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Résumé

Les poux humains (Phthiraptera : Anoplura) sont des ectoparasites hématophages

obligatoires. Les poux parasitant ’Homme appartiennent a deux genres Pthirus et Pediculus.
Ce dernier présente une préoccupation majeure de santé publique et comprend deux écotypes :
le pou de téte (Pediculus humanus capitis) et le pou de corps (Pediculus humanus humanus).
Dans le cadre de cette thése de doctorat, nous avons pour objectifs d’apporter notre contribution
dans le domaine de la recherche et I’enrichissement des connaissances scientifiques sur les poux
humains par 1’étude phylogénétique, la détection des agents pathogenes et 1’étude des genes de
résistances des poux a la perméthrine en Algérie.

Dans un premier volet de travail, nous avons effectué une collecte de poux de corps et de
poux de téte chez la population des Sans Domicile Fixe, des réfugiés Nigériens et des enfants
scolarisés en Algérie. Nous avons mis en évidence en utilisant les outils moléculaires le statut
phylogénétique des poux ainsi que nous rapportons pour la premiére fois en Algérie et au nord
d’Afrique, a notre connaissance, I’existence de I’ADN de multiples agents pathogénes
bactériens, a savoir : Bartonella quintana, Borrelia recurrentis, Coxiella burnetii, Anaplasma
phagocytophilum et différentes espéces d’Acinetobacter chez les poux humains appartenant a
différents clades et haplotypes mitochondriaux.

Dans un deuxiéme volet, nous rapportons pour la premiere fois la détection et la
détermination des mutations génétiques conférant aux génes la résistance des poux a la
perméthrine en Algérie en utilisant le séquencage automatique par la méthode de Sanger. Nous
avons testé un échantillonnage sélectionnés parmi notre collection de poux de téte et de poux
de corps et nos résultats ont montré que la résistance des poux humains a la perméthrine s’avere
bien installer en Algérie.

A travers les résultats obtenus au cours de cette these, nous avons pu, pour la premiere fois
en Algérie et au Nord d’Afrique, approfondir et enrichir des connaissances préalables sur les
poux humains. Nous avons mené de larges enquétes épidémiologiques sur terrain ou nous avons
pu collecter un nombre de spécimens de poux humains chez différentes population et dans
différentes wilayas en Algérie. Nous avons pu révéler la présence d’ADN de plusieurs agents
bactériens ainsi que le statut génétique des poux humains. Nous avons pu également détecter et
déterminer les mutations conférant aux genes la résistance des poux a la perméthrine ou nos

résultats montrent une grande prévalence de cette derniere.

Mots-clés : Poux humains, Pediculus humanus humanus, Pediculus humanus capitis,

génotypage, phylogénie, épidémiologie, genes de résistance, outils moléculaire, Algeérie.



Abstract

Human lice (Phthiraptera: Anoplura) are obligate blood sucking ectoparasites. Lice

parasitizing humans belong to two genera Pthirus and Pediculus. The latter is of great concern
to public health and includes two ecotypes: the head louse (Pediculus humanus capitis) and the
body louse (Pediculus humanus humanus). The aim of our thesis work is to contribute in the
field of research and the enrichment of scientific knowledge about human lice by phylogenetic
studies, investigation about louse-borne pathogens and the detection and monitoring of the

molecular resistance of human lice to permethrin in Algeria.

In the first part of our work, a collection of body and head lice have been performed in
Algeria among the homeless population, Nigerien refugees and the infested schoolchildren’s.
Based on molecular tools, we study the genetic diversity and investigate louse-borne pathogens
of the collected human lice. To our knowledge, we report for the first time in Algeria, the
presence of the DNA of multiple pathogens bacteria, namely: Bartonella quintana, Borrelia
recurrentis, Coxiella burnetii, Anaplasma phagocytophilum and different species of

Acinetobacter in human lice belonging to different haplogroupes and haplotypes.

In a second part, we report for the first time the detection and the determination of genetic
mutations conferring human lice the resistance to permethrin in Algeria using automatic
sequencing by the Sanger method. For the test, we selected samples from our collection of head
and body lice and our results showed that the resistance of human lice to permethrin is well
established in Algeria.

Through the results obtained during this thesis, we were able, for the first time in Algeria
and North Africa, to contribute to enrich previous scientific knowledge on human lice. We
conducted epidemiological field surveys in which we collected a large number of human lice
specimens from different populations and different locations in Algeria. We have been able to
reveal the presence of DNA of several bacterial agents as well as the genetic status of human
lice. We have also been able to detect and determine the mutations conferring genes the
resistance of lice to permethrin where our results show a high prevalence of human lice

resistance.

Keywords: Human lice, Pediculus humanus humanus, Pediculus humanus capitis, genotyping,

phylogeny, epidemiology, resistance genes, molecular tools, Algeria.
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Introduction générale







Aujourd’hui, les maladies a transmission vectorielle représentent un enjeu scientifique et
social primordial a I’échelle de la planéte. Ces maladies figurent parmi les plus importantes en
santé humaine et animale, tant par la morbiditeé que par la mortalité qu’elles entrainent (Rodhain
et al., 1985). Le mécanismes de transmission des agents pathogénes responsables de maladies
vectorielle est généralement complexes, faisant intervenir une triade constituée de troisacteurs
biologiques qui définit un systéme vectoriel : ’agent infectieux, son (ses) vecteur (s), son (Ses)
hote (s) vertébré (s) qui peut représenter un réservoir (Rodhain et al., 1985). Les ectoparasites
vecteurs sont susceptibles de transmettre de nombreux agents pathogénes infectieux aux
animaux et a I’homme. Ces maladies sont dues a des agents infectieux (bactéries, virus,
protozoaire, nématodes, etc...), elles sont largement distribuées et peuvent se propager
rapidement dans le monde entier (Otranto et al., 2009).

Les poux (Insecta: Phthiraptera) sont des ectoparasites obligatoires des oiseaux et des
mammiféres. Dans le sous ordre des Anoploures, les poux parasitant I’Homme appartiennenta
deux familles Pthiridea et Pediculidea (Reed et al., 2004 ; Johnson et al., 2004 ; Light et al.,
2008) . Chaque famille comprend deux genres : Pthirus et Pediculus. Chaque genre est présenté
respectivement par une espéce: Pthirus pubis et Pediculus humanus ( Chosidow, 2000 ; Reed
et al., 2004 ; Light et al., 2008). Les deux especes sont des ectoparasites obligatoires qui se
nourissent exclusivement du sang humain depuis des milliers d'années (Johnson et al., 2004;
Reed et al., 2004). Les poux appartenant a I’espéce P. humanus sont les mieux étudiés en raison
notamment de 1’intérét médical qu’ils suscitent. Elle comprend deux écotypes : le pou de téte,
Pediculus humanus capitis, qui vit et pond ses oeufs sur le cuir chevelu humain, et le pou de
corps, Pediculus humanus humanus, quit vit et pond ses ceufs sur les plis et les coutures des
vétements (Badiaga et al., 2008; Boutellis et al., 2014). Contrairement au pou de téte, qui infeste
préférentiellement les enfants scolarisés dans le monde entier indépendamment des conditions
d'hygiene, le pou de corps est répandu chez les populations vivant dans des conditions précaires
telles que les pauvres, les sans-abri, les prisonniers et les réfugiés de guerre (lzri et al., 2010 ;
Brouqui, 2011).

Les études phylogénétiques basées sur les genes mitochondriaux ont révélé la présence de
cing clades mitochondriaux divergents (A, D, B, C et E), chacun présentant une distribution
géographique particuliere (Drali et al., 2015b ; Amanzougaghene et al., 2016b). En plus de la

diversite inter-haplogroupes, P. humanus présente également une diversité intra-haplogroupe
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illustrée par de nombreux haplotypes distincts au sein de chaque clades (Amanzougaghene et
al., 2016b).

A ce jour, seul le pou de corps était connu comme vecteur d'au moins trois agents pathogénes
bactériens responsables de maladies humaines qui ont tué des millions de personnes a travers
I’histoire de I’humanité, a savoir le typhus épidémique, la fievre des tranchées et fievre
récurrente, causee respectivement par Rickettsia prowazekii, Bartonella quintana et Borrelia
recurrentis. Récemment, des études épidémiologiques et expérimentales ont montré que les
poux de corps peuvent aussi étre capables d'héberger et éventuellement de transmettre Yersinia
pestis, I’agent de la peste pendant les pandémies (Houhamdi et al., 2006; Piarroux et al., 2013).
Bien que les poux de corps, contrairement aux poux de téte, sont des vecteurs potentiels
d’agents pathogenes bactériens, le statut épidémiologique et la compétence vectorielle des poux
de téte n’est pas entiérement compris (Amanzougaghene et al., 2016a). En effet, recemment,
des études épidémiologique ont rapporté la présence de I’ADN de multiples agents pathogénes
bactériens chez les poux de téte appartenant a différents clades mitochondriaux (Bouvresse et
al., 2011; Drali et al., 2015 ; Sunantaraporn et al., 2015 ; Amanzougaghene et al., 2016a, 2017;;
Mana et al., 2017;).

Avant l'avénement des pédiculicides, le contréle des poux était basé sur les moyens
physiques (Mumcuoglu, 1988). Au cours de ces derniéres décennies, différentes molécules
chimiques ont été développées pour lutter contre la pédiculose. Malheureusement les poux ont
pu développer une résistance contre la plupart de ces molécules dont le chef du fil est la
perméthrine (Clark et al., 2013) ou une résistance potentielle des poux a cette molécule eut été

démontrée dans le plusieurs pays dans le monde (Clark, 2010).

En Algérie, tres peu d’études phylogénétiques et épidémiologiques ont été menés, ou ils ont
rapporté 1’existence du clade A et B chez les poux de téte ainsi que 1’association des bactéries
de la famille des Acinetobacter a ces derniers (Boutellis et al., 2015 ; Mana et al., 2017). Ainsi
que, a ce jour, aucune ¢tude n’a été menée dans le but de caractériser le statut de la résistance
des poux humains a la perméthrine sachant que, c’est le pédiculicide le plus utilisée afin de
lutter contre cette population d’insectes nuisibles. L’Ensemble de ces considérations nous a

conduits a mener ce present travail.

Dans le cadre de notre thése qui porte sur « Les Génes de Resistances des Poux Humains et
la Détection des Agents Pathogenes en Algérie», nous avons voulu apporté notre contribution

dans le domaine de la recherche et de I’enrichissement des connaissances scientifiques par
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I’¢tude des poux humains d’Algérie ; sachant que, trés peu d’études ont été menées sur ces
arthropodes dans ce pays. Pour ce faire, pendant les trois dernieres années consécutives, nous
avons commencé par des études épidémiologiques sur terrain, ou nous avons collecté un
nombre trés intéressant de poux humains sur différentes tranches de populations et dans
differentes wilayas en Algérie. Dans un second temps, nous avons effectué un ensemble
d’analyses moléculaires dans le but d’effectuer une étude génétique et épidémiologique au sein
du laboratoire d’accueil & 1’Unité de Recherche VITROME (Vecteurs — Infections TROpicales
et Méditerranéennes) au sein de Institut Hospitalo-Universitaire (IHU), Marseille, France.

Le présent manuscrit de these est organisé autour de 3 chapitres couvrant chacun une
thématique différente a savoir (1) une revue bibliographique sur les poux humains : I’histoire
des poux de I’Homme, leur association avec les bactéries pathogénes causant de graves
épidémies et la résistance des poux humains aux insecticides a travers le monde entier, (2)
I’étude phylogénétique et épidémiologiques des agents pathogenes associés aux poux humains
collectés en Algérie en utilisant les technique de biologie moléculaire dont les résultats ontfait
objet de trois publications (deux articles publiés et un article soumis) et (3) la détection des
mécanismes de résistance moléculaire des poux humains a la perméthrine en Algerie. Enfin,
ce manuscrit sera cléturé par une conclusion générale en ouvrant de nouvelles voies aux
perspectives ou nous proposons de nouvelles pistes d’études permettant une meilleures

comprehension des poux humains en particulier en Algérie.
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Les poux (Insecta: Phthiraptera) sont des ectoparasites obligatoires des oiseaux et des
mammifeéres (Weiss, 2009). Environ 4.900 espéces ont été répertoriées et réparties dans deux
sous-ordres: d’une part les Mallophages (Mallophaga), insectes non hématophages spécifiques
aux animaux comprenant les Rhynchophthirina, les Ischnocera et les Amblycera, ils se
nourrissent de débris épidermiques du tégument et des phaneres de mammiféres ou bien de
plumage des oiseaux (Johnson et al., 2004). D’autre part les Anoploures (Anoplura), poux
hématophages qui se nourrissent exclusivement du sang des mammiferes placentaires (Johnson
et al., 2004). Les données morphologiques (Lyal, 1985) combinées aux données moléculaires
(Barker et al., 2003) ont montré qu'il y avait une relation paraphylétique entre les poux
Mallophages et les Anoploures. En effet, il est largement convenu que ces derniers provenaient
d'un groupe ancestral commun, non parasitaire, liés étroitement a I'ordre Psocoptera (poux de
livre) (Barker et al., 2003; Johnson et al., 2004).

Dans le sous ordre des Anoploures, les poux parasitant ’Homme appartiennent a deux
familles qui sont hématophages a tous les stades et dans les deux sexes (Durden, 2002) et
potentiellement vecteurs d’agents pathogenes responsables d’épidémies durant [’histoire
humaine (Bonilla et al., 2013 ; Raoult et Roux, 1999). Les poux ont probablement été toujours
associés a ’Hommes et ses ancétres et sont dispersés a travers le monde grace aux différentes

migrations qu’a effectué 1’étre humain durant son existence (Reed et al., 2007).

|.1. Taxonomie des poux humains

Dans I’ordre des Phthiraptera, le sous ordre des Anoploures comprend pres de 500 espéces
regroupées en une quinzaine de familles (Reed et al., 2004). Les poux parasitant I’Homme
appartiennent a la famille des Pediculidae et Phtiridea comprenant respectivement deux
genres : Pediculus et Phtirus, qui comprennent chacun a leur tour une espece d'importance
médicale, P. humanus et P. pubis (Fig. 1) (Durden et Musser, 1994; Chosidow, 2000 ; Durden,
2002). P. humanus fut initialement établit par Linnaeus en 1758. Deux décennies plus tard, en
1778, De Geer proposa les nomenclatures P. capitis de Geer 1778 et P. corporis de Geer 1778

pour différencier le pou de téte du pou de corps (De Geer, 1778). En 1952, Hopkins a propose
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une nomenclature qu’il souhaitait finale a 1’égard au foisonnement d’appellations données a P.
humanus: P. h. humanus Linnaeus1758 pour le pou de corps et P. h. capitis de Geer 1778 pour
le pou de téte (Hopkins, 1952).

Phylum: Arthropoda

I__ Classe: Isecta

Ordre: Phthiraptira

Sous-ordre: Anoplura

Famille: Pediculidae

Pediculus humanus humanus (poux de corps)

Pediculus humanus capitis (poux de téte)

Famille: Phtiridae

Phtirus pubis (pou pubien)

Sous-ordre: Mallophaga

Poux macheurs ou broyeurs

Figure 1. Classification des poux de de I’ordre des Phthiraptera (Durden et Musser, 1994; Chosidow,
2000 ; Durden, 2002).

1.2. Morphologie, biologie et écologie des poux humains

1.2.1. Morphologie générale

Le pou humain est d’une forme ovoide, plus ou moins allongé et aplati dorso-ventralement.
11 est d’une symétrie bilatérale et d’un corps métamérisé recouvert d’une cuticule sclerifiée et
rigide qui joue le r6le de squelette externe expliquant une croissance discontinue par mue (Price
et Graham, 1997). Le pou est un petit insecte aptére, c’est le premier caractere régressif de

I’adaptation au parasitisme (Durden, 2002; Weiss, 2009).
1.2.1.1. La famille des Pediculidae

Au sein de la famille des Pediculidea, le genre Pediculus, I’espéce P. humanus comprend
deux écotypes, comme leurs noms 1’indiquent, les poux de téte (P. h. capitis) et les poux de

corps (P. h. humanus) vivant dans deux biotopes distincts (Busvine, 1948; Durden, 2002; Reed

5
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et al., 2004). D’un point de vue morphologique, les poux de téte et les poux de corps sont tres
similaires, mis a part quelques differences commme la taille qui est relativement plus grande
chez les poux de corps que les poux de téte ( Durden, 2002 ; Bonilla et al., 2013) ; les segments
de I’abdomen plus découpés latéralement chez les poux de téte, hormis des segments moins
découpés sur les bords latéraux des poux de corps (Howlett, 1917 ; Hopkins, 1952). Une autre
mesure qui distingue entre les deux écotypes est la longueur des antennes qui sont plus longues
chez les poux de corps, probablement en raison de leur adaptation a I'obscurité (Nuttall, 1919).
Une graduation de couleur caractérise les poux de téte aux poux de corps, généralement en
fonction des cheveux de leurs hotes parasitées, allant du brun au noir chez un sujet aux cheveux
foncés et d’'une couleur claire chez un sujet aux cheveux blonds (Ewing, 1926 ; Veracx et
Raoult, 2012) (Tab. 1). Ces caractéristiques ne représentent pas des criteres d’identification
morphologiques consistants entre les poux de téte et les poux de corps (Ferris, 1953),
I’identification se fait donc par la localisation de ces derniers sur leurs biotopes (Maunder,

1983).

Tableau 1. Différences morphologiques et biologiques entre les poux de téte et de corps (Bonilla et al., 2013).

Caractéristiques Poux de téte Poux de corps
Couleur Dépend de I’hote Plus clair

Longueur du pou femelle 2.4-3.3 mm 2.4-3.6 mm

Longueur du pou male 2.1-2.6 mm 2.3-3.0 mm

Forme de I’antenne Plus court et plus large Plus long et plus étroit
Segment antennaire 5 5
Indentations abdominales Importantes Non-importantes
(Eufs fécondé 4-5/jour 8-12/jour

Longévité des adultes > 27 jours > 60 jours

Nombre des repas sanguin 4-10/jour 1-5/jour
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1.2.1.1.1. La téte de Pediculus humanus

La téte possede une partie allongée plus au moins étroite que le thorax ; elle est dotée de
deux paires de yeux latéraux surmontée d’une paire d’antennes latérales bien visibles
composées habituellement de 3 segments au stade larvaire et cing segments au stade adulte
dépourvue de cils sensoriels. Pour se nourrir, le pou possede des pieces buccales du type
piqueur-suceur évoluées chez les deux sexes male et femelle comprenant une série de
denticules qui vont lui permettre de bien se fixer a la peau de son hote lors de son repas et une

trompe rétractile dans la capsule céphalique (Séguy, 1944 ; Moulinier, 2002 ; Durden, 2002).
1.2.1.1.2. Le thorax de Pediculus humanus

Le thorax est constitué de trois segments plus au moins fusionnés : prothorax, mesothorax
et métathorax dont chacun porte une paire de pattes. Les pattes sont trés courtes et robustes
composées d’une partie coxale, un trochanter, un fémur, un tibia qui est recourbé et élargi a
I’extrémité portant sur son bord interne un prolongement appelé pouce, nu ou armé d'une ou
de plusieurs petites épines. Enfin, un tarse uni-articulé qui est nettement associé au tibia,
terminé par une griffe tres robuste. Celle-ci forme avec 1’épine tibiale une pince pouvant
entourer le poile pour la fixation de ’hote. Chez le male, les tibias de la premiére paire de
pattes sont trés développés et les griffes plus longues pour saisir la femelle lors de
I’accouplement (Séguy, 1944 ; Moulinier, 2002 ; Durden, 2002) (Fig. 2).

Figure 2. La patte antérieure de P. humanus (Séguy, 1944).



Chapitre 1. Revue bibliographique sur les poux humains

1.2.1.1.3. L’abdomen de Pediculus humanus

L’abdomen est d’une forme ovalaire ou subcirculaire, il est étroit et allongé représentant
les deux tiers du corps et comporte neuf segments visibles pourvus d’une ou plusieurs rangées
de soies. Une paire de stigmates respiratoires est portée sur chacun du troisiéme au neuviéme
des segments (Séguy, 1944 ; Kettler, 1995). L’abdomen est mou et couvert d’une peau mince
sur des plaques sclerifiees dorsales (tergites) et ventrales (sternites) qui donnent une certaine
rigidité a ’abdomen, puis cette couche s’épaissit sur les plaques latérales (pleures) formant
sur les cotés un bourrelet plus ou moins distingué, les pleures étendues sont capables de se

distendre sous la pression du repas sanguin ( Séguy, 1944 ; Durden, 2002).

Le dernier segment abdominal porte les annexes génitales, il existe a ce niveau un
dimorphisme sexuel (Fig. 3). Chez la femelle, le dernier segment est échancré et présente des
expansions terminales (gonopodes) encadrant les deux orifices anal et génital ; ces deux
structures sont utilisées par la femelle pour diriger et aligner les ceufs sur le poil de 1’hote
(Moulinier, 2002 ; Durden, 2002). Chez le male, I’extrémité terminale de 1’abdomen est
arrondie et présente dorsalement un orifice commun a I'anus et au pénis rétractile (Moulinier,
2002 ; Durden, 2002). La Morphologie générale de P. humanus au stade adulte est illustré
dans la Figure 3.



Figure 3. Morphologie générale de I’adulte P. humanus. A : Vue ventrale d’un pou de téte femelle monté sur glissiére; B : Vue ventrale d’un pou de corps méle monté sur glissiére;
C : Vue dorsale d’un pou de téte femelle préservée a I'éthanol; D : Vue dorsale d'un pou de corps male préservé a I'éthanol. Toutes les photographies ont été prises a l'aide d'un
microscope a longue distance Visionary Digital K2 / SC (Infinity Photo-Optical Company, Boulder, CO), gracieuseté de Lorenza Beati (Bonilla et al., 2013).
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1.2.1.2. La famille des Phtiridae

Au sein de la famille des Phtiridae, le genre Phtirus comprend une seule espece P. pubis
parasitant I’Homme dans les régions pileuses pubiennes d’ou son nom le pou pubien, pou de
pubis, ou encore appelé morpion (Séguy, 1944 ; Moulinier, 2002). D’autres sites atypiques
peuvent étre parasités par les morpions: la barbe, la moustache, les sourcils et les cils (lzri,
2001). 1l est trés facile de distinguer le P. pubis de P. humanus ; en effet, au stade adulte sa
longueur est de 1,5 a 2,0 mm et une largeur de 1,0 a 1,5 mm. L’ aspect du corps est trapu et
large par rapport au P. humanus (Fig. 4) (Durden, 2002). Sa forme est ovalaire avec une téte
enfoncée dans le thorax qui est plus large que la zone abdominale ; de ce fait, il a un aspect de
crabe d’ou sa nomination anglaise « Crab louse » (Chosidow, 2000). Son abdomen est court et
incomplétement segmenté avec seulement cing segments bien visibles. Les pattes et les griffes
sont trés robustes et encore plus fortes, elles permettent au morpion de s’accrocher aux poils
de gros calibres en particulier ceux de la région pubienne et anale (Séguy, 1944 ; Durden,
2002).

Crab louse

Phthirus
pubis

Pediculus
humanus

Figure 4. A : Morphologie général de P. pubis comparé a P. humanus. B : Stade mature de P. pubis
(Darryl, 1997 ; Anderson et Chaney, 2009).

1.2.2. Biologie et écologie des poux humains

1.2.2.1. Cycle biologique de Pediculus humanus

Les poux humains sont des insectes hétérométaboles, durant leur vie, ils passent
successivement par trois stades larvaires (L1, L2 et L3) strictement hématophages avant de
devenir adulte (Durden, 2002) ; c’est une métamorphose incomplete ou les jeunes possédent le

méme aspect général que 1’adulte avec une taille plus réduite. Les deux écotypes, P. h. capitis
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et P. h. humanus ont le méme cycle biologique, occupant chacun une niche écologique distincte
(Boutellis et al., 2014).

1.2.2.1.1. L’ceuf de Pediculus humanus

L’ceuf de P. humanus est appelé lente (nit en anglais) ; il mesure 0,8 mm a la ponte, il est
de forme ovalaire, la coque plus au moins gaufrée et d’une couleur blanchatre ou jaunatre. La
lente est fixée par la femelle lors de la ponte sur un support (poil, cheveu, tissu...) a I’aide d’une
sécrétion adhésive collante appelée « cément ». Au pdle supérieur de la lente se trouve un
opercule percé de pors permettant la respiration de I’embryon au cours de 1’incubation qui dure
généralement 4 a 15 jours (Fig. 5) (Séguy, 1944; Durden, 2002).

Figure 5. A : Lente de P. h. capitis. B : Pou femelle et lentes de P. h. humanus (© collection Urmite) (Boutellis
etal., 2017).

1.2.2.1.2. La larve de Pediculus humanus

Hématophage dés son éclosion, elle est caractérisée par un tégument mou, ses piéces
céphaliques, les parties discales du thorax ainsi que des pattes chitineuses. Son abdomen est
non segmenté, a I’exception de D’extrémité anale ou les deux derniers segments sont
distinguables. Les larves passent par trois mues successives séparées généralement par une
période de 3 a 8 jours pour devenir enfin un pou-adulte (Fig. 6) (Séguy, 1944; Durden, 2002).
Concernant I’adulte de P. humanus, sa morphologie ainsi que sa biologie ont éte détaillées dans
(pages 7-8).
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Figure 6. (A) : Cycle de vie de P. humanus (B) Les différents stades de vie de P. humanus (© collection Urmite)
(Boutellis et al., 2017).
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1.2.2.2. Bio-ecologie des Pediculus humanus
1.2.2.2.1. Pediculus humanus capitis

Comme son nom I’indique, cet insecte se retrouve généralement sur le cuir chevelu de la
téte, au niveau de la nuque, autour des oreilles et sur la frange frontale. Ce sont des poux
grimpeurs qui se déplacent rapidement en s’accrochant sur les cheveux grace a leurs griffes
(Fig. 7) (lzri, 2001 ; Moulinier, 2002). Males, femelles et larves, les poux de téte sont
hématophages et se nourrissent exclusivement du sang humain qu’ils prélévent en piquant le
cuir chevelu 4 a 10 fois par jour (Burgess, 2004 ; Bonilla et al., 2013) ; ce dernier constitue une
niche écologique adéquate ou ils peuvent vivre, se nourrir et se reproduire. Les poils du cheveu
sont d’un support idéal a la femelle pour la fixation des 4 a 5 lentes qu’elle pond chaque jour
durant toute sa vie. Apres 6 a 9 jours, ces dernieres éclosent et donnent naissance a des larves
qui subissent 3 mues avant de devenir un pou adulte en 8 a 12 jours. Les poux ont un taux de
reproduction élevé, dotés de 2 paires de testicules, un pou male peut féconder successivement
18 femelles sans repos. Les poux adultes s’accouplent plusieurs fois car les femelles sont
dépourvus de spermathéques (Veracx et Raoult, 2012 ; Bonilla et al., 2013; Boutellis et al.,
2014). La multiplication des poux de téte est conditionnée par deux parametres : la température
dont I’optimal est entre 20 et 30°C et une humidité comprise entre 70 et 80% (Moulinier, 2002).

1.2.2.2.2. Pediculus humanus humanus

Sur le plan morphologique, le pou de corps est trés semblable au pou de téte, mais de couleur
plus claire et de taille supérieure. Le pou de corps vit sur les vétements au niveau desquelles il
effectue tout son cycle de développement (Fig. 7). La femelle pond environ 8 a 12 ceufs par
jour durant toute sa vie qui est de plus de 60 jours, Apres éclosion, la larve | se déplace
immédiatement sur la peau pour se nourrir avant de retourner dans les vétements jusqu’au
prochain repas sanguin et cela jusqu’a devenir adulte. Un taux d’humidité de 70 a 90 % est
essentiel pour la survie des poux qui sont tres sensibles a la déshydratation. La durée de vie de
pou de corps est de 60 jours, cependant, il peut résister jusqu’a 7 jours en dehors de son hote (

Veracx et Raoult, 2012 ; Bonilla et al., 2013).
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Figure 7. A : Poux de corps et lentes sur les vétements d’une personne SDF. B :Poux de téte et lentes sur une

touffe de cheveux d’une personne SDF (Veracx et Raoult, 2012).

1.2.2.3. Bio-écologie de Pthirus pubis

Le P. pubis vit dans la région pileuse pubienne de I’'Homme, sa croissance se fait par étapes
successives, ou au total, 30 a 50 ceufs sont pondus durant toute sa vie. Les lentes des morpions
sont semblables a ceux de P. humanus, lIégérement plus petites, elles éclosent en 7 a 8 jours,
suivis d’une phase larvaire de 15 a 20 jours entrecoupée de trois mues. Au stade immature, les
jeunes possédent le méme aspect général que ’adulte avec une taille plus réduite mais sans
organes génitaux. La longévité de 1’adulte est de 3 semaines, et en dehors de son héte il ne

dépasse pas les trois jours ( Chosidow, 2000 ; Izri, 2001 ; Anderson et Chaney, 2009).

