre cette stratégie
opérationnelle, une étude pilote sera réalisée a la province de Fkih Ben Saleh, afin

d’argumenter la certification de 1’élimination.



PARTIE | : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I. BILHARZIOSES

I .1. Généralites et historique

La bilharziose ou schistosomiase est une affection parasitaire, eau dépendante, due a
un ver plat, le schistosome ou bilharzie, trématode hématophage a sexe séparé. Les
schistosomes sont transmis par des mollusques d’eau douce (hdtes intermédiaires), et
parasitent les endothéliums du systeme vasculaire de leurs hotes définitifs. L’accumulation
massive des ceufs des schistosomes dans certains organes entraine des troubles et des Iésions

qui peuvent étre fatales en absence du traitement (Traore et al., 2006).

Selon les papyrus Ebers (1550 av. J-C.) découverts a Louxor, une maladie caractérisee
par I'hématurie régnait en Egypte. Leur valeur d'interprétation sera confirmée par la
découverte d'ceufs calcifiés de schistosomes, trouvés dans le cortex rénal des momies de la
20°™ dynastie, sauvées par Ruffer avant la mise sous eau du premier barrage d'Assouan
(Ziskind et al., 2009). L'hématurie et sa fréquence en Egypte furent plus tard notées par les
médecins de 1’ancienne Perse, en particulier par Avicenne (Abu Ali al-Hussein ibn-Abdullah
Ibn-Sina, 980-1037). En 1851, Theodor Bilharz, médecin allemand exercant a I'hopital du
Caire, décrit pour la premiére fois les vers parasites responsables de I'nématurie d'Egypte,

qu'il a découvert dans les veines mésentérigues.

Les techniques biologiques plus fines telle que la détection de I'antigéne anodique
circulant (CAA) ont permis d'identifier, grace a un prélevement de la jambe, une bilharziose
bien plus ancienne chez une momie datée de 3200 av. J-C. Il sagit d'un adolescent de I'époque
prédynastique tardive, doté du matricule BM 32753. Il est devenu le plus ancien cas connu
d'infestation humaine par S. haematobium (Deelder et al., 1990). Ainsi, depuis 5 milleénaires,
la bilharziose urinaire sévit en Egypte - un bel exemple de fidéle adaptation d'un parasite a
son héte (Ferandel, 2001).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1769725509001412

La premicre réunion d’experts de la bilharziose en 1952, patronnée par I’OMS, avait
aide a définir le probléme et a planter des jalons pour la lutte antibilharzienne et établir les
programmes de recherches. Durant la décennie 1970-1980, les efforts de lutte reposaient sur
’association de la lutte contre les mollusques, de la chimiothérapie et des mesures éducatives
et sanitaires. Rares sont les pays qui sont déja parvenus a 1’élimination de la maladie
(Tchuem., 2006; WHO 2013 b). De ce fait, les bilharzioses sont I'exemple méme de maladies

les plus anciennes et des plus actuelles de I'numanité.

1.2. Répartition géographique

La bilharziose est aujourd’hui endémique dans 76 pays (Figure 1).
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Figure 1 : Carte de la répartition des espéces des schistosomes
(Chitsulo et al., 2004)



Autrefois, I’infestation a S. japonicum sévissait chez ’homme dans 6 pays, aujourd’hui cette

maladie n’intéresse plus que la chine 1’Indonésie et les philippines (Figure 2).
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Figure 2 : Situation globale du contréle de la bilharziose dans le monde en 2005 (Fenwick et
al., 2006)

L’infestation par S. mekongi, espece proche de S. japonicum a été observée dans deux
pays de I’Asie de Sud Est. L’espéce S. haematobium est endémique dans 52 pays d’Afrique et
de la Méditerranée orientale, et a été récemment observée a Sao Tomé. L’infestation a
S. mansoni existe dans 53 pays, allant de la Péninsule Arabique jusqu’au Brésil, au Suriname,
au Venezuela et a certaines Tles des Caraibes. Aujourd’hui, elle est connue a Oman et au
Niger.



1.3. Cycle biologique

1.3.1. Parasite

1.3.1. 1. Taxonomie

Les schistosomes appartiennent a I’embranchement des Plathelminthes, a la classe des
Trématodes, a I’ordre des Strigeatida, a la famille des Schistosomatidés caractérisee par des

cercaires libres (Mazeufouo et al., 2011).

Le consensus sur la systématique des Schistosomatidae repose sur la présence d’un
canal gynécophore chez le méale, dans lequel vient se loger la femelle ; il est bien développé
(Schistosomatinae) ou réduit voire absent (Bilharziellinae, Gigantobilharziinae) (Khalil et al.,
2002). Le genre Schistosoma est para-phylétique et 1’étude de son évolution demeure un

grand débat et sujet de recherche.

Les approches moléculaires et génétiques ont permis d'élucider les mouvements
historiques de ces parasites de 1’Asie vers I’Afrique, suite a la migration des vecteurs et
réservoirs définitifs. La spéciation et la diversification des vers ont engendré six groupes
monophylétiques et 23 especes, dont seulement huit sont douées d’affinité anthropophile
(Figure 3): S.haematobium, S. mansoni, S. japonicum, S. intercalatum, S. mekongi,

S. malayensis, S. mattheei et S. guineensis (Lawton, 2011).
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Figure 3: Arbre phylogénétique schématique des espéces des schistosomes (Webster et al.,
2006; Lawton, 2011). k: Homme, SE: Sud Est, E: Est, S. Schistosoma.
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1.3.1. 2. Morphologie

Le schistosome passe par plusieurs stades de développement : ver, ceuf, miracidium,

schistosomule, sporocyste, et cercaire (Figure 4).
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Figure 4 : Différents stades de développement de Schistosoma (Dreyfuss et al., 2011).



Ver : le ver male mesure 6 a 20 mm de long suivant I'espéce. Il est cylindrique au niveau de
son tiers antérieur qui porte 2 ventouses ; le reste du corps est aplati et les bords latéraux se
replient ventralement pour délimiter le canal gynécophore ou se loge la femelle. Les
téguments sont couverts d'épines ou de tubercules. La femelle mesure 7 a 20 mm de long ;
elle est cylindrique, filiforme, plus longue que le ver male de la méme espéce et sa surface est
lisse. Il existe, dans les deux sexes, une ventouse orale située a I'extrémité antérieure du corps
qui s'ouvre dans 1'cesophage et une ventouse ventrale, organe de fixation (Gentilini et al.,
2000). Les organes génitaux méles et femelles sont situés face a face et permettent ainsi une
copulation quasi permanente (Figure 5) (Gentilini et al., 1993).

Ventouse buccale

A Ventouse ventrale
Ventouse orale

Ventouse ventrale Ovaire Male

L Oviducte

Canal m;necophore \
Testicules

Miracidium

Sporocyste

Figure 5. Stade de développement de S. japonicum (Preclinical Medical college de Chine,
2009)



Eufs : morphologiquement, les huit espéces de schistosomes peuvent étre divisées en 2
groupes : (a) les schistosomes a ceuf a éperon terminal du groupe de S. haematobium, a
I’exception de S. margrebowiei, (b) les schistosomes a ceuf a éperon latéral, du groupe de

S. mansoni et S. japonicum (Figure 6) (Loker et al., 1983; Mahmoud, 2001).
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S. guineensis

Figure 6 : (Eufs des schistosomes (Mon¢ et al., 2012)

Miracidium : c’est la larve ciliée, a cuticule mince, libérée de I’ceuf. Elle est de forme
allongée, avec une longueur de 150 a 200 pum. Les cils sont insérés sur des plaques
épidermiques bien délimitées, réparties en rangées (Figure 5). Le miracidium présente, dans

sa région antérieure, deux glandes de pénétration (Dieng, 1999).
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Sporocyste : le miracidium qui pénetre a I'intérieur du mollusque se transforme en sporocyste
primaire (SP 1) qui s'individualise parfaitement a partir du cinquiéme jour post-infestation
(Figure 5). La forme du SP 1 dépendrait de I'endroit ou il se trouve dans le mollusque :

* le SP 1 tentaculaire ou péri-oculaire a la forme d'un sac trés allongé et sinueux ;

* le SP 1 rénal ou palléal apparait plus massif que le précédent. La seule fonction du SP 1
connue jusqu'ici semble étre la production de sporocystes secondaires (SP I1). Le SP Il est
d'abord relié a la paroi interne du SP |, puis il s'en détache pour devenir libre. A I'état jeune, le
SP 11 est de forme allongée avec quelques étranglements sur le corps. Lorsqu'il devient plus
agé, sa forme est plus complexe avec notamment de nombreux bourgeonnements. Les SP Il
migrent vers I'hépatopancréas du mollusque ou, certains entrent directement dans une phase
de cercariogénese, tandis que d'autres, a différents moments et sous l'influence de divers
facteurs, subissent une reconversion et deviennent sporocystogenes. Ainsi, a partir d'un seul

miracidium, on arrive a la production de plusieurs milliers de cercaires.

Cercaire : c’est une larve qui comprend essentiellement deux parties : le corps cercarien et
I'appendice caudal terminé en forme de fourche. La cercaire a le corps recouvert d'un
tégument épineux ; elle est de forme ovale et mesure de 250 a 450 pum de long pour 40 a
60 um de large (Figure 5). La caractéristique majeure de ce stade est I'existence de glandes
acétabulaires, situées en position antérieure, destinées a lyser les tissus de I'néte (Dieng,
1999).

1.3.1. 3. Biologie

Les études monumentales de : Forsythe a Zanzibar, Ongon et Bradley dans la région
du West Nile en Ouganda, Warren au Kenya, en Egypte, aux Phillipines et en Chine, et
Kloetzel au Brésil, ont établi les bases de la dynamique des populations des schistosomes chez
I’homme et les mollusques hotes intermédiaires (Mahmoud, 2001). Ils ont montré que les vers
adultes ne sont pas distribués aléatoirement chez leur héte humain, mais en agrégation, limités
aux segments infectés des individus. L’étude de I’étiologie des especes des schistosomes est
indispensable dans I’orientation des stratégies de controle. La différentiation entre les
schistosomes du méme groupe se base sur des criteres morphologiques, anatomiques et

biologiques décrits dans les tableaux 1 et 2 (Mahmoud, 2001).
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Tableau 1 : Caractéristiques des principales espéces des schistosomes humains a ceufs a
éperon latéral (Mahmoud, 2001)

Schistosomes humaines a ceuf a éperon latéral

Espéces S. japonicum S. mekongi S. mansoni
Ver adulte
Localisation chez 1’hote Veines mésentériques sup Veines

Longueur des  caecums Moyenne mésentériques inf.
intestinaux postérieurs Trés longue
Male

Longueur (mm) 10-20 15 6-13
Largeur (mm) 0,55 0,41 1,10
Nombre des testicules 6-7 6-7 4-13 (6-9)
Tubercules Absents Absents ? Grossiers
Femelle

Longueur (mm) 20-30 12 10-20
Largeur (mm) 0,3 0,23 0,16
Position de I’ovaire Milieu Tiers postérieur | Tiers frontal

Utérus
Position
Longueur
Nombre d’ceufs

(Eufs/femelle/jour/voie

Moitié frontale
Court

50-200

3500/ intestin gréle

Moitié frontale
Court
10+

?/ intestin gréle

Moitié frontale
Treés court

1-2

100-300/ célon

(Eufs matures
Passage normale dans:

Forme (taille (um))

Selle
Ronde (60 x100)

Selle
Ronde (57 x 66)

Selle
Ovoide (61 x 140)

Epine Latérale réduite Latérale réduite | Latérale proéminente

Coque Incolore Incolore ou jaunatre

Coloration Ziehl-Neelsen Positive ? Positive

Manifestation clinique Artério-veineuse Hépato- Hépato-intestinale
intestinale

Importance dans la santé | Grande Moderée Grande

publique
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Tableau 2: Caractéristiques des principales espéces des schistosomes

humains a ceuf a

éperon terminal (Pitchford et al., 1965 (a), Hira et al., 1975 (b), Chandiwana et al., 1987 (c),

Mahmoud, 2001)

Schistosomes humaines a ceufs a éperons terminal

Espéces S. haematobium S. intercalatum / S. mattheei (a, b)
S. guineensis
Ver adulte
Localisation chez 1’hote Plexus veineux uro- | Plexus veineux péri | Veines
génital rectal mésentériques
Longueur des caecums _
intestinaux postérieurs Courte Courte
Male
Longueur (mm) 10-15 11-14
Largeur (mm) 0.9 0.3-0.4 _
Nombre de testicules 4-5 2-7 (4-5)
Tubercules Fins Fins
Femelle
Longueur (mm) 16-26 10-14
Largeur (mm) 0.25 0.15-0.18
Position de I’ovaire Moitié postérieure Moitié postérieure. .
Utérus
Position Deux tiers frontales Deux tiers frontales
Longueur Long Long
Nombre des ceufs 10-50 5-60 786 (@)
Eufs/femellejour/voie | 50,300 vessie 150-400/ rectum
(Eufs matures
Passage normale dans: Urine Selle et urine Selle et urine
Forme (taille (um) Ovoide (62x150) Ovoide (61x176) (144.5x48.3)
Epine Terminale Terminale proéminente
Coque proéminente Jaune clair
Transparente
Coloration Ziehl-Neelsen | Négative Positive Négative (b)
Manifestation clinique Uro-génitale Rectale Hépato-intestinale
Importance dans la | Grande Faible Faible
santé publique Zaire Gabon. Zambie, Rhodésie,

Zimbabwe 1987 (c)
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1.3.2. Hobtes intermédiaires

Parmi les nombreuses especes de mollusques qui peuplent les milieux dulgaquicoles,
un certain nombre de gasteropodes jouent un rdle déterminant dans le cycle de développement
des schistosomes. lls tiennent la place d'hdtes intermédiaires des schistosomes, en assurant la
multiplication larvaire asexuée de ces parasites grace a un phénomene de polyembryonie trés

actif.

L’identification de la faune malacologique et la connaissance du comportement des
espéces est une nécessité pour assurer le contr6le efficace des bilharzioses puisque une
prévalence parasitaire trés faible (1 %) chez les mollusques suffit a maintenir I’endémicité

d'une parasitose dans un foyer (Dreyfuss et al., 2011)

1.3.2.1. Taxonomie et morphologie

Les mollusques d’intérét médical et vétérinaire sont protégés par une coquille dont la
morphologie sert encore de base pour la spéciation. La classe des Gastéropodes comporte
deux sous-classes incluant les especes hétes intermédiaires de la bilharziose :

— Pulmonés, caractérisée par 1’hermaphrodisme et 1’absence d’opercule et de branchie. Ils
respirent par une chambre pulmonaire, ce qui leur impose un contact fréquent avec 1’air
atmosphérigue. lls sont sensibles au dessechement. La coquille, la forme des dents (radula), et
la morphologie de 1’appareil génital sert de base pour la spéciation. Seulement, deux familles
de la sous-classe des pulmonés regroupent I’ensemble des hotes intermédiaires : les

Planorbidae et les Bulinidae.

— Prosobranches, caractérisée par une respiration branchiale, dont la coquille est souvent
fermée par un opercule. lls résistent assez bien a la dessiccation du milieu ou au transport
passif. Les hotes intermédiaires des schistosomes humaines sont regroupés dans la famille des
Hydrobioidea (Lévéque et al., 1980; Dreyfuss et al., 2011).

1.3.2.1.1. Famille de Bulinidae

Les gastéropodes de la famille des Bulinidae sont caractérisés par une coquille non

discoide a enroulement senestre. La prostate est un organe compact (Lévéque et al., 1980)
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Le genre Bulinus, regroupe la majorité des hotes intermédiaires de S. haematobium,
S. intercalatum, S. mattheei et S. guineensis. Il est caractérisé par une coquille ovale ou
turriculée (Figure 7), plus haute que large, parfois presque cylindrique (groupes africanus et

truncatus), ou plus haute (groupe forskalit).

Coquille senestre

1 a

Figure 7 : Morphologie et anatomie de B. truncatus (Lévéque et al., 1980)

B.truncatus. (1) coquille sénestre. a:apex; s:suture; sp: spire; p:péristome; I: levre. (2) Disposition des
principaux organes. mb: masse buccale; oc: organe copulateur; ps: pseudo-branchie; rn: rein (3) dent
centrale et dent latérale.

La taille dépend de I'dge du mollusque. L'enroulement des spires se fait vers la gauche
(coquille dite senestre) avec l'ouverture située a gauche du grand axe vertical. La couleur
varie du blanc au brun foncé (Lévéque et al., 1980; Farandel, 2001). Les bulins ont une
pseudo-branchie plissée et un organe copulateur qui est completement introversé au repos Ce
genre comprend 37 especes de petits escargots dulcaquicoles reparties en 5 groupes
(africanus, truncatus, tropicus, forskalii et reticulatus). Dans la région méditerranéenne,
S. haematobium est transmis par B. truncatus dont la radula est composée d’une dent centrale
et une dent latérale. B. forskalii est reporté comme hote intermédiaire de S. haematobium au
Niger (Labbo et al., 2007), S. bovis en Afrique Ouest, et S. intercalatum en Afrique Centrale.
S. intercalatum, est transmis naturellement par B. globosus (Morelet, 1866). B. cristallinus
jouerait un role dans la transmission de ce parasite dans la région de Gamba au Gabon. Le
groupe de B. forskalii est I’hote intermédiaire de S. guineensis spp a Island de S& Tomé
(Murinello et al., 2006).


http://fr-fr.facebook.com/pages/w/114967838515012
http://fr.wikipedia.org/wiki/Dul%C3%A7aquicole

1.3.2.1.2. Famille de Planorbidae

Les gastéropodes de la famille des Planorbidae sont caractérisés par une coquille

discoide aplatie et prostate formée de plusieurs diverticules le long du canal prostatique.

Le genre Biomphalaria regroupe ’ensemble des hotes intermédiaires de S. mansoni
(Synonyme « Planorbes », « tropicorbis », « Australorbis »). Ils sont caractérisés par une
radula composée de dent centrale, dent latérale et dent marginale et un appareil genital

composée d’une glande génitale hermaphrodite, canal spermatique, oviducte et glande de

I’albumine (Figure 8).

Figure 8: Morphologie et anatomie de Biomphalaria pfeifferi (Lévéque et al., 1980).

(1) Radula. a: dent centrale; b: dent latérale; c: dent marginal (2) Appareil génital. cd: canal déférent;
ch: canal hermaphrodite; cs: canal spermatique; ga: glande de 1’albumine; gh: glande hermaphrodite;
gp: glande prostatique; ov: oviducte; p: fourreau du pénis; pr: prépuce; rs: réceptacle seminal; U:

utérus; va: vagin; vs: vésicule seminale

Les espéces Biomphalaria pfeifferi et Biomphalaria sudanica sont impliquées dans la
transmission des schistosomes en Afrique de 1’Ouest. Ils ont une coquille discoide ou en
forme de lentille, un pseudo branchie présentant un lobe simple, une glande prostatique
constituée par une série de tubes glandulaires le long du conduit spermatique et un organe
copulateur qui n’est pas complétement introversé quand il est au repos. Le genre
Biomphalaria est représenté en Amérique par quelques 20 especes, dont 15 ont été nettement

définies par des criteres d’Hydrobioidea morphologiques. Seules les espéeces Biomphalaria
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glabrata, Biomphalaria Straminea, et Biomphalaria Tenagophila se sont révélées naturellement

infectées par S. mansoni.

Le genre Planorbarius (P), espece Planorbarius metidjensis (P), est considéré comme
un héte intermédiaire probable du schistosome, dans les régions a haute altitude au Maroc, par
certains auteurs (Gaud et al., 1958 ; Zekhnini et al., 2002), sans que ¢a soit confirmé par
I’OMS (Barkia et al., 2013).

1.3.2.1.3. Famille de Hydrobioidae

La famille de Pomatiopsidae regroupe deux sous familles :
— Pomatiopsina qui inclut le genre Oncomelania, responsable de la transmission de
S. japonicumn. Ce sont des petits mollusques allongés, amphibies, operculés, a sexes séparés
dans lesquels 1’évolution larvaire se fait en trois mois. La coquille est spiralée et tronquée a la
pointe (Figure 9). lls sont présents dans les riziéres mal entretenues, dans les cours d’eau lents

des canaux d’irrigation.

Hydrobioidea

Oncomelania (a) Lithoglyphopsis aperta (b) | Robertsiella (c)

Figure 9 : Morphologie des mollusques de la Famille d'Hydrobioidae, hétes intermédiaires de
la bilharziose. (a) CDC, 2013; (b) Linder et al., 1977; (c) Attwood et al., 2005.

Les principales especes «vectrices» sont O. hupensis en Chine, O. quadrasi aux Philippines et

O. nosophora au Japon. Certaines classifications mettent Oncomelania dans la famille de
hydrobiidae (Davis et al., 1992, 1995, 2006).
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— Triculinae qui regroupe deux genres :

* Robertsiella, héte intermédiaire de S. malaysiensis, caractérisé par une coquille de
petite taille, conique avec des sculptures spiralées (Figure 9). Les principales espéces sont :
R. kaporensis, R. silvicola et R. gismanni (Attwood et al., 2005).

Au laboratoire, la clé de détermination des especes est basée sur la morphologie,
I’anatomie, la chromatographie du mucus de la surface du corps, 1’étude des chromosomes,
I’immuno-diffusion des protéines du muscle et des ceufs, I’analyses enzymatiques (marqueurs
biochimiques), et 1’analyses d’ADN (marqueurs moléculaires) sont actuellement utilisées

dans la systématique intra et interspécifiques (Njioko et al., 1992).

* Lithoglyphopsis représenté par l’espéce Lithoglyphopsis apetra ou Tricula apetra ou
Neotricula aperta, qui transmet S. mekongi dans le bassin du Mékong. C’est un mollusque
operculé, a coquille dextre, globuleuse (Figure 9), qui vit sur les rochers immergés (Mayaka et
al., 2001)

1.3.2.2. Elément de biologie et écologie

Les especes qui jouent le r6le d'héte intermédiaire de parasitoses préferent en général
les eaux tiedes (22 a 28 °C), ombragées, stagnantes ou a courant modéré et a vegétation
abondante (les cours d’eau, les marigots, les mares, les lacs naturels et artificiels, les barrages
de retenue, les étangs ou les réseaux d’irrigation. L’habitat est trés polymorphe, ils vivent en
général a 20 ou 30 cm de profondeur sur les tiges des plantes, les feuilles mortes ou dans la
boue du fond. L’enfouissement de certaines especes en periode séche permet la reprise
d'activité de certains mollusques, au retour de 1’eau, tel que Bulinus et Oncomelania par
exemple (Dreyfuss et al., 2011).

Le cycle d’activité annuel et le cycle de reproduction sont conditionnés par le climat.
Dans les collections temporaires, Brown (1994) a observé quatre rythmes de reproduction :
> une seule génération pour G. truncatula en Ethiopie ;
» deux generations pour B. truncatus en région méditerranéenne dans les canaux
d’irrigation ;
»  trois générations pour Biomphalaria et Bulinus en Afrique tropicale (contrées a deux

saisons des pluies) ;
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»  plusieurs générations annuelles, de succession rapide, quand 1’habitat se maintient de

maniére permanente (Dreyfuss et al., 2011)

1.3.3. Réservoir

De nombreuses sortes d’animaux hébergent naturellement des espéces de
schistosomes, mais leur réle comme hétes réservoirs considére les facteurs suivants : aptitude
a produire des ceufs viables ; nombre d’ceufs produits ; taux d’éclosion des ceufs produits ; ET

infectivité des miracidiums issus des ceufs (WHO, 1980).

1.3.3.1. Réservoirs des schistosomes anthropophiles

S. haematobium, S. mansoni, S. japonicum, S. intercalatum, S. mekongi, S. malayensis,

S. mattheei et S. guineensis sont des espéces dont 1’hdte définitif est ’homme.
> Espéces : S. japonicum, S. malayensis et S. mekongi

S. japonicum a été identifiée chez plus de 40 especes différentes d'animaux sauvages et
domestiques et est une cause sérieuse de la morbidité et la mortalité dans certains d'entre eux,
particulierement chez le bétail et les chévres. Dans la région du Lac Dongting, dans la
province du Hunan en Chine, S. japonicum est plus répandue chez les animaux: 60 % de
bétail et buffles; 24 % de porcs; 9 % de chiens domestiques. En revanche, seulement 7 % des
personnes résidant dans les mémes régions sont infectés. Néanmoins, les rongeurs sauvages
peuvent constituer, dans quelques régions, un agent extrémement important de diffusion de
I’infection a S. japonicum et S. malayensis en Malaisie. Le chien apparait étre un réservoir de
la nouvelle souche de S. japonicum découverte dans la région du Mékong, nommée
S. mekongi (WHO, 1980). La lutte contre ces especes est délicatement difficile vu la

propagation des sources d’infection (Figure 10).
> [Espéces : S. haematobium, S. intercalatum et S. guineensis

En Afrique, ces trois espéces infectent certains animaux, sans que ceux-ci jouent un réle
important dans le maintien du parasite. L’Homme est principalement responsable du maintien
de ces infections dans I'environnement par la contamination des eaux douces par les selles et

les urines (Figure 10).
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Figure 10 : Hotes définitifs naturels des schistosomes (Standley et al., 2012)
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> Espece : S. mansoni

S. mansoni infecte naturellement les rongeurs, les babouins, les insectivores, les
marsupiaux et les bovins. Dans quelques cas, ces animaux ont servi de source d'infection pour

les humains.
> Espece : S. mattheei

S. mattheei est un parasite des moutons, bovins, chevaux, zebres, rongeurs et des

animaux sauvages (Standley et al., 2012).

1.3.3.2. Réservoirs des schistosomes hybrides

La relation entre quelques espéces des schistosomes est soulignée par leur habilité de
s’hybrider et de produire des ceufs fertiles. Chez I’homme, des études récentes ont révélé
I’existence d’hybrides naturels entre des especes de schistosomes du groupe S. haematobium
en Afrique et le groupe S. mansoni. Les reservoirs naturels et expérimentaux des especes
hybrides sont récemment découverts, et sont présentés dans la figure 11 (Webster et al.,
2006).

—— Schistosoma margrebowiei " o
— Schistosoma leiperi ---@] W& ﬂ’
Schistosoma mattheei 10t Pwmeg

Schistosoma intercalatum —— o=
Schistosoma haemamb:'unj

Schistosoma guineensis 5 k -
Schistosoma curassoni % eam

Schistosoma bovis

il
=
#
. |
5
?

Figure 11 : Hybrides des schistosomes du groupe haematobium et leurs réservoirs (Webster
et al., 2006)

Réservoirs naturels (en noir) et expérimentales (en gris) : ’Homme, primates, rongeurs, bovins, ovins, antilope
et autres animaux.
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1.3.4. Transmission

La transmission des schistosomiases implique trois partenaires différents partageant un

habitat commun, le milieu aquatique, pendant au moins quelques instants de leur vie.
1.3.4.1. Cycle de transmission

Le cycle de développement des schistosomes est dixene. Il comprend un hote
intermédiaire (mollusque), chez lequel se déeroule la phase asexuée de la reproduction du

parasite et un hote définitif chez qui s’opére la partie sexuée de la reproduction du parasite
(vertébré) (Figure 12).

