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Résumé

L’ Aspergillose est une infection fongique causee par certaines formes de champignons
pathogenes, le plus fréquent est Aspergillus fumigatus. Elle affecte principalement les
volailles.

L’objectif de cette étude est de mieux connaitre cette maladie, des recherches
bibliographiques ont été effectuées sur tout ce qui concerne cette infection, un premier
chapitre parle sur la mycologie générale et les principales moisissures et champignons ensuite
un deuxieme chapitre aborde Aspergillus Fumigatus, et son importance economique et
sanitaire au sein des élevages avicoles ainsi le cycle évolutif, pathogénie, signes cliniques et
Iésions, diagnostic de 1’aspergillose.

Enfin un troisiéme chapitre qui entame les antifongiques et les résistances aux antifongiques
ainsi que toutes les molécules utilisées et leur mode d’action et aussi leur résistance.

Mots clés : I’ Aspergillose aviaire ; Aspergillus fumigatus ; antifongiques
Abstract :

Aspergillosis is a fungal infection caused by certain forms of pathogenic fungi, the most
common being Aspergillus fumigatus. It mainly affects poultry.

The objective of this study is to better understand this disease, bibliographical research has
been carried out on everything related to this infection, a first chapter discusses the general
mycology and the main moulds and fungi then a second chapter discusses Aspergillus
Fumigatus, and its economic and sanitary importance in poultry farms and the evolutionary
cycle, pathogenesis, clinical signs and lesions, diagnosis of aspergillosis.

Finally, a third chapter which discusses antifungals and resistance to antifungals as well as all
the molecules used and their mode of action and also their resistance.

Key words: Aspergillosis; Aspergillus fumigatus; antifungals
oildll

S hs onsilase st Gaslin ) oa Lo el Y15 el kil (mas e Aaili Ak g e 5 ke 8 Gusbia el ol
Oalsall e Ll

\J@.\MLAJSJPM\)L)A.\JQ}M iuﬁ‘)_;iﬁ)su'a‘).d\ Jaa dﬁ&h}u\wﬂg}d\ﬁy}khbﬂ\a&wqy\
(o silaga st Oashin ¥l e a8 Jaad 2 ¢ il phadll 5 sl 5 Aalal) kil dle e Gty Jol Juad ¢ Al
ey ¢ Ayl (el cpal eVl s kil 550 Ge Saad (a5l g ) e JAka dsaall g AalaBY) il
o=l

Lia) 5 Aadiivaall il al) s ) Aol el phadl) Clalimay il kil Clalime daglie e iy Gl Juad Tl
Lagladl 5 Jaall 45y 5k

il hadl) Claliaa ;s silasash e shin el 5 Gasbin ) 1 Lalisdl LK)



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Classification générale des champignons. (CHABASSE, 2001)

Figure 2 : Classification des Zygomycetes (HERBRECHT et al, 1999)

Figure 3 : Classification des Deutéromycetes (CONTET-AUDONNEAU et al, 1998)
Figure 4 : Otis tarda (Chudy, 2008)

Figure 5 : Corvus monedula( Hamilton, 2007)
Figure 6 : Hiérarchisation des 23 maladies les plus importantes chez les volailles, (I’ANSES, 2012)

Figure7: Facteurs influengant la qualité de la litiére et I’apparition de la maladie

Figure8 : (Eufs infectés par A.fumigatus. (American Association of avian Pathologists)

Figure 9 : Aspect macroscopique de la membrane chorioallantoidienne d’oeufsembryonnés,
infectés au 10éme jour d’incubation avec 10? conidies d’ Aspergillus fumigatus (JACOBSEN et al,
2010)

Figure 10 : Récapitulatif des différents mécanismes impliqués dans la pathogénie de ’aspergillose

des oiseaux (Rhiliouch Julia, Paris, 2013)

Figure 11: Forme aigué de I'aspergillose, pneumonie fibrino-séreuse, exsudat fibrineux coagulé

obturant la trachée et les bronches, prés de la bifurcation (I DINEV-Ceva Santé Animale)

Figure 12: Aspergillose (pneumonie des couvoirs). Difficultés respiratoires (dyspnée) (I DINEV-
Ceva Santé Animale)

Figure 13: Aspergillose pulmonaire. Multiples nodules denses de couleur gris blanchétre ou
jaunatre. (I DINEV-Ceva Santé Animale)

Figure 14 & 15: Nodules aspergillaires caseeux dans les sacs aériens. (LDA22 LABORATOIRE
DE DEVELOPPEMENT ET D'ANALYSES, HJ BARNES)

Figure 16 : Conidie d’aspergillus spp. (Coloration bleu de méthyléne x300) (AAAP : American

Association of avianPathologists)
Figure 17 : L’aspergillose peut étre confirmee par I'examen microscopique des lésions.