1.3. Le genome des poux humains

1.3.1. Composition génomique

En 2010, Kirkness et ses collaborateurs publiaient pour la premiere fois la version du
génome de P. humanus et son endosymbiont Candidatus Riesia pediculicola (Kirkness et al.,
2010). En effet, le séquencage du génome du pou du corps a confirmé que les poux ont le plus
petit génome de tous les insectes rapporté a ce jour (108 Mb pour les femelles et 109 Mb pour
les males) (Johnston et al., 2007 ; Kirkness et al., 2010). Cependant, malgrés sa petite taille, le
génome de P. humanus est complétement fonctionel. Le génome contient 10 773 génes codant
pour des protéines dont 163 sont spécifiques, il contient aussi 57 microARN (Kirkness et al.,
2010; Olds et al., 2012).
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Les poux sont des organismes diploides menés de six chromosomes (cing chromosomes
métacentriques et un chromosome télocentrique) (Hindle et Pontecorvo, 1942). Les éléments
transposables représentent seulement 1% du génome et le pourcentage de la guanine-cytosine

(GC) est de 28% expliquant la petite taille de ce génome (Kirkness et al., 2010).
1.3.2. Le génome mitochondrial

Chez les eucaryotes, Le génome mitochondrial (mt) est typiquement circulaire mesurant
d'environ 16 kb de longeur et contenant 37 genes (Boore, 1999). Cependant, chez les poux, les
37 génes mt sont situés sur 20 chromosomes minicirculaires, chacun mesure de 3 a 4 kb de
longueur et contient de un a trois génes mt (Shao, et al., 2012). Ces derniers contiennent
également trois blocs de régions hautement conservés qui peuvent former une tige-boucle stable
pour initier la réplication et la transcription, tandis que les régions codantes montrent un
polymorphisme d'un seul nucléotide (SNP, single-nucleotide polymorphism) (Shao, et al.,
2012). Cette organisation serait due a l'absence de la protéine de liaison monocaténaire
mitochondriale (mtSSB) impliquée dans la réplication du génome mitochondrial (Shao, et al.,
2012).

1.3.3. Le profile transcriptomique

En dehors de leurs biotopes, le pou de téte et le pou de corps sont morphologiquement
indiscernables (Drali et al., 2014). Dans une étude visant a comparer le profil transcriptionnel
du pou de téte et du pou de corps, Olds et al. avaient soutenu que les deux écotype de poux
présentait que 752 pair de base (pb) de différence dans le gene phum_PHUMA540560, qui code
pour une protéine hypothétique de 69 acides aminés de fonction inconnue et que ce géene était
présent et transcrit chez les poux de corps mais absent chez les poux de téte (Olds et al., 2012).
Récemment, en se basant sur la différence entre les deux séquences du geéne
Phum_PHUMS540560 des deux écotypes, une PCR en temps réel multiplex a été développée
pour différencier entre ces derniers. Cet outil s’est révélé particulierement utile sur le terrain
pour connaitre le statut génotypique des poux collectés sur des hotes mono-infestés (Drali et
al., 2013).

1.4. L’endosymbiont des poux humains et son génome

1.4.1. Géneralité sur I’endosymbiont
L’endosymbiont des poux humains est une bactérie appartenant a la famille

Enterobacteriaceae dans la classe g-protéobacteries nomée Candidatus Riesia pediculicola. De
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nombreuses études ont été réalisées au cours des cinq derniéres années sur I’endosymbiont des
poux. Ce micro-organisme est principalement situé dans un organe en forme de disque situé sur
la cbte ventrale de I'intestin moyen (le mycétome) et est transmis du pou femelle a sa
progeniture apres sa migration aux ovaires (Kirkness et al., 2010).
1.4.2. Le génome de I'endosymbiont

Le génome de Candidatus Riesa pediculicola comprend moins de 600 genes répartis entre
un chromosome linéaire court et un plasmide circulaire. En comparaison avec le génome
d'autres endosymbionts, seulement 24 géenes sont uniques a Candidatus Riesia pediculicola, y
compris les génes codants pour le transport et des protéines de liaison, ainsi que les enzymes
impliquées dans la biosynthése des lipopolysaccharides qui peuvent étre essentielles pour la
stabilité de la paroi cellulaire au cours de la migration extracellulaire (Kirkness et al., 2010).

Il'y a 30 génes dans toutes les bactéries étudiées qui sont absentes chez Candidatus Riesia
pediculicola. Ces génes sont principalement des exonucléases nécessaires a la conjugaison et
les enzymes qui sont impliqués dans le métabolisme énergetique, reflétant donc la dépendance
du symbiote aux poux pour la nutrition (Kirkness et al., 2010). En revanche, la bactérie est
considérée comme requis par les poux pour la production d'acide pantothénique (vitamine B5).
Les génes codant pour cette fonction sont situés sur le plasmide et non sur le chromosome

linéaire de la bactérie (Perotti et al., 2009).

1.5. Evolution et phylogénie des poux humains

1.5.1. Génétique et phylogénie de Pediculus humanus

La différence la plus frappante entre les poux de téte et les poux de corps reste leur écologie ;
cepandant, les caractéres morphologiques ont été remis en question par des études génétiques
(Boutellis et al., 2017). L'analyse moléculaire des génes mitochondriaux (le géne Cytochrome
b Cytb et la premiére sous unité a du géne codant pour le Cytochrome oxydase Cox1) apermis
de classifier P. humanus en cing clades ou haplogroupes, appelés A, B, C, D et E. Chaque clade
présente une distribution géographique particuliere (Amanzougaghene et al., 2016a; Ashfaq et
al., 2015; Drali et al., 2015; Light et al., 2008). Les poux de corps n'appartiennent qu'aux clades
A et D, tandis que les poux de téte englobent toute la diversité des clades (Light et al., 2008).
L'haplogroupe A est le plus commun et répandu dans le monde entier (Ashfaq et al., 2015; Drali
et al., 2015; Light et al., 2008) ; il est subdivisé en trois sous-clades: le sous clade euraitique
Al, le sous clade subsaharien A2 et le sous clade A3 qui a éte identifié comme un génotype

purement américain retrouvé dans une population amazonienne. Tandis que le clade D est décrit
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qu'en Afrique centrale, en particulier en Ethiopie et en République démocratique du Congo
(Drali et al., 2015b; Light et al., 2008). Le Clade B se trouve en Amérique, en Europe, en
Australie et en Afrique du nord et du sud, il a été recemment signalé en Israél sur des fossiles
de poux datant d’environ de 2000 ans (Amanzougaghene et al., 2016b; Ashfaq et al., 2015;
Light et al., 2008). Le Clade C se trouve principalement en Afrique (République Démocratique
du Congo), en Asie (Népal et Thailande) et réecemment, en France (Amanzougaghene et al.,
2016a; Light et al., 2008; Sunantaraporn et al., 2015). Enfin, le nouveau clade E décrit
antérieurement comme un sous-clade dans le clade C regroupant les poux d’Afrique de 1'ouest
(Sénégal et Mali) (Amanzougaghene et al., 2016b; Ashfaq et al., 2015), a été rapporté
récemment pour la premiere fois dans des poux de téte a Bobigny, en France (Candy et al.,
2018) (Fig. 8). Toutes ces données soutiennent I'nypothese que toutes les migrations des poux
humains actuels sont liées avec des hominidés archaiques et des esclaves d'Afrique
(Amanzougaghene et al., 2017). En plus de la diversité inter-haplogroupes, P. humanus
présente également une diversité intra-haplogroupe illustrée par de nombreux haplotypes
distincts au sein de chaque clades (Amanzougaghene et al., 2016b) (Fig. 9).
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Figure 8. Phylogénie et distribution de I’espéce P. humanus dans le monde (d’aprés Amanzougaghene et al., 2016 ; Boutellis et al., 2017 ; Louni et al., 2018) (Modifiée).
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Figure 9. Réseaux d'haplotypes des poux humains.

1.5.2. Histoire evolutive de Pediculus humanus

Pediculus humanus est probablement I'un des parasites les plus anciens et les plus intimes a
I’Homme (Araudjo et al., 2000; Mumcuoglu, 2008). L’ ultime association entre les poux et leurs
hotes peut expliquer pourquoi les poux présentent une forte cospéciation et une coévolution
durant des millions d’années (Reed et al., 2004). Ce critére fait d’eux d’excellents marquers
pour 1’étude de I’histoire évolutif de I’humanité (Ascunce et al., 2013a ; Boutellis et al., 2014).
Les infestations des poux sont mentionnées dans la Bible (Ascunce et al., 2013a); des fossiles
archéologiques de poux ont également été trouvé dans le monde entier (Aradjo et al., 2000 ;
Riveraet al., 2008 ; Ascunce etal., 2013 ; Arriazaetal., 2012) (Fig. 10). Dans I'Ancien Monde,
le premier cas de pou de téte remonte a I'dge néolithique il y a environ 9 000 ans, chez un
individu qui vivait dans la grotte de Nahal Hemar en Israél (Mumcuoglu, 2008). Dans le
Nouveau Monde, le plus ancien cas de poux vient d'un squelette humain archaique au Brésil,
daté de plus de 10 000 ans (Araujo et al., 2000; Mumcuoglu, 2008). Basé sur les analyses
moléculaires des poux de téte préleves sur des momies péruviennes, Raoult et al. ont montré
que le clade B avait une presence précolombienne sur le continent américain et avait
probablement des liens avec I'Ancien Monde (Raoult et al., 2008). En 2013, Boutellis et al.
confirment ce résultat et démontrent que le Clade B était également présent en Amérique plus
de 4000 ans, avant d'entrer en contact avec I'Europe, suggérant ainsi une origine américaine
pour cet haplogroupe, suivie de sa dispersion vers I'Ancien Monde d'’Amerique a partir du
16eme siecle (Boutellis et al., 2015). Récemment, une étude menée par la méme équipe sur la

diversité génétique ancestrale des poux humains a révelé de nouveaux apercus sur l'origine des
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poux du Clade B d'Israél. En effet, la présence de I'haplogroupe B a été rapporté pour la
premiere fois dans la région du Moyen-Orient (Amanzougaghene et al., 2016b). En
conséquence, ces resultats montrent que les poux du clade B existaient bien avant dans la région
méditerranéenne avant la découverte de I'Amérique, ce qui signifie que les poux du clade B ne
provenaient pas d’Amérique comme on le pensait auparavant, mais probablement existaient, au
moins dans le Moyen-Orient, avant le contact entre les Américains Natifs et les Européens
(Amanzougaghene et al., 2016b). Ces résultats sont en accordance avec I'nypothese suggérant
que ce clade pourrait provenir d'Asie, qui aurait peuplé I’ Amérique (Reed et al., 2004 ; Ascunce
etal., 2013a).

Des recherches antérieures ont suggéré que les clades de poux connus ont évolué sur
différentes lignées de Homo datant de 0,03 a 2,3 million d'années (Reed et al., 2004 ; Ashfaq
et al., 2015) et par conséquent, leur répartition géographique peut fournir des informations
concernant I'histoire évolutive des poux ainsi que de leurs hétes humains (Light et al., 2008).
Le Clade A des poux a probablement émergé en Afrique et évolué sur la lignée d’hote jusqu’a
I'Homme anatomiquement moderne (Homo sapiens), montrant des signes d'une expansion
démographique récente en dehors de I’ Afrique il y a 100 000 ans, d'abord en Eurasie et par la
suite en Europe, en Asie et au Nouveau Monde (Reed et al., 2004 ; Ascunce et al., 2013a).
L’haplogroupe B a divergé de I'haplogroupe A entre 0,7 et 1,2 million d'années et a
probablement évolué sur des hominidés archaiques, comme le Homo neanderthalensis, qui s'est
répandu en Europe et en Asie et s’est associé a I’Homme moderne qu'au cours de la période de
chevauchement récent du changement d’hote ( Reed et al., 2004 ; Ascunce et al., 2013a ;
Boutellis et al., 2014). Le clade C a divergé des clades A et B il y’a environ 2 millions d’années
(Weiss, 2009). Compte tenu de I'age de ce clade, il est possible qu'il a évolué chez les humains
archaiques en Afrique ou en Asie et a été transmis a 'Homme moderne, ce qui est compatible
aux interactions proximatives de ’Homme moderne et de I’Homme archaiques en Afrique et
en Asie (Ascunce et al., 2013b). Récémment, une description de deux nouveaux clades a été
rapporté, le clade D et le clade E, le clade D est le groupe-sceur du clade A, tandis que le clade

E est le groupe-sceur du clade C (Amanzougaghene et al., 2016b).
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Figure 10. Une lente isolée d’une momie précolombienne trouvée au Camarones 15-D, Chili (Boutellis et al.,

2014).

1.6. Epidémiologie et compétence vectorielle des poux humains

Mis & part leurs role en tant que marqueurs biologiques pour I’é¢tude de I'histoire évolutive
de I’humanité, les poux peuvent fournir des informations relatives a 1’histoire épidémiologique
des maladies a transmission vectorielles humaines, car ces derniers sont vecteurs de dangereux

agents pathogenes bactériens (Raoult et Roux, 1999).

1.6.1. Epidemiologie et réle vecteur de Pediculus humanus humanus

1.6.1.1. Pédiculose corporelle

Les infestations par les poux de corps sont connus sous le nom de « pédiculose ». Comme
les autres insectes piqleurs, le pou injecte des proteines biologiquement actives lors du repas
sanguin. Certains antigénes provoquent une réaction allérgique ce qui déclanche le prurit. Le
diagnostic est affirme par la mise en évidence des lentes et des poux dans les vétements. Il
existe toutefois certaines manifestations cliniques qui systématiquement évoquent une
pédiculose corporelle, notamment des Iésions de grattage succédant des prurits intenses. Elles
peuvent apparaitre au bout de 3 a 4 semaines suite a la réaction allergique ou lors d’infestation
massive par ces derniers (milliers de poux par personne) (Roux et Raoult, 1999 ; Bonilla et al.,
2013). En cas d'infestation prolongée notamment chez les SDF (Sans Domicile Fixe), ces
troubles cutanés sont connus sous le nom de « mélanodermie des vagabonds » ou « maladie du

vagabond » (Brouqui, 2011) (Fig. 11). D’autres symptomatologies peuvent se manifester,
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associant de la fievre, des céphalées, des éruptions cutanées, des maux de téte et des

lymphadénopathies (Brouqui, 2011).

Les poux de corps se multiplient tres rapidement dans des conditions appropriées et
favorables tels que : les guerres, les catastrophes naturelles, les camps de réfugiés, les prisons
etc... (Raoult et Roux, 1999). En effet, les facteurs prédisposant a 1’infestation sont liés a
I’absence d’hygiéne, la pauvreté, la promiscuité et a travers les échanges de vétements et des
literies. Cette infestation est signalée beaucoup plus dans les pays non développées tels qu’en
Afrigue (Ethiopie, Burundi et Rwanda), en Asie Centrale (Népal et Chine) et en Amérique
(Pérou). Mais aussi, dans les pays développés tels qu’en Europe et aux Etats-Unis, chez les
populations marginalisées notamment la population urbaine des SDF et des réfugiées (Brouqui,
2011).

Figure 11. Lésions de grattages prurigineuses chez un homme (A) et une femme (B) SDF & Marseille
(Boutellis et al., 2014).

1.6.1.2. Compétance vecrorielle du pou de corps

Jusqu'a aujourd’hui, seul le pou du corps est connu comme vecteur d'au moins trois agents
pathogenes bactériens responsables de maladies épidémiques a transmission vectorielles, qui
ont tué des millions de personnes a travers I’histoire de I’humanité, a savoir : le typhus
épidémique, la fievre récurrente et la fievre des tranchées causées respectivement par Rickettsia
prowazekii, Borrelia recurrentis et Bartonella quintana (Roux et Raoult, 1999). Des
observations naturelles et expérimentales ont montré que les poux de corps peuvent également

étre capble d'héberger et éventuellement de transmettre Yersinia pestis, I'agent responsable de
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la peste (Blanc et Baltazard, 1942; Raoult, 2016). Des études ont démontré que la compétence
vectorielle du pou de corps est due a la réduction du systeme phagocytaire et de son systéme
immunitaire a différents pathogénes (Kim et al., 2011 ; Previte et al., 2014 ; Kim et al., 2017).

1.6.1.2.1. Le typhus épidémique

Le typhus épidémique a causé le taux le plus éleve de mortalité pendant les guerres durant
toute I’histoire de ’humanité (Zinsser, 1935); sa transmission par le pou de corps a été
démontrée par Charles Nicolle (Gross, 1996; Nicolle, 1910). C’est une rickettsiose due a R.
prowazekii, une bactérie intracellulaire stricte (Andersson et Andersson, 2000). L’épidémie la
plus récente est décrite lors de la guerre civile au Brundi dans les années 1990, considérée
comme la plus grande depuis la Seconde Guerre Mondiale. Certains auteurs la considérent
comme une maladie européennes ancienne qui a causé ce qu’on a appelé la peste d’Athene. 11
existe un réservoir extrahumain amécicain chez des écureuils volants, Glaucomys volans volans
(Raoult et Roux, 1999).

Le pou acquiert R. prowazekii aprés avoir piqué un Homme infecté, mais ne devient
infectieux que 5 a 7 jours plus tard. Quand les rickessies sont ingérées par le pou avec le repas
sanguin, elles infectent les cellules épithéliales de la premiere partie du tube digestif, puis se
multiplient en entrainant 1’éclatement des cellules infectées. Les rickessioses sont alors libérées
dans la lumiére de I’intestin puis éliminées dans les féces, ou elles peuvent rester infectieuses
pendant au moins 100 jours. Avec la repture de I’épithélium digestif, le sang humain ingéré
passe dans I’hémolymphe. Le pou prend alors une teinte rouge caractéristique et meurt peu de
temps apres. Ainsi, le typhus épidémique a également été appelé « la maladie des poux rouges »
(Niang et al., 1999).

Les étres humains qui contractent le typhus conservent les ricketssies pour le reste de leur
vie. Sous certaines conditions de stress, ils peuvent rechuter et développer une forme
bactériémique plus modérée, appelé « maladie de Brill-Zinsser » (Badiaga et Brouqui, 2012;
Zinsser, 1935). La bactérie permet alors aux poux éventuellements présents de s’infecter, ce qui

peut étre a I’origine d’une nouvelle épidémie (Raoult et Roux, 1999).
1.6.1.2.2. La fiévre reccurente

Borrelia recurrentis est 1’agent de la fiévre recurrente, historiqument responsable
d’épidémies massives en Eurasie et en Afrique et qui sévit actuellement en Ethiopie et dans les
pays avoisinants (Mitiku et Mengistu, 2002). En 1907, Mackie a montré pour la premiere fois
en Irlande, le rdle des poux de corps dans la transmission de la bactérie a ’Homme (Mackie,

1907). Les épidémies a B. recurrentis ont été enregistrées pendant la Premiere Guerre Mondiale
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ou, un demi-million de personnes ont contracté la fievre récurrente en Serbie. En 1919 et 1923,
pendant la guerre civile en Russie et en Europe de I’Est, 13 millions de cas ont été signalés

entrainant 5 millions de decés (Bryceson et al., 1970).

Borrelia recurrentis est une bactérie spirochéte a multiplication extracellulaire ; lorsqu’un
pou prend un repas sanguin sur ’Homme, cette bactérie passe de 1’appareil digestif a
I’hémolymphe ou elle se multiplie. Les glandes salivaires et les ovaires ne sont pas envahis. Il
a été admis jusqu’a présent que I’Homme s’infecte a la suite de 1’écrasement des poux infectés
lors du grattage. En effet, B. recurrentis est fortement contagieuse et extrémement mobile. Elle
est capable de pénétrer la peau ou les muqueuses intactes, puis d’infecter un nouveau sujet. De
plus, le pou infecté excréte B. recurrentis vivante dans ses féces, ¢’est pour quoi 1’épidémie se
développe trés rapidement (Houhamdi et Raoult, 2005). I’ Homme est le seul reservoir connu

de cette bactérie (Cutler, 2006).
1.6.1.2.3. La fievre des tranchées

Bartonella quintana est 1’agent de la fiévre des tranchées, résponsable de bactérimies
chroniques, de I’angiomatose bacillaire, d’endochardite et de lymphadénopathies (Brouqui,
2011; Raoult et Roux, 1999). Son nom a été donné par les médecins de I’armée anglaise pendant
la Premiére Guerre Mondiale, c’est une maladie trés ancienne ou elle a été identifié dans les
pulpes dentaire d’un cadavre il ya 4000 ans (Drancourt et al., 2005). Elle a été décrite pour la
premiere fois lors de la Premiere Guerre Mondiale et rapporté ensuite pendant la Deuxiéme
Guerre Mondiale (Veracx et Raoult, 2012). Elle est classée depuis 1990 parmi les principales
maladies réemergentes (Brouqui et Raoult, 2006). Elle infecte essentiellement les personnes
vivants dans des conditions d’hygiéne détérioriées, comme la population urbaine des sans abris,
ou elle été rapporté en France, aux Etats-Unis, aux Pays-Bas, en Ethiopie, au Japon, en Russie
et au Mexique et chez des réfugiés, les prisonniers et les populations rurales du Burundi, du
Rwanda, du Zimbabwe et du Pérou ( Bonilla et al., 2009 ; Brouqui, 2011; Bonilla et al., 2013).

Bartonella quintana se multiplie dans D’intestin du pou, I’infection humaine se fait
probablement par déjections des poux infectés, ou B. quintana peut rester infectieuse pendant
plus d’une année (Raoult et Roux, 1999). Les humains étaient considérés comme le seul
réservoir de B. quintana mais récemment, des singes macaques et leurs poux, Pedicinus

obtusus, ont également été impliqués (Li et al., 2013a, 2013b).
1.6.1.2.4. La peste

Yersinia pestis, 1’agent de la peste, a été identifiée pour la premiére fois chez les poux de

corps collectés sur un patient septicémique au Maroc en 1940 lors d’une épidémie de peste
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(Blanc et Baltazard, 1942). Le cycle épidémiologique classique de Y. pestis implique les
rongeurs autant que réservoir et les puces autant que vecteurs (Raoult et al., 2013). Mais, apres
la découverte initiale de Blanc et Baltazard (Blanc et Baltazard, 1942), Y. pestis a été identifiee
de nouveau chez des poux de corps, collectés dans une zone tres endémique a la République
Démocratique du Congo (Piarroux et al., 2013). La transmission de la peste par le pou a été
explorée expérimentalement au laboratoire (Houhamdi et al., 2006) ; un seul repas sanguin
infecté par Y. pestis est suffisant pour infecter les poux et produire des génération viables de
cette bactérie qui sera excrétée dans les fecés (Franc, 1994). Toutes ces observations sont
fortement en faveur du role vecteur du pou de corps pour cet agent infectieux durant les

pandémies de la peste (Raoult, 2016).
1.6.1.2.5. Autres agents pathogenes associés aux poux de corps

D’autres agents pathogenes bactériens, y compris Acinetobacter baumannii, A. lwoffii et
Serratia marcescens, ont été détecté dans les poux de corps supposant ainsi la probabilité dela
transmission de ces agents par les poux de corps a I’THomme (La Scola et al., 2001; La Scola et
Raoult, 2004; Bonilla et al., 2013). Dans des conditions expérimentales, les poux de corps sont
également capables de transmettre aux lapins Rickesstia typhi, R. rickettsii et R. conorii, agents
responsables respectivement du typhus murin, la fievre pourprée des montagnes rocheuses et la
fievre pourprée méditerranéenne (Houhamdi et al., 2003; Houhamdi et Raoult, 2006a).

1.6.2. Nuisance et agents pathogénes associés aux poux de téte

1.6.2.1. Pédiculose du cuir chevelu

La pédiculose du cuir chevelu causée par le pou de téte, est une infestation extrémement
contagieuse, touchant des centaines de millions d’individus, préférentiellement les enfants
scolarisés, a travers le monde (Chosidow, 2000) (Fig. 12). Elle peut causer une détresse sociale
importante, de l'anxiété parentale et de I'embarras pour I'enfant, sans parler des fréquentes
absences scolaires (Nutanson et al., 2008). Lors de la piqdre du cuir chevelu, le pou injecte sa
salive contenant une substance anticoagulante pour faciliter la succion du sang. Ce qui a pour
effet de provoquer une réaction allergisante chez 1’hote qui peut s’accompagner dans certains
cas d’un prurit (Izri, 2001). Le prurit est le principal signe d’infestation par les poux de téte,
son intensité peut perturber le sommeil, le travail en classe et le comportement de 1’enfant.
Dans les cas extrémes, le grattage intense favorise I’inoculation microbienne par des germes
présents sur les doigts et les ongles plus ou moins propres (staphylocoques ou streptocoques)
et les Iésions évoluent vers une surinfection. On doit systématiquement évoquer une pédiculose
devant un impétigo ou une pyodermite du cuir chevelu ( 1zri, 2001 ; Bonilla et al., 2013).

25



Chapitre 1. Revue bibliographique sur les poux humains

A

Figure 12. P. h. capitis accroché aux cheveux (A) Les lentes de P. h. capitis collées aux cheveux d’un enfant (B)
(lzri et Guiguen, 2013).

1.6.2.2. Agents pathogeénes associés au pou de téte

Bien que les poux de corps sont connus d’étre vecteurs potentiels de pathogenes bactériens,
le statut épidémiologique et la compétence vectorielle des poux de téte n'est pas entiérement
compris. Les poux de téte élevés au laboratoire peuvent supporter une charge élevée de B.
quintana pendant plusieurs jours apres leur exposition a des repas sanguins infectés (Previte et
al., 2014). Une infection expérimentale a R. prowazekii a montré que les poux de téte peuvent
facilement étre infectés et par la suite disséminer ce pathogéne dans leurs féces. Ces résultats
montrent que les poux de téte peuvent étre vecteurs de pathogenes sous des conditions
épidémiologiques optimales (Robinson et al., 2003). En effet, au cours de ces derniéres années,
des études épidémiologiques ont rapporté la présence de plusieurs agents pathogénes chez les
poux de téte appartenant a differents clades mitochondriaux dans le monde entier, incluant : B.
quintana, B. recurrentis et Borrelia theileri. D’autres études ont rapporté également la présence
de I’ADN de différentes espéces d’Acinetobacter, Y. pestis ainsi que la détection de I’ADN de
Coxiella burnetii, R. aeschlimannii et deux potentielles nouvelles especes du genre Anaplasma
et Ehrlichia dont leur pathogénicité est inconnue (Angelakis et al., 2011; Boutellis et al., 2012,
2013 ; Sangaré et al., 2014 ; Sunantaraporn et al., 2015 ; Drali et al., 2015b ; Amanzougaghene
etal., 2016a, 2017; Mana et al., 2017 ; Candy et al., 2018).

1.6.3. Epidemiologie et nuisanc de Pthirus pubis
1.6.3.1. Pédiculose pubienne

La pédiculose pubienne, dont 1’agent causal est P. pubis, se manifeste par un prurit pubien,
issu d’une réaction aux piqlres de morpions, engendrant par la suite des lésions de grattage. Ce
dernier peut causer une infection cutanée bactérienne secondaire comme pour les deux

pédiculoses précédentes. Le diagnostic de certitude afin d’établir I’infestation est possible a
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I’ceil nu ou a I’aide d’une loupe. La pédiculose pubienne est une maladie a transmission

sexuelle, ce qui nécessite d’examiner les deux partenaires sexuels (Chosidow, 2000; lzri, 2001).
1.6.3.2. Epidémiologie du morpion

Alors que les épidémies des poux de corps et des poux de téte ont été observees et etudiés
depuis des siecles, tres peu de données ont été enregistrée sur les épidémies de P. pubis. Les
poux du pubis ne sont pas connus comme vecteurs de pathogenes bactériens pour I'Homme.
Leur infestation est enregistrée que chez 2 & 10% de la population mondiale (Anderson et
Chaney, 2009). Récemment, une ¢tude a démontré pour la premicre fois la détection d’A.
johnsonii chez les morpions en Algérie (Mana et al., 2017). Dans des conditions
expérimentales, P. pubis a été infecté par B. quintana et R. prowazekii afin de déterminer la
capacité vectorielle de ce dernier. Seul le développement de I’infection a R. prowazekii a été

enregistrée dans les cellules de I'estomac de P. pubis (Mumcuoglu, 2013).

|.7. La Lutte anti-poux

1.7.1. Méthodes physiques

La pédiculose est l'infestation parasitaire la plus répandue chez I’Homme (Roux et Raoult,
1999). Tres tot, le controle et I’éradication des poux a €té une nécessite pour ce dernier ; pour
cela, plusieurs méthodes ont été testées (Burgess, 2004). Traditionnellement, 1’¢limination des
poux de téte passe par des méthodes physiques telles que le peignage de la racine a la pointe,
I’épouillage ou le rasage (Roberts, 2002). Cependant, 1’éradication des poux de corps ne peut
étre effective que si le niveau général d’hygiene vestimentaire des populations augmente. Des
mesures pourtant simples, telles que le changement complet des vétements et/ou leur lavage
avec de I’eau chaude (>50 °C), suffiraient a éradiquer les poux de corps ; toutefois, ceci n’est

pas toujours aisé (Houhamdi, 2005).