Libération des cercaires dans I'eau
douce (3000 cexcaires/un mollusque)

Q=" ( : Cercaires deviannent
L
=4 LI

o 1\

p 4
)

Sporocyste (2 générations
ruccessives dans le
mollusque )

Larves migrent en premier
fenps vers les poumons &
travers les veinespuis le cour
puis la circulation sanguine

:

Larves matures dans
le foie (= 45 jours) b
d 5
Vers adultes (= taille de 1
em, duree devie Jad0ans b

? X

-
Developpement des
miracidiums dans des
sporocystes (4 & 6 semaines) b

S. haematobium migre vers le plexus veineux de la vessie
oules femelles Liberent les arufs
S, japonicum et S, mansond migrent vers les vaisseaux
- ’ , mésentériques de l'intestin ou du rectum et les femelles
§. mansoni S haematobium 134 rent los euts dans les selles
Excrétion des oeufs (=140pm, swivie 48h) 2

Figure 12 : Cycle de développement des schistosomes. (Charles et al.2009).
(a) Hoffman et al., 2003, (b) Scélo et al., 2005.
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L'homme s'infecte par le contact avec I'eau infestée par les furcocercaires. Ces derniers
s'attachent a sa peau et lorsque celle-ci seche, ils pénetrent activement dans I'épiderme grace
aux secrétions protéolytiques produites par les glandes qu'elles possédent. A ce moment, ces
larves perdent leur queue et seront nommées schistosomules. En une demi-heure, I'épiderme
est donc traverse ; les schistosomules migrent dans les tissus sous-cutanés et parviennent dans
les veinules et les capillaires lymphatiques qui ouvrent la voie a la grande circulation veineuse
et aux poumons, ou elles se trouvent temporairement bloquées (3-4 jours) a cause de leur
taille. De la, ils vont gagner le foie par la voie sanguine ou par effraction (trajet trans-
tissulaire).

La phase migratoire dure au total 10 a 21 jours. Ces schistosomules qui atteignent les
veinules, portes intra-hépatiques, vont pouvoir poursuivre leur développement jusqu'a la
différenciation, la maturité sexuelle (en 3 semaines environ) et 1’accouplement. Dans les
veinules portes intra-hépatiques, les vers adultes accouplés se déplacent a contre courant vers
les lieux de ponte (plexus peri-vésical ou plexus hémorroidal). Arrivée dans les veinules des
plexus, la femelle quitte le male pour s'engager dans les fines ramifications veineuses des
parois vésicales ou intestinales, et remonter jusqu'a la sous-muqueuse ou elle commence sa
ponte. La femelle dépose ses ceufs dans une veinule distendue : ils y restent emprisonnés
lorsque la femelle se retire. Ces ceufs percent, a l'aide d'enzymes lytiques, la paroi veineuse et
les tissus péri vasculaires, puis passent activement dans les tissus de la paroi intestinale ou
urétéro-vesicale (Figure 12), selon les espéces, pour atteindre la lumiére intestinale ou la
cavité vésicale, et étre disséminés dans la nature avec les selles ou les urines 1 a 3 mois apres
I'infestation. La durée de vie de schistosomes chez I'nomme a été estimée de 2 & 18 ans ; voire
jusqu'a 20 ou 30 ans selon 1’espéce schistosomiennes (Wilkins et al., 1987, Mayaka, 2001;
Charles et al., 2009, Dreyfuss et al., 2011). Une personne infectée peut héberger 10 a 1 000
vers (Gryseels et al., 1996).

1.3.4.2. Facteurs d’évaluation

La transmission est évaluée par la prévalence, l'intensité et I'incidence des infections

humaines :

Incidence (ou le taux d'incidence) : nombre de nouveaux cas d’une maladie qui apparaissent

dans une population au cours d'une période donnée.
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Prévalence : nombre de cas d’une affection, a un moment donné, rapporté a un chiffre donné
de population, sans distinction entre les cas nouveaux et les cas anciens (Dieng, 1999). Selon
I’OMS, ces paramétres épidémiologiques sont conventionnellement obtenus par des méthodes

parasitologiques en détectant les ceufs dans les selles et les urines (Tableau 3)

Tableau 3 : Intensité de la bilharziose en fonction du nombre d’ceufs excrétés (WHO, 2013a).

Parasite Faible intensité de | Moyenne intensité | Forte intensité de
Pinfection de I’infection Pinfection
S. mansoni 1-99 ceufs 100-399 ceufs 400 ceufs

S. haematobium Inférieur de 50 ceufs/10 50 ceufs/ 10 ml

ml

1.3.4.3. Facteurs de risque

La transmission est favorisée par plusieurs facteurs :

e Géographique : nombre d'études ont montré que la prévalence, l'intensité et I'incidence
des infections humaines diminuent avec la distance du site de transmission connu
(Sturrock et al., 1983; Jordan et al., 1983).

e Degré d’exposition : il y a une grande corrélation entre le degré d'exposition & I'eau
(nage, lessive des vétements, agriculture etc) et l'intensité de l'infection. Ainsi l'infestation
a S. haematobium présente un pic d'intensité et de prévalence aux alentours de
I'adolescence, puis décline par la suite (Dennis et al., 1983; Traoré et al., 1990; Shimada
et al., 1994). Pour S. mansoni, les sujets les plus lourdement parasités se retrouvent dans
la tranche d'age 10 - 24 ans (Chandour et al., 1991; Eltoum et al., 1993).

e Sites de transmission : la schistosomose a S. mansoni (intestinale) se transmet en général
beaucoup plus dans les zones humides, tandis que celle causée par S. haematobium

(urinaire) se rencontre en géneral en zones de savanes.
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e Chronobiologie de I'émission cercarienne : les especes infestant le bétail (S. bovis,
S. curassoni...) ont un pic d'émission précoce (aux environs de neuf heures) a I'heure ou le
bétail est en train de s'abreuver, tandis que celles parasitant I'nomme ont un pic d'‘émission

plus tardif (vers onze heures) a I'neure ou les travailleurs sont aux champs.

e Comportements des hommes : les regroupements spontanés des populations autour des

points d'eau, les mouvements migratoires et I'absence d'hygiéne.

1.4. Relation entre les schistosomes et leurs hotes

La spécificité des schistosomes aux hotes et la compatibilité des hoétes aux
schistosomes est développée durant leur long processus d’évolution, et est formellement liées
aux conditions environementantales et héréditaires. Le non adaptabilité entre les schistosomes
et leurs hotes est d aux facteurs génétiques, immunologiques, cytobiologiques, moléculaires

et physiologique (cheng et al., 2013).

Le mucus des mollusques, riche en acides gras de faible poids moléculaire et en acides
aminés, joue un rdle attractif non spécifique sur les miracidiums présents dans 1’eau.
Néanmoins, la majorité des espéces de schistosomes ont une spécificité assez étroite pour les
especes de mollusques hotes (Dreyfuss et al., 2011), contrairement a ce qui est observé avec

I'nbte définitif vertébré ou le spectre est plus large (Dieng, 1999).

1.4.1. H6te intermédiaire

L'étude des relations entre les espéces de schistosomes et les mollusques hotes
intermédiaires fait apparaitre des différences importantes en ce qui concerne le taux et la
durée de l'infestation, la production de cercaires et la mortalit¢é des mollusques. Ces
différences s'expliquent, d'une part, par l'inégale sensibilité des especes de mollusques

(susceptibilité), et de l'autre part le pouvoir infestant du parasite (infectivité).

1.4.1.1. Infestation

L’infestation du mollusque par le miracidium est sous la dépendance d'un certain

nombre de facteurs dont les principaux sont :
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- la compatibilité génétique entre le miracidium et son gastéropode hote (Preston et al., 1994;
Jourdan et al., 1982) ;

- I’ancienneté du développement parasitaire chez le mollusque : les infections plus anciennes
(présence de larves infectantes dans les tissus du mollusque) jouent un réle de facilitation de
la réinfection, mise en évidence par la concentration des parasites sur un faible nombre de

mollusques ;

- la densité miracidiale associée qui est proportionnelle a la probabilité de rencontre du
mollusque hote intermédiaire et aux conditions climatiques (pluviométrie, en particulier)
(Dreyfuss et al., 2011)

- la température : en dessous d'un certain seuil (10 °C pour le genre Biomphalaria),
I'infestation du mollusque n'est plus possible. La température optimale se situe aux alentours
de 25 °C (Dieng, 1999).

La compatibilité du systéme héte intermediaire-parasite est évaluée par le taux de
susceptibilité qui est le rapport du nombre de descendants parasités, par le nombre de

descendants exposés survivants dans 1’infestation expérimentale (Zekhnini et al., 2002).

1.4.1.2. Infection prépatente

L’infection prépatente est la phase d’infection des mollusques par le parasite
Schistosoma, durant la période de développement de sporocystes, avant 1’émission des
cercaires infectieuses. En fonction des conditions environnementales et de la susceptibilité du
mollusque, la période prépatente peut durer 1 a 2 mois, jusqu’a un an. Cependant seulement,
une fraction des mollusques infectés évolue de la phase prépatente a la phase patente

émettrice des cercaires (Hambourger et al., 1998; King et al., 2006).
La compatibilité du systeme hoéte intermédiaire-parasite est évaluee par la durée de la

période pré-patente. En effet, courte période pre patente est un indice de grande compatibilité
du systeme héte parasite (Zekhnini et al., 2002).
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1.4.1.3. Infection patente

Le rythme d'émission des cercaires est déterminé par le parasite lui-méme (Williams et
al., 1983). Cette émission de cercaires peut durer toute la vie du mollusque qui est de

quelques mois a trois ans. Elle est influencée par certains parametres tels que :

* la température : qui doit étre entre 16 °C et 35 °C (Pfluger et al., 1980) ;

* I'age du mollusque : la dynamique de la production cercarienne est plus faible en début de
production et beaucoup plus importante & la fin chez les mollusques &gés par rapport aux

formes juvéniles;

* les mollusques non cibles émettant dans l'eau une substance stimulatrice de I’émission des

cercaires (Moné et al., 1984).

1.4.2. Hote définitif

La gamme d'animaux susceptibles de servir d’hdte définitif aux schistosomes est trés
variable selon les espéces. Elle va ainsi du trés restreint pour S. haematobium (anthropophile),
au tres étendu pour S. japonicum.

1.4.2.1. Permissivité

Habituellement, les hotes définitifs des schistosomes sont classés en fonction de leur

permissivité naturelle vis a vis d'une infestation expérimentale. On distingue ainsi:

* hotes permissifs ou I’infestation aboutit a une population pérenne de vers adultes, et

d’assurer la continuité du cycle par I’excrétion d’ceufs viables vers le milieu extérieur.
* hotes non permissifs : I'infestation cercarienne n'aboutit pas a une population détectable de

vers adultes; c'est le cas du babouin infesté par S. bovis ou les vers ne parviennent pas a la

maturation complete;
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* ’infestation peut décliner au fil du temps aprés avoir pourtant débutée normalement ; c'est le

cas de la combinaison singe rhésus - S. mansoni.

1.4.2.2. Compatibilité

La compatibilité peut étre influencée par plusieurs facteurs :

e mecanique : barriere cutanée infranchissable ; exemple du singe tamarin infecté par
S. mansoni (DelPortillo et al., 1986) ;

e metabolique tel que le parasite ne rencontrant pas tous les éléments nécessaires a sa
maturation (cas de I’infection de rat de laboratoire par S. mansoni, (Maddison et al.,
1970) ;

e immunitaires (Cioli et al., 1976) : au laboratoire, selon le mode de stimulation du
systeme immunitaire (infestation, larves atténuées, antigéne purifiées) des mécanismes

de nature, d'intensité et de site d'action complétement différents peuvent se déclencher.

1.4.2. 3. Etiologie

Les signes cliniques suite a I’infection par Schistosoma dépendent largement des
facteurs génétiques et immunologiques ; les travaux sont en cours pour élucider cet aspect.
Georlitz et al. ont montré, par exemple, que le cancer de la vessie causé par S. haematobium
est favorisé par le tabagisme et le polymorphisme génétique de la quinone oxydoréductase 1
(NQO1) et superoxide dismutase 2 (SOD2), modulateurs de la réaction oxydatives des

espéces et responsable de la susceptibilité des patients aux cancers (Goerlitz et al., 2014)

1.5. Immunobiologie

La bilharziose est I'exemple idéal ou une forme du parasite est responsable de
I'immunité protectrice contre la réinfection (ver adulte), alors qu’une autre forme est
responsable de la pathologie (ceuf). Aprés I’exposition aux schistosomes, I’épiderme s’€paissit
a cause du grand afflux cellulaire des neutrophiles, macrophages et des cellules dendritiques
du derme sous-jacent (Montford et al., 2004). Les cellules dendritiques stimulées par la nature
de ’antigene et les médiateurs proinflammatoires ou inflammatoires, migrent vers les organes

lymphatiques et induit la polarisation des cellules T naives a devenir des cellules Th
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effectrices. La nature et le degré de la réponse immunitaire sont influencés par le degré
d’endémicité du foyer (degré d’exposition aux cercaires, acquisition de I’immunité prénatale

ou acquisition de I’'immunité protectrice).
1.5.1. Réponse cellulaire Thl et/ou Th17

La schistosomiase silencieuse, phase entre I’infection par la furcocercaire et
I’apparition des ceufs dans les selles ou les urines, dure 5 a 6 semaines pour S. haematobium,
et 10 a 12 semaines pour S. mansoni. Durant cette phase, I'n6te est exposé a la migration des
parasites immatures (cercaire, schistosomule et ver). Les antigénes des cercaires sont
présentés, par les cellules dendritiques et les basophiles, aux cellules lymphocytes T naives au
niveau des organes lymphoides, qui subissent une polarisation vers des cellules Thl et/ou
Th17 effectrices (El Ridi et al., 2001 et 2009).

Au niveau du systéme vasculaire, les antigénes larvaires des schistosomes et les
molécules costimulatrices, associés aux cellules endothéliales, induisent les lymphocytes Thl
et Thl7 a produire des cytokines pro inflammatoires qui activent les cellules immunitaires
(monocytes, les basophiles, les éosinophiles et les neutrophiles). Les cytokines pro-
inflammatoires, tels que I’interféron gamma (IFN gamma) et le facteur de nécrose tumorale
(TNF), induisent les monocytes et les cellules endothéliales a produire des anions super-
oxydes, des radicaux H202 et NO, potentiellement larvicides, et des cytokines pro
inflammatoires tel que IL1, IL6, et IL23. Le taux élevé de H202 et NO inhibe le
sphingomyélinase, associé au tégument du schistosome, et autre processus de métabolisme.
Par conséquent la couche lipidique devient rigide limitant 1’accés des petites molécules.
Néanmoins, les larves parasitaires possédent des stratégies de protection immunitaires, et
secrétent des molécules immunomodulatrices et enzymes qui préviennent leur destruction par
les radicaux toxiques (El Ridi et al., 2010). En outre, les cytokine proinflammatoires, 1L12,
TNF, et IFN activent I’arginase des macrophages, a transformer la L arginine en L hydroxy-
arginine, qui est une voie antifibrinogene, incapable de synthétiser des fibres et des collagenes
indispensable pour la formation des granulomes, qui entourent la coque et les débris ovulaires
qui sécrétent des produits toxiques. Ainsi, la réponse Thl excessive en résulte, a long terme,

un foie hépatotoxique et une hépatosplénomégalie (Figure 13). (Schramm et al., 2010)
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Figure 13 : Réponses immunitaires Th1 et Th2 induites par les schistosomes
(David et al., 2005)
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1.6.2. Réponse cellulaire Th2

Dans la phase chronique de la schistosomiase, les parasites deviennent matures,
s’accouplent et produisent des ceufs dont les antigénes induisent plutot la réponse immunitaire
Th2. C’est spécialement, les carbohydrates des ceufs qui sont intégrés dans le processus
specifique d’induction de la réponse Th2 (Figure 13). Des travaux récents ont montrés que le
sucre spécifique est le polylactosamine (lactose N fuco-pentose III) des ceufs qui agit comme
adjuvant du Th2. La découverte du récepteur lectine type C, exprimé sur les cellules
dendritiques, propose plusieurs cellules candidates dans la reconnaissance innée des ceufs des
schistosomes (Pearce et al., 2002, Schramm et al., 2010). D’autres travaux mettent en
évidence les récepteurs PRR-PCS spécifiques des produits du groupe Oméga 1 et IPE alpha,
les plus secrétés par les ceufs. La nature de I’antigéne (ceuf ou ver) et le signal des cytokines et
chémokines des cellules inflammatoires, évoquent des changements fonctionnelles des
cellules dendritiques et des basophiles (perte de la fonction phagocytose, régulation des
molécules costimulatrices CD80 et CD60, production des cytokines IL4, 1L10 et IL 12). Ces
cellules migrent vers les organes lymphatiques et induisent la polarisation des cellules T
naives a devenir des cellules Th2, actives. Les basophiles-IgE dépendantes qui sécrétent les
histamines, les leukotrines, et les cytokine I1L4 et IL13, amplifient la réponse Th2 (Schramm
et al., 2010). L’Il4 et IL13 agissent sur les macrophages en induisant la synthése de

I’arginase, enzyme qui dégrade la L arginine et produit la proline, les fibres et les collagénes.

Ainsi, dés que les ceufs traversent la barrieére endothéliale du site de ponte, elles sont
immédiatement attaquées par les cellules immunitaires Th2. Chaque ceuf est activement
encapsulé par les cellules Th2 constitué de cellules T CD4+, éosinophiles, macrophages et les
collagenes, formant ainsi un granulome précédant I’évolution vers la fibrose caractéristique de
la bilharziose. Puis survient le plus souvent, la phase cicatricielle du granulome avec

destruction de la coque ovulaire et du miracidium et calcification définitive du granulome.

Les cellules Th2 secrétent des médiateurs inflammatoires potentiellement dangereux
tels que IL10, IL4, IL4 R alpha, IL5, IL13 et STAT6 (Peace et al., 2002, Schramm et al.,
2010).
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1.5.3. Balance Th1/Th2

Durant la phase chronique de l'infection, ou les vers produisent des centaines d’ceufs par
jours, la réponse Th2 est modulée et les granulomes (Figure 14) qui se forment autour des
ceufs, nouvellement déposés, sont plus petites que lors de l'infection, ce qui semble protéger
les hépatocytes, mais permettent le développement de fibrose (Peace et al., 2002). En effet,
basée sur le comportement du parasite a moduler la réponse immunitaire de 1’hote sans le tuer
(perdre son habitat), et 1’hote a éliminer le parasite sans causer des dommages, durant cette
coévolution, des cellules T régulatrices et des meédiateurs anti inflammatoires se sont
développés tels que 1L10 TGFb Trgs, AAM (Schramm et al., 2010) et I’Tl 12 qui stimulent la
production de I’'IL10.

(Collagene ~—===_ cpa+ @
Eosinophile @

Autre cellules
Macrophage @

Figure 14 : Granulome bilharzien dans le foie humain (Peace et al., 2010)

Le médiateur anti inflammatoire IL 10 a le role majeur dans la prévention de la
réponse Thl ou Th2 excessives, et par suite dans la régulation de la morbidité et la mortalité

dues a la schistosomiase.
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1.5.4. Immunité humorale

Les anticorps anti-Schistosoma, appartenant aux diverses classes d'immunoglobulines,
apparaissent deés l'infection et persistent longtemps aprés I'élimination des parasites. La
réponse humorale associée a la phase pré patente (Th1) est caractérisée par la synthése accrue
des IgM, qui ciblent les polysaccharides des ceufs, et des IgE spécifiques et non spécifiques
qui ciblent tous les stades parasitaires présents chez 1’héte : cercaires, schistosomules,
antigenes CAA (antigene circulant anodique) somatiques et sécrétoires des vers adultes et
antigenes CCA (antigéne cationique circulant), ceufs et antigénes solubles des ceufs (Mayaka,
2001). Les antigénes des vers adultes induisent eux des anticorps létaux qui déclenchent une
réaction immunitaire dite réaction cellulaire cytotoxique dépendante des anticorps IgE
(ADCC) (Figure 15).

!
Les anticorps se fixent surles antigénes | Les tecepteurs Fe desl celtules NK Cellle N tu I cellule cibl Mort de la cellule cible par
des celtules cibles teconnaissentles anticorps apoptose
FeyRill
[CD ‘ 6, \ ,A\ ;/ ‘// \\.\.‘l
I//’ \\ oy // ,/ \\ \\ |\ /.
N 1 \\ \\ G
M A ( e ) N ( ( NKactivéj; N
N h P ANA N Y
'l\ >°\ ° a:ooﬁ./& 'OLE .° \\ ’)

A I~ I
_JEERR . ’\ I l'\ ) \ ’7
S et A,

N 3 : /

i Celtule cibte |

Figure 15 : Réactions de cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante d’anticorps
(ADCC) (Parham et al., 2009)

Ces anticorps létaux (les IgE et les éosinophiles) se fixent sur les schistosomules et
activent les lymphocytes, les éosinophiles, les macrophages, les plaquettes sanguines et méme
les neutrophiles et les basophiles a détruire ces schistosomules (Revillard et al., 1998) par
sécretion active des enzymes, perforins, et TNF. Cette réaction cellulaire est sous le contrdle
et la régulation des cytokines IL4, IL5, IL9, IL13 et IL10 (Couissinier Paris et al., 1995;

Rodrigues et al., 1999) ; elle est dite immunité concomitante (Wynn et al., 2000), terme
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utilisé pour décrire une sorte d’immunité acquise qui protége la réinfestation du méme
individu par de nouvelles formes immatures du parasite (Petit prez et al., 1998; Chapel et al.,
2004; Botros et al., 2005).

Les Ac spécifiques des ceufs (idiotypes) purifiés des patients avec maladie moins
sévéres stimulent la prolifération des cellules Th2. De ce fait, la réponse Th2 est toujours
associée a une augmentation des IgE et d’éosinophilie. La réponse humorale est aussi associée

a la production des IgA et des IgG2 (Peace et al., 2002).
1.5.5. Immunité et endémicite

Dans les aires a forte endémicité, la préexistence de la réponse Thl chez les enfants,
fait que ces enfants ne développent pas la réponse pro-inflammatoire, car ils ont hérité le
phénotype Th2 intra-utérine de leurs méres infectées (Peace et al., 2002). Dans les aires a
faible endémicité, I’intensité de 1’infection, représentée par le nombre de parasites présents
dans la population en un temps donné (Dieng, 1999), dépend de I’évolution des compétences

immunitaire avec 1’age ou le traitement par le praziquantel (PZQ).

Les adultes sont résistants a la réinfection, tandis que les enfants sont plus susceptibles
a la réinfection. La différence entre le groupe résistant et le groupe susceptible parait au
niveau du taux des IgE anti vers (Schramm et al., 2010) et non pas anti ceufs (Mutai et al.,
2002). Le mécanisme par lequel les IgE fonctionnent dans la capacité protectrice de I’homme
n’est pas clair, mais I’interaction avec la réponse cellulaire ADCC est le modele favorisé. Les
Ac dirigés contre les vers affecteraient également la ponte ovulaire, causant une baisse
significative du nombre des oeufs éliminés dans les urines, qui chute rapidement apres 25 ans.
Le développement lent de la réaction immunitaire protectrice contre les antigénes des vers,
peut étre due a la longue vie des vers adultes (S mansoni 7 a 10 ans) ; tel que 1’hote ne devient
exposé aux antigenes des vers qu’apres la mort ou suite au traitement (Peace et al., 2002). Le
traitement des enfants, par le PZQ dans les aires endémiques, provoque une libération massive
des antigenes solubles des schistosomes, ce qui entraine une augmentation considérable de la
production des IgE et IgG1 et une diminution des IgG4, et favorise la protection de I’homme
contre la réinfection par S. haematobium, et S. mansoni (Peace et al., 2002 ; Traore et al.,
2006).
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1.6. Aspects cliniques

Les manifestations cliniques évoluent en trois phases dont chacune correspond a une

phase physiopathologique du parasite chez I'homme (Bonnard et al., 2000).

1.6.1. Phase d'infection cercarienne

La phase d’infection cercarienne correspond a la pénétration transcutanée des
furcocercaires. Elle réalise, de maniére inconstante, une dermatite allergique dans I'heure qui
suit le bain infectant (Figure 16). Genéralement, il s'agit d'un prurit localisé précédant
I'apparition d'un érytheme, puis de papules de 3 a 5 mm de diamétre pouvant se transformer
en vésicules qui persisteront 10 a 15 jours (« swimmer's itch » = démangeaison du baigneur).
Cette phase est discrete voire inapparente avec S. haematobium. Le prurit et la réaction
urticarienne disparaissent en quelques heures, parfois en 1 a 2 jours dans la bilharziose a
S. mansoni (Gentilini et al., 1993). Cette phase, souvent silencieuse, ne s'observe qu'en cas de
primo-infection (Klotz et al., 1991; Barabe et al., 1984)

Figure 16 : Dermatite cercarienne (Hammedi et al., 2013)

1.6.2 Phase d'invasion
La phase d’invasion débute 2 a 10 semaines apres l'infection et traduit la réponse
immuno-allergiqgue a la migration et a la maturation des schistosomules. Elle est

symptomatique essentiellement chez I'enfant et le voyageur non-immun. Elle est caractérisée
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par une fievre élevée (fievre de safari pour S. mansoni (Huve et al., 1989) et fievre de
Katayama pour S. japonicum), et est éventuellement associée a des manifestations variées :
cutanées (urticaire, prurit, cedéme), pulmonaires (toux séche, dyspnée asthmatiforme),
douleurs diffuses (myalgies, arthralgies) et digestives (douleurs abdominales, diarrhée) (Klotz
et al., 1990). L'examen clinique peut retrouver une hépato-splénomégalie (Klotz et al., 1988).
L'ensemble de ces symptdbmes est l'apanage de la primo-infection et peut durer de 2 a 12

semaines.

1.6.3 Phase de localisation digestive

La phase de localisation digestive correspond a la ponte des femelles. Elle s'exprime
quelques mois a quelques années aprés le contact infectant. L'élimination des ceufs dans la
lumiere colique est une constante de toutes les bilharzioses. Cependant, la gravité et I'intensité
de I'expression clinique varie selon l'espéce de schistosome en cause : rapide et grave pour
S. japonicum et S. mekongi, fréquente et sévére pour S. mansoni, fréquente et bénigne pour

S. intercalatum, rare et bénigne pour S. haematobium.

Les espéces S. mansoni et S. intercalatum donnent le plus souvent une symptomatologie
intestinale, qui n'est qu'occasionnelle pour les autres espéces. Enfin, si S. mansoni, japonicum
et mekongi ont un tropisme hépatique électif, S. haematobium et intercalatum ne donnent que
peu de lésions hépatiques cliniqguement patentes (Klotz et al., 1988; Klotz et al., 1991). On
peut alors observer des douleurs abdominales (souvent localisées au flanc et a la fosse iliaque
gauche), une diarrhée glairo-sanglante et/ou des rectorragies isolées parfois abondantes
notamment pour S. intercalatum (Lehman et al., 1976). La présence de stries de sang

entourant les selles est caractéristique de la bilharziose intestinale.

1.6.4 Phase d’état

La phase d’état correspond a la rétention des ceufs soit dans la vessie, 1’intestin, le foie,

I’ceil, ou systéme nerveux.
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1.6.4.1. Manifestation urogénitale

Les manifestations uro-génitales sont le mode d'expression habituel de la bilharziose &
S. haematobium. Le maitre symptdme est I’hématurie. Accompagnée de signes d’irritation
vésicale : douleurs mictionnelles, irradiant vers les bourses et le périnée, pollakiurie. En cas
de complications, I’ensemble de 1’arbre urinaire et le systéme génital des deux sexes peut étre
touché: urétrite, épididymite, spermato-cystite, prostatite, salpingite, endométrite, vaginite,
cervicométrite pouvant entrainer impuissance et stérilité (Bonnard et al., 2000), ou méme a

long terme a un cancer de vessie (Figure 17) (Mamadou Dialou, 2003 ; Shewerta et al., 2010).

sténoses
Dilatations

Figure 17 : Lésions urinaires dues a S. haematobium (Hammedi et al., 2013)
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1.6.4.2. Manifestation intestinale particuliére

S. mansoni, S. japonicum, S. mekongi et & un moindre degré S. intercalatum, entrainent une
pathologie hépatosplénique (Figure 18), avec dans les formes graves, apparition d’une
hypertension portale qui conditionne le pronostic des bilharzioses intestinales et artério-

veineuses.