Spores (fleche a) et hyphes (fleche b) de la moisissure. (I DINEV-Ceva Santé Animale)



Figure 18 : Nodules aspergillaires sur les poumons de dinde (KUNKLE, 2003) (d’aprés

Peckman)

Figure 19 : Lésion diffuse d’aspergillose chez un goéland argenté (Larusargentatus) Poumons et

sacs aériens recouverts d’un matériel caséeux blanchatre avec de la moisissure grisatre, suggerant

une sporulation fongique. (CACCIUTTOLO et al, 2009)

Figure 20 : Lésion osseuse et médullaire, section longitudinale d’une colonne vertébrale de poulets.
Ostéite au niveau du corps vertébral associée a une compression médullaire (VAN VEEN et al,
1999)

Figure 21 : Methode du drapeau, (Najoui Salah Eddine, CHU OUJDA, 2017)

Figure 22: Critéres d’identification des principales espéces d’aspergillus (CHERMETTE ,
BUSSIERAS , 1993)

Figure 23 : A, B Coloration Hématéine-Eosine-Safran (HES) (A) et a I’acide périodique Schiff
(PAS) (B) de coupes histologiques de poumons de dindonneaux. Les filaments fongiques

apparaissent en rose (A) ou en mauve (B), (Melloul, 2015)

Figure 24 : Structure imidazole (OEHHA, 2011)

Figure 25 :  structure Triazole (OEHHA, 2011)

Figure 26 : Dérivés azolés - Antifongiques (VAN BAMBEKE, 2011-2012)

Figure 27 : Mécanisme d’action des azolés - Advances in synthetic approach to and antifungal
activity of triazoles (DENIS B, 2010)



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 : espéces aviaires chez lesquelles des cas d’aspergillose sont fréquemment observés (d’apres

CHERMETTE, BUSSIERAS,1993 ; JONES, OROSZ, 2000 ; REDIG, 1993).

Tableau 2 : posologies des molécules les plus frequemment utilisées pour le traitement de

I’aspergillose aviaire (posologies pour Psittacus erithacus erithacus) (OROSZ, 2000)



LISTE DES ABREVIATIONS ET SYMBOLES

$ : Dollar Américain

% : Pourcent

< Inferieur

> : Supérieur

° C: Degré Celsius

ABC: ATP Binding Cassette

ADN : L'acide désoxyribonucléique

Al: Aspergillose Invasive

ALB1: albino 1

ARP1: aspergillus reddish pink 1

ATP: Adénosine-TriphosPhate
C.albicans: Candida albicans

CAM: Chorioallantoic membrane (Membrane Chorioallantoidienne)
CGRA : Le géne qui code pour la protéine qui détermine la virulence de I'aspergillus
fumigatus

cm: centimeétre

CMI: Concentration minimale inhibitrice
CO2 : Dioxyde de carbone

EPAF: Effet post antifongique

EPPH: Effet de premier passage hépatique
g: Gramme

GMQ: Gain moyen quotidien

h: Heure

HES : Hémateine Eosine Safran

KDa : Kilo Dalton

Kg : Kilogramme

KOH: Hydroxyde de potassium

L: litre

m2: métre carré

MFS: Major Facilitator Superfamily

mg: milligramme

min: Minutes

mL: Millilitre

mm: Millimeétre



NH3: Gaz de I'ammoniac

OH: Hydroxyle

PAS: Periodic Acid Schiff (Acide Périodique Schiff)
pH: Potentiel hydrogéne

P1 : Post Infection

spp : Est une abréviation qui signifie "plusieurs éspéces”
a: alpha

pum: micrometre



SOMMAIRE
INTRODUCGCTION. L. e e 1

% PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE
e CHAPITRE1: MYCOLOGIE GENERALE