1.7.2. Méthodes chimiques

Pour lutter contre les populations d’insectes nuisibles, de nombreux insecticides ciblant
principalement leur systeme nerveux ont été commercialisé depuis le début des années 50 a
I’instar des organochlorés (DDT, lindane), des organophosphorés (malathion), des carbamates

et des pyrethrinoides de synthése dont le chef de file est la perméthrine (Casida, 2010) (Tab. 2).
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1.7.2.1. Dichlorodiphényl trichloroéthane (DDT)

Les organochlorés (DDT, lindane) furent les premiers insecticides organiques de synthésea
étre utilisés. La découverte des propriétés insecticides du DDT en 1939 par le chimiste suisse
Paul Muller était probablement le développement le plus important dans I'histoire de la lutte
antiparasitaire. Le DDT semblait étre I'insecticide idéal, trés toxique pour la plupart des insectes
nuisibles mais relativement inoffensif pour 'Homme. La premiere utilisation déclarée du DDT
a grande échelle a ét¢ pendant la Deuxiéme Guerre Mondiale en 1943 lors d’une épidémie du
typhus & Naples, Italie. En quelques semaines, les poux de corps ont été éradiqués par un
traitement de masse de plus de 2,5 millions de personnes avec 10% de DDT en poudre. En
raison du développement de la résistance des poux a cette molécule et les doutes qui pésent sur
la sécurité des individus traités, I'utilisation de ces produits a été abandonnée dans la plus part
des pays ( Mellanby, 1992 ; Davies et al., 2007).

Le DDT agit principalement sur le systeme nerveux périphérique des poux VGSC (Voltage-
Gated Sodium Channel). Le contact initial de I'insecticide provoque le déclenchement spontané
des neurones des poux et par la suite des contractions musculaires avec des tremblements tout
au long du corps et des appendices. Au cours de quelques heures ou jours, I'exposition au DDT
entraine une paralysie excitatrice et par conséquent la mort des poux. Comparé a certains
insecticides, le DDT est plutdt lent a agir. Ses effets a la jonction neuromusculaire sont
provoqués par la dépolarisation en raison d'une augmentation de fréquence des potentiels post-
synaptiques miniatures dus a la libération spontanée accélérée de neurotransmetteur. Si la
dépolarisation continue, la jonction neuromusculaire devient bloquée en raison de I'épuisement
du neurotransmetteur (Davies et al., 2007).
1.7.2.2. Lindane

Le lindane (c-hexachlorocyclohexane) est un insecticide organochloré non aromatique.
Quand la résistance des poux de corps au DDT a été signalée dans les années 1950, le lindane
est rapidement devenu le traitement de choix pour les poux humains. Avant l'introduction des
pyréthroides, le lindane était le pédiculicide le plus largement utilisé aux Etats-Unis
d’ Amérique (Durand et al., 2012; Kucirka et al., 1983). Disponible seulement par prescription
en shampooing a 1% et lotion a 0.5%, le lindane a des propriétés neurotoxiques entrainant la
mort de l'insecte par hyperstimulation de son systéme nerveux central (Meinking et al., 1986;
Durand et al., 2012). La résistance au lindane a éete rapportée dans le monde entier depuis de
nombreuses années et 1’utilisation de ce dernier a été également abandonnée (Kucirka et al.,
1983 ; Burgess el al., 1995; Durand et al., 2012).
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1.7.2.3. Malathion

La découverte des propriétés insecticides des organophosphorés a été faite vers les années
1950. Le malathion, un insecticide organophosphoré neurotoxique, se lie irréversiblement a
I’acétylcholine, neuromédiateur libéré au niveau des fentes synaptiques de la jonction
neuromusculaire permettant la transmission de 1’influx nerveux. Ceci entraine un blocage de
I’influx nerveux et une accumulation du neuromédiateur. Chez le pou, on observe une phase
d’excitabilité suivie de tremblements puis finalement une paralysie spastique mortelle. Le
malathion est utilisé a des formules de 0,5%, aussi bien active sur le pou adulte que sur les
lentes (Chosidow et al., 1994; Ross, 2008). Les poux de téte semblent avoir développé moins
de résistance au malathion qu'aux pyréthroides. En effet, l'utilisation du malathion avec des
temps d'application plus courts peut contribuer d'abaisser la pression de sélection des
insecticides et de réduire la concentration résiduelles ; ce qui peut retarder I’émergence et la
propagation de la résistance (Durand et al., 2012).
1.7.2.4. Carbaryl

Le carbaryl, introduit en 1977, est un insecticide carbamate qui agit en inhibant de maniére
réversible l'acétylcholinestérase, ce qui conduit a la paralysie spastique ensuite la mort. 1l est
utilisé avec une formule de 0,5-1% en lotions ou en shampoing (Maunder, 1981). L’exposition
des poux a des concentrations allant de 0,8 a 3,2 g/100 mL de carbaryl ont montré une efficacité
réduite (Downs et al., 2002). Depuis 1995, le carbaryl a été disponible uniqguement sous
ordonnance en raison des préoccupations concernant les effets cancérogénes possibles sur
I’Homme (Durand et al., 2012).
1.7.2.5. Spinosad

Le spinosad est un traitement topique qui s’est révélé aussi bien pédiculicide qu’ovicide.
C’est une molécule synthétisée a partir de la fermentation de la bactérie actinomycete du sol
Saccharopolyspora spinosa. Le Spinosad a un spectre d'activité relativement large contre les
insectes, y compris les poux (Cole et Lundquist, 2011; Villegas et Breitzka, 2012). Cependant,
des effets indésirables apparus chez les individus traités, tels I'érythéme ou l'irritation oculaire,
découragent ainsi son utilisation (Stough et al., 2009).
1.7.2.6. Benzoate de benzyle

Cette substance a été largement utilisée dans le traitement de la pédiculose mais aussi de la
gale. Avec une formule de 10% a 50% de lotion, les poux meurent par asphyxie. Cependant, le
benzoate de benzyle a démontre ses limites quand il s’agissait d’éliminer les lentes. Ce produit
peut provoquer des réactions allergiques et des irritations cutanées. A ce titre, il a été retiré de
la liste des produits enregistrés pour le controle des poux aux Etats-Unis d’Amérique et au
Canada (Burgess, 2004).
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1.7.2.7. Ivermectine

L’ivermectine est un macrocyclique apparenté aux avermectines qui sont extraits de la
bactérie Streptomyces avermitilis. L’ivermectine a un effet toxique, elle agit sur le systéme
nerveux et la fonction musculaire en inhibant la neurotransmission de fagon trés similaire aux
perithrenoides. La molécule présente une affinité importante pour les canaux chlorure
glutamate-dépendants (GIuCl) présents dans les cellules nerveuses et musculaire des
invertébrés. La paralysie et la mort sont alors provoquées par atteinte neuro-musculaire.
L’absence de ces canaux chez les mammiféres semble rendre compte de la spécificité de
I’action de I’ivermectine sur les parasites invertébrés et son manque d’effets secondaires sur
leurs hétes mammiferes (Tribble et al., 2007; Yoon et al., 2011).

Récemment, des traitements oraux successifs a I'ivermectine ont été utilisés afin de traiter les
infestations des poux de téte (Chosidow et al., 2010). L’ivermectine a également été formulée
comme pédiculicide appliquée par voie topique moins invasive qui posséde la capacité de tuer
les poux de téte résistants a la perméthrine (Strycharz et al., 2011). Une étude a été effectuée
afin d’évaluer I’efficacité de I’ivermectine sur les poux de corps chez les SDF. En effet, I’'usage
régulier d’ivermectine dans les centres des SDF et les problémes de contrdle de résistance
soulignent la nécessité de surveillance d’une apparition de résistance potenticlle a cette
molécule (Foucault et al., 2006).
1.7.2.8. Pyréthroides de synthése

Le pyrethre naturel a été introduit en 1945 et a été remplacé plus tard par des dérivés
synthétiques appelés pyréthroides. En effet, les pyréthroides de synthése, y compris la d-
phénothrine et la perméthrine, ont été enregistrées comme pédiculicides depuis les années 1970,
et ont été largement disponibles depuis les années 1980. Ces composés ont é€té modifiés
chimiquement pour fournir une meilleure stabilité que le pyréthre naturel. Les pyréthroides de
synthese sont parmi les insecticides les plus utilisés pour la lutte contre les poux (Durand et al.,
2012).

Les pyrethrinoides agissent rapidement, quelques minutes suffisent pour provoquer I’effet
knockdown chez les insectes. Cet effet est caractéristique des insecticides pyrethrinoides et
provoque une paralysie des muscles et du systéme nerveux qui précede leur mort. Par ailleurs,
ils sont inoffensifs pour ’Homme (Zaim et al., 2000). C’est a ce titre qu’ils ont été treés
largement utilisés durant les quatre dernieres décennies dans la lutte anti vectorielle. Ils
représentent 25% du marché mondial des insecticides (Shafer et al., 2005). Dans les années 80,
une ¢tude réalisée par I’armée des USA, a démontré 1’efficacité des uniformes imprégnes avec

de la perméthrine (0,125 mg/cm?) pour 1’éradication des poux de corps aussi bien sauvages que
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ceux provenant de I’élevage au laboratoire. D’autre part, cette méme étude a démontré la

rémanence de la perméthrine dont I’effet persiste apres 20 lavages (Sholdt et al., 1989).

1.8. La résistance des poux humains aux insecticies

1.8.1. Statut de la résistance des poux

L’utilisation intensive des insecticides a conduit inéluctablement au développement d’une
résistance des insectes (Knipple et al., 1994). La résistance aux insecticides menace le succes
de tous les programmes de lutte contre les insectes et particulierement dans le contrdle des poux
humains, ou la résistance aux pédiculicides commerciaux ne cesse d’augmenter (Durand etal.,
2012) (Tab. 2). La résistance des poux a été rapportée beaucoup plus a la perméthrine (Clark et
al., 2013), ou elle a été signalée pour la premiere fois en France en 1995 (lzri, 1995), en
République tcheque (Rupes, 1995), au Royaume-Uni (Burgess, 1995), au Danemark
(Kristensen et al., 2006), en Israél (Mumcuoglu et al., 1995), aux Etats-Unis d’Amérique
(Meinking et al., 2001), en Argentine (Picollo et al., 1998), au Japon (Tomita et al., 2003) et
en Australie (Hunter et Barker, 2003). Les problemes actuels du contréle de résistance
soulignent la nécessité de comprendre les mécanismes moléculaires des poux a la résistance
aux insecticides. L'identification des mécanismes de résistance peuvent permettre le
développement de nouveaux composés et synergistes spécifiques non toxiques utiles dans les

nouvelles stratégies de contréle des résistances (Clark et al., 2013)
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Tableau 2. Options thérapeutiques pour le traitement de la pédiculose humaine (Bonilla et al., 2013).

Composition chimique Pédiculicide Méchanisme d’action Effet sur les Effetsurles  Résistance chez  Effet sur la santé
poux de téte>  poux de corps les poux humaine
DDT Ouverture des canaux ioniques +/+ + Oui Toxique
(Dichlorodiphényl trichloroéthane) sodium dans les neurones
Organochloré
Lindane Inhibition de I'acide +/- + Oui Toxique
v -aminobutyrique
canal de chlorure
Organophosphoré Malathion Inhibition irréversible de ++ + Oui Mineur
I'acétylcholinestérase
Carbamate Carbaryl Inhibition irréversible de +/+ + Oui Modéré a trés
I'acétylcholinestérase toxique
Macrolides Spinosad Sur-stimulation des Cellules
tétracycliques, nerveuses en agissant comme +/+ + Oui Mineur
spinosyn A et spinosyn D acétylcholine
Alcool aromatique Benzoate de benzyle Asphyxie des poux +/- ND Oui Minimal
Lactone macrocyclique  Ivermectin Liaison au GABA et au
glutamate +/+ + Oui® Aucun a minimal
canaux ioniques de chlorure
Extrait de chrysanthéme  Pyréthrines naturelles et synergiques Repolarisation retardée du
VSSC sodiques et paralysie +/- + Oui Mineur
(+) — 3 phénoxybenzyl 3-  Perméthrine, pyréthrinoide synthétique! Repolarisation retardée du
(2,2- dichlorovinyl) - VSSC sodiques et paralysie
2,2diméthylcyclopropane +/+3 + Oui* Mineur

carboxylate

!La perméthrine est également utilisée pour I'imprégnation des vétements pour ses propriétés anti-poux et comme pesticide agricole ; 2 Informations indicatives sur l'activité pédiculicide
et ovicide de l'insecticide (Frankowski et Bocchini, 2010); 2Une activité ovicide partielle de la perméthrine a été rapportée (Durand et al., 2012); “Au départ, 38% des poux de corps
collectés chez les sans-abri étaient résistants a la perméthrine (Drali et al., 2012); 5La possibilité d'apparition de résistance a l'ivermectine chez les poux de corps a été démontrée en
laboratoire (Yoon et al., 2011).
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1.8.2. Résistance des poux a la pérméthrine

1.8.2.1. Mode d’action de la pérméthrine sur le canal sodique (VSSC) des poux

Les pyrethrinoides dont le chef du file est la perméthrine, jouent le rdle de modulateurs des
canaux sodium voltage-dépendants Nayv (Voltage-Sensitive Sodium Channel (VSSC)) Nav du
systéme nerveux des insectes, qui sont a I’origine de la phase de dépolarisation des potentiels
d’action (Sholdt et al., 1989 ; Zlotkin, 1999).

Les canaux sodium d’insectes sont des glycoprotéines hetero-multimeriques, constituées
d’une sous-unité o associée a une ou plusieurs sous-unités . La Sous-unité o, protéine
transmembranaire des cellules nerveuses, a été caractérisée pour la premiére fois dans les
années 80 chez la mouche Drosophila melanogaster, modele de référence en génétique. Elle
est constituée de quatre domaines (I a V) reliés par des liaisons intracellulaires. Chaque
domaine renferme six segments (S1 a S6) joints par des boucles intra et extracellulaires. Les
segments S5 et S6 des quatre domaines une fois regroupés, forment le port central du canal Nay.
Les segments S4 constituent le senseur de potentiel des canaux Nay, ils sont responsables de
I’ouverture du canal (Knipple et al., 1994 ; Zlotkin, 1999 ; Shafer et al., 2005 ; Davies et al.,
2007). Ainsi, chez les insectes, les sous-unités a des canaux Nay partagent entre 72% et 99%
d’identité de séquence avec la sous-unité a de D. melanogaster (O’Reilly et al., 2006) (Fig.
13). En 2003, Lee et ses collaborateurs ont séquencé le cadre de lecture ouvert du gene codant
pour la sous-unité o du canal Nay chez un pou de corps naif provenant d’un élevage sur lapin
au laboratoire. Il en a déduit une séquence protéique de 2051 acides aminés [GenBank
AY191155] (Lee et al., 2003).

Figure 13. Prédictions des sites de fixation des pyréthrinoides au niveau du port central du canal sodium Nay

chez la mouche Musca domestica (O’Reilly et al., 2006).
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1.8.2.2. Les mutations conférant la résistance des poux a la perméthrine

Le mécanisme de résistance est causé par des mutations communes a certains insectes et
connu sous le nom de kdr (knock down resistance) (Davies et al., 2007; Dong, 2007). La
résistance des poux de corps au DDT a été rapportée dés 1952, pendant la guerre de Corée (
Eddy et al., 1955 ; Brown, 1960; Busvine, 1967). Chez le pou de téte, la résistance a la
perméthrine a été rapportée une premiére fois en France en 1994, puis rapidement un peu

partout a travers le monde (Clark, 2010).

C’est un mécanisme supporté par trois mutations conférant 1’effet kdr qui se traduit par une
diminution de la sensibilité des poux de téte aux pyréthrinoides. Ces trois mutation surviennent
au niveau du domaine Il du canal sodium. La premiére mutation (M815I) touche la boucle
extracellulaire 11S1-2, alors que les deux autres trés proches I’'une de 1’autre, (T9171 et L920F)
se localisent sur 1S5 ( Lee et al., 2000 ; Lee et al., 2003) (Fig. 14). Plusieurs auteurs parlent
d’un haplotype de résistance ( Sasaki et al., 2002 ; Clark, 2010; Durand et al., 2011). D’autres
études ont montré que seule la mutation T9171 confére la résistance totale a la perméthrine alors
que les deux autres (M815I et L920F) réduisent la sensibilité des poux a cette molécule (Yoon
et al., 2008). La caractérisation de la résistance moléculaire des poux de corps a la perméthrine
a été rapportée recemment pour la premiere fois en France chez les SDF (Drali et al., 2012 ;
Benkouiten et al., 2014), ou Drali et ses collaborateurs ont démontré que c’est les mémes
mutations qui sont responsables de la résistance chez les poux de téte a la perméthrine (Drali et
al., 2012).
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Figure 14. Topologie membranaire de la sous unité a du canal sodium (A) structure d’un fragment de 908 pb du

gene VSSC indiquant ’emplacement des mutations responsables de la résistance des poux a la perméthrine e

(Clark, 2010).
1.8.2.3. Détection moléculaire et surveillance de la résistance des poux a la perméthrine

La détection d’un génotype associé au phénotype de résistance servira de systeme d’alarme
pour le monitoring et la surveillance de la résistance des poux a la perméthrine (Drali et al.,
2012). Chez le pou de téte, il est bien établi que la résistance moléculaire a la perméthrine est
occasionnee par la survenue de trois mutations (M8151, T9171 et L920F) sur le gene VSSC
codant pour la sous-unité a du canal sodium (Clark, 2010). Pour la mise en évidence du
génotype kdr pour chaque mutation: pou homozygote résistant (R), homozygotes sauvage (S)
et hétérozygote (H) en plus du séquencage automatique de Sanger, d’autres techniques telles la
PCR-RFLP (PCR-restriction fragment length polymorphism) (Kristensen, 2005 ; Durand et al.,
2007 ; Toloza et al., 2014 ; Eremeeva et al., 2017), les méthodes QS (quantitative sequencing),
rtPASA (real-time PCR amplification of specific allele) et SISAR (serial invasive signal

amplification reaction) ont été utilisées (Kwon et al., 2008 ; Clark, 2009 ; Clark et al., 2013 ;
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Leeetal., 2010), ou ils ont montré un grand intérét dans la surveillance ainsi que 1’établissement
de cartes géographiques montrant la fréquence allélique de la résistance kdr des poux de téte a

la perméthrine dans le monde entier (Fig. 15, 16, 17 et 18).

- \«r X

Figure 15. Répartition géographique de la résistance des poux humains en Argentine (Toloza et al., 2014).
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Figure 16. Occurrences mondiales de la population des poux de téte humains résistante a la perméthrine. (Clark
et al., 2013).
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Figure 17. Carte géographique de la prévalence de la fréquence allélique de la résistance a la perméthrine des

poux de téte aux Etats-Unis d’ Amérique (Gellatly et al., 2016).
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Figure 18. Carte géographique de la résistance des poux de téte a la perméthrine au Canada (Yoon et al., 2014).

Concernant la surveillance de la résistance des poux de corps a la perméthrine, elle a été
mise en évidence par le génotypage en utilisant la PCR en temps réel avec des sondes
d’hybridation FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) suivi de 1’analyse des courbes
de fusion chez des poux de corps collectés chez les SDF en France. C’est une technique élégante
et fiable dotée d’une haute sensibilité et spécificité et répond parfaitement aux critéres de
rapidité ; elle permet le génotypage d’un grand nombre d’échantillons lors des larges enquétes

épidémiologiques (Drali et al., 2012).
1.8.3. Management de la résistance des poux

La résistance aux pédiculicides s'est développée dans le temps et a travers le mode entiers
entrainant des échecs cliniques, de sorte que des stratégies de gestion sont nécessaires. Cette
derniere implique des processus qui réduisent la fréquences alléliques, la dominance et
I’aptitude des poux a génotypes résistants (Leeper et Rough, 1986). Cependant, ces stratégies
de gestion de la résistance doivent s‘appuyer sur des connaissances scientifiques solides avant
I’évolution de cette derniére. Il est également impératif que les mécanismes moléculaires
responsables de la résistance soient identifiés pour le ciblage sélectif de nouveaux composés et
la formulation appropriée du mélanges visant a lutter contre ces insectes. Le projet sur le
génome du pou de corps (Kirkness et al., 2010) a permis de fournir les informations de base
nécessaires sur les nouveaux sites cibles afin d’améliorer le contrdle des poux, d’identifier les
geénes responsables de la résistance, d’établir les relations croisées de la résistance et les outils

pour un suivi efficace et abordable (Clark et al., 2013).
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1.9. Les études sur les poux humains en Algérie

Les poux du genre Pediculus infestant I’ Homme sont les mieux etudiés en raison notamment
de I’intérét médical important qu’ils suscitent ainsi que leur capacité de développer des
résistances moléculaires aux insecticides. En Algérie, peu d’études ont été menées sur la
phylogénie, les agents pathogenes associés ainsi que la résistance des poux humains.

En effet, une seule étude phylogénétique a été menée sur les poux de téte collectés chez les
enfants scolarisés dans deux localités a Alger (EI Madania et Tessala EI Merdja), ou Boutellis
et ses collaborateurs, ont révélé pour la premiére fois, 1’existence du Clade B en Algérie et au
nord d’Afrique, vivant en sympatrie avec les poux de téte du clade A (Boutellis et al., 2015).

Les notions épidémiologiques sur les agents pathogenes associés aux poux humains ont été
rapportées depuis plusieurs années en Algérie. Comme le cas du typhus épidémique ou
plusieurs foyers d’endémies ont €té signalés principalement dans les hauts plateaux, les Aures
et la vallée du Chleff. Depuis 1868, 1’ Algérie a connu des épidémies de typhus (Raoult et Roux,
1999 ; Mokrani, 2008) a savoir:

En 1868, plus de 200 000 déces ont été enregistré a Alger.

En 1888, une nouvelle épidémie s’étendant a Alger sur plusieurs années.

En 1914 a 1918, réapparition d’une épidémie du typhus qui s’est prolongée jusqu’a 1926

ou plus de 4 000 cas ont été déclarés et un nombre de décés évalué a plus de 2 000 morts.

En 1941 a 1943, une épidémie du typhus s’étend en Algérie ou 53233 cas ont été touchés.

Apres la grande épidémie de 1943, ’endémie typhique se manifesta dans le pays par

quelques cas sporadiques, ci-apres :

- En 1963 a 1967, 38 cas de typhus ont été observeés a 1’hopital d’El Kettar a Alger.

- En 1968 a 1970, 55 cas ont été¢ hospitalisés de typhus a 1’hopital d’El Kettar d’Alger.

Pendant les années soixante une évolution géographique de la maladie a été remarquée en
Algérie. En 1964 a 1967, le typhus s’étendait du sud vers le nord du pays par les migrations des
nomades. En 1970, les différents foyers de la maladie dans le pays semblaient éteints a
I’exception de ceux du Titteri, Médéa et de Sour El Ghozlane, Bouira. Aucune partie du pays
n’a échappé a I’épidémie du typhus (Mokrani, 2008). En 1999, 1’agent du typhus épidémique
a été rapporté en France, chez un patient francais revenant d'Algérie ; le diagnostic a été
confirmé par des tests sérologiques et I'isolement de R. prowazekii dans le sang du patient
(Niang et al., 1999).

Pendant les deux guerres mondiales, des épidémies a B. recurrentis ont été rapportés ou

plusieurs cas de mortalité ont été signalés. Pendant la deuxiéme guerre mondiale. Un million
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de cas ont été observés en Afrique du nord (Algérie, Tunisie, Maroc et Libye) avec un taux de
mortalité de 10%. (Raoult et Roux, 1999 ; Houhamdi et Raoult, 2005). En 2008, la prévalence
de l'agent étiologique de la fievre récurrente a poux a été rapportée sérologiquement par 1’IFI
(Imuuno-Fluorescence Indirect) déterminant des titres d’anticorps significatifs vis-a-vis de B.
recurrentis chez 2,73 % des nomades et 2,22 % des malades hospitalisés en psychiatrie
(Mokrani, 2008).

En Algérie, le premier cas de la fievre des tranchées a été décrit par Parrot en 1945. En
2008, une étude sérologique a rapporté une séropositivité pour B. quintana chez 9,58% des
nomades prélevés, 13,33% des malades hospitalisés en psychiatrie et chez 5,31% des sujets
d’age égal ou supérieur a 60 ans (Mokrani, 2008). En 2005, 1’étude faite par Benslimani et ses
collaborateurs a rapporté que 13% des cas d’endocardites sont causees par B. quintana, mais la
présence des poux de corps n’a pas été signalée (Benslimani et al., 2005).

Récemment, les bactéries du genre Acinetobacter ont été de plus en plus détectées chez les
poux humains dans le monde entier. En 2001, A. baumannii a été détectée chez des poux de
corps collectés en Algérie (La Scola et Raoult, 2004). En 2017, une étude a révelé la présence
de I’ADN de plusieurs espéces d’Acinetobacter dont A. baumannii, A. johnsonii et A. variabilis
chez des poux de téte collectés chez les enfants scolarisés dans 4 localités a Alger (El Madania,
El Achour, Chéraga et Tassala EI Merdja), ainsi que chez des poux de pubis collectés chez un

patient infesté a I’hopital de Boudouaou, wilaya de Boumerdés (Mana et al., 2017).

Concernant la résistance des poux aux insecticides et plus particulierement a la perméthrine,
de nombreuses études a travers le monde entier ont montré la prévalence éleveée de la fréquence
alléliques de la résistance de type kdr des poux de téte ainsi que des poux de corps (Kristensen,
2005 ; Durand et al., 2007 ; Kwon et al., 2008 ; Lee et al., 2010 ; Clark et al., 2013 ; Toloza et
al., 2014 ; Eremeeva et al., 2017).

En Algérie, comme au Nord d’Afrique, a ce jour, aucune étude n’a été menée dans le but de
mettre en évidence le statut de la résistance des poux humains a la perméthrine, sachant que,

c’est le pédiculicide le plus utilisée afin de lutter contre cette population d’insectes nuisibles.

L’ensemble de ces considérations nous a conduits & mener le présent travail dans le cadre de
notre thése qui portera sur 1’étude phylogénétique, épidémiologique et des génes de résistances

des poux humains collectés en Algérie.
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Etude phylogénétique et epidemiologique des
poux humains en Algerie







11.1. Préambule et objectifs

L'infestation par les poux humains reste répandue dans le monde entier. Elle reste un
probléme majeur de santé publique avec un impact social important. Des apergus surprenants
et novateurs de 1'évolution de ces fléaux anciens et trés intimes a I’Homme, de leurs agents
pathogénes bactériens associes et de I'épidémiologie des maladies transmises par les poux

stimulent un regain d'intérét pour I’étude de ces insectes (Amanzougaghene et al., 2017).

Dans ce deuxieme chapitre de these, nous élaborerons le premier axe de travail ou nous
avons pour objectif de mener des études phylogénétiques ainsi que des enquétes
épidémiologiques des agents pathogénes associés aux poux humains d’Algérie. Pour ce faire,
nous avons mené des collectes des poux de téte et des poux de corps dans différentes wilayas
et sites en Algérie qui s’étendent du nord jusqu’au frontiere du sud, ce qui n’a jamais été étudie

dans le pays, a savoir :

() La premiére étude porte sur I’analyse moléculaire des poux de corps collectés chez la
population des SDF vivant dans des conditions précaires, dans trois différentes wilayas
en Algérie. Nous avons pour but d’analysé les spécimens des poux collectés afin de mettre
en évidence leur statut phylogénétique ainsi que d’investiguer la présence des agents
pathogénes associés a ces poux vecteurs.

() Depuis I’apparition des crises humanitaires dans le monde, les migrations des africains
de la Corne d’’ Afrique vers le nord d’Afrique et aux pays européens ont été enregistrées.
L’ Algérie est parmi les pays qui continue de recevoir des milliers de réfugiés, notamment
ceux de I’Afrique de 1’ouest et particulierement ceux venant du Niger. Cette population
de réfugiés génere de par leurs conditions de vie trés précaires un risque de propagation
des poux et de leurs maladies bactériennes associées. Notre deuxiéeme étude est la
premiére qui porte sur 1’étude phylogénétique et épidémiologique des poux de téte
collectés chez des réfugiés Nigeriens en Algeérie.