Figure 18 : Hépatosplénomégalie : signe clinique de la bilharziose intestinale
(Benderly et al. 2009)

¢ Manifestation digestive due a S. mansoni

Il s'agit de I'espece affectant le plus souvent le tube digestif avec la symptomatologie
la plus marquée (Bertrand et al., 1971; Strickland et al., 1982). Les symptoémes apparaissent 3
mois environ apres la contamination. La diarrhée est au premier. Des rectorragies peuvent
s'y associer. Le ténesme est habituel, les épreintes sont rares. Un prolapsus rectal peut
s'observer. L'état général est habituellement conserve (Bonfils et al., 1968) La diarrhée et les
douleurs abdominales disparaissant en quelques mois, méme sans traitement. Les
complications les plus fréquentes sont un état subocclusif et/ou une hémorragie intestinale.
L'atteinte hépatosplénique est la complication la plus grave. Elle résulte d'emboles ovulaires

dans le foie et la rate, déterminant une thrombose des veinules. Une fois bloqué, I'ceuf devient
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le centre d'un granulome (bilharziome), point de départ d'une fibrose, source d'une

hypertension portale (Figure 19) (Bertrand et al., 1971).

Foie

Hépatomégalie <

Rate

Splénomegalie

Hypertension portale |

Shunt Iﬁépatique
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U Granulomes
Hypertrophie du cceur droit Adeno-papillomes

Figure 19 : Lésions dues a S. mansoni (Hammedi et al., 2013)
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e Manifestation digestive due a S. intercalatum

La symptomatologie est articulée autour d'un syndrome rectal. On retrouve alors une
diarrhée parfois glairo-sanglante, des douleurs rectales ou coliques, un ténesme, un prolapsus

rectal voire des rectorragies (Bonfils et al., 1968; Becquet et al., 1972; Bourée et al., 1977)

e Manifestation digestive due a S. japonicum et S. mekongi

Des formes bénignes, sans hépatomégalie, sont fréquentes en zone d'endémie. Elles
sont alors révélées par des épisodes diarrhéiques passagers (Gentilini et al., 1993; Strickland
et al., 1994)

1.6.4.3. Manifestation hépatique

Le pronostic de la bilharziose est lié a l'atteinte hépatique. Cette derniere dépend du
parasite en cause : S. mansoni, japonicum et mekongi ont un tropisme hépatique électif et
déclenchent une atteinte souvent sévére, alors que S. haematobium et intercalatum sont moins
agressifs. Plus que le ver adulte, c'est I'ceuf, par son pouvoir antigénique plus important, qui
est pathogene. La ponte par les parasites matures débute deux mois aprés le contage. Les ceufs
embolisés dans les veinules portes intra-hépatiques vont déclencher une réaction
inflammatoire. Cette derniere, relayée par des lymphocytes T, provoque un afflux de
macrophages, d'éosinophiles et d'histiocytes, qui vont, a terme, former le granulome
bilharzien, centré par l'ccuf de schistosome. Parmi les lymphokines sécrétées par ces
lymphocytes T activés, on a retrouvé chez la souris des substances chimio-attractantes et
mitogenes pour les fibroblastes, ainsi que des peptides susceptibles d'accroitre la synthése de
fibronectine et de collagéne par les fibroblastes (Wyley et al., 1992). C'est principalement la
réponse de I'hbte a ce granulome qui conditionne la gravité de I'atteinte bilharzienne.

1.6.4.4. Forme atypique
Schistosoma peut affectée aussi la cornée de I’eeil (Domenico et al., 2011), les

poumons (Graham et al., 2013), le systéme nerveux, prostate, peritonéite, ou la peau (Coyle
et al., 2013 ; Ehsani et al., 2013 ; Mazigo et al., 2013 ; Vargas et al., 2013)
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1.7. Diagnostic

La confirmation du diagnostic repose sur des examens paracliniques (Bonnard et al.,
2000). Les examens non spécifiques orientent vers I'étiologie parasitaire. En effet,
I'hnémogramme est souvent normal, mais peut cependant montrer une cytopénie dans le cadre
d'un hypersplénisme. L'hyper-éosinophilie est inconstante, elle fait rarement défaut a la phase
d'invasion, mais manque souvent a la phase de localisation viscérale (Gentilini et al., 1993).
Cette hyper-éosinophilie peut atteindre 15 % mais n'a qu'une valeur d'orientation (Klotz et al.,
1991). Des perturbations de I'immunité a médiation cellulaire sont tres fréquentes avec une
baisse des lymphocytes T (CD4) et une augmentation du taux sérique de B2-microglobuline.
Ces anomalies régressent apres le traitement antiparasitaire (Feldmeier et al., 1986) L'activité
sérique des enzymes hépatiques est souvent normale en dehors d'une augmentation modérée
des phosphatases alcalines. 1l existe par ailleurs une hypergammaglobulinémie. L'insuffisance
hépatique est rare et doit faire évoquer une pathologie associée (hépatite virale en particulier
(El Shazly et al., 1994; Abdel Wahab et al., 1994; Aceti et al., 1993; Madwar et al., 1989).
La confirmation du diagnostic repose sur des examens parasitologiques spécifiques. Le choix

du test dépend de la charge parasitaire et par conséquent de I'endémicité du foyer.

1.7.1. Examen chez les patients a forte intensité de I’infection
1.7.1.1. Echographie

Le diagnostic peut étre orienté par I'échographie. Le signe le plus précoce et le plus
sensible est I'épaississement de la paroi des veines portes. Une classification a été élaborée par
I'OMS. Les items sélectionnés comportent des anomalies de I'échostructure du foie et des
anomalies liées a la présence d'une hypertension portale (Cairo Working Group 1992).
L'inconvénient de cette classification est d'inclure des mesures qui font I'objet d'une variabilité
inter-observateur (Schwerdtfeger et al., 1992), et qui sont donc peu reproductibles. Par
ailleurs, d'autres pathologies tropicales peuvent étre sources d'hépatomégalie et d'hypertension
portale et perturbent alors le calcul de ce score (hépatite virale au stade de cirrhose

notamment).
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1.7.1.2. Examen biologique

La méthode d'enrichissement de Kato, dans laquelle on utilise un gabarit normalisé
pour mesurer une quantité bien définie de matieres fécales (allant de 10 a 50 mg), est
préconiseée pour le diagnostic des infestations par S.mansoni, S japonicum, et
S. intercalatum ; le dénombrement exact des ceufs est obtenu 30 minutes apres la préparation
des lames (Weller et al., 1945, Latty et al., 1954). Dans certaines régions d’endémie, le degré
d’infestation correspond en général a un nombre d’ceufs inférieur a 100 par g de matiére

fécale.

Pour I’analyse des urines, les techniques de filtration remplacent de plus en plus souvent les
techniques qualitatives de sédimentation. Pour le diagnostic de ID’infestation a
S. haematobium, il est recommandé de prélever au hasard un échantillon de 10 ml d’urine a la
seringue et de le faire passer a travers un filtre Nytrel. L’intensité de la bilharziose dépend du
nombre d’ceufs excrétés (Tableau 3). Ainsi les examens parasitologiques ont une sensibilité de
60 % avec l'avantage d'un résultat semi-quantitatif. Néanmoins, 1’excrétion des ceufs est
intermittente, et dépend de la fécondité du ver qui diminue avec le temps, suite a la réponse
immunitaire de 1’individu ou suite au traitement (Lalty et al., 1945,Weller et al., 1945, Peters
et al., 1980, Bartholomew et al., 1981, Rollinson et al., 2013).

1.7.2. Examen chez les patients a faible intensité d’infection

Dans les régions a faible prévalence, I'infection a faible intensité est caractérisée par
un nombre d’ceufs généralement non détectables par les examens parasitologiques. La

sérologie, la biologie moléculaire et I’endoscopie sont les techniques fiables.

1.7.2.1. Radiologie

Endoscopie : la recto-sigmoidoscopie permet de mettre en évidence des Iésions quelle que
soit l'espece en cause qui est dans la majorité des cas localisee dans les 20 derniers
centimetres du colon (Lehmann et al., 1976). Il est intéressant de constater que chez plus de
50 % des malades, la muqueuse est macroscopiquement normale, alors que la biopsie réveéle
la présence de nombreux ceufs. Ces lésions endoscopiques sont rencontrées dans toutes les

especes bilharziennes, mais sont dominantes et plus intenses au cours d'une infection
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a S. mansoni et S. intercalatum. Dans une Iésion non spécifique, on peut retrouver un oedéme
et une hyperhémie de la muqueuse, souvent associés a des varicosités rectales, une
accentuation de la trame vasculaire, des suffusions hémorragiques, voire des ulcérations de
tailles variables; des rectites graves associant granulations, ulcérations et suffusions
hémorragiques ont été décrites, surtout au cours d'infections a S. intercalatum, voire a
S. haematobium. Ces biopsies ne donnent des résultats négatifs que 2 a 3 mois aprés le
traitement (Klotz et al., 1991).

1.8.3.2. Technique immunologique et moléculaire

e Détection des anticorps

La détection des anticorps est généralement possible 15 jours aprés I’infection
parasitaire. Plusieurs essais spécifiques et sensibles sont développés tels que : la réaction
cercarienne, le test de précipitation circumoval des ceufs, le test d’hémmaglutination des
antigénes des vers adultes, le test d’ Immunofluorescence indirect (IFI) a base de vers adultes
ou section de foie infecté, ’ELISA et le Western blot ou I'immunochromatographie. Les
anticorps apparaissent 15 a 30 jours apres la contamination, ce qui donne tout son intérét a la
sérologie en phase d'invasion. Cependant, les résultats sont affectés par les réactions croisees
avec d'autres helminthiases (Corea et al., 1988) et la persistance des anticorps apres la

guérison.

Les tests de dépistage reconnu par I’OMS sont : SEA SMP-ELISA (& base d'antigenes
solubles des ceufs, métapériodate de sodium- ELISA), MAMA FAST ELISA dipstick (a base
d’antigéne microsomal des vers adultes de Schistosoma mansoni). Dans le cas de la
bilharziose génitale, les ceufs ne sont trouvés que par 1’histopathologie. Aprés le traitement, le
titre d’anticorps tend a augmenter. Les IgG1 sont I’isotype cible pour la détection des

anticorps.

e Détection des antigénes

La détection des antigenes (protéines ou ADN) est importante dans le diagnostic de la
maladie au début de [I’infestation, et pour la confirmation des résultats des tests

immunologiques de détection des anticorps. Al Sherbiny et al., 1999 ont développé une

43



technique destinée a détecter des antigenes circulants grace a des anticorps monoclonaux

préalablement synthétisés: I’antigéne CCA dans les urines et I’antigene CAA dans le sérum.

La détection de I’ADN schistosomiens, par les techniques moléculaires, peut offrir une
autre approche de diagnostic trés sensible. L’ADN de Schistosoma est détectable dans le
sérum humain, les selles et 1’'urine. Dans les aires a faible endémicité ou le diagnostic
parasitologique peut étre insensible, les meilleurs approches de diagnostic sont basées sur la
caractérisation des sequences nucléotidiques répétées caractéristiques de chaque espece de
Schistosoma (WHO-EMRO, 2007).

1.8. Traitement

Le praziquantel (PZQ) est le produit de traitement classique de la bilharziose humaine,
peu cher et efficace contre toutes les bilharzioses et quelques espéces de cestodes. Pourtant, il
est moins effectif sur les stades immatures de S. mansoni. Bien que le mode d’action du PZQ
ne soit pas actuellement totalement élucide, il semblerait que cette molécule aurait un effet sur
les canaux calciques de la membrane du tégument et des cellules musculaires, provoquant des
dommages du tégument et une libération massive des antigénes solubles des schistosomes a la
surface du tégument du ver, ce qui rend ce dernier susceptible a la réaction immunitaire. En
outre, il induit la production d’IL 5 indispensable pour la réaction immunitaire effectrice

(Wilson et al., 2013).

D’autre effets du PZQ ont été élucidés tels que, la réduction du taux de production de
glutathion (GSH), I’inhibition du systéme excréteur du male et du cycle des nucléosides et la
diminution de Dactivit¢ du transport MDR. La raret¢ des investigations pour le
développement d’un nouveau traitement, fait que le PZQ est le seul traitement universel
(Coeli et al., 2013). Silva-Moraes et al., ont montré que les canaux de Ca2+ sont susceptibles
aux médicaments de la classe de dihydropyridine qui inclut la nifepidine. L’utilisation in vitro
de ce médicament (cliniquement utilis€ pour I’hypertension cardiovasculaire) a montré des
effets antischistosomes agissant sur les schistosomules et les vers adultes, ce qui est
prometteur dans le traitement des cas résistants au praziquantel (Silva-Moraes et al., 2013,
Vanaerschot et al., 2014).
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1.9. Lutte

De 1970 a 1980, I’OMS a jou¢ un rdle de premier plan dans 1’¢laboration de la stratégie de
lutte contre la schistosomose. Les efforts de lutte reposaient sur 1’association de la lutte contre
les mollusques, de la chimiothérapie et des mesures éducatives et sanitaires. Des initiatives de
lutte ont ainsi été lancées dans de nombreux pays a travers le monde, et ont été couronnées de
succes en Arabie saoudite, Maroc, Porto Rico, Tunisie et Venezuela, qui sont proches de
I’¢limination de la schistosomose ou y sont déja parvenus. D’autre pays tels que le Brésil, la
Chine, 1’Egypte et les Philippines, ont pu mener des activités nationales de lutte sur une
longue période et réduire le fardeau représenté par la schistosomose. En revanche, la lutte
contre cette maladie en Afrique, le continent le plus atteint, n’a connu aucun progrés. Les
raisons de cet échec de la lutte en Afrique subsaharienne sont nombreuses, les principales
étant :

— la stratégie basée sur le controle des mollusques (hotes intermédiaires), a 1’aide de produits
molluscicides tels que le niclosamide et de la chimiothérapie, est insuffisante compte tenu des
ré-infections constantes — liées a 1’absence d’amélioration des conditions d’hygiéne. Le cycle
de transmission continu, et les chiffres absolus mettaient rarement en évidence un recul a long
terme ;

— I’approche verticale des programmes de contrdle de la maladie, financés par des organismes
donateurs, est inefficace car ceux-ci sont interrompus dés 1’arrét du financement extérieur ;

— faible intérét a tous les niveaux, ce qui entraine un abandon progressif du soutien aux
programmes de lutte ;

— le colt élevé des interventions a contribué a faire reculer la schistosomose sur la liste des
priorités de santé publique et a réduire ’engagement des autorités sanitaires nationales en

faveur de la lutte contre cette maladie (Tchuem., 2006).

1.10.1. Dynamique

Il existe une dynamique mondiale pour la lutte contre la schistosomose. Sous I’égide
de I’OMS, tous les Etats membres de ’OMS (plus de 200 pays) ont endossé en mai 2001, a
I’occasion de I’Assemblée mondiale de la santé, la résolution WHA 54.19 dont les trois
objectifs majeurs sont :
— traiter régulierement au moins 75 % de tous les enfants d’age scolaire exposés au risque de

schistosomose et d’infections dues aux helminthes transmis par le sol ;
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— veiller a ce que les personnes vivant dans les zones endémiques aient acces aux
médicaments vermifuges au niveau de 1’infrastructure sanitaire locale ;

— fournir un traitement régulier a d’autres groupes a haut risque.

Dans cette lancée, et toujours sous 1’égide de ’OMS, le PPC (Partners for Parasite
Control) a été lancé, composé d’Etats membres de I’OMS, des agences des Nations unies, des
instituts de recherche, des universités, des représentants de I’industrie pharmaceutique et
d’une multitude d’ONG. Il offre une plateforme importante pour partager les connaissances et

les expériences acquises au niveau des pays.

La Schistosomiasis Control Initiative (SCI) a joué, aussi, un rdle moteur dans le
lancement de programmes nationaux de lutte contre la schistosomose et les vers intestinaux
dans Ouganda, Tanzanie, Zambie, Mali, Niger et Burkina Faso. A travers linitiative
Hashimoto, le Japon entend faire bénéficier de son expérience et apporte son soutien a la lutte
globale contre les maladies parasitaires. Trois centres de formation régionaux ont ainsi été
créés respectivement en Thailande pour 1’ Asie, au Kenya pour 1’ Afrique de I’Est et du Sud, et

au Ghana pour I’ Afrique centrale.

L’intégration des activités de lutte dans les activités de divers partenaires
et institutions internationales tels que IUNICEF, le Programme alimentaire mondial, la
Banque mondiale a travers le programme FRESH (Focusing Resources on EffectiveSchool
Health, Hygiene & Nutrition), Save the Children et de nombreux autres, ont contribué a
élargir la couverture du déparasitage et a renforcer les capacités des programmes nationaux de
lutte.

Enfin, I’intérét des donateurs (Fondation Bill & Melinda Gates, Fonds mondial, etc.)
et des gouvernements des pays développés (sommet du G8) et des agences internationales

(Nations unies) constituent des catalyseurs importants.

Aujourd’hui, la stratégie recommandée est centrée sur la lutte contre la morbidité. Elle
repose prioritairement sur un traitement régulier et systématique des enfants d’age scolaire
(@l’école) et des groupes a haut risque d’infection (pécheurs, travailleurs des zones irriguées,

etc.). Il contribuera ainsi a I’amélioration de 1’éducation des jeunes, car un enfant déparasité
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régulierement sera plus actif, grandira normalement, apprendra mieux et sera plus résistant

aux autres infections (Tchuem., 2006).

1.10.2. Opportunités et défis

La nouvelle dynamique et le regain d’intérét pour la lutte contre les maladies
parasitaires offrent de nouvelles opportunités susceptibles de favoriser 1’atteinte des objectifs

de lutte fixés par I’OMS telle que :

- la baisse du prix des médicaments ; en effet, avant la levée du brevet déposé pour le
praziquantel, ce médicament codtait environ 3 $ US, aujourd’hui un comprimé revient a

moins de 0,07 $ US (WHO, 1998).

- ensuite, les opportunités d’intégration et de synergie ; par plusieurs aspects, allant de
I’épidémiologie au traitement, la lutte contre les maladies parasitaires peut se faire de maniére
conjointe. Par exemple, la schistosomose et les helminthiases intestinales sont liées a la
pauvreté, sont souvent endémiques dans les mémes communautés et touchent essentiellement
les mémes cibles, a savoir les enfants d’age scolaire. En outre, les recherches sont en cours
pour I’innovation d’un test Luminex de diagnostic multiplexe simultanément de toutes les

parasitoses (Mami-Taniuchi et al., 2013).

Certains auteurs proposent le dépistage et la gestion de la stratégie de surveillance des
infections parasitaires chez les immigrés infectés par le SIDA (Salvador et al., 2013), car les

parasitoses latentes se réactivent suite a I’immunodépression.

Néanmoins, la lutte contre la schistosomose présente un certain nombre de défis tel
que la faible sensibilité des tests de diagnostic, les facteurs socio-économiques des pays (Zhou
et al.,, 2012), le manque des collaborations interesectorielles, 1’éducation sanitaire, le

développement des recherches scientifiques et 1’évaluation continu des programmes par

I’OMS (Tchuem, 2006 ; Gleen et al., 2013, Hua et al. 2013)
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Il. BILHARZIOSE URINAIRE AU MAROC
I1.1. Historique

L’apparition de la bilharziose urinaire, due a S. haematobium et transmise par B. truncatus,

remonte au XIV' siécle chez des caravaniers traversant le Sahara de Tombouctou (Mali) au
Tafilalet, qui étaient atteints de « pissement de sang » (Gaud et al., 1951). L’origine égypto-
soudanaise de I’affection est donc probable, et il semblait que la maladie s’est étendue
rapidement pour atteindre le Nord du pays, en passant par le moyen Atlas et le Gharb. En
1912, le protectorat frangais et espagnol a été instauré officiellement au Maroc et s’est heurté
aux effets néfastes de certaines maladies transmissibles, en particulier le paludisme, la peste et
la schistosomiase. En 1915, Job, un médecin militaire frangais, publia pour la premiére fois
I’analyse de quelques cas de schistosomiase a S. haematobium, contractés par des militaires
européens a Marrakech en 1914 (Job et al., 1915). Le vecteur B. truncatus abondait dans le
bassin historique de la Ménara (Marrakech) et dans les canaux d’irrigation traditionnels des
aires avoisinantes (Brumpt et al., 1922). Le foyer de Marrakech fut considéré par les
médecins francais durant une longue période comme le seul foyer marocain. Apres
I’indépendance obtenue en 1956, la transmission de la schistosomiase s’est accrue suite au
développement du réseau moderne d’irrigation a ciel ouvert, qui a causé, depuis 1967, une
extension rapide de la maladie vers des zones jusqu’alors indemnes (DELM, 1982; Barkia et

al., 2011).

11.2. Programme de lutte et profil épidémiologique de la bilharziose

La stratégie de lutte contre la bilharziose, élaborer en 1982 au Maroc, était basée sur
quatre principes fondamentaux, a savoir : I’éducation sanitaire des populations, la lutte contre
le parasite par des activités de dépistage et de traitement des cas, collaboration intersectorielle
et la lutte contre le mollusque héte intermédiaire (B. truncatus) par des actions physiques et
chimiques (utilisation du Bayluscide) (Barkia et al., 2011 ; Rollinson et al., 2013). Les
objectifs fixés étaient : d’assurer le contr6le de la maladie dans les foyers connus ;
d’empécher I’implantation de nouveaux foyers de transmission en zones irriguées.
L’¢évolution des cas autochtones entre 1960 et 1993, montre une régression continue du

nombre de cas (Figure 20). Le processus de 1’élimination de la bilharziose, instauré en 1994,
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fut alors lancé en 1994 apres information et sensibilisation de tous les partenaires sous le
slogan « La schistosomiase est un probleme maitrisable, oeuvrons ensemble pour I’éliminer
de notre beau pays », I’objectif fixé étant d’intensifier la lutte en vue d’éliminer la maladie de
tous les foyers de transmission au terme de I’an 2004. Le processus de 1’élimination était
couronne de succees, puisque la prévalence a été réduite jusqu’a atteindre zéro cas autochtone
en 2004. En effet, les derniers cas autochtones enregistrés remontaient a 2003 (DELM 2003),
ce sont des enfants de Tata ages de moins de 14 ans.

Entre 2004 et 2007, les investigations épidémiologiques effectuées pour tous les cas
déclarés confirment qu'ils sont tous soit des cas importés des pays étrangers, ou des cas
résiduels. Ces cas résiduels sont tous ages de plus de 17 ans, dépistés par un examen direct
des urines ou une biopsie et la charge parasitaire était était faible (DELM, 2003-2006). Dans
la majorité des cas sont d’anciens malades qui ont échappé au dépistage dans leur lieu de

résidence principal, leur origine a été établie dans les provinces ou la transmission existait

auparavant.
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Figure 20 : Evolution des cas autochtones de la bilharziose urinaire au Maroc (1960-2009)
(Amarir et al., 2011)

En 2008, d’aprés les recommandations de I’OMS, le Maroc est inscrit parmi les pays qui
doivent vérifier I’élimination de la bilharziose. L’OMS recommande de faire des enquétes
sérologiques et malacologiques chaque 5 ans, par des techniques hautement spécifiques et

sensibles, dans toutes les zones a passé épidémiologique récent et présentant des gites du
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mollusque vecteur de la maladie (WHO, 2008). En outre, les laboratoires provinciaux doivent

maintenir leur vigilance vis-a-vis des cas importés et résiduels.

Le réseau des laboratoires regroupe un laboratoire national de référence de bilharziose et
malacologie de I’Institut National d’Hygiene de Rabat et 20 laboratoires provinciaux, avec 41
microscopistes spécialisés dans la bilharziose, et dont les missions sont : la détection des cas
passifs et actifs (pour les villages lointains de plus de 7 km des centres de santé) et la lutte

contre les mollusques.

I1. 3. Hotes intermédiaires

Le Maroc est caractérisé par une grande diversité des mollusques. Seule B. truncatus et

probablement P. metidjensis sont vecteurs de S. haematobium (Tableau 4).

I1. 3.1. Bulinus truncatus

Au Maroc, le mollusque héte de S. haematobium est B. truncatus. Il est hermaphrodite
pouvant se reproduire par I’autofécondation (Hamza et al., 2005). L’activité reproductrice de
B. truncatus est optimale en été, minimale de décembre & mai. Les facteurs responsables de
ces rythmes saisonniers sont généralement, la température et I’éclairage, 1’assechement des
collections d’eau, les rythmes saisonniers des organismes susceptibles d’offrir de la nourriture

aux mollusques et des organismes susceptibles de les détruire (Gaud et al., 1958).

Les prospections effectuées par les autorités sanitaires dans le cadre de la surveillance
malacologique routiniére ont confirmé la réduction du nombre des gites de 533 en 1999 a 323
en 2005 (DELM, 1999 ; 2005).

Belkacem et al., ont évalué I’impact positif de I’épandage du niclosamide et 1’effet du
curage répété des bassins et des puisards sur la densité et le taux d’infestation de B. truncatus
dans le systeme d’irrigation de 1’Oudaya (Belkacem et al., 2006). Cependant, les produits
dont nous disposons actuellement pour la lutte contre les bulins, n’aboutissent pas toujours a
la destruction complete des populations de mollusques et sont moins efficaces contre les ceufs
des mollusques vecteurs ; par conséquent, le risque de transmission reste toujours présent.

Ainsi, la disparition de B. truncatus peut étre due a plusieurs phénomenes, a savoir :
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- Un phénoméne biologique, c'est-a-dire que le cycle biologique de ces escargots est
irrégulier ce qui fait qu’il y’a des années ou ils foisonnent. En effet, en 1947 et 1952, Gaud a
signalé I’absence des bulins dans les canaux d’irrigation de Marrakech, alors que vingt ans
plutdét Baltazard avait pu, en quelques jours, y récolter plus de 4 000 échantillons de
B. truncatus. Notons que ces dernieres années, la présence de ce mollusque a été signalée par
les autorités sanitaires dans ces mémes canaux d’irrigation (DELM, 2002). Donc, le
développement de ces vecteurs, comme ’ont conclu Gaud et aussi Golvan (1990), est un

phénomene trés irrégulier (Golvan et al., 1990, Barkia et al., 2012).

- Un phénomene anthropique di a la construction et I’exploitation du grand systéme
d'irrigation, ce qui contribue a la réduction ou méme la disparition des marais et Merja qui
constituaient un habitat favorable a ces mollusques. D’aprés Laamrani et al., (1999),
contrairement & d'autres systemes d'irrigation au Maroc Central et au Nord, la construction et
l'exploitation du grand systéme d'irrigation du Gharb n'ont pas eu d’impact sur I'introduction
de la schistosomiase. Selon ces auteurs, le systeme d'irrigation aurait contribué a la
disparition de 1I’hote intermédiaire et par conséquent a 1'élimination de la schistosomiase de ce

foyer de transmission connu.

L’utilisation intensive des pesticides et des engrais durant plusieurs décennies, la
présence abondante du Melanopsis praemorsa qui est considéré comme un mollusque
compétiteur de B. truncatus (Ghamizi et al., 1998 ; El Ouali et al., 1999), les travaux
d’assainissement (comblement) et les années de sécheresse qui ont conduit a un assechement

total de ces gites, sont tous des facteurs de réduction du nombre des gites a I’échelle nationale.