1- INTRODUGCTION. ...ttt b et n e e s ne e nn e e snn e e nneesnreeneens 2
2- DEFINITIONS, CHAMPIGNONS, ET MYCOSES. ... ..o, 2
3-POUVOIR PATHOGENE. ... e 2
4-CLASSIFICATION DES CHAMPIGNONS D’INTERET GENERAL........................... 3
- T AXON OMIE. ... 3
5-1- Les MastigomyCOLINA. .......ouitit it et e e e, 4
5-2- LS ZYQOMYCOTINGA. ...ttt et et e e e e et e 4
5-3- LeS ASCOMYCOTINA ..uvetitit it ettt et et et e et e et e e et e e neens 5
5-4- Les BasSidiOMYCOTING ...ttt e 5
5-5- Les Deuteromycotina (champignons imparfaits ou Fungiimperfecti) ................... 6
6- PRINCIPALESMOISISSURES D’INTERET MEDICAL .............ooooiiiiiiiiiiiie, 7
B-1- LES MUCOKAIES ... 7
B-2- LeS ASPErgillUs ... 7
6-3- Les autres mucenidés ou hyalohyphomycetes ................ooiiiiiiiiiiiiiiiee, 7
6-4- Les dematies (ou phaeohyphomycetes et les coelomycetes) ............cooeveviinininnn.. 8
. CHAPITRE 2 : ASPERGILLOSE AVIAIRE
1- INTRODUCT ION Lo e e 9
2- HISTORIQUE ..o e e, 9
- DEFINITION Lo e 10



e e T oTo] 0 (o]0 4 o [0 [ O PTRPR 10

A-2- SANTTAITE ...t 11

- ETIOLOGIE ... 12
6- EPIDEMIOLOGIE ... o 12
6-1- Facteurs pPrediSpoSants ... ......ouinii it 12
6-1-1- ESPeces affeCtes ..o, 12

125 AGE e, 13

B-1-3- Etat de Sante ... ... 13

B-1-4- ThEraPEULIGUES ... vttt e e e e e e 13

6-2- FaCteurs faVOTISANTS ... ... 14
B-2-1- TEMPAIATUNE ..ot 14

B-2-2- DENSITE ... 14

B-2-3- HUMIAITE ... 14

6-2-4- VENTIlAtioN ... 14

6-3- Facteurs de VIFUIBNCE ... 16
6-3-1- FaCteurs PRYSIQUES ... vt 16

6-3-1-1- ADNBSINES ... 16

6-3-1-2- PIgments deS SPOFES ......veineetitie et et 17

6-3-1-3- ENZYMES ..o e 17

7- SOURCE ET MODE DE CONTAMINATION ..., 17
7-1- Source de contaminNAatioN ............oiiieiti e 17

7-2- Mode de contamination ...........o.oiuiuiiiti e 18
7-2-1-V0I€ @EITEIME ...ttt 18



8- PATHOGENIE ... 22

0- ASPECT CLINIQUE ... e 24
O-1- L’spergillose aiGUE ............ooiiiiiii i 24

9-2- L’aspergillose chronique .................oii i, 25

10- ASPECT LESIONNEL ...t e 25
10-1- LESIONS MACKOSCOPIGUES .. vnvietent ettt et et et et et et e e et et e et e e eneans 25

10-2- ASPECE MICFOSCOPIGUE .. .onuttit ettt et et et ettt et et e e et et e e et et 27

11- DIAGN O ST C .. e e 28
11-1- DIagnoStiC CHINIQUE ... .ot e e e, 28

11-2- DIiagnostic 1ESioNNel ... ... 28

11-3- Diagnostic différentiel ... 31
11-4-Diagnostic de 1aboratoire ...........oooiiiniii e 31
11-4-1- Isolement et identification ...............ooiiiiiiii e 31

11-4-2- ColOration ......oueie i 32

11-4-3- 1dentifiCation ..........o.iiii i 33

11-4-4- Préparation histopathologique .............ccoooiiiiiiiii e, 34

12- TRAI T EMEN T L e 34
13- PROPHY LA XIE .. e 37

e CHAPITRE 3 : ANTIFONGIQUES ET LES RESISTANCES AUX

ANTIFONGIQUES
1- INTRODUCTION ..ottt e e 39
2- LES MOLECULES. ... e e e 39
2-1- LS AZOIES ..o 39

N N ] o g U (o1 11 ] ¢ TN 39



2-2- Les autres classes d’antifongiques ... 41

2-2-1- LeS POIYENES ..t 41

2-2-2- ECNINOCANTINES ...ttt 41

2-2-3- La CaspofUNQINe .. ..o 42

2-2-4- Les fluoro-pyrimidines ... 42

2-2-5- Lesallylamings ...... ..o 42

S-MODE D’ ACTION ... e e e e e e aee e 42
4- MODE DE RESISTANCE ... e 44
4-1- Systeme d’effluX ... 44

4-2- Superproduction de la cible CYP51 codée par legene ERG11 ......................... 45

4-3- Modification de la cible : Diminution de I’affinité pour I’azolé ........................ 45

4-4- Blocage de la voie de biosynthese de I’ergostérol ....................................l. 45

4-5- Autres Formes de FSISTANCES .........einie e 45

O CONCLUSION . L. e 45



INTRODUCTION



mTRODUCTION

L’ Aspergillose aviaire est une maladie fongique qui touche essentiellement le poulet et la dinde,
elle est causée par un champignon opportuniste du genre Aspergillus, elle est responsable d’une
perte de production considérable (ADJOU, 2009).