() Notre troisiéme étude porte sur 1’analyse phylogénétique ainsi que les agents pathogenes
associés aux poux de téte collectés chez les enfants scolarisés en Algérie. En effet, une
large collecte de poux de téte a été effectuée dans plusieurs écoles élémentaires,
communes et wilayas en Algérie, ou des milliers d’enfants scolarisés ont été examinés

pour I’infestation par les poux de téte.
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11.2. Matériels et méthodes

11.2.1. Zone d’étude et échantillonnage des poux humains

11.2.1.1. Etude 1 : les poux de corps collectés chez la population des SDF

La collecte des poux de corps des SDF a fait 1’objet d’une autorisation du Centre d'Accueil
pour les personnes des Sans Domicile Fixe et le SAMU (Service d'Aide Médicale Urgente) en
Algérie. Les poux de corps ont été collectés sur des vétements de personnes sans abri lors d'une
étude épidémiologique enregistrée dans le nord de I'Algérie, avec le consentement verbal des
individus infestés. Nous n’avions pas pu obtenir un consentement écrit car la plupart des sujets
impliqués dans I'étude étaient analphabétes. Cependant, les représentants du centre de santé
local étaient présents lors de la collecte. L'anonymat des personnes infestées par les poux dans

la présente étude a été conserve.

L’enquéte épidémiologique a été menée durant la période de septembre 2014 a juin 2016,
lorsqu'une infestation massive de poux de corps a été signalée chez des individus fréquentant
le Centre d'Accueil des SDF. Un total de 524 échantillons de poux de corps a été collecté aupres
de 44 personnes SDF. Les poux de corps visibles ont été isolés a partir des vétements des
individus infestés (Fig.19). La collecte a été menée dans trois différentes localités dans le nord
de I'Algérie, a savoir : Alger, ou 235 poux ont été isolés chez 19 SDF (17 hommes et 2 femmes),
Tizi Ouzou, ou 184 poux ont été collectés chez 16 SDF (12 hommes et 4 femmes) et enfin a
Boumerdes, ou 105 poux de corps ont été collectés chez 9 SDF (7 hommes et 2 femmes) (Fig.
20). Tous les individus ont été examinés afin de détecter aussi bien la présence des poux de

corps que des poux de téte, cependant, aucun pou de téte n'a été trouvé pendant I'examen.
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Figure 19. Carte géographique de la collecte des poux de corps chez la population des SDF dans trois localités au

nord d'Algérie
11.2.1.2. Etude 2 : les poux de téte collectes chez les réfugiés Nigériens

La collecte des poux de téte des réfugiés a fait I’objet d’une autorisation par l'organisation
du Croissant-Rouge Algérien (292 / CRA / PRE). Le consentement verbal a été obtenu de
chaque individu infesté. Le consentement écrit n'a pas pu étre obtenu car la plupart des sujets
impliqués dans I'étude étaient analphabétes. L'anonymat des individus inclus dans la présente

étude a été préserve.

En janvier 2016, une enquéte épidémiologique a été menée dans un camp de réfugiés
Nigériens & Bab Ezzouar (36 ° 43'00 "N, 3 ° 11'00" E), Est d’Alger, Algérie. La plupart des
réfugiés venaient de Zinder, sud du Niger, aprés s'étre arrétés a Tamanrasset, I'extréme sud de
I'Algérie (Fig. 21). Tous les individus ont été examinés afin de détecté la présence des poux de
téte et des poux de corps. Cependant, aucun pou de corps n'a été trouve pendant I'examen. Un
total de 37 poux de téte a été recueilli chez 31 individus.
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Figure 20. (A) Carte géographique indiquant la migration des réfugiés de leur pays jusqu’a Alger. (B)
Echantillonnage des poux de téte chez les réfugiés Nigériens.

En outre, un échantillonnage comparatif de poux de téte collecté chez la population locale
(non-migrante) soit les enfants scolarisees a été soumis au méme examen afin de cadrer les
résultats obtenus dans le cadre d’étude des poux de téte des réfugiés Nigériens (population
migrante). Cette collecte a fait I’objet d’une autorisation du Ministére de I'Education Nationale
en Algérie (N ° N14/0.0.2 / 224) avec le consentement verbal explicite des parents.

Entre novembre 2015 et mai 2016, des poux de téte ont été collectés chez les enfants
scolarisés dans 5 écoles élémentaires dans 3 différents localités a I'est d'Alger, y compris les
régions de Bab Ezzouar, EI Mohammadia (36 ° 44'00 "N, 3 ° 08 ' 00 "E,) et Bordj el kiffan (36
°45'00" N, 3°11'00 "E). Au total, 45 poux de téte ont été recueillis chez 27 enfants scolarisés
(Fig. 22).
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Bordj el kiffan
(36°45'00"N, 3° 11' 00"E)
3 écoles primaire
27 poux de téte sur 15 enfants écoliers

Bab Ezzouar
(36°43°00” N, 3°11 00”E)
1 école primaire
7 poux de téte sur 4 enfants écoliers

El Mohammadia
(36°44' 00"N, 3° 08" 00"E)
1 école primaire
11 poux de téte sur 8 enfants écoliers

Figure 21. Carte géographique de la collecte des poux de téte sur les enfants scolarisés dans trois localités a

Alger.

11.2.1.3. Etude 3 : les poux de téte collectés chez les enfants scolarises

La collecte des poux de téte chez les enfants scolarisé a fait 1’objet d’une autorisation du
Ministére de I'Education National d'Algérie (N14/0.0.2/224, N15/0.0.2/40 et N16/0.0.2/108).
Pendant la période de janvier 2015 a septembre 2016, une enquéte épidémiologique a été menée
dans 76 ecoles primaires, 45 localités différentes appartenant dans 14 wilayas en I'Algeérie (Fig.
23). Un total de 606 échantillons de poux de téte a été collecté auprés de 474 enfants scolarisés
infestés. Les détails de la collecte : nombre d’école, communes, wilayas et le nombre des

enfants infestés sont mentionnés dans le Tableau 3.
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Figure 22. Carte géographique de la collecte des poux de téte sur les enfants scolarisés dans trois localités a

Alger.

Un nombre de 269 poux de téte a été sélectionnés pour 1’étude moléculaire, cette sélection
a éte faite a base d’un tri exhaustif de la base de données, ou nous avons touché a tous les poux
collectés dans toutes les écoles, communes et wilaya dans le but d’avoir une diversité générale

de tous les poux de téte collectés durant cette étude.
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Tableau 3. Listes des zones d’études des poux de téte collectés.

Wilaya Commune N. école N. enfant infesté N. poux
Alger Tessala el Merdja 4 12 14
Chéraga 2 6 7
Douéra 2 5 7
Mahelma 1 3 3
Birtouta 2 13 15
Zéralda 2 9 10
Dekakna 1 2 2
Ain defla Bathia 2 12 14
Bourached 1 2 5
Khemis Miliana 2 11 15
Batna N'gaous 2 2 4
Oued Chaaba 1 3 5
Tipaza Koléa 3 12 15
Fouka 2 8 11
Bou Ismail 3 6 9
Attatba 3 11 14
Blida Boufarik 4 11 13
Ouled fares 3 8 10
Centre-ville 1 2 4
Oued Alleug 1 3 5
Djelfa Centre-ville 3 4 6
Bernada 1 1 4
Ouled Abid Allah 2 12 16
Boumerdes Centre-ville 3 18 20
Tidjelabine 2 2 5
Aliliguia 1 8 14
Boudouaou 1 9 13
Corso 1 7 10
Zemmouri 1 14 20
Figuier 1 29 36
Beni Amrane 1 22 25
Bordj menaiel 1 4 7
Thénia 1 16 20
Tizi Ouzou Centre-ville 2 20 22
Makouda 1 38 42
Tadmait 1 11 16
Bejaia Centre-ville 1 2 4
El kseur 1 2 4
Médéa Centre-ville 1 3 9
Oran Centre-ville 1 16 21
Laghouat Centre-ville 1 20 23
Brida 1 40 47
El Oued Centre-ville 2 15 21
Kouinine 2 12 16
Sétif Centre-ville 1 2 3
14 45 76 474 606
N : nombre
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Tous les poux humains collectés ont été prélevés avec une pince a partir des vétements pour
les poux de corps et du cuir chevelu pour les poux de téte. Ils ont été immédiatement congelés
a -20°C, puis transportés a I’unité de recherche Vecteurs — Infections TROpicales et
Méditerranéennes (VITROME), a I’institut hospitalo-universitaire (IHU), Marseille, France, ou

une large étude moléculaire a été effectuée.
11.2.2. Etude expérimentale

Tous les poux humains (poux de corps et poux de téte) collectés dans le cadre de ce travail
ont fait objet d’étude moléculaire. Apres identification morphologique et I’extraction d’ADN
génomique, nous allons effectuer dans un premier temps une étude du statut phylogénétique
des poux et par la suite une étude des agents pathogénes bactériens associés.

11.2.2.1. Identification morphologique des poux

L’identification des poux a été réalisée sous une loupe binoculaire (Stéréo-microscope SFC-
11 (MOTIC®). Pendant I’identification, I’affiliation au genre puis a I’espéce a été réalisée en
se basant sur la clé dichotomique de Pajot (Pajot, 2000).

L’identification de [’espéce est basée sur 1’observation de certains caracteres
morphologiques du pou a savoir :

e les proportions du fémur de la deuxieme paire de patte

e les proportions des segments antennaires

e le nombre et la forme des soies des sternites abdominaux

Selon les éléments de diagnose décrits par Pajot (Pajot, 2000), la détermination du sexe se
fait sur la base de la taille des individus, I’extrémité abdominale, ainsi que la présence d’une
griffe au niveau du tibia droit chez le male qui lui permet d’accrocher la femelle lors de
I’accouplement.

Les poux collectés ont été pris en photo en utilisant la loupe binoculaire I’ Axio Zoom (Zeiss
Axio Zoom. V16, France).

11.2.2.2. Etude moléculaire

Afin de mener I’étude phylogénétique et épidémiologique, nous utiliserons différentes
approches moléculaire. Dans notre domaine d’application, nous nous baserons sur
I’amplification des geénes universels (cytb et le vCOI) ou des genes spécifiques du genre ou
d’espéce pour la détection et/ou 1’identification des agents bactériens (rpoB, 168, etc...). Les
techniques utilisées dans notre étude sont les PCR standard (conventionnelle), la PCR en temps

réel (QPCR) et le séquencage.
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La PCR standard est une technique basée sur la reconnaissance d’un fragment d’ADN
spécifique de la cible recherchée. L’ADN cible est amplifié en utilisant des amorces
spécifiques. Elle permet d’obtenir, a partir d’un échantillon complexe et peu abondant,
d’importantes quantités d’un fragment d’ADN double brins spécifique et de longueur définie

(Vassias, 2012).

Le principe de la gPCR est méme que celui de la PCR standard, I’ADN cible est amplifié en
utilisant des amorces spécifiques. La phase de détection fait appel a une sonde d’hybridation
fluorescente. Trois types de qPCR sont possibles sur I’ADN : soit avec une sonde fluorescente
(ex. TagMan, FRET, ...), ou avec fluorophore (SYBR Green). La qPCR peut étre qualitative
(utilisation des sondes fluorescente et fluorophore spécifique a ’ADN) et/ou quantitative
(utilisation de courbes d’étalonnage). Dans notre étude, nous utiliserons la g°PCR marquée avec
des sondes de fluorescence TagMan. L’intensité de la fluorescence détectée au fil des cycles

est directement proportionnelle a la quantité de I’ADN répliquée (Poitras et Alain, 2002).

Le séquencage automatique par méthode de Sanger des produits de PCR permet
I’identification et/ou la confirmation des espeéces. Il consiste a déterminer [’ordre
d’enchainement des nucléotides pour un fragment d’ADN donné par la méthode de Sanger.
L’interprétation des résultats de séquences se fait avec I’aide d’un logiciel (Parlons sciences,

2013). Dans notre étude, nous utiliserons le logiciel ChromasPro.
11.2.2.2.1. Extraction de PADN génomique des poux

Avant de procéder a I'isolement de I'ADN, nous avons décontaminé chaque spécimen de pou
avec des bains d’eau et d’alcool a 70% afin d’éviter toutes contaminations externes, comme
décrit précédemment (Robinson et al., 2003) ; chaque pou est ensuite coupé longitudinalement.
L'ADN génomique a été par la suite extrait de la moitié de chaque pou et la moitié restante a
été congelés a -20°C pour d’éventuelles expérimentations. Aprés traitement de la moitié de
I’insecte avec une solution de lyse (protéinase K (20ul) et tampon G2 (180pl)) et chauffage au
bain-sec a 56°C pendant toute la nuit, I’extraction a été réalisée automatiquement avec
I’extracteur EZ1 (QIAGEN-BioRobot EZ1 ®, Tokyo, Japon). Nous avons utilise pour cela, un
Kit EZ1 (ADN des tissus, QIAGEN ®, Hilden, Allemagne) en suivant les recommandations du
fournisseur fournies avec le Kit. L'ADN a été élué dans 100 pl de tampon TE et conservé a -

20°C jusqu'a la prochaine étape de l'investigation.
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11.2.2.2.2. ldentification morpho-moléculaire des poux

Afin de confirmer I’écotype des poux collectés, nous procédons a une analyse moléculaire
par PCR en temps réel multiplex, ciblant une partie du Géne PHUM540560. Ce test a été mis
en place récemment et a permis enfin de distinguer génétiquement entre les poux de téte et les
poux de corps (Drali et al., 2012). C’est une technique qui repose sur des sondes TagMan et
cible deux fragments d’ADN génomique: [’un spécifique pour les poux de téte marqué par le
fluorochrome VIC et le deuxiéme est spécifique pour les poux de corps et marqué par le
fluorochrome FAM (Drali et al., 2012). Les amorces et sondes ainsi que les protagonistes de la
réaction d’amplification, le mélange réactionnel et le programme de la qPCR ont été utilisés
comme décrit par ce dernier (Drali et al., 2012) (Tab. 4). Comme contr6les positifs, nous avons
utilisé un pou de téte et un pou de corps avec un statut morpho-moléculaire préalablement
détecté. Les gPCR multiplex ont éte réalisées avec le Mastermix (Eurogentec, Liege, Belgique)

en utilisant les thermocycleurs CFX96 Real-Time (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France).
11.2.2.2.3. Statut génétique et I’étude phylogénétique des poux
e Détermination du clade mitochondrial des poux par gPCR multiplex.

Afin de déterminer les clades mitochondriaux des poux collectés dans cette étude, tous les
échantillons d’ADN des poux extraits ont été analysés par la qPCR multiplex congue afin de
cibler une partie spécifique du gene cytb pour les clades A, B, C, D, (Amanzougaghene et al.,
2016b) et recemment E (Amanzougaghene et al., article soumis). Cette technique s'est avérée
étre rapide, spécifique, sensible et entierement compatible lors de I'analyse systématique de
grandes collections de spécimens de poux (Amanzougaghene et al., 2016a). L'amplification a
été réalisée avec le Mastermix (Eurogentec, Liege, Belgique) en utilisant le thermocycleur
CFX96 Real-Systeme de temps (Laboratoires Bio-Rad, Foster City, CA, USA) comme décrit
précédemment (Amanzougaghene et al., 2016b). Nous avons utilisé des poux avec des clades
connus comme controles positifs et le mélange réactionnel comme contréle negatif pour chaque
test. Les séquences d'amorces et des sondes ainsi que le programme utilisés sont détaillés dans

le tableau qui suit (Tab. 4).

e Amplification du géne cytb par PCR standard.

Pour I'étude phylogenétique, nous avons sélectionné au hasard 60 échantillons d'’ADN de
poux de corps du nombre total des poux collectés dans les trois localités afin d’assurer une
répartition égale des poux collectés inclus dans cette étude. Afin de déterminer les différents

haplotypes, les échantillons d’ADN des poux ont été soumis a une PCR standard ciblant le géne
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cytb d’une longueur de 272 pb comme décrit précédemment (Li et al., 2010) (Tab. 4). Les PCRs
ont été réalisées en utilisant les thermocycleurs Peltier PTC-200 (MJ Research Inc., Watertown,
MA, USA). Apres amplification, les produits issus de la PCR sont soumis a une électrophorése

en gel d’agarose concentré a 1.5% pour la visualisation des bandes d’ADN.
e Le séquencage.

Pour procéder au séquencage par la méthode de Sanger, les produits de PCR ont été purifiés
par filtration et aspiration en utilisant les plagues PCR NucleoFast 96 (Macherey Nagel EURL,
Hoerdt, France) selon les instructions du fabricant. Les ADN purifiés ont été soumis a une
réaction de séquences Big Dye (Big Dye Terminator v1.1 Cycle Applied Biosystem™). Le
séquencage se fait avec le seéquenceur automatique ABI (Applied Biosystems). Les
électrophérogrammes obtenus ont été assemblés et analysés en utilisant le logiciel ChromasPro
(ChromasPro 1.7.1, Technelysium Pty Ltd., Tewantin, Australie) et comparés a ceux
disponibles dans la base de données GenBank par NCBI  BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

11.2.2.2.4. Détection moléculaire de la présence des agents pathogénes associés aux poux

Les gPCR ont été performées dans le but de rechercher les agents pathogénes associés aux
poux de corps en utilisant des amorces et sondes spécifiques pour chaque agent pathogéne
bactérien comme précédemment rapportées dans la littérature, a savoir : Rickettsia spp.,
Borrelia spp., B. quintana, Y. pestis, Acinetobacter spp., C. burnetii et Anaplasma spp. Toutes
les séquences d'amorces et sondes ainsi que leurs sources respectives sont présentées dans le
tableau qui suit (Tab. 4). Les gPCR ont été réalisés avec le Mastermix (Eurogentec, Liege,
Belgique) dans les thermocycleurs CFX96 Real-Time (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France).
Nous avons inclus I'ADN de la bactérie cible comme contréle positif et le Mastermix comme
contrble negatif pour chaque test. Les échantillons positifs pour B. quintana, C. burnetii et
Anaplasma spp. ont été resoumis a une seconde qPCR ciblant d’autres génes spécifiques pour
chaque agent bactérien cité (Tab. 4). Les échantillons ont été considérés comme positifs lorsque

le seuil du cycle de positivité (Ct) est inférieur a 35 Ct.

Afin d’identifier les especes de bactéries, tous les échantillons positifs en qPCR ont été
soumis a une PCR standard, ciblant un fragment de géne spécifique pour chaque agent
bactérien. Tous les génes, la longueur du fragment et les programmes utilisés sont illustrés
respectivement dans le Tableau 4. Afin d'effectuer le génotypage de la souche de C. burnetii,

tous les poux positifs ont également été soumis a une amplification par PCR standard suivi par
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le séquencage, ciblant quatre spacers intergénique (Cox2, Cox5, Cox18 et Cox22) comme

décrits précédemment (Tab. 4).

Les produits de PCR sont par la suite traités et soumis a une réaction de séquencage et un
traitement de données comme décrit pour les analyses du cytb ci-dessus.

11.2.2.2.5. Identification de la source du repas sanguin des poux

Afin de confirmer la source du repas sanguin des poux humains, les échantillons des poux
de corps et des poux de tétes positifs pour les agents pathogéne ont été testé par PCR standard
en utilisant des amorces spécifique ciblant I’ADN du sang des vertébrés vCOI, comme décrit
précédemment (Townzen et al., 2008) (Tab. 4). Les produits de PCR sont par la suite traités et
soumis a une réaction de séquencage et un traitement de données comme décrit pour les

analyses du cytb et les agents bactériens ci-dessus.
11.2.2.3. Analyse des donnees
11.2.2.3.1. Analyse moléculaire des données

Pour I’étude phylogénétique, a titre de comparaison, les séquences nucléotidiques du cytb
des poux humains analysés obtenues dans cette étude ont été combinées avec les séquences du
cytb obtenus dans d’autres études disponibles sur GenBank. Ces derniers comprennent tous les
haplotypes des poux couvrant une localisation géographique différente dans les cing continents,
tel que rapporté par Amanzougaghene et ses collaborateurs (Amanzougaghene et al., 2016b).
Le logiciel MEGA 6 a été utilisé pour les analyses et la construction des arbres phylogénétiques
par le modele Kimura 2-parameétres avec 500 réplicas comme décritprécédemment (Tamura et
al., 2013).

Nous avons aussi effectué une étude phylogénétique pour les agents pathogenes détectés
chez les poux humains dans cette étude. Toutes les séquences obtenues ont été analysées a I'aide

du BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) et comparées avec les séquences

disponibles dans la base de données GenBank. L’analyse phylogénétique est performés comme

décrit pour I’analyse ci-dessus (Tamura et al., 2013).
11.2.2.3.2. Analyse statistique des données
¢ Indices parasitaires.

Nous avons egalement effectué une analyse statistique afin d’estimer la prévalence (P) de

I’infestation parasitaire chez la population des SDF et des enfants scolarisés (¢tude n°1 et n°3)
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C’est le rapport en pourcentage du nombre d’individus infestés (N) par les poux divisé sur le

nombre d’individus examinés (H) :

P (%) = (N/H) x 100

o Analyses statistiques.

L’analyse statistique soit le calcul de la valeur P-value, est réalisé tout d’abord sur Excel
suivi d’un traitement statistique et analyse de données en utilisant le test d’indépendance Khi-

deux (X?) avec le logiciel R (http://www.R-project.org/2018). Ce test a été réalisé afin de

déterminer s’il existe une corrélation significative entre différents paramétre pour la
population des SDF et des enfants scolarisés (étude n°1 et n°3). Les résultats étaient considérés
comme étant significatifs quand le P-value est < 0.05 avec un intervalle de confiance de 95
%.
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Tableau 4. Amorces, sondes, mélange réactionnel et programmes utilisés pour les gPCR et les PCR standard dans cette étude.

Méthode ADN cible et nom du Les amorces (5°-3°) et sondes Longueur | Mélange réactionnelle Programme Référence
fragment fragment
PHUM GTCACGTTCGACAAATGTT
Phum540560
TTTCTATAACCACGACACGATAAAT 190pb HL (Drali et al., 2012)
FAM-CGATCACTCGAGTGAATTGCCA-TAMRA 187pb BL
VIC-CTCTTGAATCGACGACCATTCGCT-TAMRA o Master Mix Roche
Cytochrome b F_GATGTAAATAGAGGGTGGTT LightCycler®: 10 pl e Action UDG :
Duplex A-D e H20: 2.5l 50C° pdt 2’
gPCR R_GAAATTCCTGAAAATCAAAC e Amorce F: 0.5 uM e Dénaturation initiale :
multiplex FAM-CATTCTTGTCTACGTTCATATTTGG-TAMRA e Amorce R : 0.5 pM 95°pdt 5’
e Sonde S1*: 0.5 uM e Dénaturation : (Amanzougaghene
VIC-TATTCTTGTCTACGTTCATGTTTGA-TAMRA 88pb « Sonde 52 : 0.5 1M 95C° pdt 5 etal., 2016b)
Cytochrome b F_TTAGAGCGMTTRTTTACCC o Enzyme UDG: 0.5ul | e Hybridation- Elongation : X 39
. 60C° pdt 30
Duplex B-C R_AYAAACACACAAAAMCTCCT
FAM-GAGCTGGATAGTGATAAGGTTTAT-MGB
VIC-CTTGCCGTTTATTTTGTTGGGGTTT-TAMRA
Rickettsia spp. F_GTGAATGAAAGATTACACTATTTAT
RKNDO3 R_GTATCTTAGCAATCATTCTAATAGC 166 bp (Rolainetal.,
citrate synthase (gItA) [ FAM-CTATTATGCTTGCGGCTGTCGGTTC-TAMRA 2002)
Borrelia spp. F_AGCCTTTAAAGCTTCGCTTGTAG . E/:a:teg MI'Xrg?ige |
4PCR Bor16S R_GCCTCCCGTAGGAGTCTGG 148pb ch> _ 3yf1|e - oM (Parola et al., 2011)
165 ribosomal RNA - - e H
monoplex FAM-CCGGCCTGAGAGGGTGAACGG-TAMRA « Amorce F 1 0.5 uM
Bartonella quintana F_GATGCCGGGGAAGGTTTTC e Amorce R : 0.5 uM (Angelakis et al.,
yopP R_GCCTGGGAGGACTTGAACCT 134pb | 4 Sonde S1: 0.5 pM 2013)
Hypothetical FAM-GCGCGCGCTTGATAAGCGTG-TAMRA e Enzyme UDG : 0.5pl
intracellular effector
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Bartonella quintana

F_GCGGCCTTGCTCTTGATGA

(Nguyen-Hieu et
al., 2010)

(Bouvresse et al.,
2011)

(Mediannikov et
al., 2010)

fabF3 R_GCTACTCTGCGTGCCTTGGA 139pb

3-oxoacyl-synthase FAM-TGCAGCAGGTGGAGAGAACGTG-TAMRA

gene

Yersinia pestis F_ATG GAG CTT ATACCG GAA AC

PLA R_GCG ATA CTG GCC TGC AAG 180pb
FAM-TCCCGAAAGGAGTGCGGGTAATAGG-TAMRA

Acinetobacter spp. F_TACTCATATACCGAAAAGAAACGG

rpoB R_GGYTTACCAAGRCTATACTCAAC 237pb

RNA polymerase f8 FAM-CGCGAAGATATCGGTCTSCAAGC-TAMR

subunit gene

Coxiella burnetii F_CAAGAAACGTATCGCTGTGGC

IS1111 R_CACAGAGCCACCGTATGAATC 154pb
FAM- CCGAGTTCGAAACAATGAGGGCTG-TAMRA

_ . F_CGCTGACCTACAGAAATATGTCC

ICSO;(;EA”a burnetii R_GGGGTAAGTAAATAATACCTTICTGG 164pb
FAM-CATGAAGCGATTTATCAATACGTGTATGC-
TAMRA

Anaplasma spp. F_TGACAGCGTACCTTTTGCAT

TtAna R_TGGAGGACCGAACCTGTTAC 190pb

23S ribosomal RNA FAM-GGATTAGACCCGAAACCAAG-TAMRA

Anaplasma F_TAAGCGCAGTTGGAAGATCA

phagocytophilum R_CGGCACATCCACATAAAACA 184pb

apaG

FAM-TGATGAACGGCTGGTATCAG-TAMRA

(Dahmani et al.,
2015)

(Subramanian et
al., 2012)




PCR
standard

F_GAGCGACTGTAATTACTAATC 272pb
Cytochrome b

R_CAACAAAATTATCCGGGTCC
Borrelia spp. F_GCTGAAGAGCTTGGAATGCAACC
flab R_TGATCAGTTATCATTCTAATAGCA 344pb
flagellin géne
Acinetobacter spp. F_TAYCGYAAAGAYTTGAAAGAAG 397pb
rpoB (zonel) R_CMACACCYTTGTTMCCRTGA
RNA polymerase
subunit gene
Anaplasma spp. F_ATAAGCTGCGGGGAGTTGTC 753pb
Ana23s R_TGCAAAAGGTACGCTGTCAC
23S ribosomal RNA
Coxiella burnetii F_CAACCCTGAATACCCAAGGA 358pb
Cox2 R_GAAGCTTCTGATAGGCGGGA
Spacers
Coxiella burnetii F_CAGGAGCAAGCTTGAATGCG 344pb
Cox5 R_TGGTATGACAACCCGTCATG
Spacers
Coxiella burnetii F_CGCAGACGAATTAGCCAATC 556ph
Cox18 R_TTCGATGATCCGATGGCCTT
Spacers
Coxiella burnetii F_GGGAATAAGAGAGTTAGCTCA 340pb
Cox22 R_CGCAAATTTCGGCACAGACC
Spacers
Universal vertebrate | F_AAGAATCAGAATARGTGTTG
(vCOl) 231pb

Cytochrome C Oxidase
I gene

R_ AACCACAAAGACATTGGCAC

o Master Mix AmpliTaq
Gold Applied
Biosystems™ : 25l

e H20 : 18pl

e Amorce F : 1pl

e Amorce R : 1yl

e Dénaturation initiale:
95°C pdt 15°

e Dénaturation :
95°C pdt 1’

e Hybridation :
Tm** pdt 30

¢ Elongation :
72 °C pdt 17 ***

¢ Elongation finale:
72 °C pdt 5’

¢ Conservation:
4°C +owo

X 39

(Lietal., 2010)

(Vial et al., 2006)

(Scola et al., 2006)

(Dahmani et al.,
2015)

(Glazunova et al.,
2005)

(Townzen et al.,
2008)

HL : Head lice (poux de téte) ; BL : Body lice ; Mix Roche : mélange de la réaction (ANTPs, MgCl,, Tag-polymérase) de la réaction de qPCR ; Mixe ATG (ATG : Apli-Taq Gold):
mélange des protagonistes de la réaction de la PCR standard (dNTPs, MgCl,, Tag-polymérase_HotStarTaq); H20 : eau distillée (RNase free) ; Amorce F : sens (Foorward en anglais) ;
Amorce R : anti-sens (Reverse en anglais), S1 : Sonde a fluorescence FAM, S2 : Sonde & fluorescence VIC,* : sonde de gPCR multiplexe. Pdt : pendant ; > : minute ; >* : seconde ; Tm**:
température d’hybridation des amorces /** elle dépend et différe de chaque paire d’amorces; *** : Le temps d’élongation dépend de la longueur du fragment a amplifier (1 min/kilobas).
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11.3. Résultats

11.3.1. Etude 1 : les poux de corps collectés chez la population des SDF

11.3.1.1. Taux d’infestation de la population d’étude

Sur un total de 101 personnes SDF examinés pour les infestations des poux de corps, 44
(43.5%) SDF étaient infestés et la majorité étaient d’un sexe masculin : 36 hommes et 8 femmes
(sex-ratio M/F = 4,5) ; leur age était entre 30 et 63 ans. Au total, 524 poux de corps ont été

collectés sur les 44 SDF infestés dans trois différentes localités au nord de I'Algeérie (Tab. 5).