I1. 3.2. Planorbarius metidjensis

P. metidjensis est considéré comme un hdéte intermédiaire expérimentale de
S. haematobium, par plusieurs auteurs (Moukrim et al., 1996), et comme un hote possible par
d’autres auteurs (Yacoubi et al., 1999) mais non confirmé par I’OMS (Barkia et al., 2013).

Yacoubi et al., 1999 rapportent que les planorbes existent au Maroc a des altitudes de
340m a 1 380 m, présentent trois générations annuelles, different des observations effectuées

en Espagne ou I’espece ne présente que deux générations annuelles. L’existence de ces trois
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générations permet la présence de juvéniles tout au long de 1’année, ce qui constitue un risque
permanent de transmission de la maladie dans les habitats de P. metidjensis, car les juvéniles
sont les plus sensibles & S. haematobium. A I’inverse des bulins qui vivent & faible altitude, les
habitats de la planorbe se situent dans la haute vallée des oueds et leurs affluents. Ainsi,
certain auteurs supposent que P. metidjensis pourrait étre le principal mollusque hote, lorsque
I’altitude dépasse 500 m (Yacoubi et al., 2007).

La répartition géographique et la densité de B. truncatus, et P. metidjensis varie d’une
année a 1’autre (Tableau 4), généralement selon les conditions climatiques. Le diagnostic des
mollusques infectés se faisait dans le cas de recherche scientifique, par la technique de routine
d’excitation photonique ou la dissection et recherche du parasite (Yacoubi et al., 2007)

Tableau 4 : Répartition et densité des bulins et des planorbes au Maroc en 2004 (DELM,

2004)
Provinces et Gites Mollusque identifie
Préfectures
Secteur
Recensé | Bulin | Plan | Autres
| Agadir |. Outanane 4 4 0 0 34
AL Haouz 3 2] 5 ] 0
Assa Zag 1 1 o 0 139
3259
Bé&ni Mellal [} 14 591 L] 4
Berkane-Taounrt* S5 225 Q 1] 182
Chtouka Ait Baha 8 25 56 70 170
El kelaa 7 39 178 Q 776
Ermachidia 8 9 23 4 16
| Frguig 1 a8 0 0 0
Guelmim 1 1 0 14 0
F.&nitra 4 4 1] 1] 25 .
Larache [ 8 0 0 1815
Marrakech 6 24 43 (1] 234
Mador 4 320 0 ] 0
Tanger Asilah 1 2 0 4] 0
Taroudannt 14 60 9 0 16
Tata &4 14 831 0 S07T
Tiznit <] 5] 2 0 952
Zagora 5 G 0 0 0
Total a7 780 1738 | B8 | 37460
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PARTIE II: ZONE D’ETUDE-MATERIELS ET METHODES

Chapitre I: ZONE D’ETUDE

Depuis 1994, année de démarrage du processus d’élimination de la bilharziose, la
situation épidémiologique de la bilharziose a été contrélée dans la majorité des foyers. En

2004, le nombre de cas a chuté de 1108 en 1994, a seulement 8 cas en 2004 (DELM, 2004).

Cinq ans plus tard, aucun cas autochtone de bilharziose n’a été¢ déclaré au Maroc
(DELM, 2008). D’apres ’OMS, la vérification de I’interruption de la transmission de la
bilharziose urinaire doit étre réalisée chez les enfants des régions a passé épidémiologique

récent, avec présence de gites des mollusques vecteurs.

Les provinces ont été classées comme suit :
- les provinces indemnes ;
- les provinces ayant ¢liminées la maladie il y’a plus de 5 ans ;
- les provinces ayant éliminées la maladie il y’a moins de 5 ans ;
- les provinces en arrét récent de la transmission, et qui sont Chtouka Ait Baha,

Errachidia, El Kelaa des Sraghna, Tata, Béni Mellal et Nador (Figure 21, Annexe 1).

Ces provinces ont fait I'objet de notre étude sérologique et malacologique. Néanmoins,
la province de Nador a été ¢éliminée de notre travail de recherche, vu I’absence de gites de

bulins dans celle-ci durant la période de I’étude.

Pour I’étude sérologique, dans chaque province, nous avons sélectionné les secteurs et
les localités ou les derniers cas connus ont été détectés (Figures 22-26 et Tableau 5).

Pour I’¢étude malacologique, dans chaque province, nous avons sélectionné les stations
a proximité des secteurs choisies dans 1’étude sérologique. Chaque station représente un
certain nombre de gites ayant le méme biotope. Les prélevements malacologiques sont
effectués au niveau des points de contact homme/eau qui identifient les sites de transmission

bulins/homme (lieux de lessive, baignade, irrigation ou autres) (Annexe 2 et 3).

53



Nador X
Atlantic \
: Ocean Rebel *Fés :
Casablanca I .
Meknés i
,'
1
Kelaa Morocco '\
Sraghna Beni Mellal {)
Qued Tensi ), ------ ~
Marrakech . 'r"
\
Agadir Emachidia_ |
]
qOved Sous A
Chtouka M\\ ‘,”
A Baha' Akhosm === N Algerla
J
Oved Drda |
|

Tarfaya

- 0 0 A %0 4
Km

Figure 21 : Carte de la situation géographique des différentes provinces de 1’étude
(Amarir et al., 2011)
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Tableau 5 : Différents secteurs cibles de 1’étude sérologique de la bilharziose urinaire au

Maroc, en 2009 (Amarir et al., 2011)

Province Secteur Localité Site de reproduction des
escargots
Tata Akka Rahala Traditionnel
Akka Taourirt
Tata Agoujgal
Chtouka Traditionnel
Targa Laazite, Imzilene, Lmoudaa
Ait Baha g
Targa Ait abdelhak, Tagadirt
Errachidia | Kheng Azrou Traditionnel
Mdaghra | Meski
Kelad Des | Zémrane | Hachadiya et charkia Canaux modernes
Sraghna d’irrigation (artificielle)
g Attaouia | Ouled Marrak
Béni Mellal | Krifat Plan Agricole Traditionnel (naturel)
Bouaker Laassara
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. Tata

La province de Tata, située au Sud du Maroc, est le plus ancien foyer endémique de la
bilharziose urinaire au Maroc. En 1983, un total de 3371 cas ont été détectés, et le taux
d'incidence a été estimeé a 34,39 / 1000 personnes (DELM, 1983).

En 2003, 60 % (75 cas) des cas déclarés au niveau national provenaient de cette
province. La transmission s'est maintenue jusqu'a 1’année 2004, ou seulement 2 cas
autochtones ont été signalés (DELM, 2004 ; 2005 ; 2006). La population totale de la province

est estimée & 122 034 habitant dont 82 412 habitent les zones rurales.

Dans cette étude sérologique, nous avons sélectionné trois localités : Agoujgal du
secteur de Tata, et Rahala et Taourirt du secteur d’Akka (Figure 22), situ¢ dans le bassin du
bas Draa ou l'agriculture dépend généralement d’un systéme d'irrigation traditionnel. Il couvre
une superficie d'environ 1530 hectares (Connet et al., 1937), et composé de 10 sources

différentes avec des décharges émergentes sur les bords de la riviere d’ Akka.

Les gites positifs aux bulins sont situés au niveau de 3 localités :
- Localité d’Agoujgal situé entre 2 gites : Tagoujgalte et Toufsirt ;
- Localité de Rahala regroupant 3 gites: Ain Tahafit, Ain Imazighen et Ain Issoukine ;

- Localité de Taourirt, Ain Tichoute et Ain Tihirite.
La population dans cette oasis de palmiers est estimée a 13 000 personnes. La région a

un climat saharien, hiver froid et sec et été chaud et sec (Ministére d’agriculture, 1996; Boelee
et al., 2004).
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< Site de dépistage sérologique
{ Site d'échantillonage des bulins

Figure 22 : Carte du secteur d’Akka de la province de Tata (Boelee et al., 2004)
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I1. Chtouka Ait Baha

La province de Chtouka Ait Baha, située dans les montagnes de I'Anti-Atlas, est un
ancien foyer endémique de la bilharziose urinaire. En 2001, 17 % (32 cas) du nombre total
des cas détectés a I'échelle nationale ont été déclarés dans cette région, avec une prévalence de
60 % chez les personnes de plus de 60 ans, 40 % chez les personnes agés de 30 a 59 ans, et
10 % chez les personnes agés de 16 a 29 ans (WHO-EMRO, 2007). La population totale de la

province est estimée a 309 140 habitant dont 266 148 habitent les zones rurales.

La transmission était maintenue dans ce foyer jusqu'a 2003, ou huit cas ont été
déclarés (Figure 23). Cette province a une superficie de 3,523 km? et une population de
320 000 habitants. Dans notre étude, nous avons choisi le secteur de Targa N'Touchka
(localités de Laazite, Imzilene, Lmouda, Ait Abdelhak et Tagadirt) qui représente le point
chaud de la bilharziose urinaire et ou les huit derniers cas ont été détectés (Figure 23) (DELM,
2004 ; 2005 ; 2006).

La prospection malacologique sera réalisée aux points d’eau suivants : Aghou Niguer,
Takchirane/Tizghine, Timintoudroute, Doussaghoute et Tamda N’Benmouss, représentant les

points contact homme/bulins de la province.
Les gites positifs aux B. truncatus sont situés a la localité de Targa N’Touchka et sont

aux nombre de 6: Tizghine, Imintandroute, Doussaghouch, Tamda NbenMouss, Aghour
Niguer et Takchirane.
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Figure 23 : Carte du secteur Targa N Touchka de la province de Chtouka Ait Baha (Yacoubi
et al., 2007)
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I11. Errachidia

La province d’Errachidia, située a I'Est du Maroc, est un grand foyer endémique de la

bilharziose urinaire. En 1981, la prévalence était estimée a 60 % chez 2 000 personnes.

Une proportion de 80 % des cas étaient de la localité de Meski dans le secteur des
Mdaghra et la localité d'Azrou dans le secteur de Kheng, situées sur Oued Ziz. Ces secteurs
sont sélectionnés dans notre étude sérologique, avec les points contact d’eau associés:

Agmmatine, Rjel, Louidi et Seguia.

La transmission a été documentée jusqu'a I’année 2004 (Figure 24) (DELM, 2004 ;
2005 ; 2006). En 2005, deux cas ont été détectés parmi les 23 125 personnes examinées (01
cas importé et 01 cas résiduels). La province d’Errachidia a une superficie de 59,585 km? et
une population d'environ 600 000 personnes dont 359 127 personnes habitent les zones

rurales.

La région a un climat désertique et l'agriculture dépend généralement d’un systéme
d'irrigation traditionnel. Les apports d’eau viennent de I'Oued Ziz, Oued Ghris, Oued Todra et

Oued Ferkla (Laaziri et al., 1982 ; Doumenge et al., 1984 ; Brahim et al., 2008).

Le seul gite positif aux bulins détecté est au niveau de 1’Oued Ziz, a la localité de

Meski. Les récoltes seront effectuées au niveau de trois points :

— Agmmatine : point d’eau ou se fait la lessive et qui est un traversant vers 1’autre rive d’Oued
Meski ;

— Rjel : traversé par le canal d’évacuation des eaux usées de la station balnéaire Meski et qui
présente une fuite dans ce point ;

— Louidi: lieu de lavage des légumes et vétements, et c’est un traversant de la population vers

[’autre rive en aval de Meski.
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Figure 24 : La répartition des nappes dans la province d’Errachidia
(Agence du Bassin hydrolique de Guir-Ziz-Rhéris, 2009)
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IV. EL Kelaa des Seraghna

La province d’El Kelad des Sraghna est située au centre du Maroc, dans la wilaya de
Marrakech. Les premiers cas sont détectés apres la construction du barrage Moulay Youssef
en 1970 (Lahlou et al., 2001). En 1981, la prévalence de la bilharziose dans cette région était
de 16,2 %, et la transmission s'est poursuivie jusqu'a I’année 2000 (un seul cas). En 2006, un
cas résiduel a été détecté parmi 11 726 personnes examinées. Cette province a une superficie
de 10,070 km? et une population de 775000 personnes dont 573 188 habitent les zones
rurales. EI Kelaa est traversée par I'Oued Lakhdar, Oued Tensift et Oued Chdat (Figure 25).
Nous avons choisi deux secteurs caractérisés par une grande incidence de la maladie ou les
derniers cas ont été détectés : Zemrane (localités de Hachadiya et Charkiya), et Laattaouiya
(localité d’Ouled Marrek) (DELM, 2000). Les points contacts d’eau a proximité sont au
niveau d’Ouled Marrek, Coop Falah, Coop Chabab et Coop Hahadia.

Les gites positifs aux Bulinus sont situés aux niveaux de 4 localités :
— Ouled Marrek, située entre 2 gites : Mbarkia et Noujania ;
— Coop Falah située a proximité de 2 gites : D6 et D7 ;

— Coop Chabab, situé a proximité du gite D6 ;
— Coop Chahadia, abrite le gite OGG
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Figure 25 : Carte des secteurs sélectionnés de la province d’El Kelad Des Sraghna
(Ministere de I’Intérieur, 2010)
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V. Béni Mellal

La province de Béni Mellal est située au pied des montagnes du Moyen Atlas, ou
I'introduction de [l'irrigation extensive et la modernisation des systéemes d'irrigation ont
accéléré la propagation de la maladie (Figure 26). La transmission s'est poursuivie jusqu'‘a
I’année 2000 avec 2 cas. La région a une population estimée a 960 031 personnes dont
500 671 habitent dans les zones rurales.

Dans notre étude, nous avons sélectionné deux localités ou la bilharziose avait des
taux d'incidence élevés, notamment dans les aires d’agriculture irriguée : le plan agricole dans
le secteur de Krifat, et Laasara dans le secteur de Bouaker.

Les points contact d’eau/homme a proximité sont Ouled Abdoune, Krifate et Laassara.
Béni Mellal abrite trois gites au niveau de 2 localités :

— Ouled Abdoune a Fkih Ben Saleh : gite de prisel3;
— Laassara : gite D6 et gites D7

i Had Boamouzza >

Figure 26: Carte des secteurs sélectionnés de la province de Béni Mellal
(Ministere de ’Intérieur, 2010)
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Chapitre 11 : MATERIELS ET METHODES

Ce chapitre est subdivisé en trois parties selon les objectifs de 1’étude :

- Une premiére partie est consacrée a la verification de I’élimination de la bilharziose
urinaire au Maroc, cing ans aprés la déclaration du dernier cas. De ce fait, une étude
sérologique et malacologique est réalisée, a Tata, Béni Mellal, Chtouka Ait Baha, El Kelaa

des Sraghna et Errachidia.

- Une deuxiéme partie est consacrée a une approche de stratégie de veille sanitaire
parasitologique et malacologique vigilante qui pourra appuyer la certification de
I’élimination de la bilharziose urinaire du Maroc par I’OMS. L’approche est basée sur une
analyse bibliographiques des performances des tests malacologiques et seérologiques,

évalués au laboratoire, et/ou reportés dans la littérature.

- Une troisieme partie est consacrée a 1’évaluation du (des) test(s) le(s) plus performant(s),

dans une étude pilote a la commune de Krifat de la province de Fkih Ben Saleh.

I. VERIFICATION DE L’ELIMINATION DE LA BILHARZIOSE URINAIRE AU
MAROC

I. 1. Enquéte sérologique

L’enquéte sérologique dans les foyers a passé épidémiologique récent de la bilharziose
urinaire au Maroc preécités: Chtouka Ait Baha, Errachidia, Tata, Béni Mellal et El Kelaa des

Sraghna.
1.1.1. Type et période

Il s’agit d’une étude descriptive transversale ou on détermine la prévalence de la
bilharziose urinaire, chez les populations des zones a passé épidémiologique récent, apres
cinq ans de la date d’interruption de la transmission de la bilharziose au Maroc notifiée en

2004. Les enquétes ont été menées aux mois de mai, juin et juillet 2009.
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1.1.2. Population d’étude

La population d’étude est représentée par les enfants nés avant et apres 1’année 2004, date du

dernier cas de la bilharziose urinaire au Maroc. Elle est représentée par deux tranches d’age :

e les enfants agés de moins de 5 ans en 2009. Ces enfants sont les indicateurs de la
nouvelle infection.
e les enfants agés de 5 ans a 14 ans en 2009. Ces enfants sont 1’indicateur de la

transmission résiduelle de la maladie.

1.1.3. Variable

Un questionnaire a été rempli minutieusement (Annexe 4) ; il comporte les données
suivantes :
— variables socio démographiques : nom, prénom, age, sexe et adresse ;
— variables cliniques : symptémes urinaires ;
— variables CAP (connaissances, attitudes et pratiques) : facteurs d’exposition (natation ou

autres), prise antérieure du traitement.

1.1.4. Ethique

L'étude a recu I’approbation du Comité du Ministere de la Santé. La confidentialité et
la sécurité des participants seront assurées. Le consentement sera obtenu des parents des
enfants. Les échantillons biologiques seront recueillis en respectant les normes établies par le
Ministére de la Santé.

1.1.5. Procédure

e Critéres d’inclusion

'] Avoir moins de 16 ans au moment de 1’enquéte.

'] Avoir le consentement éclairé des parents de 1’enfant (ou du tuteur 1égal) et I’assentiment
des enfants de participer a la recherche.

L] Etre disponible au lieu de dépistage le jour de la surveillance (centre de santé ou école)

(] Etre originaire de la localité

66



e Critéres de non-inclusion

'] Enfants vivants dans d’autres lieux et sont de passage, ne sont pas inclus dans notre

enquéte sérologique.

e Echantillonnage

L’animateur, s’occupant des maladies parasitaire de la province, fait une liste des
enfants agés de 1 mois a 16 ans dans la localité et informe les parents des enfants listes, des
objectifs de I’étude et de la date de la surveillance sérologique de la bilharziose. Les enfants

absents le jour du dépistage sont considérés comme non consentants.

e Dépistage et recrutement de la population d’étude

Les enfants volontaires et leurs parents ont été largement informés des objectifs de la
procédure de 1’enquéte, par I’animateur et le surveillant général de 1’école. Les échantillons de

sang prélevés sont étiquetés et joints aux questionnaires correspondants des enfants.

1.1.6 Prélévement sanguin

Les échantillons de sang capillaire ont été recueillis entre le mois de mai et juin 2009.
Les prélevements sanguins des doigts, sont effectués a l'aide d'un vaccinostyle apres
désinfection du bout du doigt a l'aide d'un coton imbibé d'antiseptique.

Une piqdre est réalisée au niveau de la pulpe digitale, la goutte de sang est recueillie
directement sur du papier buvard (papier filtre Nobuto) et immédiatement trompée dans un
tube stérile contenant 900 ul de tampon d'extraction StabilZyme (SurModics, Inc, Edina,
MN), dilué au 1/10 (Handali et al., 2007). Les tubes sont conservés a 4 °C (Figure 27).
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Figure 27 : Prélévements sanguins réalisés pour 1’enquéte sérologique de la bilharziose
urinaire au Maroc (INH, 2009).
1. Prélévement sanguin du doigt sur la bandelette, 2. Solubilisation de la bandelette dans le stabilisant.

1.1.7. Collecte et analyse des données

Les informations démographiques, cliniques et autres, ont été collectées par un
interrogatoire des enfants et des membres des familles (nom, age, sexe, adresse, degré
d'exposition a l'infection, activités favorisant I'exposition, traitements antibilharziens
antérieurs, existence d'antécédents de diarrhée sanglante et d'hématurie). Les questionnaires

ont été saisis dans le logiciel Excel 2007 (Annexe 5).

1.2. Etude sérologique

Les examens sérologiques des échantillons sanguins ont été effectués au laboratoire de

Bilharziose de I'Institut National d'Hygiene de Rabat, par la technique Enzyme-Linked Blot
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Immuno Electrotransfert (EITB), suite a une formation de 5 jours réalisée par un expert du

CDC, Centers for Disease Control and Prevention, d’Atlanta (Dr Sukwan H.).

1.2.1. Principe de ’Enzyme-Linked Blot Immunoélectro-Transfert

S. haematobium EITB est un test qualitatif de diagnostic sérologique de la bilharziose
urinaire. Les antigenes microsomaux des vers adultes de S. haematobium (HAMA), 31 kDa et
35 kDa, sont separés, par électrophorése sur gel de polyacrylamide, puis purifiés et fixés par
électro-transfert sur la surface de bandelettes de nitrocellulose. Les bandelettes sont fournies,

prétes a I’emploi, par le laboratoire de Parasitologie du CDC d’Atlanta de I'USA.

Les anticorps anti-Schistosoma, 31 kDa et 35 kDa, éventuellement présents dans les
prélevements sanguins des sujets infectés (IgG), se fixent selectivement sur les antigenes
microsomaux présents sur les bandelettes. Chaque bandelette est ensuite incubée avec le
conjugué goat anti-humain 1gG-POD ladeled, qui se lie aux anticorps anti-Schistosoma
précedemment fixés. Lors de la derniére étape, les immuncomplexes réagissent avec le

substrat et sont révélés sous forme de bandes transversales violettes (Al Sherbiny et al., 1999).

1.2.2 Mode opératoire

Les réactifs qu’on a utilisés sont reportés dans I’annexe 6.

On estime que la goutte de sang total, déposée sur le papier filtre, a un volume approximatif
de 100 pl, elle est mise en suspension avec 900 ul de la solution stabilisante. On a ainsi une
dilution de 1/10 du sang total et une dilution de 1/20 du sérum du sujet, puisque 1’hématurie
est estimée a 1/2.

Dans un canal de la plaque d’EITB, on dépose une bandelette sensibilisée par S. haematobium
et 500 pl de la dilution du sérum du sujet (1/20), soit 100 pl de la dilution du papier filtre
imbibé de sérum, 150 ul de PBS seul et 250 ul de la solution (PBS 0,6 % et Tween a 10 % et
la poudre du lait). Apres une incubation de 60 mn + 5mn a température ambiante sous
agitation, les cupules sont lavées 4 fois par 2 a 3 ml de tampon de lavage dilué, PBS/0,3 %
Tween. Une quantité de 500 pul du conjugué, spécifique des chaines gamma humaines
conjuguées a la peroxydase, est ajoutée a chaque canal, puis incubée a 37 °C pendant 60 mn +
5mn a température ambiante et sous agitation. Apres deux lavages par le PBS/Tween et deux
lavages par PBS seul, la révélation de la peroxydase retenue est effectuée en ajoutant 500 pl

de la solution du substrat chromogene OPD. L’incubation dure 10 minutes, a température
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ambiante. L’observation du développement de la coloration toutes les 5 minutes, dure
généralement entre 15 et 60 minutes.
L’arrét est décidé lorsque les bandes éventuellement présentes sont bien contrastées par

rapport a la couleur que prend la bandelette (gris-rosée).

L’arrét se fait par I’aspiration du substrat et la distribution de 2 ml d’eau distillée dans
chaque canal, puis son aspiration. Ce lavage est répété 10 fois. Les bandelettes sont sechées
al’air libre. La juxtaposition de la bandelette d’un échantillon et du standard de poids
moléculaire (PM) coloré correspondant au lot des bandelettes, permet d’estimer le PM des

bandes antigéniques révélées:

Le témoin positif de S. haematobium (provient du CDC d’Atlanta) et le témoin négatif étaient
toujours insérés dans chaque manipulation pour contrdler d’éventuelles contaminations.
L’échantillon qui se présente sous forme de 2 traits violets, qui correspondent aux protéines
31 et 35 kDa, sur la bandelette est interprété positif avec présence d’anticorps IgG anti-

Schistosoma (Figure 28), (Amarir et al., 2011).

1.3. Prospection malacologique

L’¢étude malacologique a été effectuée dans les provinces, a passé épidémiologique
récent, prédéfinies dans 1’étude sérologique : Béni Mellal, Errachidia, Tata, El Kelaa des
Sraghna et Chtouka Ait Baha (Amarir et al., 2014). En 2008, I’aire de répartition de B.

truncatus a été confirmée dans ces provinces.

1.3.1. Période

Les prospections malacologiques ont été menées en 2008, durant le mois d’avril a
Tata, mai a El Kela4, et juin a Béni Mellal, Chtouka Ait Baha et Errachidia

1.3.2. Collecte des bulins

Les recoltes ont éteé effectuées au niveau des points contact homme/bulins (Figure 28),
conformément a la methode décrite dans le guide de la lutte contre la bilharziose du ministere

de la santé du Royaume Maroc au niveau des canaux d'irrigation et des oueds (DELM, 1982).
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Figure 28 : Points de contact homme/bulins au niveau des gites étudiés (INH, 2009)
1. Canaux d’irrigation lieu de baignade (El Kel&a), 2. Canaux d’irrigation lieu de lessive (El Kel&a),
3. Oued (Béni Mellal).

Dans un premier temps, une technique de recherche macroscopique, utilisée par
plusieurs auteurs, est adoptée (Caméron et al., 1980; Magin et al., 1995; Gosteli, 1996). Les

especes visibles a 1’ceil nu sont ramassées a la main (Figure 29).

Pour les canaux d’irrigation et les oueds, une nasse rectangulaire (20 cm x 12,5 cm),
munie d’un cadre tranchant recouvert d’un filet de maille (d = 1mm), a permis de racler les
mollusques et la végétation de bordure leur servant de support (Khallaayoune et al., 1992;
Magboul, 1996). Pour les autres gites, une nasse rectangulaire est poussée a travers la
végétation ou sur la surface du substratum et le contenu est remué avec précaution avant
d’étre tiré. En procédant ainsi, on détache de la végétation la plupart des gastéropodes, et le
contenu est mis dans un plateau a 1’aide d’une pince, puis toutes les especes de mollusques
récoltées sont triées et mises dans une boite a expédition. Une recherche complémentaire est
faite a la main au niveau des pierres, des herbes, des feuilles et des branches immergées
(Figure 29). Les mollusques récoltés sont ramenés au laboratoire ou ils sont identifiés. La date
de la récolte, I’heure, la durée et la fréquence ont été enregistrées dans les fiches de

prospection.
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Figure 29. Lieu de récolte des bulins au niveau des canaux d’irrigation (El Kel&a) et des
oueds (Errachidia) (INH, 2009)

1.3.3. Identification et conservation

L’identification in situ de B. truncatus est réalisée par des techniciens d’hygiéne
expérimentés, de 1’équipe du SIAAP (Service d’infrastructure d’actions ambulatoires
provinciales et préfectorales) du Ministere de la Santé de chaque province, par référence a la

morphologie comparée de la coquille (Figure 30, annexe 7).

Figure 30. Identification morphologique des bulins collectés et conservation dans de 1’alcool
dans des flacons étiquetés (INH, 2009)
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B. truncatus est caracterisé par une coquille ovoide globuleuse, spire courte 3-4 tours
tres convexes-bombés, le dernier tour dépassant la demi hauteur, ventru ovulaire, oblique ;
test luisant, corné ambé long (Guide Bilharziose, 1982). Tout les bulins sont conservés dans
de I’alcool dans des flacons étiquetés, et envoyés a I’INH pour confirmation et examen

moléculaire (Figure 30).

1.4. Etude malacologique

L’étude moléculaire des bulins collectés des foyers a passé épidémiologique récent (Chtouka
Ait Baha, Errachidia, Tata, Béni Mellal et ElI Kelda des Sraghna), est réalisée a 1’Unité de
Biologie Moléculaire du Département de Parasitologie de I’INH, suite a une formation de 5

jours réalisée par un expert en malacologie de I’OMS (Professeur Abbasi Ibrahim).