Depuis les années 80, la consommation mondiale de viande de volailles a subi une forte
progression, car elle constitue une source non negligeable de protéines animales a moindre prix. Il
s’agit de la deuxieme viande consommée dans le monde, et d’ici 2030, la position de la viande

blanche devrait se consolider pour prendre la premiére place a terme (Sergent, 2007).

Malheureusement, la maitrise de cette discipline en Algérie reste encore insuffisante surtout au
niveau du volet pathologique dans lequel I’aspergillose aviaire parmi d’autres pathologies constitue

un obstacle patent freinant son épanouissement.

Ce travail est divisé en trois chapitres distincts qui ont pour objectif de présenter cette affection et

d’évaluer son importance au sein des élevages avicoles.
Dans le premier chapitre :

Nous avons abordé la mycologie générale, les principales moisissures et champignons et les classer

selon leur regne, phylum, classe, famille et genre.
Dans le deuxieme chapitre :

Nous avons parlé du champignon Aspergillus Fumigatus, et son importance économique et sanitaire
au sein des €levages avicoles et surtout, expliquer les facteurs qui, au cceur méme des élevages de
volaille favorisent le développement de cet agent pathogene, et aussi les principaux modes de

contamination.
Le dernier chapitre :

A été consacré exclusivement aux antifongiques, les molécules utilisées et leur mode d’action, ainsi

que leurs résistances.
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1- INTRODUCTION

Les champignons ont plus d'un intérét pour la médecine. Le fait que certains gros champignons
soient toxiques est connu depuis I'Antiquité. En revanche, le role des champignons microscopiques
en pathologie est une connaissance récente. Le but exact de la mycologie parasitaire est d'étudier
tous les champignons qui peuvent vivre aux dépens d'autres animaux et plantes, que ce soit dans
tout leur cycle évolutif, ou dans le cas des champignons saprophytes, par exemple, pour trouver des

conditions de vie favorables dans I'organisme. (BRUMPT, 1949)
2- DEFINITIONS, CHAMPIGNONS ET MYCOSES

Les champignons (mycétes) sont des eucaryotes uni ou multicellulaires, incluant des especes
macroscopiques et d’autres microscopiques filamenteuses ou levuriforme. Dans le monde entier, ils
jouent un réle essentiel dans le recyclage de la matiére organique en absorbant I'énergie des sources
externes de carbone (hétérotrophes). Les grandes moisissures sont visibles a l'ceil nu a cause de
leurs carpophores (organes génitaux) dans le sol a certaines saisons et ne sont généralement pas un
vecteur d'infections fongiques. Par contre, les micromycétes peuvent étre la source d'infections
humaines parfois terribles (BADILLET et al, 1987).

Dans certains cas, celle-ci devient visible dans notre environnement, c'est ce qu'on appelle
communément la «moisissure», véritables agglomérats de filaments mycéliens et d’organes
fructiferes, recouvrant divers substrats (fruits ou plantes pourris). , Vieux murs, papier peint, etc.),
et capables de produire en masse des spores extraordinaires. L'interaction entre les champignons et
les espéces animales et végétales va du saprophytisme au parasitisme, en passant parfois par le
commensalisme, ou encore participent a des phénomeénes symbiotiques. Elle peut co-évoluer avec

les plantes d’une part, et les animaux, d'autre part (BADILLET et al, 1987).
3- POUVOIR PATHOGENE

La pathogénicité des champignons peut s'exprimer de plusieurs maniéres: la production de toxines,
qui peuvent étre a l'origine d'une intoxication alimentaire (mycotoxicose), en raison de
I'accumulation de ces toxines dans les plantes et de la consommation humaine ou animale. Le
développement des champignons chez I'homme ou I'animal est different (colonisation, invasion,
dissémination). Ce parasitisme est a I'origine d'une maladie appelée infection a levures (produite par
des champignons) (CHABASSE et al, 2002).
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4- CLASSIFICATION DES CHAMPIGNONS D’INTERET GENERAL