Tableau 5. Récapitulatif de la collecte des poux de corps collectés chez la population des SDF dans trois wilayas

en Algérie.
Wilaya N. SDF examinés | N. SDF infestés | N. SDF examinés/infestés %
Alger 51 19 27,53
Boumerdes 23 9 29,03
Tizi Ouzou 27 16 34,04
Total 101 44 29,93
N : nombre

Afin de déterminer ’existence d’une corrélation significative de D’infestation de la
population des SDF entre chaque wilaya de collecte, nous avons effectué le test de
1”’indépendance Khi-deux (X?). Les résultats ont montré que le P-value est de 0,85 > a (0,05)
ce qui montre que la différence de taux d'infestation entre les wilayas n'est pas statistiquement

significative.
11.3.1.2. Identification morphologique et morpho-moléculaire

Dans notre étude, la totalité des poux ont été collectés sur les vétements des personnes
infestés. L’identification morphologique a montré que tous les poux collectés étaient des poux
de corps (Tab. 6). Des spécimens de poux de corps ont été pris en photo en utilisant la loupe

binoculaire I’Axio Zoom (Zeiss Axio Zoom. V16, France) (Fig. 24).
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Tableau 6. Mensuration morphologiques des poux de corps collectés chez les SDF en Algérie.

Pediculus humanus humanus

Sexe @ d
Longueur totale du corps (mm) 3.10 (+/- 0,3) 2,60 (+/- 0,2)
Longueur de téte (mm) 0,30 (+/- 0,3) 0,26 (+/- 0,03)

Longueur des antennes (mm)

0,24 (+/- 0,03)

0,32 (+/- 0,03)

Longueur de thorax (mm)

0,53 (+/- 0,03)

0,33 (+/- 0,03)

Largeur de thorax (mm)

0,40 (+/- 0,03)

0,26 (+/- 0,03)

Longueur de I'abdomen (mm)

1,90 (+/- 0,03)

1,70 (+/- 0,03)

Figure 23. Spécimens de poux de corps humains collectés chez les SDF en Algérie. Prise ventrale de : (A) un

pou femelle avec une lente ; (B) un pou femelle et (C) un pou male.

Les résultats de 1’analyse morpho-moléculaire sont comme excepté. En effet, tous les poux

de corps testés par la qPCR multiplexe ciblant le géne PHUM afin de déterminer I’espece sont

revenus positifs pour le génotype P. h. humanus.

11.3.1.3. L’étude génétique et phylogénétique

Tous les poux de corps collectés dans cette étude ont été analysés par g°PCR multiplex ciblant

une partie du géne spécifique cytb afin de déterminer leurs clades. Les résultats ont montré que

tous les poux de corps appartenaient au clade A.
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Pour I'étude phylogénétique, nous avons sélectionné au hasard 60 échantillons d'ADN de
poux de corps du nombre total des poux collectés dans les trois localités afin d’assurer une
répartition égale des poux collectes dans cette étude. Ceux-ci ont ensuite été soumis & une PCR
standard ciblant un fragment de 272 pb du gene cytb. Les résultats ont montré 1’existence de 3
différents haplotypes. Trente échantillons (50%) appartenaient a I’haplotype AS, c’est un
haplotype qui comprend aussi bien les poux de corps et les poux de téte. Quatorze échantillons
(23.23%) appartenaient aux deuxiéme haplotype A9. Alors que les 16 échantillons restants
(26.66%) appartenaient au troisiéme nouveau haplotype identifié pour la 1% fois dans cette
étude et nommé ici A63. Ces haplotypes, ainsi que les références de tous les poux de corps et
les haplogroupes décrits dans la littérature, ont été utilisés pour la construction d’un arbre

phylogénétique (Fig. 25).

11.3.1.4. Détection moléculaire des pathogénes bactériens

Dans cette étude, nous n'avons pas détecté I'ADN de Rickettsia spp., Borrelia spp. et Y. pestis
chez les 524 spécimens de poux de corps analysés. L'ADN de B. quintana a été détecté dans
70/524 (13,35%) des poux de corps collectés chez 30/44 (68,18%) des individus SDF infestés,
ciblant deux genes spécifiques (yopP et fabF3) par qPCR. Les poux positifs a B. quintana
appartenaient a I’haplotypes A5, A9 et A63 au sein du clade A (Fig. 25), collectés dans deux
localités: 48 soit (68,57%) de ces poux infectés provenaient d'Alger et 22 (31,43%) de Tizi
Ouzou (Tab. 7).

L'ADN de C. burnetii a été détecté dans 10 des 524 poux collectés (1,90%) sur 2/19
(10,52%) des SDF a Alger (Tab. 7) ; ces poux appartenaient a I'naplotype A5 (Fig. 25). Ces
résultats ont également été confirmes par qPCR ciblant deux genes spécifiques pour C. burnetii
(I1S1111 et IS30A), complété par I'amplification et le séquencage d'un spacer intergénique. En
effet, pour le génotypage C. burnetii, nous avons seulement réussi a obtenir des seéquences que
pour le spacer Cox22, probablement en raison de la faible concentration d’ADN de C. burnetii

dans nos échantillons de poux de corps.

L'ADN d'Anaplasma spp. a été détecté chez 22/524 (4,19%) des poux de corps collectés
chez trois individus SDF en utilisant la gPCR ciblant le géne spécifique TtAna (ARN ribosomal
23S). Afin d’identifier I’espéce d’Aanaplasma spp. détecté chez les poux, nous avons effectué
une PCR conventionnelle suivi d’un séquengage ciblant le fragment de 525 pb du gene
spécifique rpoB. Nous avons réussi a amplifier seulement 4/22 échantillons qui étaient positifs
par la gPCR. Cela pourrait étre di a la baisse de sensibilité de la PCR standard par rapport a la
gPCR. Lapartie du gene rpoB amplifiée était de mauvaise qualite, probablement dd a I'existence

de plusieurs génotypes d’Anaplasma spp. La recherche sur le BLAST des séquences obtenues
59



Chapitre Il. Etude phylogénétique et épidémiologique des poux humains en Algérie

a montré qu’elles correspondaient a I’espéce Anaplasma phagocytophilum dans la base de
données GenBank, mais avec un faible score d’identification. Nous avons donc testé ces
échantillons par gPCR spécifique a A. phagocytophilum ciblant le géne spécifique apaG comme
décrit précedemment (Tab. 4). Nos échantillons sont revenus positifs pour A.phagocytophilum
avec ce test, ce qui nous a permis de valider nos résultats. Les poux positifs pour cet agent
bactérien ont été collectés chez une seule personne SDF provenant d’Alger (Tab. 7) ; ces poux

appartenaient a I'haplotype A5 (Fig. 25).

L’ADN des Acinetobacter spp. a été détecté chez 246/524 (46,94%) des poux de corps
collectés chez 25/44 (56,81%) SDF. Phylogénétiqguement, ces poux appartiennent aux trois
haplotypes trouvés dans I'étude. Cent deux de ces poux infectés provenaient d'Alger, 96 de Tizi
Ouzou et 48 de Boumerdes (Tab. 7). Pour [lidentification moléculaire des especes
d’Acinetobacter, nous avons réussi a amplifier un fragment de 350 pb du géne spécifique rpoB
seulement dans 190 des 246 poux qui étaient positifs en qPCR pour Acinetobacter spp. Basé
sur la recherche sur le BLAST, la comparaison des séquences nucléotidiques avec les séquences
de base de données GenBank a révélé I'existence de cing espéces d'Acinetobacter partageant
99+100% d'identité avec leurs références correspondantes. Les espéces d'Acinetobacter
identifiées étaient A. baumannii (83/190, 43,68%), A. johnsonii (46/190, 24,21%), A.
berezeniae (27/190, 14,21%), A. nosocomialis et A. variabilis (18/190, 9,40% pour les deux)
(Fig. 26).

11.3.1.5. Analyse de la source du repas sanguin des poux de corps

Les bactéries détectés dans cette étude (C. burnetii, A. phagocytophilum et Acinetobacter
spp.), ne sont pas habituellement associées aux poux de corps humain ; nous avons donc utilisé
des outils moléculaires supplémentaires pour confirmer que ces micro-organismes amplifiés
sont effectivement associés aux poux humains engorgés. La source du repas sanguin des poux
positifs testés ont éte identifiées avec succes par amplification et séquencage du géne vCO1

spécifique pour les vertébrés.

Les séquences obtenues ont été comparées aux sequences homologues déposées dans la

GenBank en utilisant le BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Comme excepté, tous

les spécimens ont montré 100% d'identité avec le vCO1 de I’Homo sapiens, soit le sang humain.

60


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

A Poux detéte et poux de corps A Pediculus humanus Algériehap.AS + &
D) Pouxdecorps — O Pediculus humanus Algérie hap.A63 + o
O Pouxdetéte I pediculus humanus Algérie hap.AS +eo ke
50

+ Bartonella quintana A pediculus humanus hap.AS Worldwide KM579542
* i O pediculus humanus hap.A9 Ethiopia KM579546 e

Acinetobacter spp. 96 —I

6f '] Pediculus humanus Algériehap. AS + &

L] Coxiella burnetii ) .
* — A pediculus humanus hap.A17 Worldwide KM579553

e s DL 40 O pediculus humanus hap.A13 Asia KM579550

A pediculus humanus hap.D62 CongoRDC KX249768
O Pediculus humanus hap.DE&9 Ethiopia KX249774 Clade D
A pediculus humanus hap.D65 Congo RDC KX249771
O Pediculus humanus capitis hap.D71 CongoBraz KX444544
O pediculus humanus hap.B34 USA KM579558
499‘_LO Pediculus humanus hap.B33 America KM579557
67 O pediculus humanus hap.B36 Worldwide KM579559
57 QO Pediculus humanus hap.E39 Sénégal KM579560
4100(‘; QO pediculus humanus hap.E47 Mali KX249781
O Pediculus humanus hap.53 Nigeria
98 O pediculus humanus hap.C40 Ethiopia KM579561
= O pediculus humanus hap.C44 Ethiopia KM579565
64 O pediculus humanus hap.C74 CongoBraz KX444547

92 L O pediculus humanus hap.C75 CongoBraz KX444548
Pediculus schaeffi KC241883

40

96

0,05

Figure 24. Arbre phylogénétique montrant la relation des haplotypes P. humanus identifiés dans cette étude avec ceux décrits dans la littérature. Les inférences phylogénétiques étaient
réalisées avec le logiciel MEGA 6 en utilisant la méthode du maximum likelihood basée sur les parametres Kimura 2. Le support statistique pour les branches internes de I'arbre a été
évalué avec 500 réplicas. Les numéros d'accés GenBank sont indiqués pour chaque haplotype. Les appartenances au clade mitochondrial sont indiquées a droite de chaque arbre. Les

spécimens analysés dans cette étude sont marqué en vert. A) les ADN bactériens détectés dans les poux de corps rapporté dans cette étude. B) Les échantillons de poux positifs pour

B. quintana, C. burnetii, A. phagocytophilum et Acinetobacter spp.
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Tableau 7. Agents pathogénes détectés dans les poux de corps collectés chez la population des SDF en Algérie.

Alger Tizi Ouzou Boumerdes Total*
Pathogenes N. personne examinés = 69 N. personne examinés = 47 N. personne examinés = 31 N. personne examinés = 147
bactériens
n. personne n. poux de corps | n. personne = n. poux de corps | n. personne n. poux de n. personne n. poux de
infestés = 19 =235 16 =184 =9 corps = 105 =44 corps = 524
Bartonella quintana 17 48 13 22 0 0 30 (68.18%) 70 (13.35%)
Coxiella burnetii 2 10 0 0 0 0 2 (10.52%) 10 (1.90%)
Acinetobacter spp. 12 102 7 96 6 48 25 (56.81%) | 246 (46.94%)
Anaplasma 1 4 0 0 0 0 1 (2.27%) 4 (0.76%)
phagocytophilum
Rickettsia spp. - - - - - - - -
Borrelia spp. - - - - - - - -
Yersinia pestis - - - - - - - -
Total* 17/19 (89.47) | 122/235(51.91%) | 13/16 (81.47%) | 74/184 (40.21%) 6/9 (66.66) | 48/105(45.71%) | 42 (95.45%) | 317 (60.49%)

(-): il n’y a pas de présence d’agent pathogeéne ; N : nombre ; *: Total de personnes infestées avec les poux de corps et le total des poux infectés par les agents pathogénes.
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Figure 25. Arbre phylogénétique mettant en évidence la position des especes Acinetobacter identifiées dans les poux de corps comparées avec ceux disponibles dans la base de données
GenBank. Les inférences phylogénétiques ont été réalisées par le logiciel MEGA 6 en utilisant la méthode du maximum likelihood basée sur les paramétres Kimura. Le support

statistique pour les branches internes de l'arbre a été évalué avec 500 réplicas Les numéros d'accés GenBank sont indiqués pour chaque espeéce.
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11.3.2. Etude 2 : les poux de téte collectés chez la population des réfugiés
11.3.2.1. Taux d’infestation de la population d’étude

En ce qui concerne la population migrante, qui sont les réfugiés Nigériens, nous avons
examineé au total 50 femmes (> 24 ans) et 20 enfants (<5 ans). Vingt-huit des 50 femmes (56%)
et 3 des 20 (15%) enfants étaient infestés par les poux de téte et ont été inclus dans notre étude.
Au total, 37 poux de téte ont été collectés aupres de 31 personnes, résidant dans un camp de

réfugies Nigeériens situé a I'est d'Alger, Algérie.

Quarante-cing spécimens de poux de téte ont été collectés auprés de la population non
migrante, soit les enfants scolarisés algériens. L'échantillonnage a été effectué dans 5 écoles
dans 3 différents localités a I'est d'Alger. Sur les 101 enfants examinés, 27 (26,73%) étaient
infestés par les poux de téte et la totalité étaient des filles &gées de 6 a 11 ans. Le taux
d'infestation le plus élevé a été enregistré dans la région de Bordj El kiffan avec un taux de
48,14% (13/27), suivi par les régions de Bab Ezzouar et EI Mohammadia, avec un taux de
33,33% (9/27) et 18,51% (5 / 27), respectivement.

11.3.2.2. Identification morphologique et morpho-moléculaire

La totalité des poux collectés chez les réfugiés Nigériens et les enfants scolarisés algériens
ont €té collectés sur le cuir chevelu des personnes infestées. L’identification morphologique a
montré que tous les poux collectés étaient des poux de téte. Des spécimens de poux de téte ont
été pris en photo en utilisant la loupe binoculaire I’ Axio Z oom (Zeiss Axio Zoom. V16, France)
(Fig. 27).

0.5mm
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Figure 26. Etude morphologique d’un pou de téte adulte collecté chez un enfant réfugié. (A) pou de téte adulte
femelle ; (B) détail d’une patte avec griffe ; (C) téte avec des antennes courtes comportant 5 articles et (D) détail

de I’extrémité abdominale échancrée d’un pou femelle.
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Les résultats de I’analyse morpho-moléculaire ont confirmé 1’écotype des poux de téte
analysés. En effet tous les poux de téte testés par la g°PCR multiplexe ciblant le géne PHUM

afin de déterminer I’espéce sont revenus positif pour le génotype P. h. capitis.

11.3.2.3. L’étude génétique et phylogénétique

Au total, dans cette étude, 82 échantillons de poux de téte ont été collectés sur les réfugiés
Nigériens et les enfants scolarisés algériens. L’analyse phylogénétique par qPCR multiplex
ciblant une partie du gene spécifique cytb a démontré que la totalité des poux de téte collectés
chez les réfugiés appartenait au clade E, tandis que 75.55% des poux de téte collectés chez les

enfants scolarisés appartenaient au clade A et 25.55% des poux appartenaient au clade B.

L’analyse phylogénétique ciblant le géne cytb par PCR standard suivi du séquencage a révelé
que tous les poux de téte de la population migrante (37/82, 45,12%) appartenaient au clade E
définissant la présence de quatre différents nouveaux haplotypes caractérisés pour la premiére
fois dans la présente étude et nommés : E52, E53, E54 et E55. Vingt-six poux/37 (70,27%)
appartenaient a I'haplotype E52, 5/37 (13,51%) a I'haplotype E53, 4/37 (10,81%) a I'haplotype
E54 et 2/37 (5,40%) a 1'haplotype E55. Alors que I’analyse des 45 séquences des poux de téte
de la population non migrante a révélé que les poux appartenaient aux clades A et B : 34/82
(42,68%) des poux appartenaient a I'haplotype A5 et 11/82 (13,41%) appartenaient a I'haplotype
B36 ; I’haplotype le plus répandu au sein de I'haplogroupe B. Ces haplotypes, ainsi que les
références de tous les haplogroupes et haplotypes des poux de téte rapportés dans la littérature

ont été utilisés pour la construction d’un arbre phylogénétique (Fig. 28).
11.3.2.4. Détection moléculaire des pathogénes bactériens

Dans cette étude, I'analyse moléculaire des poux de téte par gPCR a révélé que ces derniers
n’ont pas montre de résultats positifs pour la présence de I’ADN de de Rickettsia spp., Borrelia
spp., Y. pestis, B. quintana et Anaplasma spp. Cependant, nous avons détecté la présence de
I’ADN de C. burnetii dans les poux de téte des réfugiés Nigériens et I’ADN d'Acinetobacter
spp. dans les poux de téte collectés chez les deux populations (migrante et non-migrante).

L'ADN de C. burnetii a été detecté chez 3 des 37 poux de téte (8,10%) des réfugiés Nigériens
collectés chez 3 des 28 femmes infestées (10,71%). Les poux positifs pour C. burnetii
appartenaient aux haplotypes E52 et E54 (Fig. 28) (Tab. 8). Ces résultats ont été confirmés en
ciblant deux génes spécifiques de C. burnetii par gqPCR, complétés par la PCR standard et le
séquencage du spacer intergénique Cox22. Nous avons seulement réussi a obtenir des

séquences que pour le spacer Cox22, probablement en raison de la faible concentrationd’ADN
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de C. burnetii dans ces échantillons de poux de téte. Les séquences obtenues ne permettent pas
d'identifier le génotype de C. burnetii, mais correspondent & I'un des huit génotypes MLST
possibles de C. burnetii: 8, 9, 10, 38, 43, 48, 50 et 53.

Chez la population migrante, L'ADN d'Acinetobacter spp. a été détectés chez 20 des 37 poux
de téte (54,05%) collectés chez 25 des 31 réfugiés Nigériens (80,64%) ; tandis que chez la
population locale, I’ADN d’Acinetobacter spp. a été détecté chez 40 des 45 poux (88,88%)
collectés chez 15 des 27 enfants scolarisés (55,55%) en utilisant la gPCR ciblant le géne
spécifique rpob. En ce qui concerne l'identification moléculaire des espéces d’Acinetobacter,
nous avons réussi a amplifier un fragment de 350 pb du gene rpoB (zonel) chez tous les poux
de téte positifs par la gqPCR collectés chez les deux populations. Basée sur la recherche sur le
BLAST, la comparaison des séquences nucléotidiques avec les séquences de la base de données
GenBank a révélé I'existence d'une seule espéce d'Acinetobacter pour les poux de téte des
réfugiés Nigériens partageant 99-100% d'identité avec leurs références correspondantes et
identifiés comme A. baumannii. Tous les poux appartenaient aux quatre haplotypes du clade E
trouvés dans cette étude (Fig. 29). L’ADN d'Acinetobacter spp. détectés chez les poux de téte
collectés chez les enfants scolarisés ont été identifiés comme suit: A. johnsonii (24/40, 60%),
A. variabilis (12/40, 30%) et A. baumannii (4/40, 10%), partageant 99-100% d'identité avec
leurs correspondantes références et tous appartenaient aux deux haplogroupes A et B (Fig. 28)
(Tab. 8).

11.3.1.5. Analyse de la source du repas sanguin des poux de téte

La source du repas sanguin des poux de téte positifs pour les agents bactériens testés ont été
identifiées avec succés par amplification et séquencage du gene vCO1 spécifique pour les
vertébrés. Comme excepté, tous les spécimens ont montré 100% d'identité avec le vCO1 de

1’Homo sapiens, soit le sang humain.
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Figure 27. Phylogramme montrant la relation des haplotypes identifiés dans cette étude avec d’autres haplotypes de P. humanus décrits dans la littérature. Les inférences
phylogénétiques ont été réalisées avec le logiciel MEGA 6 en utilisant la méthode du maximum likelihood basée sur les paramétres Kimura 2. Le support statistique pour les branches
internes de I'arbre a été évalué par 500 réplicas. Les appartenances aux clades mitochondriales sont indiquées a droite de chaque arbre. Les échantillons de poux positifs pour C. burnetii
et A. baumannii et leurs génotypes sont spécifiés. A). agents pathogenes détectés dans cette étude. B). les agents bactériens détectés chez les poux de téte et les poux de corps rapportés
dans cette étude et la littérature (Head lice : poux de téte/ Body lice : poux de corps).



Tableau 8. Statut génétique et agents pathogénes bactériens détectés chez les poux de téte des réfugiés Nigériens et des enfants scolarisés Algériens.

Localisation Population N. poux testés (%0) Clade poux (N.) % Haplotype (N.) % Agents pathogenes (N.) %
Bab Ezzouar Réfugiés Nigériens | 37 (45.12) E (37/37) 100 E52: (26/37) 70.27 Coxiella burnetii (3/37) 8.10
E53: (5/37) 13.51 Acinetobacter baumannii (20/37) 54.05
E54: (4/37) 10.81
E55: (2/37) 5.40
Enfants scolarisés | 7 (8.53) A (3/7) 42.85 A5 (3/7) 42.85 Acinetobacter johnsonii (11/45) 24.44
B (4/7)57.14 B36 (4/7) 57.14 Acinetobacter variabilis (3/45) 6.66
El Mohammadia | Enfants scolarisés | 11 (13.41) A (9/11) 81.81 A5 (9/11) 81.81 Acinetobacter johnsonii (7/45) 15.55
B (2/11) 18.18 B36 (2/11) 18.18 Acinetobacter variabilis (7/45) 15.55
Acinetobacter baumannii (4/45) 8.88
Bordj El kiffan Enfants scolarisés | 27 (32.92) A (20/27) 74.07 A5 (20/27) 74.07 Acinetobacter johnsonii (6/45) 13.33
B (7/27) 25.92 B36 (7/27) 25.92 Acinetobacter variabilis (2/45) 4.44
Total 2 populations 82 (100) A (34/82) 41.46 E52: (26/37) 70.27 Coxiella burnetii (3/82) 3.65

B (11/82) 13.41
E (37/82) 45.12

E53: (5/37) 13.51
E54: (4/37) 10.81
E55: (2/37) 5.40
A5 (34/82) 41.46
B36 (11/82) 13.41

Acinetobacter baumannii (29/82) 35.36
Acinetobacter johnsonii (24/82) 29.26
Acinetobacter variabilis (12/82) 14.63

N : nombre
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Figure 28. Arbre phylogénétique mettant en évidence la position des espéces d'Acinetobacter identifiées dans les poux de téte des refugiés Nigériens et des enfants scolarisés algériens
comparés avec ceux disponibles dans la base de données GenBank. Les inférences phylogénétiques ont été réalisées par le logiciel MEGA 6 en utilisant la méthode du maximum
likelihood basée sur les paramétres de Kimura 2. Le support statistique pour les branches internes de I'arbre a été évalué avec 500 réplicas. Les spécimens des poux collectés chez les

réfugiés sont marqués en jaune et ceux collectés chez les enfants scolarisés sont marqués en vert.
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11.3.3. Etude 3 : les poux de téte collectés chez les enfants scolarisés
11.3.3.1. Taux d’infestation de la population d’étude

Dans cette étude, I'échantillonnage des spécimens de poux de téte a été réalisé dans 76 ecoles
primaires, 45 communes appartenant & 14 wilayas en Algérie. Parmi les 15574 enfants
scolarises examinés, 474 étaient infestés par les poux de téte, dont 442 filles (93,24%) et 32
garcons (6,75%) (Sex-ratio M/F = 13.81) dont leur &ge variait de 5 a 13 ans.

La prévalence des infestations des enfants scolarisés en Algérie est donc de 3.04%. Chez les
filles elle est de 5.33% et de 0.45% chez les garcons. Tous les détails concernant la collecte :
les écoles, communes, wilaya, nombre des enfants scolarisés examinés et infestés ainsi que le

nombre des poux collectés sont illustrés dans le Tableau 9.

Afin de déterminer d’existence d’une corrélation significative de I’infestation de la
population des enfants scolarisés entre chaque wilaya de collecte, nous avons effectué le test de
I’indépendance Khi-deux (X?). Le P-value est de 0,09 > a. (0,05) ce qui montre que la différence

de taux d'infestation entre les régions n'est pas statistiqguement significative.
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Figure . Histogramme récapitulatif et représentatif de la collecté des poux de téte effectuée dans cette étude.
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11.3.3.2. Identification morphologique et morpho-moléculaire

Tous les spécimens des poux ont été collectés sur le cuir chevelu des enfants scolarisés

infestés. L’identification morphologique nous a montré que tous les spécimens étaient des P.h.

capitis (Tab. 10). Des spécimens de poux de téte de quelques wilayas ont été pris en photo en

utilisant la loupe binoculaire I’Axio Zoom (Zeiss Axio Zoom. V16, France) (Fig. 30).

Figure 29. Photos de différents spécimens de poux de téte collectés dans plusieurs wilayas en Algérie (A) Prise

ventrale d’un pou male collectés a Alger ; (B) Prise ventrale d’un pou femelle collecté a Tipaza ; (C) Prise ventrale

d’un pou femelle collecté a El Oued ; (D) Prise dorsale d’un pou femelle collecté a Laghouat et (E) Prise ventrale

d’un pou male collecté a Blida (Photos personnelle, 2017 ).

Tableau 10. Mensuration morphologique des poux de téte collectés chez les enfants scolarisés en Algérie.

Sexe ? d

Longueur totale du corps (mm) 3.30 (+/- 0,3) 2,64 (+/- 0,3)
Longueur de téte (mm) 0,35 (+/- 0,3) 0,21 (+/- 0,3)
Longueur des antennes (mm) 0,32 (+/- 0,3) 0,29 (+/- 0,3)
Longueur de thorax (mm) 0,52 (+/- 0,3) 0,33 (+/- 0,3)
Largeur de thorax (mm) 0,32 (+/- 0,3) 0,29 (+/- 0,3)
Longueur de I'abdomen (mm) 1,78 (+/- 0,3) 1,52 (+/- 0,3)
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Les résultats de I’analyse morpho-moléculaire ont effectivement confirmé 1’écotype des
poux de téte analysés. En effet tous les poux de téte testés par la gPCR multiplexe ciblant le

gene PHUM sont revenus positif pour le génotype P. h. capitis.
11.3.3.3. Résultats de I’étude génétique et phylogénétique

Au total, 269 poux de téte ont été testés par la g°PCR multiplex afin de déterminer leurs
clades. Les résultats ont montré que 127 poux (47,21%) appartenaient au clade A et 142
(52,78%) au clade B. La distribution des clades en fonction des régions géographiques était
hétérogene (Tab. 11). Pour confirmer I'haplogroupe des poux, 152 échantillons de poux choisis
au hasard parmi les poux collectés dans toutes les écoles appartenant aux communes et wilaya
inclus dans 1’étude afin d’assurer la diversité, ont été soumis a une PCR standard ciblant un
fragment de 272 pb du géne cytb suivi par le séquencage. Les résultats ont montré que 58/152
(38.15%) des poux appartiennent a I'haplogroupe A et 92/152 (60.52%) des poux de téte
appartiennent a I'haplogroupe B. Ces résultats sont cohérents avec ceux trouvés par la gPCR
multiplex ou la prévalence du clade B est plus élevée que celle du cade A.