1.4.1. Principe

L’analyse des bulins par biologie moléculaire, consiste a faire une extraction d’ADN
des bulins, suivi d’une amplification de la séquence répétée spécifique des schistosomes a ceuf
a éperon terminal. C’est la séquence Dral (121 pb), site spécifique d’endonucléase. Le produit
PCR est soumit a une électrophorese sur gel d’agarose, qui révele la présence ou non de la
bande 121 pb. Dans le cas de résultat positif par Dral PCR, la discrimination entre les espéces
du groupe des schistosomes a ceuf a éperon terminal, surtout entre S. haematobium et S bovis
(agent de la bilharziose chez les animaux), se fait par I’amplification d’une autre séquence
répétée de S. haematobium (525 pb), nommée Sh110 Sm-SI, spécifique de S. haematobium
puis révélation par électrophorese (Hambourger et al., 2001 ; Abbasi et al., 2007, Amarir
etal., 2014).

1.4.2. Mode opératoire
1.4.2.1. Extraction de I'ADN par CTAB
Les réactifs utilisés sont reportés dans ’annexe 7. La méthode d’extraction utilisée est

manuelle, nommé la methode de bromure d'hexadécyltriméthylammonium (CTAB) décrit par
Hambourger et al., (2001) et Abbasi et al., (2007).
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Les bulins récupérés ont été séchés de 1’alcool et débarrasser de leurs coquilles a 1’aide
d’une pince fine (Figure 31). Les bulins peuvent étre regroupés en pool de 50 mg de masse

total au maximum (3 a 5 bulins par pool) et broyés a I’aide d’un mini-broyeur électrique.

@) (b)

Figure 31 : Traitement des bulins collectés
Préparation des bulins a I’extraction par CTAB: séchage (a) et élimination de la coquille (b) (INH, 2009)

Le volume des tissus mous des bulins de chaque pool est ensuite estimé et incubé dans
un volume égale, de 300 pl a 400 pl, de tampon de lyse CTAB (100 mM Tris-HCI pH 7,5,
EDTA 20 mM, 1,4 M de NaCl, CTAB a 2 %, 0,2 % de 2-mercaptoéthanol) et 20 ul de la
protéinase K, a 60 °C pendant 1 a 2 heures, jusqu’a compléte digestion. On estime le volume
du lysat et on ajoute un volume égal de la solution Chisam (chloroforme et isoamyl alchol
1/24) (400 a 500 ul). Aprées centrifugation a 14 000 rpm/min, on aspire le surnageant
contenant I’ADN (vi) et on le met dans des tubes eppendofs contenant 10 % du volume (Vi)
d’acétate de Na, puis on ajoute (2vi) de I’éthanol et on garde les échantillons a -20 °C a 70 °C
pendant 30 min a une nuit. Aprés deux lavages de I’ADN (centrifugation a 14 000 rpm/min),
suivi d’une aspiration du surnageant contenant 1’alcool et mise en suspension dans 0,5 ml de
I’éthanol a 70 %, puis centrifugation @ 14 000 rpm/min, on seche les tubes d’ADN par
incubation dans un four a 50 °C et on les met en suspension dans 50 pl de tampon TE (Tris 10
mM EDTA 1 mM; pH 8). Un éluat de 5 ul d’ADN est convenable pour une réaction PCR.

74



1.4.2.2. Amplification par Dral-PCR

Pour I’amplification de la séquence Dral, nous avons utilisé¢ les amorces suivantes :
directe : GATCTCACCTATCAGACG et inverse : GTCACCAATAATATGAAAC.

Le protocole de I’amplification suivi est décrit par Abbasi et al., (2007);
I’amplification est réalisée dans un volume final de 50 pl contenant 200 uM des dNTP (1 pl),
25pmol de deux amorces Dral (directe: GATCTCACCTATCAGACG, inverse
GTCACCAATAATATGAAAC) (1 ul), 2,5unités de Tag ADN polymérase (1 pl) et 5 pl
d’ADN.

L’activation de 1’amplification nécessite 1 min a 95 °C, suivie par 35 cycles de (1 min
295 °C, 1 mina58°C, et 1 min a 72 °C), suivi d'une étape d'élongation a 72 °C pendant 10
min (Figure 32). Dans chaque manipulation PCR, 10 ng de I’ADN purifié de S. haematobium
est utilisé comme contrdle positif. Ce contrdle est fourni par ’OMS. Un témoin négatif (eau)

est toujours ajouté pour contrdler la contamination pendant la manipulation.

min

1 dénaturation 2 hybridation ADN-amorces 3 élongation
de I'ADN (amorgage) (ADM polymérase)

Figure 32 : Cycles thermiques de la PCR (Kouato et al., 2005)
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1.4.2.3. Amplification par Sh110-Sm-SI PCR

Pour I’amplification de la séquence Sh110-Sm-SI, nous avons utilisé les amorces

suivantes :

- Sh110: 5-TTC CCT CAACTA ACC TCT CCT TAT-3")

- SmSL:5-CAACGT CACGGT TTT CTT LOI GTG-3": amorce dérivée de S.

mansoni

Le protocole de ’amplification suivi dans Sh110-Sm-SI PCR est le méme que celui de Dral
PCR.

1.4.2.4. Electrophorése

Les produits de I'ADN amplifié sont analysés par électrophorése sur gel et les bandes
colorées avec du bromure d'éthidium sont visualisées a 1’aide d’une trans-illumination & UV.
La migration du produit de I’amplification est réalisée sur un gel d’agarose a 1,2 % (avec
10 pl du bromure d’éthidium) pendant 45 min a 90 V dans un tampon de migration (0,04 M
Tris-Acetate- 0,001 M EDTA).

Des marqueurs de poids moléculaires de 1000 pb sont déposés et migrent

parallélement a I’ADN de 1’échantillon.

Une image des bandes du gel est prise en I’exposant aux UV dans la chambre noire du
transluminateur avec caméra. En comparant la distance de migration et la taille de ces bandes
avec celle du marqueur, on peut estimer le poids moléculaires des séquences d’ADN et la
concentration de 1’extrait d’ADN des specimens et par suite, interpréter les résultats (si
nécessaire, on dilue I’extrait d’ADN, pour mieux visualiser le profil de 1’échantillon). Les

bandes Dral et Sh110 Sm SI mesurent, respectivement, 121 pb et 525 pb.
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II.LAPRES ELIMINATION DE LA BILHARZIOSE A S. HAEMATOBIUM:
APPROCHE DE DIAGNOSTIC ET DE SURVEILLANCE/VEILLE SANITAIRE

Le controle de la bilharziose urinaire au Maroc passe, de la phase du controle de la
transmission a la phase de I'élimination de la maladie (Annexe 8). La stratégie de diagnostic
de la bilharziose urinaire dans notre pays, est basée sur I’examen microscopique des urines
et I'nématurie. Les prospections malacologiques consistent a notifier la présence ou
I’absence de B. truncatus dans les gites sans évaluation de leur inféctivité. Pour maintenir
I’élimination et prévenir la réémergence de la maladie, il est primordial d'ajuster cette
stratégie et de la renforcer. Selon les recommandations de I’OMS, et plusieurs articles
scientifiques récents (Figure 33) (Zhou et al., 2011), la surveillance sérologique est plus
sensible que la surveillance parasitologique dans les aires de faible endémicité ou ayant
¢liminés la maladie. Or, le choix du test sérologique le plus approprié n’est pas facile ni
arbitraire. Le test candidat pour étre adopté dans la surveillance nationale, doit étre non
invasif pour les enfants, facile, spécifique pour S. haematobium, sensible dans les aires a

faible endémicité rapide et pas cher.

Prévalence 15% 10% 5% 1% ( 0°D
Control Morbidite Infection | Transmission | Interruption de la transmission| Flimination
Techmique de | Examen direct/sérologie Tests serologiques <’"l'-efsts serologiques chezles enfants
—
diagnostic
Sensibilite et | Sensible et | Hautement sensibles et specifiques (HautemenDsensibles et specifiques
spécificité spécifique ; moins chers)
Technique Questionnaire | Test serologique Test sérologique avec détection des antigénes
Qidentification | (simple, Hautement sensible et | Hautement sensibles et spécifiques
pour le | sensible, spécifque
fraitement moins cher)
Aire a faible endémicité

Figure 33 : Techniques de diagnostic de la bilharziose en fonction de la prévalence de la
maladie (Zhou et al., 2011)
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Quand la prévalence de la maladie tend vers zéro, la surveillance malacologique parait
primordiale pour la évaluer la transmission homme/bulins. Néanmoins, les tests de diagnostic

doivent étre tres sensibles pour détecter les infections prépatentes des bulins.

Une synthése de I’information disponible dans la littérature sur les tests de diagnostic de la
bilharziose urinaire (sérologique et malacologique), dans les aires a faible endémicité est
réalisée pour décider des outils épidémiologiques a adopter. Une approche de diagnostic et de
surveillance, avec des indicateurs de suivi épidémiologiques sensibles, sera proposée et

discutée.

Définition utilisée :

Diagnostic humain : le test approprié est un test rapide, adapté au terrain, sensible dans les

aires de faible endémicité.

Diagnostic malacologique : le test approprié est un test capable de détecter les infections

prépatentes et/ou discriminer entre S. haematobium et S. bovis.

Elimination: consiste a maintenir 1’incidence a zéro % pendant cing ans consécutifs apres la
date du dernier cas (2004-2009)

Certification: la certification de 1’élimination de la bilharziose urinaire par I’OMS, consiste a
maintenir I’incidence a zéro %, pendant au moins dix ans consécutifs apres la date du dernier
cas (2004-2014), les indicateurs épidémiologiques de la surveillance/veille sanitaire doivent
étre tres sensibles (tests sérologiques de détection des anticorps, au lieu de I’examen direct des
urines), présenter des arguments sérologiques et malacologiques qui doivent étre évaluer par
un audit externe (experts de I’OMS) (WHO, 2008).

II.1. Source d’information

e Revue systématique de la littérature

La recherche s’est intéressée aux publications en anglais ou en francais, de la période 1990

a 2013, en utilisant les moteurs de recherches suivants : Pub Med, Google Scholar, Web of
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Science, Hinari and Sciences direct (Charles et al., 2013). Les publications sur la
bilharziose urinaire,analysées sont celles comportant un des mots clés suivants:
Schistosomose, S. haematobium, Bulinus truncatus, diagnostic, test rapide, évaluation,
étude comparative, aire a faible endémicité (AFE), gestion de la surveillance
parasitologique apres eélimination de la bilharziose, gestion de la surveillance

malacologique aprés élimination de la bilharziose.

“‘La littérature grise’’: Nous avons contacté des experts internationaux pour compléter nos
connaissances et prendre des décisions éclairées sur les performances des tests, dans les
aires a faible endémicité ou chez les personnes ne présentant pas d’ceufs dans les urines.
Nous avons contacté les experts du CDC d’Atlanta aux USA,; Jiangsu Institute of Parasitic
Diseases of China; Theodor Bilharz Research Institute - Schistosome Biological Supply
Center, Imbada, Egypte; Service des infections parasitaires, Hopital universitaire de Rio
de Janeiro, Brésil; Département de médecine d'urgence; University Hospitals -Case
Medical Center, Université Case Western Reserve USA; et Leiden University Medical

Center, Department of Molecular Cell Biology The Netherlands (Hollande).

Les informations sur le colt de revient de chaque test de diagnostic seront obtenues a partir
des publications scientifiques ou par contact, par courrier électronique (e-mail) ou
téléphone, avec D’auteur principal de I’article ou le délégué de la société qui le

commercialise.

e Criteres d’inclusion :

Toutes les publications réalisées sur les aires de faible endémicité, présentant un test de
diagnostic rapide de la bilharziose urinaire et mesurant sa sensibilité et sa spécificité par

rapport a I’examen microscopique, sont incluses.

11.2. Syntheése des résultats

Les données sur la sensibilité, la spécificité, le cofit, le pays d’évaluation et 1’utilité¢ de tous les
tests adaptés aux aires a faible endémicité de la bilharziose urinaire seront regroupées et

analysées. La sélection ciblera les tests rapides les moins chers.
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e Test sérologique :

L’approche de diagnostic de la bilharziose urinaire dans la phase post élimination, doit
respecter la recommandation de I’OMS d’adopter le test sérologique de détection des
anticorps comme test de premier screening. Le test de détection des antigénes est le test de

2éme ordre, pour confirmer I’infection active chez les sujets séropositif.

De ce fait, I’approche de diagnostic sera une combinaison d’au moins deux tests:
o Le test de detection des anticorps anti S. haematobium (RDT-Ac) +/- le test de

détection des antigenes de S. haematobium (RDT-Ag).

Plusieurs kits de tests rapides, de détection des anticorps et des antigenes schistosomiens,
seront proposés d’aprés la littérature. Plusieurs combinaisons de tests rapides (RDT-Ac+
RDT-Ag) seront possibles dans 1’approche de diagnostic de la bilharziose urinaire.

La sélection la plus performante, de la combinaison des tests rapides, dépend des

performances, commercialisation et du co(t des tests.

e Test malacologique :

Une recherche bibliographique est réalisée pour déterminer les tests malacologiques
disponibles, leurs caractéristiques, leurs performances et les colts. Une étude comparative des

tests sera réalisée afin de déterminer le test ayant le meilleur rapport qualité/prix.

11.3. Gestion de la surveillance/veille sanitaire humaine et malacologique

Des logigrammes détaillés de la gestion de la surveillance parasitologique et malacologique

de la bilharziose urinaire, aprés élimination, seront présentés et discutés.

Des réunions internes avec le personnel du laboratoire de la Bilharziose, la Direction de
I’INH, le service des maladies parasitaires et vecteurs, la direction d’épidémiologie et de lutte
contre les maladies du Ministére de la Santé en Mars 2014, seront programmées pour discuter

les indicateurs épidémiologiques présentés dans les logigrammes de veille sanitaires proposés.
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I1l. ETUDE MALACOLOGIQUE PILOTE PAR DRAI/SH73 PCR: ARGUMENT
POUR LA CERTIFICATION DE L’ELIMINATION DE LA BILHARZIOSE

Dans les zones ou S. bovis et S. haematobium sont sympatriques, 1’analyse par Dral PCR
seule ne différencie pas ces deux espéces. La confirmation par Sh110 Sm SL PCR, spécifique
de S. haematobium est indispensable, car elle n’amplifie pas S. bovis. L’utilisation de deux
PCR simultanément, nécessite des ressources humaines, du temps et plus de réactifs.

La technique PCR Dral/sh73, récemment developpée en 2012, spécifique a la fois de S. bovis
et S. haematobium, peut remplacer 1’utilisation simultanée des deux PCR (Dral et Sh110

SmSL PCR) et mérite d’étre évaluée dans une étude malacologique de masse au Maroc.

I11.1. Collecte des bulins

L’étude malacologique a été effectuée au gite ‘prise 13 situé a 3 Km de la localité de
Ouled Abdoune, commune Krifat de la nouvelle délégation de Fkih Ben Saleh (Figure 26).

Les prospections malacologiques ont été menées en decembre 2013. Les récoltes ont
été effectuées au niveau d’une canalisation brisée non fonctionnelle. Il s’agit d’un puisard

isolé & eau stagnante que la population utilise pour la baignade, la lessive et I’irrigation.

111.2. Mode opératoire de la PCR Dral/73

L’¢étude moléculaire des bulins est réalisée a 1’Unité de Biologie Moléculaire du Département
de Parasitologie de I’'INH, suivant le protocole décrit par Abbasi et al. (2012).

L’extraction d’ADN des bulins est réalisée par la méthode CTAB. Pour I’amplification, nous
avons utilisé la combinaison des amorces suivantes:

Sh 73 direct: CCTTGGTCACGTGATTTTC

Dral reverse primer: TCACAACGATACGACCAAC

L’activation de 1I’amplification nécessite 5 min a 95 °C, suivie par 35 cycles de 1 min a 95 °C,

1 mina58°C, et 1 mina 72 °C. L’étape d'élongation est effectuée a 72 °C pendant 10 min.

111.3. Evaluation de la PCR Dral/73

Une série de manipulations est réalisée, pour déterminer la meilleure concentration du témoin
positif a adopter pour le test.

Le témoin positif de S. haematobium est fourni par I’OMS a une concentration de 200 ng/ml.
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Le témoin positif de S. bovis sert a visualiser les bulins infectés par ce parasite dans les gites
ou les deux especes sont sympatriques.

Vu I’absence du témoin positif de S. bovis dans notre laboratoire, nous utiliserons les extraits
d’ADN des bulins infectés par S. bovis, révelés par Dral PCR dans notre premiere étude de
2009. Nous nous reférons a la figure 1 (A) de I’article de Abbasi et al. (2012), comme profil

référence de S. bovis (Figure 34).

I 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 M(bp)

y— =

'.-u.-..

Figure 34. Profil éléctrophorétique de S. haematobium et S. bovis par Dral/sh73 PCR
(Abbasi et al. 2012)

Un témoin négatif (eau) est toujours ajouté pour controler la contamination pendant la
manipulation.

La migration du produit de I’amplification est réalisée sur un gel d’agarose a 1,2 % (avec
10 ul du bromure d’éthidium) pendant 45 min a 80 V, 80mA, dans un tampon de migration
(0,04 M Tris-Acetate- 0,001 M EDTA).

111.4..Analyse moléculaire des bulins par PCR Dral/Sh73

Les pools des extraits d’ADN, regroupés en 5 bulins, seront analysés par la PCR Dral/Sh73.
Les résultats seront interprétés par références aux témoins positifs et négatifs et aux
marqueurs de taille selon Abbasi et al. (2012).

La PCR Dral/Sh73 révele les bandes de 200 pb et 350 pb, dans les extraits de bulins infectés
par S. haematobium, et les bandes de 150 pb et 300 pb dans les extraits de bulins infectés par

S. bovis.
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PARTIE I1l: RESULTATS

> Etude sérologique

Un total de 2382 enfants, provenant des 12 localités des 5 foyers historiques de la bilharziose
urinaires au Maroc, ont été dépistés. Une proportion de 23,1 % des enfants (nombre = 551)
avaient un age de moins de 5 ans, 42,4 % (1010) étaient agés de 6 a 10 ans et 34 % (810)
avaient plus de 1lans. Un total de 52,6 % (nombre = 1253) étaient des garcons et 47,4 %

étaient des filles (Figure 35 et 36) avec un sexe ratio de 1.10..

- 3 Gargon
1500 F: Fifle
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Figure 35 : Répartition de la population d’étude sérologique de la bilharziose urinaire au

Maroc, selon le sexe, en 2009
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Figure 36 : Répartition de la population d’étude sérologique de la bilharziose urinaire au

Maroc, selon 1’age, en 2009

Tous ces enfants n’ont jamais contracté la bilharziose et n’ont jamais recu un traitement
contre cette maladie. A 1’exception de deux cas d’hématurie, le reste des enfants testés
(99,9 %) ne présente aucune manifestation clinique évocatrice de la bilharziose. 51 de ces
enfants se baignent dans les canaux d'irrigation (2,14%), (Annexe 3).

L’analyse des 2382 échantillons de sérums, par la technique HAMA EITB (Tableau
6), a montré I'absence des anticorps anti S. haematobium chez les enfants nés apres la date du
dernier cas (indicateur d'infection récente) de schistosomiase au Maroc et méme chez les
enfants plus agés (indicateur d'infection résiduelle) (Figure 37). La répartition sectorielle des

sujets de I’étude sérologique est représentée dans 1’annexe 9.
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Tableau 6. Résultats sérologiques de la bilharziose urinaire des enfants dépistés au Maroc en
2009 a Errachidia, Chtouka Ait Baha, Béni Mellal, Tata et El Kelaa des Sraghna.

Province | Secteur Localité NPre Tranche d’age
sérums | <5 5-11 >11 ND Reésultats
EITB
Tata Akka Rahala 210 36 91 83 Négatif
Akka Taourirt 203 37 107 59 Négatif
Tata Agoujgal 216 56 95 63 2 Négatif
Chtouka Targa Laazite, 211 2 124 84 1 Négatif
At Baha Imzilene
Lmouda
Targa Ait 208 24 102 82 Négatif
Abdelhak
Tagadirt
El Kelad | Zemrane | hachadiya | 201 36 85 80 Négatif
des et
Seraghna Chrakiya
Diar 61 4 24 33 Négatif
Attaouiya | Oued 135 20 64 51 Négatif
Marek
Béni Krifat Plan agricol | 209 85 72 52 Négatif
Mellal Bouaker | Laasara 200 39 74 86 1 Négatif
Errachidia | Kheng Azrou 210 97 64 48 1 Négatif
Mdaghra | Meski 318 115 108 89 6 Négatif
Total (%) 2382 | 515(23) | 1010(42) | 810(34) | 11(0.5) | (100)

ND: non déterminés

| MT COT+T- SN
[~
Of e
6‘7 e
43 e
30 ’
| —
20 " S
14 -

Figure 37 : Série des bandelettes HAMA EITB négatives
MT: Profil de migration des marqueurs de taille, T+: bandelette de sérum témoin positif, T- : bandelette de
sérum témoin négatif, SN : échantillons sérologiques négatifs
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> Etude malacologique

L’échantillonnage des bulins est fait dans chaque gite, le matin, pendant une semaine.
Suite a plusieurs dragages, un total de 2703 bulins a été collecté. L’abondance des bulins varie
d’un gite a un autre ; Chtouka Ait Baha représente la plus grande abondance de B. truncatus
(960 bulins / 35,5 %), suivi de Béni Mellal (610 bulins / 23 %), Tata (600 bulins /22 %), EI
Kelaé des Sraghna (432 bulins /16 %) et Errachidia (101 bulins /3,8 %).

L'examen moléculaire de I’infestation des bulins par des schistosomes a montré des
résultats qui varient d’une province a une autre. Les résultats du Dral PCR ont montré que les
bulins récupérés des gites d’Errachidia et des six gites de Chtouka Ait Baha ne sont pas
infectés par les schistosomes du groupe haematobium (Figure 38, Tableau 7), ce qui prouve

I'absence de l'infection parasitaire patente et prépatente (Amarir et al., 2014).
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Figure 38 : Résultats de 1’analyse par la PCR Dral des bulins collectés aux gites de Chtouka

Ait Baha et Errachidia en 20009.
Lignes 1-5 : Pool des extraits d’ADN de 5 bulins par ligne, T+ : Témoin Positif d’ADN de S. haematobium,
T-: pas d’ADN, M : marqueur de taille (bp : paire de bases)
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Tableau 7. Résultats de I’examen moléculaire par la PCR Dral et la PCR Sh110 SmSI des

bulins récoltés au Maroc, en 2009

Province | Localité Nom du gite des Nombre des | Nombre Nombre de
bulins bulins de pools groupe de
collecté positifs bulins
(nombre de | par Dral positifs par
pools) PCR (%) | Sh110SmSI
PCR
Chtouka | Targa N’Touchka | Aghou Niguer 200 (52) 0
Alt Baha
Takchirane/Tizghine | 200 (48) 0
Timintoudroute 250 (66) 0
Doussaghouch 210 (54) 0
Tamda N’Benmouss | 100 (24) 0 ---
Total 960 (224) 0
Errachidia | Meski Oued Ziz | Agmmatine Et Rjel 12 (4) 0
Louidi 30 (7) 0
Seguia Meski 59 (13) 0
Total 101 (24)
Tata Agoujgal (2) Agoujgal /tagoujgalt | 150 (34) 0
Agoujgal/toufssirt 150 (36) 0
Rahala (3) Rahala in tahafit 40 (12) 6 (3) 0
Rahalain imazighen | 60 (18) 10(5) 0
Rahala/ain issoukine | 50 (14) 5(2,5) 0
Taourirt (2) Taourirt/ain tichoute | 100 (32) 22(11) 0
Taourirt /ain tihirite | 50 (12) 12(6) 0
Total 600 (158) 55(27,6)
El Kelad | Oued Marrek Mbarkia 107 (34) 0
Des
Sraghna
Noujania 3(1) 1(0,5) 0
Coop Falah D7 77 (17) 9(4,5 0
CoopChabab D6 142 (38) 20(10) 0
Coop Hahadia D3 83 (41) 2(1) 0
0GG2 20 (4) 2(1) 0
Total 432 (99) 34(17,08)
Béni Laasara SD7 10 160 (32) 25(12,57) |0
Mellal
SD6 150 (30) 24(12,06) |0
Oulad Abdoun- D4 300 (84) 61(30,65) |0
krifate
Total 610 (146) 110(55,3) |0
TOTAL 2703 (651) | 199(100) 0
général
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Les gites qui se sont révélés positifs par Dral PCR sont les localités de Rahala et Taourirt pour

la province de Tata, et les localités d’El Kelaa des Sraghna et Béni Mellal (figure 39).

(Abeamentt) 2 | oo T+ T M

Figure 39 : Résultats de I’analyse par la PCR Dral des bulins collectés aux gites de Tata, El
Kelaa des Sraghna et Béni Mellal en 2009
Lignes 1-5 : résultats de 1’analyse par la PCR Draldes bulins testés (pool de 5 bulins par ligne). 1 : échantillon
dont I'ADN est tres concentré ; 2, 3 et 5 échantillons négatifs ; 4 échantillon positif ; Témoin positif : T+, ADN de
S. haematobium ; Témoin Négatif : T-, pas d’ADN ; M: marqueur de taille (bp : paire de bases).
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Les extraits d’ADN des bulins positifs, par la PCR Dral, ont été analysés par la PCR
Sh110/Sm-SI, qui amplifie 'ADN de S. haematobium et n'amplifie pas I'ADN de S. bovis. Le
résultat a montré 1’absence de trace d’ADN de S. haematobium chez tous les bulins (Figure
40).

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 T- T+ ST M(bp)

by

Figure 40. Résultats de I’analyse par la PCR Sh110/Sm-SI des bulins positifs par la PCR Dral.
Lignes 1-12 : résultats des bulins positifs par la PCR Dral, T+, Témoin positif : ADN de S. haematobium, T-,
Témoin Neégatif : pas d’ADN, M : marqueur de taille (paire de bases)

» Apres élimination de la bilharziose : Approche de gestion de la surveillance

parasitologique

Les résultats de la synthése bibliographique sur la gestion de la surveillance parasitologique
de la bilharziose urinaire dans les aires a faible endémicité ont montré que le test de détection
des anticorps anti-S. haematobium est le test de ler screening indispensable en Chine (Hua et
al., 2013), Brésil (Cavalcanti et al., 2013), USA (Amarir et al., 2011), Egypte (El Sherbiny et
al., 1999) et autres. Dans la phase post élimination de la bilharziose, I’OMS recommande

vivement le test sérologique de détection des anticorps anti S. haematobium au lieu du test
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d’examen direct des urines. Le test de détection des antigénes est un test de confirmation de

I’infection active (cas séropositif).