L'analyse phylogénétique des 152 séquences du cytb a permis de définir 4 haplotypes
différents, dont 2 appartenaient au clade A ou le premier haplotype (31 séquences soit 20.39%)
appartenait a I'haplotype mondial A5 comprenant a la fois les poux téte et les poux de corps et
le second haplotype (27 séquences soit 17.76%) appartenait a haplotype caractérisé pour la
premiére fois dans cette étude et nommé ici A80. Alors que les haplotypes restants
appartenaient au clade B ou (59 séquences soit 38.81%) définissait un nouvel haplotype nommé
ici B50 et (33 séquences soit 21.71%) appartenait a I'naplotype B36, I’haplotype le plus répandu
en Afrique du nord et dans le monde entier. Ces haplotypes, ainsi que les références de tous les
poux de téte et les haplogroupes ont été utilisés pour la construction d’un arbre phylogénétique
(Fig. 31).

11.3.3.4. Détection moléculaire des pathogenes bactériens

Dans cette étude, I'analyse moléculaire des poux de téte par g°PCR a révélé que ces derniers
n’ont pas montré de résultats positifs pour la détection de Rickettsia spp., Y. pestis, C. burnetii.
et Anaplasma spp. Cependant, nous avons détecté la présence de ’ADN de B. quintana,

Borrelia spp. et d’Acinetobacter spp.

L'ADN de B. quintana a été detecté chez 23/269 des poux de téte (8.55%) collectés chez
14/474 enfants scolarisés infestés (2.95%) par la qPCR ciblant deux génes spécifiques pour cet
agent bactérien comme décrit ci-dessus. Sept/23 (30.43%) des poux positifs pour B. quintana

ont été collectés aux communes de Dkakna et Zéralda, wilaya d’ Alger, 6/23 (26.08%) au centre-
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ville de Tizi Ouzou et a lacommune de Makouda, wilaya de Tizi Ouzou et 10/23 (43.47%) aux
communes de Bernada et Ouled aubaid allah dans la wilaya de Djelfa (Tab. 12). Ces poux
appartenaient au nouveau haplotype A80 caractérisé pour la premiere fois dans notre étude (Fig.
31). L'ADN de Borrelia spp. a été détecté chez 7/269 (2.60%) des poux de téte collectés chez
3/474 (0,63%) des enfants scolarisés dans la commune de Kouinine, wilaya d’El Oued (Tab.
12). Ces résultats ont eté obtenus par gPCR ciblant le gene spécifique 16S de Borrelia spp. Ces
poux appartenaient a I'haplotype AS, I’haplotype le plus répandu mondialement et au nouveau

haplotype B50 caractérisé pour la premiére fois dans cette étude.

Pour I’identification de 1’espéce de Borrelia spp. nous avons procédé a une PCR standard
suivi d’un séquengage en ciblant le géne spécifique flab d’une longueur de 344pb. Basée sur la
recherche sur le BLAST, la comparaison des séquences nucléotidiques avec les séquences de
la base de données GenBank a révélé I'existence d'une seule espéce de Borrelia partageant 99-
100% d'identité avec leurs correspondantes références et identifiés comme B. recurrentis (Fig.
32).

L'ADN d'Acinetobacter spp. a été détecté chez 182 des 269 (67.65%) poux de téte collectés
chez 201 des 474 enfants scolarisés (42,40%) en utilisant la gPCR ciblant le géne spécifique
rpob. L’existence de cet agent pathogene a été rapportée dans les poux collectés dans toutes les
wilayas incluses dans cette étude (Tab. 12). En ce qui concerne l'identification moléculaire des
espéces d’Acinetobacter, nous avons réussi a amplifier un fragment de 350 pb du gene rpoB
(zonel) chez 157/182 (86.26%) des poux de téte positifs par la gPCR collectés. Basée sur la
recherche sur le BLAST, la comparaison des séquences nucléotidiques avec les séquences de
la base de données GenBank a révélé I'existence de cing especes d'Acinetobacter partageant 99-
100% d'identité avec leurs références correspondantes et identifiés comme suit : A. junii
(43/157, 27.38%), A. baumannii (34/157, 21.65%), A. berezeniae (33/157, 21.01%), A. ursingii
(28/157, 17.83%) et A. variabilis (19/157, 12.10%) (Figure 33). Les poux positifs pour cet agent

bactérien appartenaient aux quatre haplotypes trouvés dans cette étude (Fig. 31).

Afin de déterminer I’existence d’une corrélation significative de I’infection des poux par les
agents bactériens trouves dans cette étude entre chaque wilaya, nous avons effectué le test
d’indépendance Khi-deux (X?).

Pour B. quintana, la différence des taux d'infection des poux entre les wilayas de collecte
est statistiquement significative : P-value = 0,013 < a (0.05). En effet, le taux d'infection des
poux le plus élevé a été enregistré dans la wilaya d'Alger avec un taux de 23,33 % suivi de Tizi

Ouzou et Djelfa, avec un taux de 15% et de 7,69% respectivement. Tandis que la différencede
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taux d'infection des poux avec B. recurrentis et Acinetobacter spp. n’est pas statistiquement
significative entre les wilayas, ou nous avons trouvé des valeurs de : P-value = 0,3 et P-value =
0,9 < a (0.05) pour ces deux agents pathogene respectivement. Le taux d'infection entre les 3
espeéces d’agents bactériens (B. quintana, B. recurrentis et Acinetobacter spp.) est
statistiquement significatif P-value = 0,01 > a (0.05) dont le taux d'infection par les
Acinetobacter est plus élevé (58,3%) comparant a celui de B. quintana (8.55%) et a B.

recurrentis (2.60%).
11.3.1.5. Analyse de la source du repas sanguin des poux de téte

Comme excepté, tous les spécimens des poux de tétes ont montré 100% d'identité avec le
vCO1 de I’Homo sapiens. La source du repas sanguin des poux testés a été identifiée avec

succes par amplification et séquencage du géne vCOL1 spécifique pour les vertébrés
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Tableau 9. Récapitulatif de la collecte des poux de téte dans cette étude en Algérie.

Enfants scolarisés examinés Enfants scolarisés infestés
Wilaya Commune N. école | N.enfants N. garcon (%) N. fille (%) N. enfants | N. garcon (%) | N. fille (%) '\é'nigﬁgtesxggﬁﬂgg N. poux /Total (%)
Tassla el
Merdja 4 162 35 (21,6) 127 (78,39) 12 0 12 (100)
Chéraga 2 42 10 (23,8) 32 (76,19) 6 0 6 (100)
Douéra 2 104 22 (21,15) 82 (78,84) 5 0 5 (100)
Alger Maahlam 1 64 0 64 (100) 3 0 3 (100) 474 58 (9.57)
Birtouta 2 177 24 (13,55) 153 (86,45) 13 2(15,38) | 11(84.62)
Zeralda 2 381 204 (53,54) 177 (46,46) 9 0 9 (100)
Dkakna 1 124 20 (1,61) 104 (98,39) 2 0 2 (100)
Bathia 2 343 161 (46,93) 182 (53,07) 12 2 (16,66) 10 (83.34)
Ain Defla | Bourached 1 178 87 (48,87) 91 (51,13) 2 0 2 (100) 209 34 (5.61)
Khmismaliana| 2 674 345 (51,18) 329 (48,82) 11 0 11 (100) ' '
Bat N'gaouas 2 607 237 (39,04) 370 (60,96) 2 0 2 (100)
atna Chaaba 1 238 100 (42,01) | 138 (57,99) 3 0 3 (100) 0,59 9 (1.48)
Kolea 3 866 413 (47,69) 453 (52,31) 16 0 16 (100)
- Fouka 2 340 146 (42,94) 194 (57,06) 8 0 8 (100)
'Paz8 R usmaile 3 598 313 (52,34) | 285 (47,66) 6 0 6 (100) 1,49 49 (8.08)
Htattba 3 947 467 (49,31) 480 (50,69) 11 0 11 (100)
. Boufarik 4 183 94 (51,36) 89 (48,64) 11 0 11 (100)
Blida 1,94 32 (5.28)
Ouled fers 3 614 207 (33,71) 407 (66,29) 8 0 8 (100)
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Centreville | 1 200 101 (50,5) 99 (49,5) 2 0 2 (100)
ouled Allegue | 1 240 100 (41,66) | 140 (58,34) 3 0 3 (100)
Djelfa centre 3 986 486 (42,29) 500 (57,71) 4 0 4 (100)
. Bernada 166 83 (50) 83 (50) 1 0 1 (100)
Djelfa
ouled aubiad |, 610 289 (47,37) | 321 (52,63 12 2(16,66) | 10(83.34 0.9 26 (4.29)
allah (47,37) (52,63) (16,66) (83.34)
Centre-ville | 3 1448 727 (50,2) 721 (49.8) 18 1(555) | 17 (94.45)
Tidjelabine | 2 214 107 (50) 107 (50) 2 0 2 (100)
Aliliguia 1 340 173(50,88) | 167 (49,12) 8 0 8 (100)
Boudouaou | 1 70 25 (35,71) 45 (64,29) 9 0 9 (100)
Corso 1 395 207 (52,4) 188 (47,6) 7 0 7 (100)
Boumerdes -
Zemmouri 1 99 50 (50,5) 49 (49.5) 14 0 14 (100) 3,13 170 (28.05)
Figuier 1 434 176 (40,55) | 258 (59,45) 29 6(2068) | 23(79.32)
Beni Amrane 1 452 242 (53,53) 210 (46,47) 22 0 22 (100)
Boredj Mnail 1 208 104 (50) 104 (50) 4 0 4 (100)
Thenia 1 459 219 (47,71) | 240 (52.29) 16 1(6,25) | 15(93.75)
Centre-ville | 2 171 84 (49,12) 87 (50,88) 20 0 20 (100)
Tizi O Makouda 1 250 100 (40 150 (60 38 0 38 (100
izi Ouzou _ (40) (60) (100) 8,23 80 (13.20)
Tadmait 1 417 235 (56,35) | 182 (43,65) 11 0 11 (100)
Beiai Centre-ville 1 80 45 (56,25) 35 (43,75) 2 0 2 (100)
|
A& Bl Kseur 70 40 (57,14) 30 (42,86) 2 0 2 (100) 2,67 8 (1.32)
Médéa | Centreille | 1 50 25 (50) 25 (50) 3 0 3 (100) 6 9 (1.48)
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N : nombre
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Oran | Centre-ville 100 35 (35) 65 (65) 16 0 16 (100) 16 21 (3.46)
oo | Centre-ville 205 90 (43.9) 115 (56,1) 20 10(50) | 10(100)
aghoa Brida 1 286 105 (36.71) | 181 (63.29) 40 8 (20) 32 (80) 12,22 70 (11.55)
E1 Oued Centre-ville 128 60 (46,87) 68 (53,13) 17 0 17 (100)
ue Kouinine 130 65 (50) 65 (50) 12 0 12 (100) 11,24 37 (6.10)

3 (0.49)




Tableau 11. Statut génétique et phylogénétique des poux de téte collectés chez les enfants scolarisés dans différentes wilayas en Algérie.

Wilaya gPCR clade Sélection pour I’étude phylogénétique PCR standard Clade Haplotype
Clade : N. poux (%) N. poux/ 269 Clade : N. poux / 152 (%) Haplotype : N. poux / 152 (%)
Alger A: 11 (4.08) 28 (10.40) A:5(3.28) A5: 2 (1.31) ; A80: 3 (1.97)
B: 19 (7.06) B: 23 (15.13) B36: 5 (3.28) ; B50: 18 (11.84)
Ain Defla A: 7 (2.60) 10 (3.71) A:2(1.31) A5: 0 ; A80: 2 (1.31)
B: 8(2.97) B: 8 (5.26) B36: 8 (5.26) ; B50: 0
Batna A: 5 (1.85) 5(1.85) A:5(3.28) A5:3(1.97) ;A80:2(1.31)
B: 0 B:0
Tipaza A: 11 (4.08) 23 (8.55) A: 4 (2.63) A5:1(0.65) ;A80:3(1.97)
B:14 (5.20) B:19 (12.5) B36:2 (1.31) ; B50: 17 (11.18)
Blida A: 10 (3.71) 16 (5.40) A: 6 (3.94) A5:4(2.63) ;A80:2(1.31)
B: 6 (2.23) B:10 (6.57) B36: 8 (5.26) ; B50:2(1.31)
Djelfa A: 10 (3.71) 13 (4.83) A: 10 (6.57) A5:6 (3.94) ; A80: 4 (2.63)
B:3(1.11) B: 3 (1.97) B36:3 (1.97) ; B50: 0
Boumerdes A: 21 (7.80) 27 (10.03) A: 7 (4.60) A5:1(0.65) ; A80:6 (3.94)
B: 29 (10.78) B: 20 (13.15) B36:5(1.31) ; B50: 15 (11.84)
Tizi Ouzou A:9(3.34) 8 (2.97) A:2(1.31) A5:0 ; A80: 2 (1.31)
B: 31 (11.52) B: 6 (3.94) B36:2 (1.31) ; B50: 4 (2.63)
Bejaia A:4(1.48) 4(1.48) A:4(2.63) A5:2 (1.31) ;A80:2(1.31)
B:1(0.37) B:0
Médéa A:4(1.48) 2(0.74) A:4(2.63) A5:4 (2.63) ;A80:0
B:1(0.37) B:0
Oran A: 6(2.23) 2(0.74) A:1(0.65) A5:0 ; A80: 1 (0.65)
B:9(3.34) B: 1(0.65) B36: 0 ; B50:1 (0.65)
Laghouat A:15(5.57) 4(1.48) A:1(0.65) A5:1(0.65) ;A80:0
B: 15 (5.57) B:3(1.97) B36 :0 ; B50:3 (1.97)
El Oued A 11 (4.08) 8 (2.97) A:5(3.28) A5:5(3.28) ; A80: 0
B:6(2.23 B:3(1.97) B36:0 (1.97) ; B50 3
Sétif A:3(1.11) 2 (0.74) A:2(1.31) AS: 2 (1.31) ; A80: 0
B:0 B:0
A5 : 31/152 (20.39)
Total : 14 A 1 127/269 (47.21) 152 (55.76) A : 58/152 (38.15) AB80 : 27/152 (17.76)
B : 142/269 (52.78) B : 92/152 (60.52) B50 : 59/152 (38.81)
B36 : 33/152 (21.71)
N : nombre
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Figure 30. Arbre phylogénétique montrant la relation des haplotypes identifiés dans cette étude avec d'autres haplotypes de P. humanus décrits dans la littérature. Les inférences
phylogénétiques étaient réalisées avec le logiciel MEGA 6 en utilisant la méthode du Maximum likelihood basée sur les paramétres Kimura 2. Le support statistique pour les branches internes
de Il'arbre a été évalué avec 500 réplicas. Les numéros d'acces GenBank sont indiqués pour chaque haplotype. Les appartenances au clade mitochondrial sont indiquées a droite de chaque

arbre. Les spécimens analysés dans cette étude sont marqués en rose. A) les ADN des agents bactériens détectés dans les poux de corps rapporté dans cette étude. B) Les échantillons de poux

positifs pour B. quintana, B. recurrentis et Acinetobacter spp. ainsi que leurs haplotypes.
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Tableau 12. Agents pathogenes associés aux poux de téte collectés chez les enfants scolarisés en Algérie ainsi que leurs haplotypes.

Wilaya N. poux positif. B. quintana | N. poux positif. B. recurrentis | N. poux positif. Acinetobacter spp. / Acinetobacter spp. identifiées. Hap
/ wilaya (%). Hap / wilaya (%). Hap wilaya (%0)

Alger 7/30 (23.33). A80 ND 12/30 (40) A. junii, A. baumannii, A. berezeniae, A. ursingii et
A. variabilis.

Ain Defla ND ND 7/15 (46.66) A. baumannii, A. ursingii et A. variabilis.

Batna ND ND 5/5 (100) A. junii, A. baumannii, A. ursingii et A. berezeniae.

Tipaza ND ND 16/25 (64) A. baumannii, A. berezeniae, A. ursingii et A. variabilis.

Blida ND ND 9/16 (56.25) A. junii, A. baumannii, A. berezeniae et A. ursingii.

Djelfa 10/13 (7.69). A80 ND 6/13 (46.15) A. baumannii, A. ursingii et A. variabilis.

Boumerdes ND ND 30/50 (60) A. junii, A. baumannii, A. ursingii et A. variabilis.

Tizi Ouzou 6/40 (15). A80 ND 31/40 (77.5) A. junii, A. baumannii et A. berezeniae.

Bejaia ND ND 4/5 (80) A. junii et A. baumannii.

Médéa ND ND 2/5 (40) A. baumannii

Oran ND ND 9/15 (16) A. baumannii et A. berezeniae.

Laghouat ND ND 13/30 (43.33) A. baumannii et A. berezeniae.

El Oued ND 2/ 17 (11.76). A5 10/17 (58.82) A. junii, A. baumannii et A. berezeniae.

5/17 (29.41). B50

Sétif ND ND 3/3 (100) A. baumannii et A. variabilis.
A. junii 43/157 (27.38%). A5, A80 et B36

Total : 14 23/269 (8.55). A80 7/269 (2.60). A5 et B50 157/269 (58.3) A. baumannii 34/157 (21.65%). A5, A80, B36 et B50
A. berezeniae 33/157 (21.01%). A80 et B50
A. ursingii 28/157 (17.83%). A5, A80, B36 et B50
A. variabilis 19/157 (12.10%). A80, B36 et B50

N : Nombre ; Hap: haplotype ; ND : non détecté.
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Figure 31. Arbre phylogénétique mettant en évidence la position de B. recurrentis identifiée chez les poux de téte dans cette étude comparée a ceux disponibles dans la base de données
GenBank. Les inférences phylogénétiques ont été réalisées par le logiciel MEGA 6 en utilisant la méthode du Maximum likelihood basée sur les paramétres de Kimura 2. Le support statistique

pour les branches internes de l'arbre a été évalué avec 500 réplicas.
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Figure 32. Arbre phylogénétique mettant en évidence la position des espéces d'Acinetobacter identifiées chez les poux de téte collectés chez dans cette étude comparées a ceux disponibles
dans la base de données GenBank. Les inférences phylogénétiques ont été réalisees par le logiciel MEGA 6 en utilisant la méthode du Maximum likelihood basée sur les parametres de Kimura

2. Le support statistique pour les branches internes de I'arbre a été évalué avec 500 réplicas.
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11.4. Discussion

Dans le cadre de notre travail, nous avions pour objectifs d’étudier phylogénétiquement et
épidémiologiquement les poux humains collectés en Algérie. Pour ce faire, une large collecte
de poux incluant les poux de corps et les poux de téte ont été collectés chez plusieurs
populations dans le pays, a savoir les SDF, les réfugiés et les enfants scolarisés. Les études
épidémiologiques des poux humains dans le monde entier ainsi que les résultats rapportés nous
ont encouragé a mener ce présent travail ou peu d’études épidéemiologiques ont été réalisées sur

les poux humains en Algérie et au nord d’Afrique.

En effet, nous avons effectué une collecte de poux de corps chez des personnes SDF dans
trois localités au nord d’Algérie vivant dans des conditions précaires et favorables pour la
multiplication des poux ainsi que pour la propagation des maladies infectieuses associées. Des
études similaires sur ce genre de population ont été menées dans le monde entier, a savoir : les
Etats-Unis d’Amérique, la France, les Pays-Bas, la Russie, le Japon, I’Ethiopie et le Mexique
(Bonilla et al., 2013).

Au cours de ces dernieres années, plusieurs pays dans le monde et en particulier ceux de la
Corne d’Afrique ont connu des crises humanitaires, y compris les guerres civiles, ayant
engendré une forte immigration des réfugiés. L'Union Européenne a accueilli des milliers de
réfugiés et de migrants, ce qui représente un facteur de risques éventuels d’épidémies et de
maladies transmises par les poux. Plusieurs enquétes épidémiologiques ont été menées sur les
réfugiés en Europe, a savoir: les Pays-Bas, 1’Allemagne, I'ltalie, la Belgique, la Suisse et la
Finlande (Hoch et al., 2015 ; Antinori et al., 2016a, 2016b; Cutler, 2016; Darcis et al., 2016).
L'Algérie est I'un des pays d'Afrique du nord qui a également accueilli des milliers de réfugiés
migrants de différents pays, notamment la Syrie, la Libye, le Mali et le Niger. Nous avons dor%%
établi une enquéte épidémiologique a Alger dans un camp de réfugiés Nigériens qui abritait
plus d'une centaine d'individus regroupés dans des conditions précaires. Ces refugiés ont
parcouru des milliers de kilométres pour atteindre I’ Algérie, offrant ainsi un environnement

idéal pour la propagation des poux et des agents pathogenes associés.

La pédiculose des poux de téte est liée principalement aux enfants a4gés de 3 a 12 ans, en
particulier les enfants scolarisés (Frankowski et Bocchini, 2010). Plusieurs études
épidémiologiques ont été effectuées dans plusieurs pays, a savoir : I’lran, I’Egypte, le
gouvernement de Gaza, 1’est d’Europe, 1’Argentine, la Thailande, la Turquie et 1’Arabie

Saoudite, afin de déterminer 1’incidence de I’infestation des poux de téte chez les enfants
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scolarisés. Des taux de prévalence d’infestation sont différents d’un pays a I’autre, et d’une
localité a une autre dans le méme pays variant de 0,47% a 69,3% ; ainsi qu’une infestation plus
élevée enregistrée chez les filles variant de 0,42% a 59,52% que chez garcons qui varie de
0.05% a 40,48% (Nada et al., 2006 ; Moradi et al., 2009 ; Alzain, 2012 ; Gutiérrez et al., 2012
; Hazrati et al., 2012 ; Rassami and Soonwera, 2012 ; Yousefi et al., 2012 ; Shirvani et al., 2013
; Gulgun et al., 2013; Doroodgar et al., 2014 ; Haghi et al., 2014 ; Al-Me, 2015; Abdulla, 2015;
Bartosik et al., 2015 ; EI-Magrabi et al., 2015; Moosazadeh et al., 2015 ; Gharsan et al., 2016
; Nazari et al., 2016; Al-zanbagi and Al-hashdi, 2018). Dans notre étude, nous avons rapporte
une incidence de 3.04% d’infestation des enfants scolarisés par les poux de téte avec un taux

plus élevés chez le sexe féminin (93.24%) que chez le sexe masculin (6.76%).

Les poux humains collectés en Algérie ont fait objet d’é¢tude morphologique et morpho-
moléculaire, ou nous avons confirmé le génotype des poux par une technique moléculaire basee
sur la qPCR multiplexe capable de différencier rapidement entre le pou de téte et le pou de
corps. Cet outil s’est révélé particulierement utile sur terrain afin de déterminer le statut
génotypique des poux (Drali et al., 2013). En effet, cet outil a permis d’identifier des spécimens
de poux de corps infesté par B. quintana collectés du cuir chevelu d’une personne SDF
massivement infestée (Drali et al., 2014). Dans notre étude, nous avons confirmé a 100% le
génotype de tous les poux de corps et les poux de téte collectés par étude morphologique et
morpho-moléculaire par la gPCR ciblant le géne Phum_PHUM540560.

Nous avons également effectué une analyse moléculaire de la source du repas sanguin des
poux humains collectés afin de confirmer si les micro-organismes bactériens amplifiés étaient
effectivement associés aux poux humains gorgés. Nos résultats ont montré que tous nos
échantillons partageaient 100% d’identité avec les séquences d’ADN du sang humain
disponibles sur la base de données GenBank. Nos résultats sont en concordance avec les
résultats d’une étude similaire, ou il est rapporté que la source du repas sanguin des poux
humains analysés partageait également 100% d’identit¢é avec le sang d’Homo sapiens

(Amanzougaghene et al., 2017).

Afin de mettre en évidence le statut phylogénétique des poux humains, nous avons effectue,
dans un premier temps, une analyse génétique des poux collectés en utilisant la technique

moléculaire qPCR multiplex ciblant une partie du gene cytb afin de determiner leurs clades.

Les résultats ont montré que les 524 poux de corps collectes chez la population des SDF
appartenaient au clade A. Le génotypage des 60 spécimens de poux révele la présence de trois

haplotypes appartenant au clade A: I'haplotype A5 était le plus répandu (56%) suivi par
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I'naplotype A69 (26,66%), qui est un nouvel haplotype caractérisé pour la premiére fois dans
cette étude, enfin, I’haplotype A9 (23,33%). Une étude a été menée auparavant en Algérie et a
rapporté que les poux de corps analysés appartenaient au sous-clade A2, qui est le principal
clade trouvé en Afrique subsaharienne (Sangaré et al., 2014). Comme on s’y attendait, nos
résultats confirment que les poux de corps appartiennent au clade A qui a une distribution
mondiale, comme déja rapporté par des études précédentes (Drali et al., 2013; Xiong et al.,
2014 ; Boutellis et al., 2015). Ces résultats indiquent étalement une faible diversité de I’ADNmt
chez les poux de corps contrairement aux poux de téte qui ont été identifiés comme ayant une

large diversification.

Notre étude est la premiere a évaluer la diversité génétique des poux de téte collectée chez
une population de réfugiés Nigériens vivant dans un camp de réfugiés a Alger. La gPCR a
montré que tous les échantillons appartenaient au clade E. L'analyse phylogénétique de I'ADN
mitochondrial des 37 poux de téte collectés chez la population migrante nous a permis de
caractérisé quatre nouveaux haplotypes caractérises au sein du clade E: I'haplotype E52 étaitle
plus répandu (70,27%), suivi par I'naplotype E53 (13,51%), I'haplotype E54 (10,81%) et enfin
I'naplotype E55 (5.40%). Les séquences obtenues dans cette étude ont été soumises a GenBank
et sont actuellement disponibles sous les numéros d’accession suivants: MH392478 (E52),
MH392479 (E53), MH392480 (E54) et MH392481 (E55). Des études antérieures ont rapporté
que le clade E est limité aux pays d'Afrique de l'ouest, a savoir le Sénégal et le Mali
(Amanzougaghene et al., 2016b) et qu'il a été récemment signalé, pour la premiére fois chez
des poux collectés chez une famille originaire également de 1’Afrique de I’ouest habitant a
Bobigny, France (Candy et al., 2018). Dans cette étude, nous rapportons pour la premiere fois
I’existence du clade E au Niger, confirmant ainsi que l'infestation par les poux est survenue
dans leur pays d'origine et que le clade E pourrait étre vecteur d’agents pathogenes bactériens.
Ces résultats ne sont pas surprenants ; ils confirment que le clade E a une distribution ouest-
africaine, comme rapporté par des études antérieures (Amanzougaghene et al., 2016b; Candy
et al., 2018). Comme mentionné auparavant, nous avons effectué la méme analyse pour les
poux de téte collectés chez la population non-migrante. Quarante-cing spécimens de poux de
téte ont été collectés aupres des enfants scolarisés de la population locale d’Alger, afin de
disposer d'un échantillon comparatif pour encadrer les résultats obtenus dans cette étude. Ces
¢échantillons appartenaient au clade A et B. L’analyse phylogénétique a démontré I’existence
de I’haplotype mondial A5 (34/45, 75.55%) au sein du clade A et de I'haplotype le plus répandu
mondialement B36 (11/45, 24.44%) au sein du clade B. Ces données confirment I'existence des
clades A et B en Algérie, comme rapporté par des études antérieures (Boutellis et al., 2015;

Mana et al., 2017).
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Pour notre troisieme étude, 1’analyse génétique des poux de téte collectés chez les enfants
scolarisés en utilisant la gPCR a montré que tous nos échantillons appartenaient aux clades A
(127/269, 47.21%) et B (142/269, 52.78%). L'analyse phylogénétique de I'ADNmt des 152
poux de téte sélectionnés a révélé que 58/152 (38.15%) des poux appartiennent a I'naplogroupe
A et 92/152 (60.52%) des poux de téte appartenaient a I’haplogroupe B ; ce qui confirme que
le nombre des poux appartenant au clade B est plus élevé que celui trouvé au sein du clade A.
Ces résultats sont compatibles avec les résultats obtenus par notre premiére analyse par la
gPCR. L’étude phylogénétique en question séquences du cytb a permis de définir 4 haplotypes
différents avec la caractérisation de deux nouveaux haplotypes. Deux haplotypes appartenaient
au clade A : le A5 et le A80 (nommé dans cette étude). Alors que les deux autres haplotypes
restants appartenaient au clade B: B36 et B50 (nommé dans cette étude). L’haplotype AS et
B36 sont les haplotypes les plus répandus dans le monde au sein des haplogroupes A et B et
caractérisés ultérieurement en Algérie (Boutellis et al., 2015; Mana et al., 2017; Louni et al.,
2018) et dans plusieurs études de diversité génétique auparavant (Light et al., 2008 ; Drali et
al., 2015b ; Amanzougaghene et al., 2016a) . L haplotype B36 a été caractérisé pour la premiere
fois en Algérie et au nord d’ Afrique par Boutellis et ses collaborateurs ; les poux appartenanta
cet haplotype ont été probablement importé de I’Europe vers 1'Afrique apres les différentes

migrations de I’Homme entre les deux continents (Boutellis et al., 2014, 2015).

A ce jour, l'infestation par les poux reste un probléme majeur de santé publique avec un
impact social important (Bonilla et al., 2013). Dans un second temps, les poux humains
collectés dans notre étude ont fait objet d’étude épidémiologique dans le but de détecter les

agents pathogénes bactériens associés.

Bartonella quintana est I'agent pathogene ré-émergent le plus commun associé aux poux
humains remontant a plus de 4000 ans (Drancourt et al., 2005). C'est I'agent causal de lafievre
des tranchées, une infection qui était commune en France au cours de la guerre russe
napoléonienne, mais aussi pendant la premiére et la deuxiéme guerre mondiale (Raoult et al.,
1994). En plus de la fievre des tranchées, cette bactérie est responsable d'une gamme de
manifestations cliniques chez 'Homme, y compris la bactériémie chronique asymptomatique,
I'endocardite et 1’angiomatose bacillaire (Roux et Raoult, 1999 ; Brouqui, 2011). Depuis
longtemps, les poux de corps ont été considérés comme les principaux vecteurs pour la

transmission de B. quintana chez I'Homme (Raoult et Roux, 1999).

Bartonella quintana est considérée comme un agent pathogéne ré-émergent chez la
population des SDF vivants dans des conditions précaires dans les pays pauvres et développés
a savoir : les Etats-Unis d’ Amérique, la France, les Pays-Bas, la Russie, le Japon, I’Ethiopie et
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le Mexique (Francisco et al., 2009 ; Bonilla et al., 2013). La prévalence de l'infestation par les
poux du corps est de 7% a 22% de la population des SDF dans le monde, avec 2% a 30%
d’infection a B. quintana (Badiaga et al., 2008; Diatta et al., 2014). En Afrique du Nord,
notamment en Algérie, on signale que la bactérie est le principal agent d’infection de
I’endocardite, en plus de Brucella melitensis et de C. burnetii (Benslimani et al., 2005; Znazen
et al., 2005). Deux études menees par Sangareé et al. et Fournier et al. n'ont pas détecté cette
bactérie chez les poux humains collectés en Algérie (Fournier et al., 2002; Sangaré et al., 2014).
Dans cette étude, nous rapportons pour la premiere fois, & notre connaissance, la présence de
I’ADN de B. quintana dans 70 des 524 poux de corps (13,35%) analysés. La prévalence de
I’infestation de la population des SDF dans notre étude est de 29.93% avec 68.18% d’infection
a B. quintana. Tous les poux positifs ont été collectés chez les SDF vivants dans les deux
localités, Alger et Tizi Ouzou. Ce résultat montre une occurrence locale pour I’infection par cet
agent pathogéne pour chacune de ces localités. Aucun échantillon de pou positif & B. quintana
n’a été détecté a Boumerdés. Les poux de corps positifs a B. quintana appartenaient a tous les
haplotypes du clade A trouvés dans cette étude. Cet agent pathogéne a été également detecté
récemment dans des poux de corps appartenant au clade A collectés chez deux personnes SDF
hospitalisés a I’Hopital Avicenne a Bobigny, en France (Candy et al., 2018). Nos résultats sont
en concordance avec toutes les études menées auparavant montrant que les poux de corps sont
le principal vecteur naturel de ce pathogene, qui figure parmi les infestations parasitaires les

plus répandues dans la population des SDF ( Raoult et Roux, 1999 ; Badiaga et al., 2008).

Au cours de ces derniéres années, I'ADN de B. quintana a été également détecté chez les
poux de téte des personnes SDF, infestés par les deux écotypes de poux, dans plusieurs pays a
travers le monde, & savoir : aux Etats-Unis d’Amérique, au Népal, au Sénégal, en Ethiopie, en
République démocratique du Congo et en France (Koehler et al., 1997 ; Sasaki et al., 2006 ;
Bonilla et al., 2013 ; Drali et al., 2015b). Ainsi que ceux infestés seulement par les poux de téte
(Angelakis et al., 2011; Angelakis et al., 2011; Cutler et al., 2012; Boutellis et al., 2012). Des
études ont été également menées sur les poux de téte collectés chez des enfants scolarisés n’ont
pas révélé la présence de I’ADN de cet agent pathogéne (Fournier et al., 2002 ; Bouvresse et
al., 2011 ; Sunantaraporn et al., 2015). Dans notre étude, nous rapportons pour la premiére fois,
a notre connaissance, la présence de I’ADN de B. quintana chez les poux de téte des enfants
scolarisés en Algérie. Dans notre étude, la prévalence de ’infestation de la population des
enfants scolarisés par les poux de téte est de 3.04% avec 4.85% d’infection a B. quintana. Les
poux positifs ont été collectés dans les trois localités : Alger, Djelfa et Tizi Ouzou. Ce résultat
confirme I’existence de cet agent bactérien dans les wilayas d’Alger et Tizi Ouzou comme déja

rapporté dans notre étude menée sur les poux de corps des SDF (Louni et al., 2018). Dans notre
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étude les poux positifs appartiennent a I’haplotype A80, caractérisé pour la premiere fois dans

cette étude au sein de 1’haplogroupe A.

Borrelia recurrentis est I'agent causal de la fiévre récurrente, qui, si elle n'est pas traitée, elle
peut étre mortelle chez 40% des patients infectés (Raoult et Roux, 1999 ; Cutler et al., 2009;
Grosskinsky et al., 2009). Il a été établi depuis longtemps que les poux de corps sont le principal
vecteur de ce pathogene bactérien (Cutler, 2010; Roux et Raoult, 1999). Notre présente étude
est la premiére a rapporté I'ADN de B. recurrentis dans 7/269 des poux de téte (2.60%)
collectés chez 3/474 des enfants infestés (0,63%) en Algérie. La prévalence de I’infestation de
la population des enfants scolarisés est de 3.04% avec 1.47% d’infection a B. recurrentis. Les
poux positifs ont été collectés dans la wilaya d’El Oued, suspectant probablement qu'une petite
épidémie non détectée a pu se produire chez la population de cette région. Récemment, cette
bactérie a été détectée chez 10/630 (1,58%) des poux de téte appartenant au clade A collectés
chez 6/126 individus (4,76%) de la population des pygmées au Congo (Amanzougaghene et al.,
2016). Ainsi que chez 23% des poux de téte appartenant au clade C des patients atteints de la
fievre récurrente en Ethiopie, ces patients étaient également infestés par les poux de corps ; les
auteurs émettaient I'nypothése que ces poux de téte pourraient étre contaminés par le sang des
patients infectés par B. recurrentis (Boutellis et al., 2013). Notre étude est le troisieme a
rapporté la présence de I'ADN de B. recurrentis chez les poux de téte humains. Nous rapportons
pour la premiere fois que les poux de téte positifs pour B. recurrentis appartenaient au clade B

a I’haplotype B50 caractérisé pour la premiére fois dans cette étude en Algérie.

Coxiella burnetii est I'agent causal de la fievre Q, c’est une bactérie intracellulaire qui cause
une zoonose hautement infectieuse. Cette bactérie est répandue dans le monde entier et infecte
une gamme diversifiée d’hotes: mammiferes, oiseaux, reptiles et les arthropodes,
principalement les tiques (Mediannikov et al., 2010). Chez I'homme, [linfection est
généralement contractée par contact direct (lait, urine, selles ou sperme d'animaux infectés)
ainsi que par inhalation d’aérosol et peut étre aigu€ ou chronique présentant un large éventail
de manifestations cliniques (Eldin et al., 2017; Mediannikov et al., 2010). L’infection par la
fievre Q a éte signalée dans tout le continent Africain comme un majeur probleme de santé
publique avec une prévalence plus élevée en Afrique de I'ouest (Mediannikov et al., 2010). En
Afrique de l'est, bien que les poux humains ne soient pas connus pour étre vecteurs de C.
burnetii, des études ont montré que les poux collectés chez des individus vivant dans des zones
autrefois épidémiques de la fievre Q peuvent étre infectés par cette bactérie (Giroud et Jadin,
1954). Plus récemment, une étude au Mali a montré pour la premiere fois que 1% des 600 poux

de téte appartenant au clade E infestant 5% des 117 individus étaient positifs pour C. burnetii
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(Amanzougaghene et al., 2017). Une autre étude a également montré que dans des conditions
expérimentales, il est possible d'infecter des poux de corps avec C. burnetii, bien que les poux
humains ne soient pas des vecteurs connu de cette bactérie (Babudieri, 1959). En revanche, en
Ethiopie, une étude moléculaire menée sur les poux de téte et les poux de corps n’a montré
aucune évidence de la présence de I’ADN de C. burnetii dans les 98 spécimens des poux testés
(Cutler et al., 2012).

En Algérie, deux cas humains infecté par la fievre Q ont été signalés et documentés a Oran
(Angelakis et al., 2014). Un travail a été mené recemment afin d’étudier l'infection par la fievre
Q lors d'avortements spontanés fébriles chez les femmes a Alger ou les résultats ont montré que
sur les 725 femmes incluses, les anticorps contre C. burnetii ont été détectés par I’TFI chez trois
patientes (Ghaoui et al., 2018). En ce qui concerne la prévalence de C. burnetii chez les
animaux, une étude a rapporté que I'ADN de C. burnetii a été identifié dans la rate de 1/117
(0,85%) des chiens et 1/107 (0,93%) des chats d'Alger (Bessas et al., 2016). Récemment, sur
un total de 73 échantillons de tissus placentaire de vaches collectés dans quatre wilayas en
Algérie, 14 sont revenus positifs a la présence de ’ADN de C. burnetii et identifi¢ avec le
génotype MST20 (Rahal et al., 2018). L'ADN de cette bactérie a également été identifié chez
3/19 (15,8%) des tiques Ixodes vespertilionis au nord-est de I'Algérie (Leulmi et al., 2016).
Récemment, une étude a révélé une séroprévalence élevée de I'infection a C. burnetii chez les
chameaux dans le sud-est de I'Algérie, montrant ainsi que la fievre Q représente une
préoccupation de santé publique et vétérinaire en Algérie (Benaissa et al., 2017). Dans notre
étude, I'ADN de C. burnetii a été détecté chez 10 des 534 poux de corps (1,87%) collectés
aupres de deux des 44 SDF (4,54%). La prévalence de I’infestation par les poux de corps de la
population des SDF est de 29.93% avec 68.18% d’infection a C. burnetii. Les poux positifs ont
été collectés a Alger et appartenaient a I’haplotype A5 au sein du clade A. A notre connaissance,
notre étude est la premiére a rapporté la présence de I'ADN de C. burnetii dans les poux de

corps infestant les populations indigenes des SDF en Algérie.

En Afrique de I'ouest, La fievre Q a été signalée dans plusieurs pays, a savoir : le Nigeria, le
Sénégal, le Ghana, la République du Cote d'lvoire, le Burkina Faso et le Niger. Au Niger, une
seule étude sérologique a été réalisée jusqu'a présent sur les infestations a C. burnetii chez les
humains, a Niamey, ou 10% (17/177) des enfants agés d’au moins cinq ans se sont révelés
séropositifs pour l'infection a C. burnetii (Julvez et Michault, 1997). Une autre étude a été
menée sur la prévalence de cette bactérie chez les animaux de la région de Maradi au Niger, qui
a montré que 32% (24/75) des chévres ayant subi des avortements et 29% (12/75) des chevres

sans antécedents d'avortement étaient séropositifs (Haumesser, 1973). Dans nos travaux, nous
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avons détecté la présence de I’ADN de C. burnetii trouvé chez 3/37 poux de téte (8,10%)
collectés chez 3/28 (10.71%) personnes infestés. Cette bactérie n'a pas été signalée chez les
poux de téte collectés chez la population non migrante. Ce qui confirme que I’infection des
réfugiés Nigériens a été contractée dans leurs pays. Tous les poux positifs appartiennent au
haplotypes E52 et E54 au sein de I’haplogroupe E signalés pour la premiére fois dans cette
étude. Notre étude est la deuxieme a rapporté la détection de cette bactérie chez les poux
appartenant au clade E apres avoir été rapportée pour la premiere fois chez les poux de téte

appartenant au clade E au Mali (Amanzougaghene et al., 2017).

La famille des Anaplasmataceae comprend, entre autres, les genres d'Anaplasma, Ehrlichia
et Neorickettsia. Les especes appartenant au genre Anaplasma sont des pathogenes répandue
mondialement et transmis par les tiques, plusieurs entre eux sont des pathogenes émergents
responsables d’infections chez I’Homme et 1’animal (Rar et Golovljova, 2011).
Amanzougaghene et al. ont signalé, pour la premiere fois, la détection de I'ADN de deux
nouvelles espéces potentielles du genres Anaplasma et Ehrlichia dont leurs pathogénicité est
inconnue chez 1,58% des 600 des poux de téte collectés dans deux villages ruraux au Mali.
Dans nos travaux, a notre connaissance, nous détectons pour la premicre fois, 'ADN d’A.
phagocytophilum dans 4 des 534 poux de corps collectés (0,74%) sur une seule personne SDF
a Alger. La prévalence de ’infestation par les poux de corps de la population des SDF est de
29.93% avec 9.09% d’infection a A. phagocytophilum. A. phagocytophilum est un agent
pathogene ré-émergent transmis par les tiques (Ixodes spp.) ; c’est l'agent causal de
I'anaplasmosis granulocytaire humaine (Dumler et al., 2001). En Afrique, cet agent n'a pas été
complétement étudié, notamment en Algérie ou A. phagocytophilum a été signalée que chez les

bovins (Dahmani et al., 2015) et sérologiquement chez les chiens (Azzag et al., 2015).

Dans nos travaux et dans les trois études, nous avons également rapporté la détection
d’Acinetobacter spp. chez les poux humains. Des études récentes ont montré une grande
prévalence de I'infection a A. baumannii chez les poux de corps (Sunantaraporn et al., 2015).
Cette bactérie a été d’abord isolée chez les poux de corps des personnes SDF en France et par
la suite, elle a été détectée chez 21% des poux du corps collectés dans le monde, a savoir ; le
Portugal, les Pays-Bas, le Pérou, le Rwanda, le Burundi et 1’ Algérie (La Scola et Raoult, 2004).
A. baumannii a également été detectée chez 71% des poux de corps collectés chez des individus
sains en Ethiopie (Kempf et al., 2012) ; cependant, l'acquisition de poux pour ces agents
pathogenes bactériens est encore inconnue. Plusieurs études révelent que les infections a A.
baumannii se produisent soit apres 1'ingestion des poux a un repas sanguin infecté d’un patient

bactériémique, ou d'une contamination superficielle par la peau humaine tout en se nourrissant
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(La Scola et Raoult, 2004). De plus, des études expérimentales ont démontré que le pou de
corps humain est capable d’acquérir et de maintenir une infection persistante a A. baumannii et
A. Iwoffii sur des lapins bactériémique (Houhamdi et Raoult, 2006b). Notre échantillonnage de
poux de corps a montré, pour la premiere fois, I'existence de quatre especes d'Acinetobacter
spp. chez les poux de corps humains, en plus de A. baumannii, a savoir : A. johnsonii (24,21%),
A. berezeniae (14,21%), A. nosocomialis et A. variabilis (9,40%).

D’autre part, les résultats de plusieurs études sur les poux de téte collectés chez les enfants
scolarises en Algérie (clade A), en Thailande (clade C) et chez la population des Pygmées en
République du Congo (clades A, C et D) ont montré une infection des poux de téte avec
plusieurs espéces d'Acinetobacter, y compris : A. baumannii, A. junii, A. ursingii, A. johnsonii,
A. schindleri, A. Iwoffii, A. nosocomialis, A. towneri et A. variabilis (Sunantaraporn et al., 2015
; Amanzougaghene et al., 2016a ; Mana et al., 2017). La présence de I'ADN de A. baumannii a
également été identifiée dans des fossiles de poux de téte humains appartenant au clade A
(Amanzougaghene et al., 2016b). Notre étude sur les poux de téte des réfugiés Nigériens révele
pour la premiére fois la présence de I’ADN de A. baumannii chez des poux appartenant au clade
E. Tandis que pour I’échantillonnage comparatif de la population locale, nous révélons la
présence de A. johnsonii et A. variabilis en plus de A. baumannii chez les poux de téte prélevés
chez des enfants scolarisés dans 3 différentes localités a Alger. L'ADN de A. johnsonii et de A.
variabilis a été signalé chez des poux de téte prélevés dans les trois localités de la collection,
tandis que I'ADN de A. baumannii n'a été signalé qu'a El Mohammadia. Les résultats d'une
étude antérieure sur des poux de téte recueillis chez les enfants scolarisés a Alger a montré une
infection des poux de téte testés par les mémes espéces d'Acinetobacter retrouvée dans notre
étude (Mana et al., 2017). Nos résultats confirment encore une fois que 1’infection
d’Acinetobacter des poux de Niger a été contractée dans leur pays d’origine. Les poux
appartenaient a I’haplotype A5 au sein du clade A et pour la premicre fois en Algérie nous
identifions plusieurs espéces d'Acinetobacter dans les poux de téte appartenant a 1’haplotype
B36 au sein du clade B.

Des études antérieures ont démontré que A. baumannii est ’espeéce la plus dominante
retrouvée chez les poux de téte infestant les enfants scolarisés. Ceci est demontré dans plusieurs
pays, a savoir : I’Algérie, la France, la Thailande et dans des échantillons de poux de téte
collectés dans des écoles élémentaires & Madagascar, & Géorgie et aux Etats-Unis d’Amérique
(Bouvresse et al., 2011; Sunantaraporn et al., 2015). Dans notre étude, nous avons détecté
I’ADN de cinq especes d’Acinetobacter spp. chez les poux de téte collectés chez les enfants

scolarisés. L’espece A. junii (43/157, 27.38%) été la plus dominante ce qui n’est pas en
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concordance avec les études cités ci-dessus, suivi de A. baumannii (34/157, 21.65%), A.
berezeniae (33/157, 21.01%), A. ursingii (28/157, 17.83%) et enfin A. variabilis (19/157,
12.10%). Nous rapportons pour la premiére fois dans cette étude la détection de I’espece A.
berezeniae dans les poux de téte humains. D’aprés nos résultats et les résultats rapportés dans
la littérature, il semble que la diversité des espéces d’Acinetobacter n'est pas spécifique qu’au
pou de téte, et que les poux du corps peuvent également étre infectés par plusieurs especes
appartenant au genre Acinetobacter. Les espéces d'Acinetobacter sont répandues dans la nature,
y compris dans I'eau, le sol, les organismes vivants et sur la peau des patients et des sujets sains
(Vallenet et al., 2008). Cependant, il n'est toujours pas clair si les souches d'Acinetobacter
présentes dans les poux sont les mémes que celles responsables des infections humaines (Kempf

et al., 2012), la signification clinique de cette découverte est encore inconnue.

Contrairement aux agents bactériens : B. quintana et B. recurrentis, qui sont des bactéries
vectorisés par les poux de corps et récemment associées aux poux de téte, les preuves
moléculaires de la présence de I'ADN de C. burnetii, A. phagocytophilum et plusieurs especes
d'Acinetobacter ne peut pas distinguer entre une acquisition bactérienne accidentelle par les
poux lors des repas sanguins sur des patients infectés et d’une compétence vectorielle par les
poux afin de maintenir et transmettre le pathogéne. Des études antérieures ont montré que les
bactéries ont la capacité de survivre dans l'intestin moyen des poux (Raoult et Roux, 1999), ou
dans les cellules phagocytaires des poux de corps (Coulaud et al., 2015). D'autres études sur le
terrain ainsi que des études expérimentales sont nécessaires pour clarifier le réle des poux

humains dans I'hébergement et/ou la transmission de ces pathogénes bactériens.
I1.5. Conclusions

Le présent travail englobant, les trois différentes études, fournit pour la premiére fois le statut
génétique et phylogénétique ainsi que la présence de plusieurs agents bactériens émergents chez

les poux humains collectés en Algérie.

Dans la premiére étude, Nous avons identifié pour la premiére fois en Algérie la présence
de multiples agents pathogenes chez les poux de corps collectés auprés des SDF dans trois
wilayas au nord d’Algérie. Nous avons détecté la présence de B. quintana et C. burnetii, agents
responsables de la fievre des tranchées et de la fievre Q, respectivement. Les résultats de cette
étude ont montré également, pour la premiére fois, la présence de I’ADN d’A. phagocytophilum
et de plusieurs espéces d'Acinetobacter dans nos échantillons appartenant tous au clade A.
D’¢éventuelles enquétes épidémiologiques et moléculaires sur les infections associées aux poux

de corps sont nécessaires dans d’autres wilayas en Algérie afin de définir les conséquences de
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la présence de ces agents pathogénes associés aux poux humains sur la santé publique.

Dans notre deuxiéme étude, nous rapportons pour la premiere que les poux de téte des
réfugiés nigerians appartenaient a I'naplogroupe E et nous confirmons que le clade E a une
distribution ouest-Africaine. Ceci confirme aussi que 1’infestation de cette population par les
poux de téte a été contractée dans leur pays d’origine. Nous avons également détecté, pour la
premiére fois, la présence de C. burnetii et A. baumannii dans les poux de téte du Niger. Ces
résultats mettent en évidence que la population des réfugiées génére un risque potentiel de
propagation de maladies émergentes et constituent donc une menace épidémique significative
pour la santé publique en Algérie. En effet, les réfugiés vivants dans des conditions de pauvreté
et de promiscuité peuvent servir de réservoirs indigenes de multiples micro-organismes.
D’éventuelles études sont nécessaire chez d’autres populations de réfugiés migrants des autres
pays vivant en Algérie afin de révéler les risques de ces derniers pour 1’hébergement et la

transmissions des infestations des poux ainsi que les agents pathogenes associés a ces derniers.

Dans notre troisieme étude, nous rapportons aussi, pour la premiere fois, la détection de B.
quintana, B. recurrentis et différentes espéces d’Acinetobacter chez les poux de téte collectés
chez les enfants scolarisés dans 14 wilayas en Algérie appartenant aux clades A et B. ’ADN
de B. recurrentis est détecté pour la premiere fois chez des poux appartenant au clade B.
I’espece A. berezeniae est également détectée pour la premiére fois chez les poux de téte
humains. La présence de ces agents pathogénes chez les poux de téte recommande a pousser
d’éventuelles études sur terrains ainsi que d’analyses moléculaires afin de déterminer

I’incidence de I’existence des agents pathogenes bactériens en particuliers au sud d’ Algérie.
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Chapitre 111

Etude des genes de reésistance des poux humains a la
perméthrine en Algérie

94






I11.1. Préambule et objectifs

Depuis toujours, le controle et 1’éradication des poux ont constitué une priorité majeure pour
I’Homme et pour cela, plusieurs méthodes ont été testées (Burgess, 2004). De nombreux
insecticides ciblant essentiellement leur systéme nerveux ont été développés etcommercialisés
dont le chef du file reste la perméthrine (Busvine, 1967). Considérée comme étant inoffensive
pour I’Homme, la perméthrine a été utilisée de maniére abusive, ce qui a conduit fatalement au
développement d’une résistance chez les poux (Knipple et al., 1994). Chez le pou de téte et le
pou de corps, la résistance a la perméthrine a été décrite un peu partout a travers le monde ( Lee
etal. 2010 ; Drali et al., 2012). C’est un mécanisme soutenu par trois mutations (M815I, T917I
et L920F) conférant I’effet knockdown (kdr) qui se traduit par une diminution de la sensibilité

du pou aux pyréthrinoides (Clark et al., 2009).

Il existe actuellement plusieurs méthodes différentes pour la surveillance de la résistance kdr
des poux de téte, y compris le séquencage par la méthode de Sanger, la PCR-RFLP (PCR-
restriction fragment length polymorphism) (Kristensen, 2005 ; Durand et al., 2007 ; Toloza et
al., 2014 ; Eremeeva et al., 2017), les méthodes basées sur le séquencage quantitatif QS
(quantitative sequencing), la rtPASA (real-time PCR amplification of specific allele) et SISAR
(serial invasive signal amplification reaction) (Kwon et al., 2008 ; Clark, 2009 ; Lee et al.,
2010 ; Clark et al., 2013). Récemment la surveillance de la résistance des poux de corps a la
perméthrine mis en évidence pour la premiére fois chez des poux de corps par le génotypage en
utilisant la gPCR avec des sondes d’hybridation FRET suivi de 1’analyse des courbes de fusion
(Drali et al., 2012). La surveillance de la résistance des poux aux insecticides reste une priorité
primordiale, car ces derniers sont vecteurs d’agents pathogenes bactériens dangereux pour

I’Homme.

En Algérie et a notre connaissance, aucune étude ciblant la résistance des poux humains a la
perméthrine n’a été réalisée a ce jour. C’est ce que nous nous proposons de faire a travers nos
travaux. Dans ce troisieme chapitre de thése, nous déterminerons les mutations associés aux
genes conférant la résistance des poux humains a la perméthrine en Algérie en utilisant le

séquencage pas la méthode de Sanger.
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111.2. Matériels et méthodes

Dans cette étude, afin de caractériser la résistance moléculaire des poux humains a la
perméthrine, nous avons mis en ceuvre plusieurs méthodes de biologie moléculaire depuis
I’extraction de I’ADN des poux jusqu’a I’analyse des séquences afin d’établir chez les poux
humains des séquences genomiques completes de la région renfermant les trois mutations
responsables de la résistance aux pyrethrinoides rapportées ultérieurement chez les poux

humains.
111.2.1. Echantillonnage de I’étude
111.2.1.1. Les poux d’élevage

Afin de disposer d’une population de poux jamais expos¢€ aux insecticides, nous avons
procédé a un élevage de poux de corps sur lapin au laboratoire. Pour ces derniers, on a émis
I’hypothése qu’ils étaient sensibles a la perméthrine du fait qu’ils ne subissaient aucune pression
de sélection et qu’ils évoluaient de fagon homogene. Pour ce faire, nous exposions les poux de
corps sur des morceaux de tissus noir qui remplacerons donc les vétements, sur la partie ventrale
d’un lapin rasé et anesthésié. Une fois posé, ils quitteront donc les tissus pour prendre leurs
repas sanguins pour une durée de temps de 20 a 30 minutes (Fig. 34). Cette manipulation se fait
3 fois par semaines, entre temps, chaque lot de poux avec les morceaux de tissus sont misdans
des pots percés ; ces pots sont ensuite mis dans des étuves ou la température et le taux
d’humidité sont favorables pour la survie et la multiplication des poux de corps. Nous disposons
ainsi d’un élevage inépuisable pour les différentes études qui se font au laboratoire citantnotre

étude comme exemple. Nous avions pris 10 poux d’élevage pour le test de notre étude.

Figure 33. Elevage des poux de corps au laboratoire. (A) : Lapine de laboratoire préparée pour le repas sanguin
des poux. (B) : Poux de corps sur les tissus durant la prise de leurs repas sanguins sur la lapine au laboratoire

(photo personnelle).
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111.2.1.2. Les poux de terrain

Pour les poux humains d’Algérie, nous sommes partis sur une sélection de poux de téte et
de poux de corps, infectés et non infectés par les agents pathogeénes, a partir de notre collection
de poux humains collectés dans différents wilayas dans le pays. En effet, pour les poux de corps,
nous avons choisi 5 poux par wilaya sachant que nous avons fait la collecte dans 3 wilayas en
Algérie (Chapitre II). Pour les poux de téte, nous avons pris 2 poux par commune, dans chacune
des 14 wilayas en Algérie incluses dans cette étude, ce qui fait un total de 90 poux de téte
(Chapitre 1) (Tab. 13).

Tableau 13. Echantillons des poux humains collectés en Algérie sélectionnés pour 1’étude moléculaire des génes

conférant la résistance des poux a la perméthrine.

Echantillons | N. poux sélectionnés | N. poux non infectés | N. poux infectés. Agents pathogenes

2. B. quintana

Poux de corps 15 4 2. C. burnetii

2. A. phagocytophilum
5. Acinetobacter spp.

6. B. quintana
Poux de téte 90 61 3. B. recurrentis
20. Acinetobacter spp.

Total 105 65 8. B. quintana

2. C. burnetii

2. A. phagocytophilum
3. B. recurrentis

25. Acinetobacter spp.

N : nombre
111.2.2. Extraction d’ADN

Apres décontamination et ringage des poux, nous avons procédé a une extraction d’ADN
des poux d’élevage comme expliqué dans le chapitre 11. Quant aux poux humains d’ Algérie, les

ADN ont été extraies précédemment (Chapitre II).
111.1.3. Amplification du fragment VSSC par PCR standard

Afin de cibler et amplifier le fragment d’ ADN cible de 908 pb du gene codant pour la sous-
unité o du canal Nay renfermant les 3 mutations (M815l, T9171, et L920F) responsables de la
résistance des poux a la perméthrine, nous avons utilisé le couple d’amorces, comme décrit

précédemment ( Kwon et al., 2008 ; Clark, 2009 ; Drali et al., 2012) :
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[5’HL-QS: 5-ATTTTGCGTTTGGGACTGCTGTT-3"] et
[3’"HL-QS: 5’ CCATCTGGGAAGTTCTTTATCCA-3"] (Fig. 35).