<+ Le logigramme de la surveillance parasitologique

Le logigramme de la surveillance parasitologique propose (Figure 41), est basé sur le test

sérologique comme test de premiére intention, confirme par le test de détection des antigénes.
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Figure 41 : Approche de surveillance et gestion de I’infection a S. haematobium, apres

I’élimination de la bilharziose urinaire (Cavalcanti et al. 2013-modifiée)

Le logigramme présente 6 cas de figure :

= Les cas séropositifs seront traités selon 1’age:
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- les enfants séropositifs ages de moins de 16 ans, seront considérées comme des
indicateurs d’une nouvelle infection, puisqu’ils sont nés aprés la date du dernier cas
notifié en 2004 (réémergence probable de la maladie).
- les adultes séropositifs, de plus de 16 ans, peuvent étre des cas résiduels ou des cas
autochtones.
+ De ce fait, les cas séropositifs confirmés par la détection des antigénes de S. haematobium,
dans les urines ou le sang (ceufs, protéines, ADN..), seront considérés comme des cas de
bilharziose urinaire et susciteront un traitement, une investigation épidémiologique rapide au
niveau du secteur d’origine.
+ les adultes séropositifs, avec une absence d’antigénes de S. haematobium (ceufs, protéines,
ADN), resteront sous surveillance.
= Les cas séronégatifs seront traités selon la zone géographique:
- Les cas séronégatifs appartenant aux aires a risque de réexposition (zones ou il y’a des cas
de bilharziose urinaire importée, ou des regroupements des immigrés, a proximité des gites de
B. truncatus ou P. metidjensis), susciteront un suivi et une surveillance.
- Les cas séronégatifs appartenant aux aires sans risque de réexposition sont considéerés

indemnes.
> Sélection des tests de diagnostic appropriés
Les tests de diagnostic sérologique utilisés pour la détection des anticorps anti-Schistosoma et

ceux utilisés pour la détection des antigénes du parasite sont nombreux, mais rares sont les

tests rapides pour la détection de S. haematobium dans les aires a faible endémicité.
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Tableau 8. Caractéristiques des différents tests rapides disponibles, de diagnostic humain de

S. haematobium, dans les aires a faible endémicité.

Diagnostic | Test Terr | Codt/l | Evaluation Références Performance Contrainte
ain test dans les aires a Par référence a | Exigen
(USD) | faible I’examen ces
endémicité direct SS/SP
Clinique Hem test Oui 0,3 Iraq (Anton etal., 2008), | SS 79% et SP | Aucun -
(hématurie Afrique (King et al., 2013) 98% (King et
al., 2013)
HAMA Non | >5 Maroc Amarir et al., 2011 SS/SP a, b et
EITB-31gp- Lake Malawi Cetron et al. 1996, 99%/99% c Colt
35 qp Eqypte Ramzy et al. 1993 96%100%
EITB/[HAM | Non | 9 Egypte Al Sherbiny et al., | SS50a91% a, b et | Colt
- gp23 Maroc 1999; DELM, 2001 c
Détection ELISA-SEA | Oui | 9 Ghana Bosompen et al., | SS98.5% a, b et | Codt
des (Ag. S. Bufs) 2004, Al Sherbiny et c
anticorps | Hama FAST Egypte 2l 1998 S5 83 493%
ELISA gp23
HAI Oui |25 Allemagne, Hans friedemann et | SS 92% - P
(Antigéne Chilie al.; 2012 SP 94.7% (seuil
du vers de Hollande Gool etal., 2002 1/80)
s. h) Bosompen et al., | (Friedemann et
2004 al.; 2012)
DDIA Oui |1 Chine Huaet al., 2013 SSet SP ?| - Mangque
(ceufs de S. inconnu  pour valuation
japonicum) haematobium
RDT Oui | <3 Cote d'ivoire Coulibaly et al., | SS66.7% - 1
SMCTFE 2013 SP 34.4%
Filtration Non | <3 Afrique, Iran, | knopp etal., 2012 SS 22% aeth -
Iraq Johnathan et al., | SP 95%
2011
RDT Oui | <3 USA Johnathan et al., | SS79% - -
filtration Kenya 2011 SP 95%
Détection FTUCP Qui |5 USA Van Dam et al, | SS96 % - -
des Congo 2013 SP 96%
antigenes POC CCA QOui |3 Cameroun Colley et al., 2013, | SS 36% - Faible SS
Cote d'Ivoire Demerdash et al. | SP 78%
Ethiopie,Keny 2013 (Demerdash et
a Uguanda al- 2013)
Zanzibar Knopp et al., 2012 | SS 9% Faible SS
ELISA Oui |8 Hollande Al Sherbiny et al. | SS43% aeth Faible SS
CAA* Ghana 1999, Bosompem | SP 96%
Egypte et al., 2004 (Al Sherbiny et
al. 1999)

Ag S : antigénes solubles, (a) labo, (b) électricité, (c) expertise ; S : sans; SS:

Schistosoma haematobium
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Selon le tableau 8, les tests utiles et pratiques sont :

v' Test clinique : test d’hématurie

v’ Test de détection des anticorps anti S. haematobium: RDT SmCTF a base dea antigénes
du fluide transformé des cercaires de S. mansoni (Coulibaly et al., 2013), Dipstick Dye
Immuno Assay (DDIA), a base des antigénes des ceufs de S. japonicum, ELISA et
I'hnéemmaglutination indirecte (HAI) & base des antigénes du vers de S. haematobium. Ces
quatre derniers tests sont des tests adaptés au terrain. EITB reste la technique de
confirmation au laboratoire de bilharziose de I’INH.

v' Test de détection des antigenes : actuellement adoptés dans les aires a faible endémicité
sont: la filtration des urines et I'examen microscopique des filtres, la filtration des urines
et la révélation des ceufs par un conjugué (RDT filtration), 1'immunochromatographie
pour la recherche de I’antigéne CCA dans les urines (POC CCA), I'ELISA pour la
recherche de I’antigéne CCA dans les urines (ELISA CCA), FT UCP RDT qui est un test
immunochromatographique pour la recherche de I’antigeéne schistosomien dans les urines
et le sérum (Tableau 8). Néanmoins, les tests les plus performants et rapides sont RDT
filtration, et FTUCP. FTUCP, peut étre le test de 3éme ordre pour la confirmation des cas
séropositifs (présence d’anticorps), avec absence des antigénes du parasite dans les
urines.

Les différentes combinaisons en série des tests de diagnostic, possibles dans la stratégie de

surveillances, sont résumées dans le tableau 9. Le choix dépend des fonds budgétaires

disponibles.

Tableau 9. Caractéristiques des combinaisons des tests de diagnostic de la bilharziose

urinaire, appropriés pour la surveillance nationale

Combin Test Détection Détection des | Colt | Population cible | Faisabilité
aison clinique des Ac anti | antigénes de | total
S.h S.h

1 - HAI RDT filtration | <5,5 Tout 4ge SIVS

2 - HAI FTUCP 7,5 Tout &ge SIVS

4 Hématurie HAI - <3 Enfants VS

5 Hématurie HAI RDT filtration | <5,8 Tout age SIVS

6 Hématurie | HAI FTUCP 7.8 Tout age SIVS

S.h : Schistosoma haematobium
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<+ Le logigramme de la surveillance malacologique

La surveillance malacologique ciblera les gites de B. truncatus et P. metidjensis (hote
intermédiaire probable) des provinces a risque de réémergence de la maladie au Maroc
(Figure 42). La collecte et I’identification de B. truncatus et P. metidjensis seront réalisés par
les laboratoires provinciaux. Les mollusques seront ensuite envoyés au laboratoire central

pour I’examen de leur infectivité.

» La gestion de la surveillance/veille sanitaire de I'inféctivité des bulins et planorbes
proposée, dépend du degré de risque de réémergence de la bilharziose urinaire des aires
géographiques, qui peuvent étre subdivisés en trois groupes (Figure 42) :

Province a passee !
epidemiologique récent

Province avee présence de cas
positif (imprté ou autochtone)
A proximite des gites

Surveillance sérologique et

| |

| |

*: | malscologique chague 5 cing
ans

| |
| |
| |
| | |
| | |
Y Surveillance serologigue t

malacologique sendant 2 ans

I | | | |
Province a haut risque d expasition i : i i i Sumeluce sl e
Présence des regroupements des lV ‘ !' H !' H !' PANEEAIG SErge L TATOgte

Tmmigres & provimite des gies e+ dnnuelle

[ — ——— —
ol — —— — —
[l — — —— —

- — — ———
- ——
- — — ———

Q100401 Q2. 0401 G203 Q1 Q203 04 Q QL3 04 01 QL 4
4 015 3016 7 018 0

Figure 42: Planning des surveillances humaine et malacologique dans la phase post
élimination de la bilharziose urinaire au Maroc

Période de transmission, === intervention épidémiologique, v surveillance sérologique, ﬂ
surveillance malacologique
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- Les zones ou il y'a des gites de Bulinus ou Planorbarius avec présence tout autour de
regroupements des immigrés des pays endémiques, peuvent étre considérées a haut
risque de réémergence de la maladie (Gholamreza et al. 2008). Elles susciteront une
surveillance malacologique et parasitologique annuelle (Gholamreza et al., 2008,
Hong Chang Yuan et al., 2002).

- Les zones ou il y’a des cas importés a proximité des gites, susciteront une surveillance

malacologique et sérologique pendant 2 ans (age approximatif des bulins infestés).

- Les zones sans risque de réexposition, a passé épidémiologique récent (10 ans),
susciteront un examen de l’inféctivité des mollusques cibles, une fois par cinq ans
pour confirmer I’absence de la transmission homme/mollusques et présenter des
arguments pour la certification de 1’élimination. Ces provinces sont: Tata; Béni

Mellal, Chtouka Ait Baha, Errachidia et El Kel&a des Sraghna.
La présence d’un seul bulin infecté, suscitera une lutte malacologique (physique ou
chimique) une fois par an, pendant 3 ans (Hongchang et al., 2002; Zhou et al., 2005, Wu
et al., 2005, Hongchang et al., 2002).
» Sélection des tests malacologiques
Les caractéristiques des tests malacologiques actuellement disponibles, le test lumiére,

la dissection, la sérologie, Dral PCR, Sh1l SmSL PCR, Coxl PCR et Dral/73 PCR sont

comparées (Tableau 10).
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Tableau 10. Caractéristiques des différents tests de diagnostic malacologique de l'infection a

S.

haematobium
Test Référence Détection Sensibilité Discrimination | Pratique | Colt/ltest
des entre S. bovis et | & I'étude | (USD)
infections S. haematobium | de masse
prépatente
Test lumiére Guide Non 1 miracidium | Non Non 0
bilharziose
1982
Dissection Yacoubi et | Oui (kyste | 1sporocyste | Non Non 0
al., 2007 sporocystes)
Sérologie de | Hambourger | Oui Séropositivité | Non Non 5
I'némolymphe | et al., 1989 ; | (aprés 2
Doenhoff et | semaines)
al., 2004 et
King et al.,
2010
Dral PCR Hamburger et | Oui 1 pg/Ml Non ou 7
al., 2004,
Melo et al.,
2006
Sh110SmsSl Abassi et al., | Oui 1 pg/ul Oui mais | Oui 7
PCR 2007 n'amplifie  pas
S. bovis
Dral et | Amarir et al., | Oui 1pg/Ml Oui Oui 12 *
Sh110SmSI 2011 (amplifie
PCR S. bovis et
S. haematobium)
Coxl PCR Webster et al. | Oui 0.8ng/ul Oui Oui 7
2010 (Webster et
al. 2010),
Non
(Abassi et
al. 2012)
PCR 77/Dral | Abassi et al., | Oui 1 pg/Ml Oui Oui 7
2012

* . Une extraction d’ADN, 2 amplifications, 2 électrophoréses
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Les tests PCR Dral, PCR Sh 110SmSL et PCR Dral/Sh 73 sont les seuls tests capables
de détecter les infections prépatentes des bulins, discriminer entre S. bovis et S. haematobium,
et sont pratiques pour les études de masse.

Néanmoins, pour discriminer entre S. bovis et S. haematobium, le coit de I’analyse des bulins
par la PCR Dral et la PCR Sh110SmSI est le double (12 USD) du coit de I’analyse de ces
mollusques par la PCR Dral/Sh 73 (7USD). D’ou I’importance d’évaluer ce test au

laboratoire.

> Etude malacologique a la province de Fkih Ben Saleh : évaluation de la PCR
Dral/Sh 73

Un total de 50 Bulinus truncatus sont collectés et aucun P. metidjensis n’est récolté (Figure
43, annexe 10).

Figure 43. Bulins collectés de la commune de Krifat de la province de Fkih Ben Saleh en
décembre 2013

La combinaison de deux primers, Dral et Sh73, amplifie deux amplicons du témoin positif de
S. haematobium, le 200pb et le 350pb (Figure 44).
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MTI1 MI2 Sh S0mg 20mg 15ng IN Pl

MT, Sk Sh
10ng  Sng $.b2009 IN P2

500

350
200

(b)

Figure 44. Evaluation de la Dral/Sh73 PCR en analysant différentes concentrations du témoin
positif de S. haematobium (a) : 5ng/ul, 20ng/ul, 15ng/ul; (b): 10ng/ml, 8ng/ul).

MT : Marqueur de taille de 1000pb, MT1: Marqueur de taille de 100pb (Promega), S.h : Témoin positif de S.
haematobium, TN: témoin négatif, P1 : pool des extraits d’ADN de Fkih Ben Saleh.

La sensibilité du test est évaluée en adoptant différentes concentrations du témoin positif de
S. haematobium (50ng, 20ng, 15ng, 10ng, 8ng, 2ng). Le profil des différentes
concentrations montre une révélation des bandes lisibles, a partir du 20ng/ml jusqu’a 2ng/ml
(Figure 44-45).
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Les bulins infectés par S. bovis en 2009, ne présentent pas un bon profil, ce qui est peut étre

di a la détérioration de I’ADN (Figure 44).

Les résultats de 1’analyse des pools des bulins récoltés de la commune de Fkih Ben Saleh,
montrent I’absence de trace des bandes de 200 pb et 350 pb de S. haematobium et des bandes

de 150 pb et 300 pb de S. bovis chez tous les bulins (Figure 44-45).

Temotn S. haematobium : : ‘
10ng Sng g Tnegetlf PP P4 PS5 P6 P MI(PH

Figure 45. Analyse des bulins collectés de Fkih Ben Saleh par Dral/Sh73 PCR
MT1 : Marqueur de taille de 1000pb, P3-P7 : pool des extraits d’ADN de Fkih Ben Saleh.
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PARTIE IV : DISCUSSION

Le Maroc est I'un des 8 pays (Iran, Tunisie, Algérie, Turquie, Inde, Jordanie, Liban et L’ile
Maurice) a avoir ¢élaboré, exécuté et réussi un processus d’élimination de la bilharziose a
S. haematobium dans le monde (Barkia et al., 2011 ; WHO, 2013 a). Pour confirmer
I’interruption de la transmission de la bilharziose urinaire dans ces pays, ’OMS recommande
le dépistage sérologique de la bilharziose urinaire chez les enfants, nés aprés la date du
dernier cas autochtone déclaré, combiné avec la détection moléculaire de l'infection a
S. haematobium chez les bulins (WHO, 2008).

Les localités cibles de notre étude sont celles a passé épidémiologique récent (5 ans), ou les
derniers cas de la bilharziose urinaire sont enregistrés. En effet, malgré le traitement de masse
de la population par le praziquantel, on pourra avoir une transmission a faible endémicité
pendant toute la durée de vie du ver femelle (estimée de 2 a 5 ans) car cet antihelmintique
diminue la fécondite de la femelle de S. haematobium sans la tuer.

La présence de la transmission a faible endémicité est argumentée par la présence d’enfants
séropositifs, nés apres la date du dernier cas autochtone, cad les enfants née apres 1’année
2003. De ce fait, ces enfants sont les indicateurs de nouvelle infection, vu 1I’immarité de leur
systeme immunitaire (Cavalcanti et al. 2013). Statistiquement, quand la prévalence tend vers
0 %, la taille de I’échantillon tend a englober toute la population des enfants existants ; car
pour vérifier I’interruption de la transmission de la bilharziose urinaire, la probabilité de la
présence d’un enfant porteur du parasite n’est pas acceptée. Par conséquent, 1’échantillon de
I’é¢tude a compris tous les enfants de la zone d’étude a 1’exception des enfants non consentants

et la technique de diagnostic doit étre hautement sensible.

HAMA FAST-ELISA et EITB sont deux techniques complémentaires dont la sensibilité de
détection des anticorps anti-S. haematobium est évaluée a 100% (Tsang et al., 1991 ; Cetron
et al., 1996; Al Sherbiny et al., 1999). Pour Vérifier l'interruption de la transmission de la
bilharziose urinaire au Maroc, nous avons privilégié l'utilisation de la technique EITB seule

pour les raisons suivantes :
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- la technique FAST-ELISA utilise une plaque dont chaque puits est sensibilisé par 200 ng de
mélange d’antigénes solubles de S. haematobium. Chaque puits sert & tester un seul
échantillon par puits. En revanche, la technique EITB, utilise une bandelette sensibilisée par 5
ng d’une ou deux protéines antigéniques, déterminées et spécifiques pour S. haematobium,
séparées 1’un de I’autre par une électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de SDS
(SDS-PAGE) et purifiées. Une bandelette sert pour I'analyse d'un pool de quatre échantillons.
Par conséquent, I’utilisation du test HAMA-EITB permet un gain de temps et du produit

antigenique, et s'avére pratique dans les études de masse (Amarir et al., 2011).

- MAMA FAST-ELISA, a base d‘antigénes de S. mansoni, est caractérisée par une sensibilité
de 99% pour la détection des infections & S. mansoni et seulement 83,6 % pour la détection
des infections a S. haematobium (Al Sherbiny et al., 1999). Par contre, d’aprés Tsang et al.
(1997), I’essai MAMA-EITB a montré une specificité et une sensibilité de 99 % pour la
détection des infections a S. haematobium au Malawi, en Angola, au Ghana, au Kenya, au
Libéria, a Madagascar, au Mali et en Namibie (Tsang et al., 1997), ce qui témoigne de la
haute sensibilité de I’analyse du profil humoral de la bilharziose urinaire par la technique
EITB.

- Le test HAMA-EITB, adopté par Al Sherbiny et al. en 1999, identifie I’infection par
S. haematobium ; il est basé sur la réactivité des anticorps avec la glycoprotéine gp 23 de
HAMA ; celle-ci est identifiée aussi lors d’une infection par S. japonicum (Al Sherbiny et al.
1999). Tandis que le test HAMA-EITB adopté dans notre étude est basé sur la détection de
deux antigénes microsomiaux de 31 kDa et 35 kDa, spécifiques a S. haematobium (Amarir et
al., 2011).

- EITB est une technique non invasive qui ne nécessite pas un prélevement capillaire ; elle
peut étre réalisée sur un papier buvard imbibé d’une seule goutte de sang du doigt, selon la
procédure récemment décrite par Sukwan et al. (2007). Le prélévement d’une seule goutte de
sang du doigt encourage les parents et les enfants, méme de petit age, a participer a I’enquéte

(Tsang et al., 1997).

Les résultats de 1’étude sérologique de la bilharziose urinaire, obtenus par EITB,
montrent que la proportion de I’infection par S. haematobium est nulle chez tous les enfants

dépistés, agés de 0 a 16 ans, et dans tous les foyers a passé épidémiologique recent au Maroc.

101



Pour une meilleure analyse des résultats de I’étude sérologique, I’idéal est de disposer
de données sur des études sérologiques antérieures ayant utilisé des méthodes standardisées,
portant sur la méme tranche d’age chez des personnes appartenant a un méme écosysteme
géographique. Au Maroc, la seule étude sérologique sur la bilharziose a été réalisée en 2001,
en collaboration avec le centre de référence et de diagnostic de la schistosomiase du Caire
(Egypte) et ’OMS. Les provinces d’étude étaient Marrakech Méhara, Tata et Chtouka Ait
Baha. Un prélévement de sang veineux, des sujets de la population d'étude, a servi pour les
tests FAST ELISA et EITB (DELM, 2001). Les résultats ont montré que:

- les techniques sérologiques sont plus sensibles que I'examen microscopique des urines ;

- latechnique FAST ELISA avait une faible specificité par apport a la technique EITB ;

- la technique sérologique EITB n’a pas été utilisée dans le cadre d'une surveillance
systématique nationale, vu la réticence des enfants au prélevement sanguin, qu'il soit
veineux ou capillaire ;

- chez les enfants de moins de 14 ans, la séroprévalence était nulle a Marrakech et Chtouka
Ait Baha (tableau 10, figure 42). En revanche la séroprévalence a Tata était de 10 %, ce qui
montrait la présence d’infections récentes (WHO-EMRO, 2007). En effet, Tata a connu
une épidémie de la bilharziose urinaire en 2003, ou 80% des cas provenaient du secteur
d’Akka.

Tableau 11. Résultats de I'étude sérologique de la bilharziose urinaire, réalisée chez les
populations dépistées a Chtouka Ait Baha, Tata et Marrakech en 2001 (WHO, 2007)

2001 Dépistage parasitologique Etude sérologique

Nombre de Taux de Nombre de Séroprévalence Séroprévalence

Délégation prélévements positivité prélévements chez les sujets de chez les enfants
urinaires sérologiques 0460 ans de 0 a 14 ans

Marrakech 8078 0,01 % 527 19.7% a Oudaya 0%
Tata 8968 0,2 % 439 26.2% a Akka 10%
Chtouka Ait
Baha 9813 0,3% 398 17.3% & Targa 0%
Total 26859 1418
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Figure 46 : Résultats de I'étude sérologique de la bilharziose urinaire réalisée en 2001 chez
les populations dépistées a Chtouka Ait Baha, Tata et Marrakech, en fonction de 1’age (WHO-
EMRO, 2007)

Entre 2001 et 2009, la séroprévalence a Tata a diminué de 10% a 0% chez les enfants.
En effet, les enfants 4gés de moins de 14 ans en 2001, auront un age entre 8 et 22 ans en 20009.
On présume que les derniers cas notifié en 2003 a Tata, ayant eu leur traitement, et que la
transmission est interrompu, vu les efforts de lutte accentués (traitement de masse de la
population, lutte physique et chimiques des gites). Ceci explique 1’absence des cas
autochtones chez les enfants, depuis 2004, et argumente les résultats séronégatifs de tous les
enfants, agés de moins de 16 ans en 2009.
En outre, depuis 2001, la séroprévalence est nulle a Chtouka et Marrakech, ce qui concorde
avec les résultats de notre étude et prouve l'interruption de la transmission parasitologique de

la maladie.

Quand la prévalence est tres faible ou devient nulle, la recherche de I’infection chez
les bulins est probablement la meilleure stratégie pour évaluer la transmission homme/bulins,
confirmer son absence et surveiller la réémergence de la bilharziose urinaire (Amarir et al.,
2014).

Entre 1999 et 2000, Chlyeh et al. ont rapporté I’absence de formes larvaires du
parasite chez les bulins récoltés a Sid Cheikh de Marrakech (Chlyeh et al. 2002). De 1999 a

2005, Yacoubi et al., ont rapporté 1’absence de I’infection naturelle par S. haematobium chez

103



les bulins et planorbes disséqués dans la province d’Agadir (Yacoubi et al., 2007). Ces
résultats ne montrent pas une corrélation entre la prévalence humaine et I’infectivité
malacologique, qui pourrait étre d0 a la faible sensibilité des tests standards (test lumiére et
dissection). En effet, I’émission des miracidiums (au cours de I’infection patente du bulin)
peut étre focale et de faible fréquence méme dans les aires a forte transmission de la maladie
(Abassi et al., 2010). En outre, I’infection prépatentes de B. truncatus peut durer plusieurs
semaines (38 a 53 a 24-26 °C), la mortalité de ces mollusques peut étre éelevée apres
I’émission des miracidiums (~48 %), et le développement des sporocystes peut étre
« abandonné » durant la saison froide (Moukrim, 1996 ; Abassi et al., 2010). Par conséquent,
on pourrait estimer que la proportion des infections prépatentes dépasse largement la
proportion des infections patentes détectées par les méthodes standards (Abbasi et al., 2010;
Hambourger et al., 2004).

D’autre part, les méthodes standard, ne peuvent discriminer entre les bulins infectés
par S. haematobium et ceux infectés par S. bovis, I’espéce sympatrique de S. haematobium au
Maroc (Abbasi et al., 2007, 2010). Ainsi, on ne peut déterminer les foyers de la bilharziose
humaine et ceux de la bilharziose animale afin d’orienter les stratégies de lutte malacologique
chimique et physique.

Lamrani et al., ont rapporté ’utilité de la chétotaxie dans la systématique des cercaires
de S. haematobium et S. bovis. La topographie des papilles sensorielles et la combinaison des
indices chétotaxiques ont permis la discrimination évidente des cercaires des deux espéces
(Laamrani et al., 1998). Mais ce moyen d’identification nécessite le traitement individuel des
bulins vivants, et s’avere donc non pratique pour les études malacologiques de masse,
particuliérement dans la phase de maintenance de 1’¢limination de la maladie.

De ce fait, ’examen moléculaire de I’infectivité des bulins en pools est devenu le test
prioritaire a développer, pour les études de masse, I’identification des especes et 1’évaluation
de la transmission homme-bulin dans la phase post élimination de la maladie (WHO, 2008 ;
Hambourger et al., 1998 ; King et al., 2006; Zhang et al., 2002).

Hambourger et al. utilisent la technique Dral PCR pour détecter les infections prépatentes des
bulins et I’infestation de 1’eau par S. haematobium. L’évaluation de cette méthode au Kenya a
montré une grande correspondance entre le taux de I’infectivité des bulins et I’infection
humaine locale (Hambourger et al., 2001, 2004). Nous avons opté pour cette technique vue
les avantages suivants :

e la possibilité d’analyse des pools des extraits d’ADN, augmentant ainsi le nombre

des bulins examiné a un échantillon total statistiquement significatif
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e une détection limite de 10 fg d’ADN de Schistosoma chez un bulin, une heure aprés
son infestation, permettant la détection des infections prépatentes des bulins ce qui
est primordiale dans la phase post-élimination de la bilharziose (Hamburger et al.,
2004; Melo et al., 2006; Abbasi et al., 2007 et 2010),

e une haute spécificité pour le groupe haematobium, présentée par I'amplification et la
détection de la séquence Dral des schistosomes du groupe haematobium (S. mattheei,

S. intercalatum, S. guineensis, S. curassoni et S. bovis).

L’absence de traces d’ADN des schistosomes du groupe haematobium (humain et animal),
chez les bulins collectés des gites d’Errachidia et de Chtouka Ait Baha, supporte 1’interruption

du cycle de transmission de la bilharziose urinaire dans ces foyers.

Or, les résultats positifs de 1’analyse des bulins collectés a El Kelaa des Seraghna, Béni Mellal
et Tata par Dral PCR, suggeére leur contamination par une des espéces du groupe
haematobium -S. mattheei, S. intercalatum, S. guineensis, S. curassoni, S. bovis- (Abbasi et
al., 2012).

Dans le groupe haematobium, seule I'espéce S.bovis coexiste en sympatrie avec
S. haematobium au Maroc, ce qui suppose deux hypotheses :

+ Soit ¢’est une infection, résiduelle ou récente, par S. haematobium,

+ Soit c'est une infection due a S. bovis.

D’aprés Flemming et al. (1979), I’infection des bulins par S. haematobium peut durer
au maximum 200 jours, cette affirmation ¢loigne I’hypothése de I’infection récidive des
bulins dans notre pays, vu que le dernier cas de la bilharziose humaine a été détecté entre
2000 et 2003. Par conséquent, on suppose une infection récente par S. haematobium

(réémergence), ou bien une réaction croisée avec S. bovis.

Abassi et al., differencient S. haematobium des autres espéces par I’amplification de la
séquence nucléaire répétée Sh110 Sm-SI (Webster et al., 2010), trés spécifique de
S. haematobium. Cette PCR a une détection limite de 1 pg de S. haematobium ; ce qui permet
la détection des infections prépatentes des bulins. Le produit d'amplification par PCR en
utilisant I'amorce Sm-S1 et I'amorce inverse Sh110 présente une réaction négative pour S.
bovis car elle ne I’amplifie pas (Abassi et al., 2007, 2010).
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Tous les bulins positifs par Dral PCR présentent une réaction négative par la PCR
Sh110 SmSI, ce qui confirme I’absence de I’infection des bulins par S. haematobium et réfere
le résultat positif du Dral PCR a I’infection des bulins par S. bovis.