Les réactions d’amplification de la PCR sont réalisées dans un volume final de 50 puL avec
25uL de Mastermix AmpliTaq Gold Applied Biosystems™, 18uL d’eau distillé (Rnase-free)
et de 1uL de chaque amorce. Les conditions d’amplification sont de : 39 cycles (dénaturation :
95 °C pendant 1 minutes ; hybridation : 56 °C pendant 30 secondes ; élongation : 72 °C pendant
1 minute), précédés d’une dénaturation initiale a 95 °C pendant 15 minutes et suivis d’une phase
de terminaison a 72 °C pendant 5 minutes ont été nécessaires pour amplifier ce fragment. Les
réactions de PCR ont été réalisées avec le thermocycleur Peltier PTC-200 (MJ Research Inc.,
Watertown, MA, USA). Aprés I"amplification, tous les produits de PCR sont analysés par
¢lectrophorese sur gel d’agarose concentré a 1,5% pour les séparer en fonction de leur taille et

déterminer leur poids moléculaire.

oL 1 exon2 exon3
exon
- Intron 1 Intron 2 Intron 3 Intron 4

JHL-QS

M8151 (ATG/ATT) T9171 (ACA/ATA) \ | L920F (CTT/TTT) \

Figure 34. Structure d’un fragment de 908 pb du géne VSSC amplifié indiquant I’emplacement des 3 mutations

responsables de la résistance aux pyrethrinoides chez les poux (Clark, 2010).

I11.1.4. Séquencage et alignement

Pour procéder au sequencage par la méthode de Sanger, les produits de PCR ont été purifiés
soumis a une réaction de séquences Big Dye (Big Dyec Terminator v1.1 Cycle Applied
Biosystem™) comme décrit dans le chapitre 11. Les électrophérogrammes obtenus pour chaque
séquence ont été assemblés et analysés avec le logiciel ChromasPro (ChromasPro 1.7.1,
Technelysium Pty Ltd., Tewantin, Australie). Pour comparer les séquences nucléiques obtenues
des poux d’¢levage et des poux humains d’Algérie analysés, afin de détecter la présence et/ou
I’absence des trois mutations responsables de la résistance kdr des poux a la perméthrine, un
alignement multiple est réalisé avec le logiciel MEGA 6. Une comparaison des séquences
nucléiques obtenues avec ceux disponibles dans la base de données GenBank par le BLAST

(http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) a été également réalisée.
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111.2.5. Clonage des produits PCR

Prévoyant d’effectuer une multitude d’essais de réaction de séquengage, nous avons pris la
précaution de cloner les fragments d’ ADN des poux de corps d’élevage présentant un génotype
sauvage (SSS) pour les trois sites de mutations ciblées lors de cette étude, a savoir : M815I
(ATG) sur I’exon 1, T9171 (ACA) et L920F (CTT) sur I’exon 2. Nous avons fait de méme pour
des produits de PCR de poux humains avec un génotype résistant (RRR) disponibles
ultérieurement au laboratoire (analyses dans des études antérieures), a savoir : M8151 (ATI)
sur I’exon 1, T9171 (ATA) et L920F (ITT) sur I’exon 2. Un clone par pou a été choisi pour
conduire nos expériences. Cela nous a permis de disposer d’une source d’ADN cible de grande
qualité et inépuisable. Le clonage des produits de PCR a été réalisé en utilisant le kit pGEMc-
T Easy Vectors Systems (Promega, Madison, USA) selon les recommandations du fabricant.
L’extraction des plasmides contenant les fragments clones a été réalisée par lyse alcaline

(Birnboim, 1979).

111.3. Résultats

111.3.1. Amplification et séquencage du fragment VSSC

Le fragment de 908 pb du gene VSSC codant pour la sous-unité a du canal Nay renfermant
les 3 mutations (M815I, T9171, et L920F) a été amplifié avec succes chez les 115 poux testés
(poux d’élevage et poux humains d’Algérie) (Fig. 36). Le séquencage direct de ces fragments
et leurs alignements multiples, nous a permis de déduire la séquence de référence compléte
recherchée. Quatre introns de tailles variables (87, 86, 88 et 85 pb) et trois exons (141, 174 et

163 pb) ont été caractérisés (Fig. 36), comme rapporté précédemment (Drali et al., 2013).
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Figure 35. (A) Migration électrophorétique des fragments de 908 pb amplifiés dans notre étude (B) Diagramme

du fragment de 908 pb du géne de P. h. humanus renfermant les mutations (Drali et al., 2012).

L’alignement multiple des séquences obtenues a déterminé le génotype des poux testés. En

dehors des trois mutations connues et recherchées durant ce travail, aucune autre variation

nucléotidique n’a été détectée au niveau des séquences exotiques (Fig. 37).
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Figure 36. L’alignement multiple des séquences obtenu dans notre étude comparé aux séquences disponibles sur
la base de données GenBank. (A) : L’alignement montre la présence et 1’absence de la mutation M8151 (B) :

L’alignement montre la présence et I’absence de la mutation T9171 et L920F pour nos échantillons.

D’autre-part, les séquences obtenues nous ont renseignées sur le statut génotypique de

chacune des altérations moléculaires recherchées, qui peut étre pour chaque mutation :

e homozygote résistant, dans le cas ou les deux alleles sont mutés, il est noté (R)
e hétérozygote, dans le cas ou seul un des deux alleles est muté, il est noté (H)

e homozygote sauvage, dans le cas ou aucun des deux alléles n’est muté, il est noté (S).

A partir de la et grace a cette technique et en se basant sur les électrophérogrammes (Fig.
38), nous avons pu identifier chez les poux un certain nombre de profils différents de mutations.
La totalité¢ des poux d’élevage présentaient un haplotype de sensibilité¢ (SSS) pour les trois
mutations; sur les 105 spécimens de poux analysés, 89 soit 84.76% (11/15 poux de corps et

100



Chapitre I11. Etude des genes de résistance des poux humains a la perméthrine en Algérie

78/90 poux de téte) des poux humains d’ Algérie présentaient un haplotype de résistance (RRR),
9 poux soit 8.57% (4/15 poux de corps et 5/90 poux de téte) un haplotype hétérozygote (HHH)
et 7 poux de téte soit 6.66% un haplotype hétérozygote (HRR) (Tab. 14). Nous avons pu
identifier clairement la présence de toutes les mutations chez les poux humains collectés en
Algérie. Tous les poux testés arboraient au moins toutes ces mutations avec un statut
hétérozygotes. Les poux résistants (RRR) ont montré une transversion de G > T engendrantun
remplacement de la méthionine (M) par I’isoleucine (I) en position 815 et les transitions C >T
qui causent respectivement les substitutions de la thréonine (T) par 1’isoleucine (I) en position

917 et de la leucine (L) par la phénylalanine (F) en position 920.
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Figure 37. Les électrophérogrammes des trois sites de mutations de la région d’intérét (VSSC) chez les poux
d’élevage et les poux humains d’Algérie. (A) électrophérogramme des poux d’élevage sensible pour les trois
mutations (SSS). (B) électrophérogramme des poux humains (poux de téte et poux de corps) homozygote résistants
(RRR) pour les trois mutations. (C) électrophérogramme des poux de téte avec ’haplotype (HRR) ou nous voyons
clairement la présence d’un alléle sauvage et un alléle muté (double pics) pour la mutation M815I. (D)
électrophérogramme des poux de téte et poux de corps avec I’haplotype hétérozygote (HHH) ot nous voyons

clairement la présence d’un alléle sauvage et un alléle muté pour les trois mutations M815I, T9171 et L920F.
111.3.2. Clonage des produits de PCR

Les vecteurs plasmidiques contenants les fragments PCR, alléle sauvage et alléle résistants
des mutations sont extraits par la méthode de lyse alcaline et analysés par électrophorese sur
gel d’agarose 1,5% ont montre la bonne taille. Le séquencage direct avec la méthode de Sanger

a confirmé leur génotype.
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Tableau 14. Résultats globaux des analyses génétiques des mutations conférant la résistance des poux humains d’ Algérie a la perméthrine.

Exon 1 Exon 3 Exon 1 Exon 3 Exon 1 Exon 3 Exon 1 Exon 3

N. Gr. M8151 | T9171 | L920F | AP | N. Gr. M8151 | T9171 | L920F | AP | N. Gr. M8151 T9171 | L920F | AP N. | Gr. M8151 T9171 | L920F

1 S S S / 30 R R R / 59 R R R / 88 H H H

2 S S S A EER R R R /| 60 R R R Aci | 89 R R R

3 S S S / 32 R R R / 61 R R R / 90 R R R

4 S S S /] 33 R R R /] 62 R R R / 91 R R R

5 PCEL S S S / 34 H R R B.qg | 63 R R R Aci | 92 R R R

6 S S S /| 35 R R R /| 64 R R R Aci | 93 R R R

7 S S S /| 36 R R R /| 65 R R R / 94 R R R

8 S S S / 37 R R R / 66 R R R / 95 R R R

9 S S S / 38 R R R Aci | 67 R R R B.q| 96 H H H

10 S S S / 39 R R R Aci | 68 R R R / 97 R R R

11 PTL R R R / 40 R R R / 69 R R R / 98 H H H .
12 R R R B.g | 41 R R R /] 70 R R R / 99 R R R /
13 R R R Cb| 42 R R R 1] T71 R R R /| 100 R R R /
14 R R R Aci | 43 R R R / 72 R R R / 101 H R R /
15 R R R 1| 44 H R R Br| 73 R R R Aci | 102 R R R /
16 H H H Ap | 45 R R R / 74 R R R Aci | 103 R R R /
17 H H H | Aci| 46 | PTA[ R R R 7|75 | PTA R R R | Aci|104| PTA R R R 7
18 H H H Ap | 47 R R R / 76 R R R / 105 R R R

19 R R R / 48 R R R / 7 R R R B.q | 106 R R R

20 PCA H H H Aci | 49 R R R Aci | 78 R R R 107 R R R

21 R R R Cb| 50 R R R I 79 R R R Aci | 108 R R R

22 R R R B.g| 51 R R R / 80 R R R / 109 R R R

23 R R R / 52 H R R / 81 R R R / 110 R R R

24 R R R Aci | 53 R R R / 82 R R R / 111 R R R

25 R R R Aci | 54 R R R / 83 R R R / 112 R R R

26 R R R /| 55 R R R /| 84 R R R /| 113 R R R

27 R R R /| 56 R R R /| 85 R R R Aci | 114 R R R

28 PTA R R R / 57 H H H B.g| 86 R R R / 115 R R R

29 H R R Aci | 58 R R R Aci | 87 R R R / 116 H H H

N : numéro du pou ; Gr : groupe ; AP : agent pathogene ; PCEL : poux de corps élevage laboratoire ; PCA : poux de corps Algérie ; PTA : poux de téte Algérie ; Bq : B. quintana ; C.b :

C. burnetii ; A.p : A. phagocytophilum ; Aci : Acinetobacter spp. ; / : aucun ; S : sensible ; R : résistant ; H : hétérozygote.
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111.3. Discussion

La surveillance de la résistance des poux humains aux pyrethrinoides en particuliers chezla
population des SDF et des enfants scolarisés est une priorité afin d’anticiper la sélection des
souches résistantes lors des traitements et ainsi d’anticiper un éventuel échec thérapeutique qui
de fait remettrait en question la stratégie d’éradication des poux par la perméthrine. En effet, la
pédiculose est I’infestation parasitaire de 'Homme qui impose un sérieux probleme surtout avec
I’émergence de la résistance aux insecticides (en particulier la perméthrine) ou la prévalence de
cette derniere varie considérablement et dépend de l'utilisation locale des différents insecticides
(Durand et al., 2007).

En Algérie, nous ne disposons d’aucune donnée sur la résistance des poux humains a la
perméthrine. Pour ce faire, il était primordial d’en disposer d’une collection de poux humains
(poux de téte et poux de corps) d’Algérie. Nous avons déterminé les mutations associées aux
génes conférant la résistance des poux humains a la perméthrine en Algérie en utilisant la

technique de référence basée sur le séquencage pas la méthode de Sanger.

Des méthodes alternatives basées sur le génotypage a partir de I’ADN génomique des poux
ont été développeées. Ces techniques permettent au méme temps la détection de la fréquence
allélique de la résistance, sans passer par le séquencage automatique qui reste la technique de
référence. La détection d’un génotype associe au phénotype de résistance servira de systeme
d’alarme pour la surveillance de cette résistance (Clark, 2010; Drali et al., 2012). Chez le pou
de téte, il est bien établi que la résistance moléculaire a la perméthrine est occasionnée par la
survenue de trois mutations (M815I, T9171 et L920F) sur le géne VSSC codant pour la sous-
unité a du canal sodium (Ho et al., 2008 ; Kwon et al., 2008 ; Clark, 2010 ; Lee et al., 2003).
Récemment, Drali et ses collaborateurs ont mis en évidence que ces mémes mutations sont
responsables de la résistance des poux de corps a la perméthrine (Drali et al., 2012). Plusieurs
auteurs parlent d’un haplotype de résistance (Clark, 2010 ; Durand et al., 2011 ; Drali et al.,
2012). D’autres études ont montré que seule la mutation T9171 confere la résistance totale a la
perméthrine alors que les deux autres réduisent la sensibilité des poux a cette molécule (Yoon
et al., 2008 ; Drali et al., 2012).

Pour la mise en évidence du génotype kdr, en plus du séquencage par la méthode de Sanger,
d’autres techniques telles que la PCR-RFLP (Kristensen, 2005 ; Durand et al., 2012), les
méthodes QS (quantitative sequencing), rtPASA (real-time PCR amplification of specific
allele), SISAR (serial invasive signal amplification reaction) (Kown et al., 2008 ; Clark., 2009

; Lee et al., 2010) et la PCR en temps réel utilisant des sondes d’hybridation et les courbes de
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fusion, ont été utilisées (Drali et al., 2012). Ne disposant d’aucune donnée publiée concernant
la résistance des poux de corps et des poux de téte a la perméthrine en Algérie, nous avons opté
pour la technique de référence soit le séquencage automatique par la méthode de Sanger pour
la recherche et la caractérisation de cette résistance. Cette technique permet de déterminer le
génotype des poux humains a chaque site de mutation, elle est particulierement utile pour
comprendre la dynamique de la résistance (kdr) de la population des poux a un stade précoce,

du moment qu’elle est capable de détecter les individus hétérozygotes.

La recherche des trois polymorphismes cibles a été réalisée avec succes sur la totalité des
spécimens de poux testés (10 échantillons de poux d’élevages et 105 échantillons de poux de
corps et de poux de téte d’ Algérie). Pour cela, plusieurs tests ont été nécessaires. Cette technique
S’est révélée étre d’une grande fiabilité dans la détection et la caractérisation de la résistance

allélique a la perméthrine chez les poux.

Les résultats de notre étude nous ont permis d’avoir un apercu sur le support de la résistance
moléculaire a la perméthrine chez les poux humains ainsi que sa prévalence. Sur la région de
908 pb ciblée, aucune différence génotypique n’a été relevée entre le pou de téte (P. h. capitis)
et le pou de corps (P. h. humanus). Le mécanisme de la résistance semble bien étre supporté
par les trois mutations décrites auparavant par plusieurs études chez les deux écotypes (Clark,
2010; Drali et al., 2012). Chez les poux de corps des SDF ainsi que chez les poux de téte des
enfants scolarisés en Algérie, contrairement aux poux de corps éleveé sur lapin au laboratoire,
une multitude d’haplotypes différents a été caractérisée sans pour autant rencontrer 1’haplotype
sauvage (SSS) au sein des deux populations des poux d’Algérie. Cette hétérogénéité suggere
que ces derniers ont été soumis a une pression de sélection due probablement a des contacts
antérieurs avec la perméthrine ou peut-étre a travers le traitement des poux par cette molécule.
En effet, les mutations M8151, T9171 et L920F étaient fortement présentes a 1’état homozygote
(RRR) chez 89 des poux humains d’ Algérie (84.76%) dont 11/15 poux de corps avec 7/11 poux
infectés d’agents pathogeénes (B. quintana, C. burnetii et Acinetobacter spp.) et 78/90 poux de
téte avec 24/78 poux infectés d’agents pathogenes (B. quintana, C. burnetii et Acinetobacter
spp.) (Tab. 14). Ces mutations étaient faiblement présentes a 1’état hétérozygote (HHH) chez
9/15 des poux de corps (8.57%) dont 4/15 poux infectés d’agents pathogéne (A.
phagocytophilum et Acinetobacter spp.) et chez et 5/90 poux de téte infectés d’agents pathogene
(B. quintana, B. recurrentis et Acinetobacter spp.). Enfin, nous avons détecté 1’haplotype
(HRR) chez 7/90 poux de téte (6.66%), dont 5/7 poux infectés d’agents pathogéne (B. quintana,
B. recurrentis et Acinetobacter spp.).

L’analyse des poux humains collectés en Algérie démontre I’hétérogénéité génétique des
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populations des poux collectées chez les SDF et les enfants scolarisés. En effet, pas moins de
trois haplotypes différents ont été recensés. Nos résultats sont en concordance avec des résultats
d’études menée auparavant ou une analyse des poux humains collectés chez une population au
niveau des foyers SDF a Marseille a révélé 1’existence de huit haplotypes différents recensés
sur des poux collectés une seule personne SDF (Drali et al., 2012). Cette hétérogénéité pourrait
trouver une explication dans I’infestation interhumaine via la literie, ajouter a cela les conditions
de promiscuité dans lesquelles vivent les SDF (Benkouiten et al., 2014; Drali et al., 2012).
L’ hétérogénéité a ét¢ ¢galement observée chez différentes population de poux de téte analysés
a travers le monde entier (Clark et al., 2013 ; Yoon et al., 2014 ; Toloza et al., 2014 ; Gellatly
etal., 2016).

Nous remarquons également la présence de la mutation T9171 méme a 1’état hétérozygote
dans tous nos échantillons ; ce qui est en concordance avec I’étude menée auparavant sur les
poux de corps attestant que seule la présence de cette mutation méme en état d’hétérozygote
permet tout autant aux poux de corps de résister a I’effet knock down (kdr) a la perméthrine
(Drali et al., 2012).

Ces résultats nous laissent déduire que la résistance des poux humains collectés en Algérie
analysés dans cette étude s’avere bien installée avec une prévalence qui s’éléve a 84,76%. La
présence du génotype hétérozygote (HHH) et (HRR) chez la population testée montre que la
population des poux subit une pression de sélection suite a une utilisation intensive de la
perméthrine. La perméthrine est un insecticide d’une production mondialisée introduit dans le
marché algérien comme un moyen de lutte biochimique contre les poux de téte. Comme il a été
mentionné auparavant, plusieurs auteurs ont rapporté que la résistance de Pediculus humanus
capitis a la perméthrine a conféré une résistance croisee aux DDT et aux pyréthrinoides
puisqu’ils possédent le méme mode d’action (Picollo et al., 2000 ; Cueto et al., 2002 ; Durand
etal., 2012).

I11.5. Conclusions et perspectives

Le présent travail révele pour la premiére fois I’¢tude des geénes de résistances des poux
humains a la perméthrine en Algérie. Cette étude nous a permis d’une part, de détecter ainsi
d’évaluer la prévalence des mutations conférant la résistance des poux et d’autre part, de vérifier

la sélection possible de la résistance moléculaire a la perméthrine.

Dans cette étude, nous avons pu clairement identifier la présence des mutations conférant la
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résistance génétique des poux humains et par conséquent de supposer que le développement de
la résistance des poux humains a la perméthrine a eu lieu en Algérie comme dans la plupart des
pays d’Europe et d’Amérique. Bien que le nombre d’échantillons soient restreints, les résultats
de nos travaux confirment la présence d’un mécanisme moléculaire qui gére cette résistance

chez les poux humains en Algérie.

La surveillance de la résistance des poux aux insecticides reste une priorité primordiale, car
ces derniers sont vecteurs d’agents pathogénes bactériens dangereux pour I’Homme, comme il
a été rapporté dans notre étude ou nous avons pu détecter la présence de la résistance kdr chez
des poux avec un génotype homozygote résistant (RRR) infectés par B. quintana, C. burnetii et
Acinetobacter spp. ainsi que chez des poux avec un statut génotypique hétérozygote (HRR) et

(HHH) infecté par B. quintana, B. recurrentis, C. burnetii, A. phagocytophilum et Acinetobacter

Spp.

Il est nécessaire d’utiliser les insecticides avec prudence et de mettre un programme de
surveillance de ces résistances. La technique de génotypage est utilisées comme outil de
surveillance alternative pour la résistance permettent méme la détermination de la fréquence
allélique de la résistance chez les populations des poux et ainsi d’anticiper sur un éventuel échec
thérapeutique qui de fait remettrait en question la stratégie d’éradication des poux par la

perméthrine (Drali et al., 2012).
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Les études portant sur les maladies infectieuses a transmission vectorielle circulants au sein
de la population humaines sont le facteur clé afin de mieux comprendre et établir les
programmes de lutte contre ces dernic¢res. C’est dans cette optique que nous avons mené nos
travaux de théses qui portent sur les recherches phylogénétiques, épidémiologiques et I’étude
des mécanismes de résistances des poux humains aux insecticides en Algérie. Ces travaux de
recherches s’inscrivent dans le cadre de notre formation doctorale « Ecologie des systémes
vectoriels », dont notre sujet de these qui porte sur « Génes de Résistance de Poux Humains et
Détection des Agents pathogénes en Algérie ».

A travers les résultats obtenus au cours de cette thése, nous avons pu, pour la premiére fois
en Algérie, approfondir et enrichir des connaissances préalables sur le statut génétique, les
agents pathogénes associés aux poux humains ainsi que les mutations génétiques conférant a

ces derniers la résistance a la perméthrine. .

Dans le cadre de notre travail, nous avons mene de larges enquétes épidémiologiques sur
terrain ou nous avons pu collecter un nombre de spécimens important de poux humains chez
différentes population en Algérie. En effet, nous avons collecté des poux de corps chez la
population des SDF et les poux de téte chez la population de réfugiés Nigériens ainsi que chez
les enfants scolarisés d’ Algérie.

Dans un premier temps, nous avons étudié génétiqguement et épidémiologiquement lespoux

humains collectés ; nous avons donc mené trois différentes grandes études.

Dans la premiére étude, nous avons mis en évidence pour la premiere fois, a notre
connaissance, 1’existence de I’ADN de B. quintana, C. burnetii, A. phagocytophilum et
différentes especes d’Acinetobacter chez les poux de corps appartenant au clade A collectés
chez une population des SDF dans trois localités (Alger, Tizi Ouzou et Boumerdes) au nord de
1’ Algérie. Dans la seconde étude, nous avons mis en évidence pour la premiéere fois, I’existence
du clade mitochondrial E avec la caractérisation de 4 nouveaux haplotypes chez les poux de
téte collectés chez la population des réfugiés Nigériens dans un camp de réfugiés a Bab Ezzouar,
Alger. Nous avons également rapporté la détection des agents pathogéne bactériens : C. burnetii
et A. baumannii chez ces poux de téte. Et enfin, dans notre troisiéme étude, nous avons effectuée
une large collecte de poux de téte chez les enfants scolarisés dans 76 écoles appartenant a 45
communes dans 14 wilayas en Algérie ou nous rapportons pour la premiére fois également, a
notre connaissance, la présence de I’ADN de B. quintana, B. recurrentis et différents espece
d’Acinetobacter dans les poux de téte, appartenant aux clades A et B avec la caractérisation de

2 nouveaux haplotypes.
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Ces resultats mettent en évidence le fait que les poux humains peuvent avoir la capacité et
I'omniprésence a héberger et/ou a transmettre un large spectre d’agents pathogeénes qu'on ne le
pensait auparavant. Une étude plus approfondie sur les pathogenes bactériens transmis par les
poux seraient nécessaires pour mieux comprendre la spécificité de ces derniers aux différents
agents bactériens. A 1’avenir et dans le cadre de ce projet, il serait intéressant de poursuivre les
travaux réalisés sur les poux humains de d’autres wilayas d’Algérie et plus particulierement
ceux du sud d’Algérie afin d’évaluer le statut génétique et les différents facteurs de risque de
transmission des agents pathogénes pour une meilleur connaissance des agents pathogénes
circulant émergents et ré-émergeants dans 1’environnement afin d’établir des programmes de

prévention.

Dans un second temps, nous avions pour objectif de déterminé les mutations conférant aux
genes la résistance des poux aux insecticides. Aucune donnée de résistance des poux humains
a la perméthrine n’a été documentée en Algérie. Dans notre étude, nous rapportons donc pour
la premiere fois, la détection et la détermination des mutations génétiques conférant aux génes
la résistance des poux a la perméthrine, un insecticide tres utilisés dans le monde entier pour la
lutte anti-poux. En utilisant le séquencage automatique par la méthode de Sanger (technique de
référence), nos résultats ont montré malgré 1’échantillonnage restreint que la résistance des

poux humains d’Algérie a la perméthrine s’est bien installé en Algérie.

Ce travail nous méne aux perspectives de la surveillance de la fréquence allélique des
mutations conférant la résistance des poux humains en Algérie en testant un large spectre
d’¢échantillons collectés dans tous les wilayas du pays ou notre collection déja préte a 1’essai
afin d’établir une carte géographique de 1’ Algérie montrant la prévalence de la résistance kdr
a la perméthrine comme établi précédemment dans plusieurs pays dans le monde entier. Dans
les perspectives de cette étude, nous voudrions opter pour la technique de qPCR utilisant des
sondes d’hybridation FRET pour la recherche et la caractérisation de cette résistance. Cette
technique permet de déterminer le génotype des poux humains a chaque site de mutation, elle
est particulierement utile pour comprendre la dynamique des populations de poux humains a
un stade précoce, du moment qu’elle est capable de détecter les individus hétérozygotes. Elle
est bien adaptée et répond parfaitement aux criteres de rapidité que nous recherchions. Elle
permet le génotypage de 96 échantillons a la fois en un peu plus d’une heure (75 minutes) pour
chaque mutation, ce qui la rend tout a fait compatible pour 1’analyse d’un grand nombre

d’échantillons lors des enquétes épidémiologiques (Drali et al., 2012).
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Résumé

Les poux humains (Phthiraptera: Anoplura) sont des ectoparasites hématophages
obligatoires. L’espéce Pediculus humanus parasitant I’Homme présente une préoccupation
majeure de santé publique et comprend deux écotypes : le pou de téte (Pediculus humanus
capitis) et le pou de corps (Pediculus humanus humanus). Dans le cadre de cette thése de
doctorat, nous avons pour objectifs d’apporter notre contribution dans le domaine de la
recherche et I’enrichissement des connaissances scientifiques sur les poux humains par 1’étude
phylogénétique, épidémiologique et les genes de résistances des poux a la perméthrine en
Algérie en utilisant les outils moléculaires. Ainsi, nous rapportons pour la premiére fois en
Algérie, a notre connaissance, 1’existence de I’ADN de multiples agents pathogénes, a savoir :
B. quintana, B. recurrentis, C. burnetii, A. phagocytophilum et différentes especes
d’Acinetobacter chez les poux humains appartenant a différents clades et haplotypes
mitochondriaux collectés chez la population des SDF, les réfugiés Nigériens et les enfants
scolarisés en Algérie. Nous rapportons également pour la premiere fois la détection et la
détermination des mutations génétiques conférant aux genes la résistance des poux a la
perméthrine en Algérie.

Mots-clés: Poux humains, Pediculus humanus humanus, Pediculus humanus capitis,

phylogénie, épidémiologie, genes de résistance, outils moléculaire, Algérie.

Abstract

Human lice (Phthiraptera: Anoplura) are obligate blood sucking ectoparasites. Pediculus

humanus is of great concern to public health and includes two ecotypes: the head louse
(Pediculus humanus capitis) and the body louse (Pediculus humanus humanus). The aim of our
thesis work is to contribute in the field of research and the enrichment of scientific knowledge
about human lice by phylogenetic studies, investigation about louse-borne pathogens and the
detection and monitoring of the molecular resistance of human lice to permethrin in Algeria.
Thus, based on molecular tools, we report for the first time to our knowledge, the presence of
the DNA of multiple pathogens, namely: B. quintana, B. recurrentis, C. burnetii, A.
phagocytophilum and different species of Acinetobacter in human lice belonging to different
mitochondrial clades and haplotypes in Algeria. We also report for the first time the detection
and determination of genetic mutations conferring genes resistance of lice to permethrin in

Algeria using automatic sequencing by the method of Sanger.

Keywords: Human lice, Pediculus humanus humanus, Pediculus humanus capitis, genotyping,

phylogeny, epidemiology, resistance genes, molecular tools, Algeria.