Schistosoma bovis survit dans la veine porte et les veines mésentériques des bovins,
ovins et caprins de la région méditerranéenne. Il est également présent chez les équidés, les
chameaux, les ruminants sauvages, les rongeurs et occasionnellement chez I'nomme, mais il
n’est pathogene que chez les bovins et les moutons (Soulsby et al., 1982).

L’objectif de notre étude était de détecter les foyers humains de la bilharziose urinaire.
De ce fait, la combinaison de Dral PCR et Sh110/Sm-SI spécifique pour S. haematobium, ,
recommandé par I’OMS, étaient complémentaires est suffisantes pour visualiser les bandes
caractéristiques de S. haematobium,(WHO, 2008).

Dans notre étude, P. metidjensis, I’hote expérimental de S. haematobium n’a pas été étudié,
puisque I'OMS n'a pas confirmé son rdle dans la transmission de ce parasite (Barkia et al.,
2013 b). Néanmoins, 1’absence de cas autochtones de bilharziose urinaire durant les sept
derniéres années (2004-2009) et 1’absence de [I’infection chez B. truncatus suppose
I’interruption du cycle de transmission du parasite, quelque soit le mollusque hote

intermédiaire (B. truncatus ou P. metidjensis).

L’absence de I’infection a S. haematobium, chez ’homme et les bulins, témoigne la réussite
des efforts du programme national de lutte contre la bilharziose au Maroc supportés par les
facteurs environementaux.

En effet, plusieurs facteurs ont contribué a la dégradation des habitats naturels des bulins et
ont dd aboutir a la diminution de leur densité, ce qui va en paralléle avec la réduction du taux
de leurs infestations (Dieng, 1999) ; parmi ces facteurs :

- le traitement chimique par le bayluscide et le traitement physique des gites depuis 1999-
2000 (DELM 1999-2004) ;

- la construction de barrages qui ont diminu¢ le flux d’oued Sebou et d’oued Moulouya de
70 et 47 % respectivement (Snoussi et al., 2007 ; Johnson et al., 2009) ;

- les travaux de canalisation et de drainage, qui délogent et enterrent les bulins adultes,
juvéniles et ceufs, et détruisent 1'habitat des bulins (DELM, 2000 ; Johnson et al., 2009) ;

- la sédimentation et 1’instabilité des canalisations ;

- la pollution des eaux par certains métaux, des engrais agricoles et des pesticides, pourraient

étre tres toxiques pour les bulins d'eau douce (Johnson et al., 2009) ;
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- I’éducation sanitaire: Belkacem et al. ont signalé que le curage et la surveillance des bassins
et des puisards, par les populations locales, ont abouti a la chute de la densité et du taux
d’infestation de B. truncatus dans le systéme d’irrigation de 1’Oudaya (Belkacem et al.,
2006) ;

- les changement climatiques telles que les secheresses qui ont frappé le Maroc durant la
décennie 1980-1990, le déficit des précipitations (> 20%) de 1990 a 2000, ont fortement
affecté I'abondance des bulins d'eau douce (Agoumi et al., 2006).

L'assechement naturel des canaux d'irrigation a d0 provoquer une baisse importante des
habitats naturels des bulins et d’autre part, le traitement de masse des populations des localités
endéemiques ainsi que le developpement des infrastructures de bases de plusieurs zones
rurales, tels que 1’approvisionnement en eau, la construction de latrines et la disponibilité des
soins de santé primaire, ont d0 interrompre le cycle de transmission homme/bulins (Charles et
al., 2009). Tous ces facteurs ont contribué a la réussite de 1’élimination de la bilharziose

urinaire du pays.

Dans la phase actuelle du programme de lutte contre la bilharziose, le Maroc doit adopter un
systtme de veille sanitaire, pour maintenir 1’élimination, prévenir la réémergence de la
maladie et se préparer pour la certification de 1’élimination de la bilharziose. D’aprés la
littérature, dans les aires a faible endémicité, I’impact immédiat de la chimiothérapie est la
diminution du nombre de cas sévéres de la bilharziose urinaire, diminution de la charge
parasitaire, et l'apparition des cas indétectables par examen microscopique des urines (1
ceuf/10 ml d‘urines). Par conséquent, dans les pays de faible endémicité ou en phase de
maintenance de 1’élimination, la surveillance doit étre basée sur les tests de détection des
anticorps anti-S. haematobium.

L’OMS a évalué le test POC CAA, comme test rapide, sensible et spécifique, pour la
surveillance des pays endémiques a S. mansoni (Wu et al. 2005), mais il est insensible pour la
détection de I’infection a S. haematobium (Knopp et al., 2012). Jusqu’a I’heure actuelle, il n
'y’a pas une approche de surveillance et de diagnostic standardisée pour les pays de faible
endemicité a S. haematobium (Maroc, Turquie, Liban, Irak et Iran). Or, le risque de
réémergence de la bilharziose est important, vu les mouvements des populations dans la

derniére décennie au Maroc.

107



La stratégie de surveillance humaine globale proposée repose sur le dépistage actif sélectif de
tous les cas visitant les structures sanitaires, présentant 1’un des signes cliniques de la
bilharziose urinaire (hématurie, douleurs mictionnels, douleurs abdominales...) et le
diagnostic par des tests serologique rapides.

Le systtme de veille sanitaire qu’on propose, consiste a éxaminer l’infection par S.
haematobium chez les enfants, nées apreés la date du dérnier cas, par un test sérologique rapide
tres sensible, et selon un planing vigilant, qui dépend du degré du risque de réémergence de la

bilharziose uriniare de chaque province. Les enfants représentent 1’indicateur de transmission.

Au Brésil, Cavalcanti et al. sont les seuls auteurs, jusqu’a présent, qui ont proposé une
approche de diagnostic pour les aires de faible endémicité, basée sur le test sérologique et la
confirmation par les tests de détection des antigénes de Schistosoma, (Cavalcanti et al., 2013).
Néanmoins, cette approche de diagnostic tres sensible, basée sur la biologie moléculaire
comme test de confirmlation, reste trés cotteuse pour étre adoptée a 1’échelle nationale.

En effet, I’approche méne a confirmer les examens sérologiques (négatif et positif) de tous les
sujets des provinces a risque par la PCR. Or, au Maroc, on présume que toutes les provinces
ou des cas de bilharziose urinaire importés sont déclarés ou caractérisée par la présence de
rassembelements des immigrés, a proximité des gites de planorbes et de bulins, pourraient étre
considérées des provinces a risque de réexposition.

Dans notre approche, nous avons renforcé les tests de screening de 1°" ordre basé sur la
sérologie au lieu de I’éxamen direct des urines. Le dépistage actif sélectif est baseé sur un

questionnaire et le test d’hématurie, au niveau de tous les services sanitaires.

En effet, d’aprés une récente métaanalyse des surveillances de la bilharziose urinaire réalisées
dans différents pays, King et al. (2013) ont montré que le test d’hématurie présente une
sensibilité et une spécificité de 82 % / 97%, plus élevé que I’examen microscopique dans les
aires de faible endémicité. De ce fait, I’introduction du test d’hématurie renforcera le

dépistage basée actuellement sur I’examen direct des urines.

Cependant, I’hématurie reste un indicateur de morbidité et la confirmation de la présence du

parasite par la détection des anticorps anti S. haematobium est primordiale (WHO, 2010).

108



Notre étude bibliographique a identifié les tests sérologiques rapides les plus performants
(diagnostic dans moins de 24h) déja évalué par apport a I’examen direct. Notre but spécifique
est de déterminer le TDR le plus approprié selon le type de prélevement.

Les critéres « ASSURED>» (OMS) du TDR sont :

— preécis, simple a utiliser;

— peu codteux, facile a interpréter;

— stable dans des conditions extrémes;

— peu ou pas de traitement de 1’échantillon;

— culturellement acceptable.

La décision du choix d’un test ou 1’autre dans 1’approche de veille sanitaire post élimination,
privilégie la sensibilité, la spécificité, la robustesse, la simplicité d’utilisation ou
d’interprétation et le caractére invasif du prélévement.

Jusqu’a présent, ’OMS déclare qu’il n’y a pas de test sérologique idéal pour le diagnostic de
S. haematobium dans les aires a faible endémicité (performant et pas cher).

Le Maroc a présenté une étude serologique pilote a base du test HAMA-EITB, hautement
sensible et spécifique. Cependant, le test n’est pas adapté aux études de terrain (nécessite un
laboratoire) et il est cher, puisqu’il nécessite la production en masse des vers de
S. haematobium par infestation des souris, I'extraction et la purification des protéines HAMA
et une grande expertise.

Le colt du test de diagnostic de la bilharziose, comparé au colt du traitement de masse d’une
population donnée, est jugé bénéfique s’il colite moins de 3 USD, neutre s’il est de 5 USD et

est tres cher quand il dépasse 5 USD (WHO, 1998).

Les tests rapides, DDIA (S. japonicum) et RDT SmCTF (S. mansoni), ne sont pas chers (1
USD/test), il sont adoptés par certains pays dans le diagnostic rapide des cas sporadiques de la
bilharziose urinaire (Coulibaly et al., 2013, Hua et al., 2013). Néanmoins, ils suscitent une
évaluation par une étude sérologique de masse dans les AFE a S. haematobium avant d’étre
adoptés dans un systéeme de surveillance.

L’HAI, a base des antigénes de ver de S. haematobium, a une performance plus grande que
celles du test ELISA-SEA, DDIA et SmCTF (Gool et al., 2002; Bosompen et al., 2004, Hans
Friedemann et al.; 2012), car les anticorps anti-vers sont plus abondants que les anticorps
anti-ceufs (El Kawaz et al., 2009, Mutapi et al., 2011). Cependant, le prélevement sanguin

capillaire s’avere invasif pour les enfants dans les études de masse de veille sanitaire. Dans
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I’impossibilité d’avoir un test rapide idéal, performant, non invasif et moins cher, I’HAI peut
étre adapté au terrain en utilisant la méthode de prélévement d’une goutte de sang du doigt,
standardisée dans notre étude sérologique en 2009. La dilution préliminaire estimé a 1/20 de
la goutte du sang dans le stabilisant peut étre dilu¢ par la suite a 1/80 (titre seuil de ’HAI). La
manipulation ne nécessite pas d‘équipements, d’¢lectricité ni d’expertise. Le résultat pourrait
étre lu en 2h (120 analyses/plaque).

Les résultats séropositifs des sujets obtenus par I’HAI, supposent une infection récente chez
les enfants et une infection résiduelle ou récente chez les adultes (Cavalcanti et al., 2013). La
confirmation de [linfection active nécessite la détection des antigénes circulants de
Schistosoma (protéines ou ADN) (Lu et al., 2012). Les tests rapides de détection des
antigenes, adaptés aux terrains de faible endémicité, sont rares. Le diagnostic par la filtration
des urines est adopté dans la surveillance de la maladie dans certains pays a faible endémicité
tels que I’Iraq (Anton et al., 2008), le Ghana (Kosinski et al., 2011), I’Iran et d’autres, mais il
n’est pas adapté au terrain puisqu’il nécessite un microscope (Knopp et al., 2012). La version
rapide de ce test développée par Johnathan et al. (filtration des urines, ajout du conjugué au
filtre, et visualisation des ceufs colorés en bleu a I’ceil nu) est peu cher et sensible aux aires de
faible endémicité (Johnathan et al., 2011 ; Coulibaly et al., 2013). Néanmoins, la filtration
des urines, dans les études de masse, s’avére non hygiénique.

Le test rapide FT UCP RDT est capable de détecter la présence des dérivés antigéniques d’un
seul vers de S. haematobium dans le sang ou les urines. L’évaluation au Pemba, la ville
portuaire du Mozambique, a montré une prévalence trois fois (3x) a dix fois (10x) plus
grande que la prévalence par I'examen microscopique des urines (données en cours de
publication par Corstjens et al.). Le co(t est de 5-6 USD ; I’amélioration de ce test est en
cours pour diminuer ce colt. Ainsi on pourra adopté ce test hautement sensible, simple, et
moins cher, a la place de la PCR, adopté dans la stratégie de surveillance en Brazil
(Cavalcanti et al. 2013).

Actuellement, il n’y a pas de test rapide idéal pour le diagnostic de S. haematobium dans les
aires a faible endémicité. Néanmoins, I'HAI et/ou le DDIA (détection des anticorps) et la RDT
filtration et/ou la FT UCP CAA (détection des antigenes) sont plus performant que le
diagnostic par I’examen direct des urines seul. Ces tests méritent d’étre évalués dans des

études pilotes de veille sanitaire dans la phase post élimination de la bilharziose.

Dans le cadre de veille sanitaire, la sérologie positive et le test parasitologique de 1’urine

négatif (filtration/FTUCP) peuvent avoir plusieurs interprétations probables:
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Chez la population non traité :
- Infection active chez les enfants.
- Résistance naturelle aux infections par Schistosoma chez les adultes
Chez la population traitée :
- Persistance des anticorps estimée a une année apres le traitement des individus.
- Réinfection récente par le parasite (Utzinger et al., 2010, Johanson et al., 2010,
Rollinson et al., 2013).

L’infection active est un haut risque de réémergence de la maladie et suscite des
investigations épidémiologiques urgentes, un traitement de masse de la population et des

surveillances malacologiques.

Le systeme de veille sanitaire proposé dans la phase post élimination au Maroc, consiste a
¢évaluer I’infection prépatente par S. haematobium chez les bulins et les planorbes, par un test
moléculaire, selon un planing qui dépend du risque de réémergence de la bilharziose uriniare

dans chaque province (Figure 42).

La surveillance malacologique se fait au début de la saison de transmission et la surveillance

sérologique a la fin de la saison de transmission (Figure 42).

La collecte des bulins prend en compte le modéle local des contacts homme/eau et les
variations saisonni¢res de 1’infestation chez les bulins. Par exemple, les mouvements
saisonniers de main-d’ceuvre vers les canaux d’irrigation, de méme que la forte densité des
bulins entre janvier et mai accroissent le potentiel de transmission ; cette période s’avére donc
la plus opportune pour la collecte de ces mollusques dans certaines provinces. Pour, d’autres

provinces, ¢’est plutot 1’été (juin-aolt) ou les enfants nagent au niveau des oueds.

L’analyse sérologique se fait vers la fin de la saison de transmission, cad apres contact
probable entre les habitants et les bulins (baignade, irrigation.. etc). C’est généralement apres

la saison d’été, ou les contacts homme/bulins est trés important.

L’OMS exige que I’examen malacologique soit par des tests moléculaires trés sensibles. En
2008, I’OMS a recommandé 1’utilisation de la PCR Dral et la PCR Sh110 SmSI, utilisés dans
notre étude en 2009. Néanmoins, notre étude bibliographique a montré qu’en 2010, Webster

et al. ont développé au musee d'histoire naturelle de Londres (Natural History Museum) une
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PCR multiplexe, basée sur la détection d’une séquence mitochondriale COX1 (cytochrome
oxidase subunit 1), qui s’est avérée trés utile pour discriminer entre S. haematobium et S.
bovis, et ceci par une seule PCR. Or, la limite de détection de ’ADN de Schistosoma par ce
test PCR est de l'ordre de 0,8 ng/ml. Cependant, la concentration d’ADN d’un miracidium
(infectant un bulin) est de 1-2 ng/ml, et en prenant en considération qu’on ne prend que le
1/10°™ de Pextrait d’ADN, on présume qu’on n’a a révéler que 0,1 a 0,2 ng/ml par bulin

infecté, ou moins encore si on utilise des pools d’extrait d’ADN.

De ce fait, la-COX1 PCR, s’avere moins sensible pour la détection des infections prépatentes,
dans la phase post-élimination de la bilharziose, et nécessite d’étre raffinée par 1’utilisation de
la RT PCR de telle sorte qu’on obtient une trés bonne sensibilité allant jusqu’a <1 pg/ml
(Abbasi et al., 2012). D’autre part, la COX1 PCR est réalisée sur des extraits d’ADN pures
des schistosomes de 1’ Afrique, et n’est pas évaluée sur des extraits d’ADN de bulins infectés,

dont les inhibiteurs, telle que la coquille, peuvent diminuer la sensibilité du test.

Abbasi et al. ont développé, en 2012, la Dral/Sh73 PCR basée sur le primer combiné de Dral
reverse primer (Dral) et Sh73 direct primer (73d). La Dral/Sh73 PCR peut discriminer sur un
gel, entre S. haematobium et S. bovis, avec une sensibilité de 1 pg et 10 pg respectivement ce

qui garantit la détection des infections prépatentes des bulins (Abbasi et al., 2012).

L’évaluation du test Dral/Sh73 PCR, dans la large surveillance malacologique de Fkih Ben
Saleh, montre sa faisabilité, et utilité. Le test ne nécessite pas de digestion enzymatique des
amplifias et discrimine entre S. bovis et S. haematobium suite a une seule manipulation. En
outre, le nouveau test est plus économique que 1’utilisation simultanée de la PCR Dral et la
PCR Sh110 Sm-SL. L’absence de I’infection des bulins par S. haematobium a Fkih Ben Saleh
est corrélée a 100% avec la prévalence humaine de la bilharziose urinaire dans la province, et
présente un argument malacologique pour la certification de I’élimination de la maladie dans

cette province apres 14 ans de maintien d’une incidence de zéro%.

L’examen négatif indique un faible risque de réémergence de la maladie, tandis que I’examen
moléculaire positif des bulins ou planorbes, indique un haut risque de réémergence de la

bilharziose urinaire et nécessite des investigations épidémiologiques urgentes.

Pour la lutte malacologique des gites positif, les moments les plus opportuns pour

I’application des molluscicides se placeraient aprés la période de ponte (mars), et avant que de
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nombreux jeunes bulins contaminés ne deviennent infestants pour I’homme (début septembre)
(Belkacem et al., 2006). La lutte se fera une fois par an, pour les gites positifs, pendant 3 ans.
Suivant le model du programme malacologique de la chine (Hongchang et al., 2002; Zhou et
al., 2005. En effet, la lutte n’élimine pas tout les bulins et il se peut que quelques bulins
(juvéniles) persistent a faible densité pendant 2 ans (&ge approximative des bulins) (Flemming
et al. 1979).

Les responsables, des services des maladies parasitaires et vecteurs de la DELM ont approuve
I’approche et ont recommandé de faire une étude pilote, a 1’échelle d’une province a haut

risque de réémergence, au cours de 1’année 2015.

Pour consolider la stratégie de veille sanitaire, certaines mesures élémentaires peuvent étre

primordiales, tels que :

- Dans le cas des bassins d’irrigation, un asséchement temporaire des bassins, suivi d’un
curage et de I’application de chaux sur les parois peut aboutir a des résultats trés
satisfaisants; mais ceci a condition de les nettoyer méticuleusement au moins deux fois
par an (janvier et septembre). Dans le cas des puisards, pour réduire le colt des
opérations, on peut éventuellement les couvrir par des grillages pour éviter les contacts
homme/eau. Cependant, la solution la plus adéquate, c’est les canaux souterrains, qui
permettent d’alimenter en eau les canaux traditionnels au moment de I’irrigation.
Gréce a ce moyen, on évite I’installation, la pullulation de B. truncatus et on réduit au
maximum les contacts homme/eau (Laamrani et al., 2002).

- Les modifications du comportement de I’homme par rapport a I’eau et aux moyens
thérapeutiques disponibles sont indispensables a toute action de lutte contre la
schistosomiase. La réussite de cette intégration passe par les activités de
sensibilisation (surtout au niveau des écoles). La connaissance des mesures de lutte
contre la schistosomiase doit étre acquise ; de méme I’intervention d’un mollusque
dans la transmission de la schistosomiase urinaire et la notion de réinfestation doivent
étre connues par la population (Gabra et al., 2001). Le cotit d’une telle mesure ne doit
pas étre mis sur le seul compte de la schistosomiase, puisqu’il profite a I’amélioration
de la qualit¢ de I’eau, a la prévention des nuisances du paludisme, et donc a
I’amélioration de 1’état de santé de la population et de son environnement. La

surveillance réguliere des canaux d’irrigation exigerait entre 60 a 90 jours par an. Le
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cout de la main d’ceuvre varie de 5 a 8 dollars US suivant les saisons, mais dans le cas
d’une participation active de la communauté (population locale, collectivités, office de
mise en valeur agricole, ministére de la santé et office de 1’eau potable), le colt de
cette main-d’ceuvre serait insignifiant afin d’en assurer la continuité (Belkacemi 2006)
- La mise a niveau du réseau des laboratoires provinciaux de la bilharziose, a I’échelle
nationale, est la pierre angulaire de tout progrés qui peut étre obtenu dans les

programmes de lutte contre la schistosomiase.

Ces mesures élémentaires peuvent étre économiques, continues et efficaces. Beaucoup
d’efforts doivent étre dirigés vers le contrdle de la bilharziose importée des pays endémiques ;
ce qui est tres difficile a réaliser, vu le grand flux des immigrés clandestins africains.
Néanmoins, la régularisation de la situation des immigrés et le dépistage des cas importes,

peuvent faciliter 1’élaboration de la carte de risque de réémergence de la maladie.

L'étude sérologique et malacologique réalisées, présentent des arguments scientifiques sur
I’interruption de la transmission de la bilharziose urinaire au Maroc, et témoigne de
I’efficacité des efforts de lutte contre la bilharziose. L’approche vigilante de la stratégie de
veille sanitaire sérologique et malacologique proposée, va supporter le maintien de
I'élimination, la prévention de la réémergence de la maladie et la certification de 1’élimination

de la maladie par ’OMS, comme c’est le cas pour le paludisme en 2010.
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CONCLUSION GENERALE

Dans le plan stratégique de I’OMS, le Maroc fait parti des 8 pays qui devaient vérifier
I’achévement de I’interruption de la transmission de la bilharziose urinaire, par I'évaluation de

I'infection & S. haematobium chez I'homme et 1’héte intermédiaire (WHO, 2013a).

L’étude séro-épidémiologique de la bilharziose urinaire chez les enfants des foyers a
passé épidémiologique récent, est réalisee en 2009, a El Kelaé des Sraghna, Tata, Béni Mellal,
Errachidia et Chtouka Ait Baha. Le prélévement est non invasive, car une goutte de sang de la
pulpe digitale est recueillie directement sur du papier buvard ce qui encourage les
bébés/enfants a participer a 1’étude. Le diagnostic est réalisé par la technique Enzyme
Immuno-Transfert Blot, a base de deux antigénes microsomaux des vers adultes de
S. haematobium (HAMA EITB), hautement sensible et spécifique. Les résultats ont montré
I'absence de I'infection humaine a S. haematobium chez tous les enfants. En outre, I'évaluation
moléculaire de I’infectivité des bulins collectés des gites des mémes foyers est réalisée par la
PCR Dral, spécifique pour le groupe haematobium. La confirmation de I’infection des bulins
par S. haematobium ou S. bovis est réalisée par la PCR Sh 110 SmSI, recommandées par
I’OMS (WHO, 2008). Ces techniques moléculaires ont une sensibilité de détection de 10 fg
d’ADN de Schistosoma, permettant 1’analyse des pools des extraits d’ADN et la détection des
infections prépatentes, une heure aprés 1’infestation du bulin (Abassi et al., 2007 ; Hamburger
et al., 2004 ; Melo et al., 2006).

L’étude malacologique a montré l'absence de trace d'ADN de S. haematobium dans
tout les bulins. Les résultats de notre étude présentent des arguments scientifiques sur
I’élimination de la maladie au Maroc, et témoignent des efforts de lutte contre la maladie,
depuis 1982, favorisés par les changements environnementaux.

Apres la confirmation de I’interruption de la transmission de la bilharziose urinaire
au Maroc, la certification de 1’élimination par I’OMS consiste a maintenir I’incidence a
zéro % pendant dix ans consécutifs (2004-2014). La surveillance/veille sanitaire doit étre
réalisée par des tests sérologiques de détection des anticorps, au lieu de ’examen direct des
urines et des tests malacologique treés performants (WHO, 2008). Dans cette optique, nous

réalisons une étude comparative des performances des tests rapides, sérologiques et
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malacologiques disponibles dans la littérature jusqu’a 2013. Le test HAI, a base des antigénes
de S. haematobium, s’avére le test rapide le plus performant, le moins cher et adapté au
terrain. La confirmation de I’infection active chez les séropositifs sera réalisée par le test
rapide de filtration (1 USD/test), ou le test immunochromatographique FTUCP, plus
performant mais plus cher (6 USD/test).

Les tests malacologiques appropriés pour la surveillance de la transmission dans la phase
post-élimination, sont les tests moléculaires . L’analyse des bulins par deux PCR, Dral
PCR/Sh110SmSI PCR, nécessite plus de temps et de réactifs. Le test PCR Dral/Sh73 est le
test sensible, spécifique privilégié dans la surveillance. Une évaluation de ce test est réalisée
au laboratoire sur les bulins collectés de la commune de Krifat, de la province de Fkih Ben
Saleh en 2013. Le test s’avere pratique, économique, sensible et spécifique.

La gestion de la surveillance/veille sanitaire humaine et malacologique, proposée dépend des

aires géographiques qui peuvent étre subdivisées en trois parties (Figure 47):

+ Province a passé epidémiologique récent : les surveillances se font périodiquement chaque

5 an.
+Province avec présence de cas positif importé : les surveillances se font chaque an

+Province avec présence de regroupement des immigrés a proximité des gites des bulins : les

surveillances se font chaque an.

La surveillance malacologique, par la PCR, sera réalisée au début de la phase de transmission
(Mai, Aodt), et la surveillance parasitologique sera réalisée a la fin de la phase de
transmission. Les résultats positifs (sérologique ou malacologiques), susciteront des
investigations épidémiologiques. La lutte physique et chimique des gites positif, doit étre
réalisée apres la période de ponte (mars), et avant que de nombreux jeunes bulins contaminés

ne deviennent infestant pour I’homme (début septembre), une fois par an, pendant 3 ans.

Le maintien de 1’élimination est une entreprise de longue haléne, mais tout a fait réalisable.
Une stratégie de surveillance/veille sanitaire vigilante, et des mesures élémentaires
économiques, continues peuvent étre trés efficaces. Les données acquises dans ce travail ne
doivent pas rester limitées a un cadre de recherche universitaire et peuvent étre exploitées a

I’échelle nationale et internationale.
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PERSPECTIVES

Dix ans apres la notification du dernier cas en 2004, le Maroc vise la certification de
I’¢limination de la bilharziose urinaire. Dans cette optique, une autre étude sérologique et
malacologique nationale, doit étre réaliseé pour Vérifier le maintien de 1’élimination de la
bilharziose. En outre le systeme de surveillance de routine, doit adopter des indicateurs de
suivi épidémiologique précis et sensibles. Une étude pilote de la stratégie de veille sanitaire
sera réalisée a 1’échelle d’une province, pour la raffiner, avant d’étre généralisée a 1’échelle

nationale.

En perspective, le développement d’un test sérologique HAMA EITB, mais a base d'antigénes
recombinants de S. haematobium, pourrait garantir des tests performants a bas prix, et
soulever le défi de la surveillance parasitologique de la bilharziose urinaire dans les aires a
faible endémicité. L'incorporation du programme de la bilharziose avec les autres maladies
parasitaires digestives, endémiques au Maroc, pourra garantir la continuité du suivi de la
surveillance de la population, surtout avec un développement nano technologique des tests de

multi diagnostic de plusieurs parasitoses a partir d'une seule goutte de sang.

Le développement du test LAMP, adapté au terrain, pourra diminuer le colt des tests

moléculaires.

La modélisation mathématique du contréle de la bilharziose parait primordial dans quatre

domaines liés a la prévention de la réémergence de la maladie tels que:

- les effets potentiels du changement climatiques, (la température, les précipitations, les
vents, la neige, et autres ayant un impact réel sur les bulins et la dynamique des

populations des schistosomes);

- les données socio économiques collectées par le systeme d’information géographique

(Scholte et al., 2013; Uysal et al., 2013, Oyaert et al., 2013);

- les données liées a ’immigration clandestine, les réfugiés, les projets, les voyageurs
(Jenkins et al., 2013, Liang et al., 2013) et I'établissement de la carte de risque qui

présente la distribution des cas d'importation ;
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- La modélisation des performances du dépistage, dans la surveillance parasitologique,
permet d’ajuster I’échantillonnage, diminuer le coit, et d’augmenter la sensibilité et la

specificité du dépistage (Chippaux et al., 2010).

L'étude de ces parametres pourra étre importante dans I'évaluation de la surveillance,
le maintien de I'élimination, la prédiction du risque de réémergence de la maladie et la

certification (McCreesh et al., 2013).
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Annexe 1 :
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Distribution annuelle du nombre des cas de la bilharziose urinaire
autochtones dans les foyers a passé épidémiologique récent au

Maroc

B Tata

B Chtouka
B Errachidia
OEl Kelaa

B Beni Mellal

1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Année

Provinces 94 95 96 97 98| 99 2000| 1 2 3 41 5| 6
Année

Tata 117 43 88| 233| 161| 15 49|18 6| 75 2 1R |1R
Chtouka 18 24 37 61 96| 43 44 (32 14 8 0[3R| O
Errachidia 152 118 132 36 33| 30 111 6 5 4 1]11R| O
El Kelaa 147 29 20 17 8 8 11 0 0 0 0 1% 1R
Béni Mellal 47 19 7 2 1 0 21 0 0 0 0l 0O
R. résiduel,

E. importé

Distribution annuelle du nombre des cas de la bilharziose urinaire autochtones dans les foyers a

passé épidémiologique récent au Maroc (Données de base et graphe)

144




Annexe 2.

Fiche de prospection malacologique

Secteur e Localité :.....oovvevviveeeiineee,

Type : naturelle /...../ artificielle /...../

Caractére : permanent /...../ temporaire /...../

Date de récolte .........c.c....... T° ambiante ............... T° eau............ ph :....

Type de VEGETAtION & ...ceeeveeiiieeeee ettt et et ee e e

Distance par rapport a la 1ocalité : .......cocoveveeeeieince s

Utilisation du gite : Baignade : /.... / Lessive : /.... / Irrigation : /..../ Autres:/.../

Nombre de mollusques récoltés:

moins 10:/..../ 10a50:/..../ 50et+:/...
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Annexe 3.

Base données des prospections malacologiques

PROVINCE D’ERRACHIDIA 1/4

Province Secteur Localité Nom Point Date heure Durée N. N° de Nombre Nombre Observations
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prespection
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_ — — N°1 Agmmation 2h30 1 6 % pH 7.5,
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dragage
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16/3/ 2h 3 ) dragage
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% Dragage
N° 4 Seguia 8 7
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2h 7 9 10 59
17/3/ | 9h30m 10 10
8 n
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12 8
’
PROVINCE D’EL Kelaa des Sraghna
Provinc Secteu Localit Nom du Date Heure Durée N. N° de Nombre Nombre Observations
e r é gite flacon flacon de bulins totale
par
flacon des
bulins
19/5 13h15 130mi 12 13 10
8 min n
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15 9
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110
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Province Secteur Localité Nom du gite Date Heure Durée N. flacon N° de N bulins/ flacon N.T Observations
flacon
bulins
26 7
27 8
28 9
29 11
<
[+
E 30 8
Q
8
3 31 10 m
D7 9t/2t+ 20/5/8 10h55 145 9 BN 9
33 7
34 8
<
z
5 a 35 11
g <
& I
A 4 3% 10
a <
S 2
% S 37 10
o (@]
¥4
] 38 9
39
K] 40
Qo
©
=
(@]
s 41
o
S
D6 15/5/8 10h40 155 15 ) 10 142
s 3 7
44 8
45
Province Secteur Localité Nom du gite Date Heure Durée N. flacon N° de N bulins/ flacon N.T Observations
flacon
bulins
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46 10
47 11
48 9
49 11
50 6
51 7
52 10
53 8
54 7
55 10
£ k]
T o
g £ 56 6
g g D3 14/5/8 0h45 170 1 83
g 8 57 10
58 9
59 11
60 10
61 10
0GG 14/5/8 | 13n45 35 02 62 10 20
PROVINCE CHTOUKA AIT BAHA 1/3
Provin | Secte | Local | Nom du gite Date Heure Durée N. N° de N N.T Observations
ce ur ité flacon flacon bulins/
flacon bulins
Tizghine 2/6/8 11H15 120 10 63 10
2
=) TR1 64 10
o]
=
E 65 9
<
A 66 10
§ 67 10
[}
& 2 68 8
E 3
fﬁ z 69 10 100
<
4 10
2 x
9 < 70 9
£ [
© 71 10
72 8
Imintandroute 2/6/8 15h50 120 05 73 10 50
TR2
74 11
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75 10
76 9
77 10
Doussa 3/6/8 12h 90 78 8 510
ghouch
TR3
79 10
80 9
81 10
82 9
PROVINCE CHTOUKA AIT BAHA 2/3
Province Secteur Localit Nom du gite Date Heure Durée N. N° de N bulins/ N.T Observations
é flacon flacon flacon
bulins
3/6/8 15h60 150 10 83 10 100
84 10
85 10
86 10
3 87 10
£
Il <
o0 4
2 F 88 9
3
£
= 89 11
90 10
91 9
92 10
4/6/8 11h 360 20 93 11 200
94 10
95 11
96 10
wn
o
p: 97 10
E]
k=
z 9% [
5
o
)
< 99 10
100 10
101 11
102 11
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PROVINCE CHTOUKA AIT BAHA 3/3

Province Secteur Localit Nom du Date Heure Durée N. N° de N bulins/ N.T Observations
é gite flacon flacon flacon
bulins

103 11
104 9
105 10
106 10
107 10
108 10
109 12
110 10
111 10
112 8

113 11 100
114 10
115 11
116 10
117 11
5/6/8 11h3 240 10 118 10
Takchiran 119 11

e
) 120 9
Igui,toug
houte
121 12
TR6

122 10

PROVINCE TATA 1/3

Province Secteur Localit Nom du Date Heure Durée N. N° de N bulins/ N.T Observations
é gite flacon flacon flacon
bulins
123 10
124 10
125 10
126 10
127 9
128 10
129 10
130 10
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131 10
132 10

tagoujgalt 12/4/8 10h 145 15 133 10 150

e

12/5/8 134 10
135 10
136 10
137 10
138 10
139 10

Toufsirte 14/4/8 8h58 184 15 140 10 150
14/5/8 141 10

Province Secteur Localit Nom du Date Heure Durée N. N° de N bulins/ N.T Observations
é gite flacon flacon flacon
bulins
142 10
143 10
144 10
145 10
146 10
147 10
148 10
149 10
150 10
151 10
152 10
Ain 15/5/8 8h55 15 04 153 10
Tahafit

154 10

155 10 40
156 10
Ain 15/5/8 9h38 38 06 157 10

Imazighe

n 15/4/8 158 10
159 10

160 10 60
161 10
162 10

Ain 15/5/8 10h20 20 05 163 10 50

Issoukine
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164

10

165 10
166 10
167 10
Ain Tchoute 15/4/8 | 10n45 20 9 168 10 100
169 10
170 10
171 10
172 10
173 10
174 10
175 10
176 10
Ain Tihirite 15/4/8 11h25 10 06 177 10 50
178 10
179 10
180 10
181 10
182 10
Province de Beni Mellal 1/4
Prov. | Secte | Loca Nom du gite Date et | Duré | Nombr | Num Nbre Nbre Observations
ur lité heure e ede éro de total de
Point de flacons du bulins bulins
prespection flaco par
n flacon
2/6/08
8h30 15 183 10
min min
|
S
| 8h 10 184 10
Eg ;E S < 45min min
2 3 8
s = a
— 9h00 15 185 10
zZ
w
@ 9h10 | 10 186 10
9h30 10 187 10
15
10 ;00 10 188 10
10 ;30 15 189 10
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10 ;45 12
11;03 15
11;20 20
11 ;40 15
12;15 8
12 ;30 10
12 ;50 10
13 ;05 10

190 10
191 10
192 10
193 10
194 10
195 10
196 10
197 10

Province de Beni Mellal 2/4

Prov. Secteur Localité Nom du gite Date et Durée N Numéro Nbre de Nbre Observations
heure flacon du bulins total de
Point de S flacon par bulins
prespection flacon
3/6/08
8h00 min 15 min 198 10
8h 30min 20 min 199 10
9h00 15 200 10
9h30 10 201 10
10;10 10 202 10
|
<
o 10330 10 16 203 10
< i
w < N -
= 5 < 54 <
[+
g 3 £ el 105 10 204 10
— 2 -
E 11;10 15 205 10
)
11 ;45 10 206 10
12;15 15 207 10
12;30 15 208 10
12 ;45 10 209 10
13;10 10 210 10
13;30 15 211 10
14 ;10 10 212 10
14 ;30 15 213 10

153




Enquéte malacologique de la Bilharziose

Fiches de prospections malacologiques

Province de Beni Mellal 3/4

Prov. Secteu Locali Nom du gite Date et Durée Nombre de Numé Nbre de Nbre total de Observations
r té heure flacons ro du bulins bulins
Point de flacon par
prespection flacon
4/6/08 OUED ABDOUNE
EST UN PLAN AGRICOLE
7h30 min 30 min 214 10
8h 45min 15 min 215 10
9h10 15 216 10
E 9h45 15 217 10
d
e
0o 10 ;10 10 218 10
- d
< <
4 w 3
o E 9 10;30 15 219 10
= g g
z 2 15
=) 4 = 11,00 15 220 10
o
o
- M u
& E 11,20 5 221 10
m [
d
o
< 11 ;40 10 222 10
d
qd
12;10 10 223 10
12;30 15 224 10
13,00 15 225 10
13;30 20 226 10
13 ;55 15 227 10
14 ;20 20 228 10
Province de Beni Mellal 4/4
Prov. Sect Locali Nom du gite Date et Durée Nombre Numé Nbre de Nbre total Observations
eur té heure de ro du bulins de bulins
Point de prespection flacons flacon par
flacon
5/6/08 229 OUED ABDOUNE
5 EST UN PLAN AGRICOLE
|
g al
2 |&
s < 19 a)
x 4 8 © 7h15 min 25 min 10
3 =l @
g :
=z i 7h 45min 15 min 230 10
] 4
@ o
q
8h20 20 231 10
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15

9h10 20
10 ;00 20
10;30 20
11,03 20
1145 15
12;30 25
13,15 20
14 ;00 25
14 ;45 20
15;15 25
1555 25
16 ;15 30

232 10
233 10
234 10
235 10
236 10
237 10
238 10
239 10
240 10
241 10
242 10
243 10
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Annexe 4.

Fiche de I’enquéte sérologique (code de la localité)

Identification de la personne :

Provinge :....coccoveveeeenceneenns Commune f..ccovevveieieeenne

Secteur e Localité i

NOM €L PrENOIM © .ttt st ettt s teb et e sss e saeeesabee s
Age:/..../ Sexe:/...../

Profession : ...

Adresse COMPIBTE & .o e e e e re e e e e e tae e e e e bte e e e eearreeas
Sérologie : Date feeeeeeceeeeeeea Résultat : .o,
Parasitologie :  Date :.....cceeeeeevienne. Résultat: .o

Antécédents :

Le sujet a —t-il été atteint par la Bilharziose :

Oui:/.../ Non:/.../ Siouiprécisez'année : .....................
Le malade a-t-il recu un traitement contre la bilharziose :

Oui:/.../ Non:/.../ Dateduderniertraitement: ...
Renseignements actuels

Le sujet présente t-il des signes cliniques en faveur de la Bilharziose :
Oui:/.../ Non:/..../ si oui lesquels :

Hématurie : /.... / Dysurie : /.... / Troubles mictionnels /.... / Autres .....................
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Annexe 5. Données de I'étude sérologique

Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte M 3 Eleve Tagadirte Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte M 3 Sans Tagadirte Negative = Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte 7 3 Sans Tagadirte Negative ~ Non
Ait Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Abdelhak M 3 Imzilene Negative = Non
Ait Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Abdelhak M 3 Imzilene Negative ~ Non
Ait Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Abdelhak F 3 Eleve Imzilene Negative = Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte M 4 Eleve Tagadirte Negative ~ Non
Ait Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Abdelhak M 4 Imzilene Negative = Non
Ait Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Abdelhak F 4 Imzilene Negative ~ Non
Ait Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Abdelhak M 4 Eleve Ait Abdelhak Negative ~ Non
Ait Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Abdelhak M 4 Eleve Ait Abdelhak Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte F 5 Sans Tagadirte Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte M 5 Eleve Tagadirte Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte M 5 Sans Tagadirte Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte M 5 Sans Tagadirte Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte M 5 Sans Tagadirte Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte F 5 Sans Tagadirte Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte F 5 Sans Tagadirte Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte M 5 Sans Tagadirte Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte F 5 Sans Tagadirte Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte F 5 Sans Tagadirte Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Lazite M 5 Eleve Lazite Negative ~ Non
Ait Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Abdelhak F 5 Imzilene Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte F 5 Takrart Negative ~ Non
Ait Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Abdelhak F 5 Eleve Ait Abdelhak Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte F 6 Eleve Tagadirte Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte M 6 Eleve Tagadirte Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte F 6 Eleve Tagadirte Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte F 6 Eleve Tagadirte Negative ~ Non
Non

Chtouka Ait Baha Targa Targa Tagadirte F 6 Eleve Tourda Negative ~ Non
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Annexe 6.

N

oA W

9.
10

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

Réactifs supplémentaires des differents tests de diagnostic

Test EITB

Bandelettes de nitrocellulose, numérotées et paryiellement prédecoupées sensibilisées
par électro-transfert d’antigeénes de Schistosoma haematobium.

PBS poudre (mettre en suspension dans 11 d eau distill¢) pour préparation d’un litre de
PBS concentré 10 fois.

Lait en poudre
Tween 20
Eppendorfs de CONJUGUE ANTI-1gG
Eppendorf de Substrat DAB (500ul)

Sérum de control positif et sérum de control négatif de CDC.

Temoins des standards colorés (protéines recombinantes 31 et 35 kDa) situés dans la
pochette (R1) a droite des bandelettes permettant d’estimer de haut en bas la distance
de migration et correspondant aux Poids Moléculaires
Eau distillée de bonne qualité

Matériel nécessaire

Gants en latex.
. Pincette pour manipuler les bandelettes
Cuves d’incubation multicanaux
Agitateur oscillant pour immunoblots
Systéme d’aspiration pour les liquides permettant de vider les cuves d’incubation
Cutter ou scalpel
Papier absorbant de type Whatman-
micropipettes et pointes a usage unique (volumes de 25ul, 50ul, 1.2ml et 2ml)
Eprouvettes graduées, récipients adaptés, pissette de laboratoire.
Chronometre
Ruban adhésif transparent de bonne qualité

PCR (déja cité dans le texte)

Eau distillée free DNase

PBS

Primers

dNTP

Ready Mix

Agarose

Equipement : La Micro Centrifugeuse avec rotor pour tube de 2ml.
Bain Marie

Congélateur -20°C

Tubes Eppendorf stériles de 1,5 ou 2 ml
Pipettes et cones stériles (10, 100, 1000 pl)
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Annexe 7.

Clé de détermination des bulins

Le mollusque a
opercule qui ferme
l'ouverture de la coquille
lorsqu'll se retracte a
I'mtériewr, Les membres
e ce groupe s'appellent

[ —————

La coqulle est en forme
de chapeau ou de tente
*tres pefite (Soum de
' longuewr)
(Ces mollusques
' appartiennent a la

ANCYLIDAE
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Le mollusque n'a pas
('opercule

Tous les moullusques de
ce groupe d'appellent

PULMONES

La coquile est enroulée
en spirale.

(Ces mollusques
appartiennent 4 la famille
des

PLANORBIDAE




La coquille est discoide

enroulée sur un méme

plan

(es mollusques
 appartiennent a la sous

famille des

PLANORBINAE

—

L'ouverture de la coquille
est du coté droit, les
tentacules sont
triangulaires et aplatis
(‘e mollusque appartient
ala famlle des

| LYMNAFIDAR

|
{
{

e
jla coquille a une spire

| aigue et les sutwes entre 1
les tows de spire sont peu
profondes

(‘e mollusque appartient a
la farlle des

PHYSIDAE

globuleuse, spire cowrte 3-4
tour's trés convexes hombés, le |
dernier dépassant 1a demi
hauteur, ventru, ovulaire,
oblique, test luisant, corné
ambré long,

©

— “

La coquille est ovoide —

—

J

La coquille est ovale
l‘plus haute que large

L'ouverture de la coquille
est sur le coté gauche et
les tentacules sont minces
et de forme tubulaire

La coquille a une spire
tronquée et les sutures
entre les tours de spire
apparaissent plus
profondes. Ce mollusque
appartient a la famille des

BULININAE

GROUPE
TRUNCATUS

Clé pour I’identification de B. truncatus, hote intermédiaire de la bilharziose urinaire au

Maroc (Guide de la lutte contre la bilharziose, 1982).



Coquille ovoide, spire trés
courte a sommet obtus, test
mince, fragile

Coquille ovoide allongee, spire

acuminée ; test solide

Coquille ovoide globuleuse,
spire courte 3-4 tours tres
convexes-bombés, le dernier
dépassant la demi hauteur,
ventru ovulaire oblique, test

luisant, corné ambé long.

Planorbarius metidjensis

Mollusque a coquille discoide
nettement aplatie, a ouverture
étroite et ovale.

Les  spires sont  tres

nombreuses.

Mollusque remarquable par
leur coquille discoide aplatie,
aouverture arrondie, a spires

plus ou moins nombreuses.

Morphologie de Physa sp, B. truncatus, Planorbis planorbis et planorbarius metidjensis

(Guide de la lutte contre la bilharziose, 1982).
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Annexe 8.

Phase de controle de la bilharziose urinaire au Maroc

Notre travail

Phases pré-élimination

+5 ans

2012-2016 Maintien de
I"élimination et

™~ > < > P —— S 2009 | prévention dela
réemegence
2014
Phase de | 1982: 1994: phase 2005-2011 Phase de
pre- Phase de | d’interruptio consolidation
contrdle contrdle n de 2013
transmission
S
g 4
w 3
= - . . .
S S Mise au point de Evaluation de
E ° I’'approche de diagnostic | nouvelles techniques
o . . .
g o de la stratégie de de diagnostic (PCR
=] .
< g surveillance post Dral/73)
[=4
i = élimination
B © g .
‘—; % pour la certification
2 £ de I'élimination
e 2
i n
) K
£ &
c Q
ler cas de 2 H Quelques cas
(%]} —
bilharziose = a sporadiques
découvert | 6 Quelques cas g £
. c
en 1914 a sporadiques ﬁ © Pas de cas autochtones
. ) -
Marrakech Prévalence Prevalence P ©
- R R o©
supérieur a | <1% a Pas de cas s 3
Etudes 6.1% au | I'échelle § autochtones g _s
; : ~ S |
focales sur | niveau national c 2 =
. . Q k=
la provincial 2 £ :.',_'
) o b c
prévalence a ) =
2 © ]
g 5 T
a Amzou, £ = §
sud de - & §
o = L2
& &
Zagora, 3 S =z
100% des 5 >
enfants s
s 2
étaient E
infectés en £
1937

204




Foyer Extension Morbidité Maintien de
limité aux | de la | sous control I'incidence nulle au
oisis au | maladie niveau des foyers de
Sud vers les | Le probleme transmission connus
aires est  maitrisé pendant 5 ans
d’irrigation | dans la
au Centre | majorité des Consolidation de
et le Nord. provinces I'arrét de la
(1108 transmission  dans
personnes les anciens foyers
infectées
parmi 233711
examinées
dans 20
provinces)
Stratégies
Dépistage Approche Approche de Approche de
des cas et | de controle | contrdle contréle intégrée
traitement | intégrée intégrée
dans les Interruption de la
centres de | Morbidité Controle de la transmission
santé. controlée transmission
Préventives
Pas de | mesures: Préventives
mesures mesures: Préventives
préventive Dépistage mesures:
s des cas et | Dépistage des
traitement cas et Dépistage des cas et
traitement traitement
Education
sanitaire Education Education sanitaire
sanitaire
Control des Control des bulins
bulins Control  des (controle
(chimique bulins environnementale
dans 4 | (contréle et collaboration
provinces) environneme intersectorielle)

ntale et
collaboration
intersectoriell
e)

Maintien de lincidence
nulle au niveau des
foyers de transmission
connus pendant 12 ans

2012  Approche de
surveillance
parasitologique pa
examen  direct des
urines et prise en charge
des cas importés.

Surveillance et lutte
contre I'hote
intermédiaire

Action de soutien

Suivi et Evaluation

2013 Elaboation de
nouvelle stratégie basée
sur le dépistage
sérologique

Tableau 4. Phases des stratégies de lutte contre la bilharziose (Laamrani et al. 2000, Amarir et al.

2011 ; Amarir et al. 2014)
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Annexe 9

NMombre des sujets

Répartition sectorielle des cas en fonction de I’age et le sexe
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20 1

Frequence des sujets de I'enquéte sérologique de labilharziose uriniare, en fonction
del'age et le secteur, en 2009
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Distribution des sujets de I'enquéte sérologique de la bilharziose
uriniare au Maroc en 2009
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206




Annexe 10.

Fiche de I’enquéte Malacologique de la commune Krifate,
province Fkih Ben Saleh

Province :FKIH BEN SALEH Commune : BENI MELLAL
Secteur : KOURIFAT Localité : ABDOUNE
Nom du gite : PRISE 13

Type : naturelle /X./ artificielle /...../

Caracteére : permanent /X/ temporaire /...../
Date de récolte 25/12/14  T° ambiante : 18°C  T°eau:14 ph:7
Type de végetation : ALGUES. ... ..ottt
Distance par rapport alalocalité : 3 KM ......................
Utilisation du gite : Baignade : /.... / Lessive : /.... / Irrigation : /X/ Autres:/..../
Nombre de mollusques récoltés:

moins 10:/..../ 10a50:/X./ 50et+:/..../

Nombre de Bulinus truncatus récoltés :...50..........ccooeiiiiiiiiiiiieeeeea,
Nombre de Planorbarius metidjensis récoltés:...0...........cooviiiiiiiiiiiiien..
Codes des flacons de conservation :...12345.........ccciiiiiiiiiiiiiiienns

Observation :la canalisation de cette ligne ou se trouve le bulin est brise. il sagitd un
puisard isole. d une eau stagnant. En effet cette canalisation n est pas en fonction
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RESUME

Le Maroc est I'un des huit pays a avoir €¢laboré, exécuté et réussi un processus d’élimination
de la bilharziose a S. haematobium, et ce depuis 2004. Néanmoins, pour confirmer
I’interruption de la transmission de la maladie, ’OMS recommande le dépistage sérologique
de la bilharziose chez les enfants, combiné avec la détection moléculaire de I'infection a
S. haematobium chez les bulins, cing ans apres la déclaration du dernier cas autochtone. Dans
cette optique, en 2009, nous avons réalisé de pair, une étude sérologique et malacologique
dans les provinces a passé épidémiologique récent et a risque potentiel de transmission de la
bilharziose: Tata, Errachidia, Chtouka Ait Baha, El Kelad des Sraghna, et Béni Mellal.
L’étude sérologique a ciblé tous les enfants agés de moins de 16 ans, habitants les secteurs ou
les derniers cas ont été détectés. Une goutte de sang de la pulpe digitale est recueillie
directement sur du papier buvard. L’examen sérologique est réalis¢ par 1I’Enzymo-Immuno
Transfert Blot, a base des antigénes microsomales de S. haematobium. L’analyse de
I’infectivité des bulins, collectés aux niveaux des gites, est réalisée par la Dral PCR spécifique
des schistosomes du groupe haematobium, et confirmée par la Sh110 SmSL PCR, spécifique
de S. haematobium. Les résultats ont montré 1’absence d’anticorps anti S. haematobium chez
les 2382 enfants dépistés et I’absence de I’infectivité chez les bulins collectés a Errachidia et
Chtouka ; tandis qu’a Béni Mellal, Tata et El Kelad des Sraghna, les bulins présentent des
traces d’ADN de S. haematobium ou S. bovis. Ces mollusques, examinés par Sh110 SmSL
PCR, ont montrés ’absence de trace d’ADN de S. haematobium et réferent les résultats
positifs du Dral PCR aux réactions croisées avec S. bovis. Pour maintenir 1I’élimination et
prévenir la réémergence de la maladie, nous avons réalisé une étude bibliographique sur les
tests sérologique et malacologique performants afin de renforcer le systeme de
surveillance/veille sanitaire. L’approche de surveillance proposée, consiste a introduire le
dépistage basé sur des tests sérologiques rapides, tel que ’HAI (commercialis¢). L'infection
active sera confirmée par les tests de détection des antigénes tels que les tests RDT filtration
ou FTUCP (commercialisé). La surveillance malacologique et I'examen de l'infectivité seront
réalisés par le test récemment développé PCR Dral/Sh73. L’évaluation de ce test dans une
étude pilote a la commune de Krifat de Fkih Ben Saleh, a montré qu’il est hautement sensible.
La gestion de la surveillance/veille sanitaire proposée dépend du niveau de risque de

réémergence de la maladie de chaque aire géographique.
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Abstract

Morocco, among eight countries, have eliminated the urinary schistosomiasis transmission, by
the end of 2004. However, to confirm the interruption of transmission of the disease, WHO
recommanded the measure of human and snails Schistosoma haematobium infection rates by
serology and molecular biology, five years after the last autochtonuous case. In this objectif,
in 2009, we have estimate snail and children infection rates at the last historic transmission
sites of schistosomiasis, known to be free from new infection among humans since 2004:
Tata, Errachidia, Chtouka Ait Baha, El Kelad des Sraghna, et Béni Mellal. The study
population was composed of children 1-16 years old, and from sectors and localities that
represented foci of schistosomiasis transmission and where the last known cases of
schistosomiasis were detected. Fingerstick blood samples were collected on Nobuto filter
paper, and specific antibodies directed against Schistosoma haematobium adult worm
microsomal antigens were detected by using an enzyme-linked immunoelectrotransfer blot
assay. Screening of large numbers of snails for infection, collected from snails habitats of the
five provinces, were analyzed in pools by Dral PCR, specific of S. haematobium group. To
distinguish S. bovis and S. haematobium, the snails were analyzed by Sh110/Sm-SI PCR,
specific of S. haematobium. The results showed an absence of antibodies in all serum samples
of 2382 childrens and an absence of infectivity of snais collected from Errachidia and
Chtouka Ait Baha; but, snails from remaining snail habitats of EI Kelaa des Sraghna, Tata and
Beni Mellal were positive. This led to suggest the presence of circulating schistosome species
(S. haematobium, S. bovis or others) within these positive snail habitats. Subsequently,
confirmation with S. haematobium species specific molecular assay, Sh110/Sm-SI PCR,
showed that none of the collected snails were infected by S. haematobium in all historic
endemic areas. To maintain the elimination and prevent the reemergence of the disease, a
bibliographic research about serological and malacological tests cheap and filed friendly
showed that there is no ideal test, but we can use the HAI serological test ‘antibodies
detection), RDT filtration or FTUCP test (antigen detection). Malacological survey using
molecular tools as PCR Dral/Sh73 presented severals advantages and is very encouraged.
Evaluation of this new test in Fkih Ben Saleh, Krifate commune, showed the high sensibility
of the test. The management of the sanitary survey proposed in our study depend on

reemergence risk level of each geographic areas.
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