Le regne des champignons est composé de diverses divisions, qui sont subdivisés en plusieurs
classes. Il s'agit notamment des ordres qui réunissent les familles. Le suffixe "mycotina™ est attribué
aux divisions, et "mycetes" est attribué pour les classes. Le suffixe "ale" est utilisé pour spécifier les
ordres, "aceae™ est utilisé pour les familles et enfin "adeae" est utilisé pour les sous-familles. Une
famille est composée de genres qui englobent des espéeces, et celles-ci peuvent étre subdivisees en
variétés. Le nom de chaque champignon suit la nomenclature binomiale (genre et espéce) énoncee
par Carl Von Linné au 18eme siécle. (CHABASSE, 2001). L'identification des champignons est de

nature morphologique. Les micromycetes peuvent parfois apparaitre sous différentes formes:

» Une forme sexuée ou téléomorphe,

» Une forme asexuée ou anamorphe,

Remarque:

Lorsque plusieurs aspects de la forme asexuée coexistent, on parle de synanamorphes. Lorsque des
especes fongiques existent dans la méme culture sous des formes sexuées et asexuées, on parle
d’holomorphe. En pratique, lorsqu'un champignon est trouvé en culture, il portera le nom de la
forme isolée. S'il existe deux formes (anamorphe et téléomorphe) en méme temps, le nom de la

forme sexuée sera sélectionné en premier. (CAMPBELL et al, 1996)

5- TAXONOMIE

La classification de Hawksworth, Sutton et Ainsworth (1970) modifiée par Kwon Chung et Bennett
(1992), puis par de Hoog (1995), est la plus utilisée actuellement (Figure 1).
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Champignons Champignons
inférieurs supérieurs

Deuteromycotina®
(champignons imparfaits)

Chytridiomycotina | | Basidiomycotina

Champignons

Ascomycotina

Lygomycotina

A4

Oomycotina®#*

/ Figure 1 : Classification générale des champignons.
* Champignons connus seulement par leur stade asexue, en attente de classification.

** Actuellement les especes issues de cette division ne sont plus classées parmi les champignons
vrais (CHABASSE, 2001)

\_

/

5-1-  Les mastigomycotina

Les mastigomycotina rarement impliqués dans la pathologie humaine, sont divisés en deux classes :

les Chytridiomycétes et les Oomycetes.
5-2-  Les zygomycotina

Cette division est caractérisée par la production de spores sexueées appelées zygospores, qui
contiennent de nombreux agents pathogénes: les Mucorales, agents des mucormycoses et les
Entomophthorales, agents des entomophthoromycoses (Figure 2). Ces derniers, avec les
Mastigomycotina, sont considérés comme des champignons de qualité inférieure. Leurs deux
caractéristiques sont différentes des autres champignons dits “supérieurs”(Ascomycotina et
Basidiomycotina): le mycélium végétatif est plus large, souvent dilaté, peu ou pas cloisonné et la

reproduction asexuée est dite endogéne.
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Régne CHAMPIGNONS
Phylum Zygomycotina
Classe Lygomycetes
|
[ I
Ordre Mucorales Entomophthorales
|
Famille Mucoraceae Cunninghamellaceae

Syncephalastraceae
Saksenaceae

Genre Mucor sp.®
Absidia sp.*
Rhizopus sp.*
Rhizomucor sp.*

Figure 2 : Classification des Zygomycetes.
(HERBRECHT et al, 1999)

5-3- Les ascomycotina

Pathogénes pour I’homme (levure ascorporées, champignons filamenteux, comme Aspergillus,
dermatophytes, etc.), les spores produites par reproduction sexuée (appelées ascospores) sont
produites de maniere endogene dans des sacs appelés asques. Ces asques, qui sont généralement
octosporés, seront libres ou produits dans un organe protecteur de forme variable appelé fruit
ascoscarpe (SAINT-GERMAIN et al, 1996)

5-4-  Les basidiomycotina

Ils se caracterisent par la production de spores sexuées (appelées basidiospores) formées par
bourgeonnement au sommet de cellules allongees, les basides. La plupart des basidiomycétes sont
des saprophytes environnementaux ou parfois des phytopathogénes, mais ils sont rarement
impliqués dans la pathologie humaine (SAINT-GERMAIN et al, 1996)
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5-5-  Les deuteromycotina (champignons imparfaits ou fungiimperfecti)

Dans cette division, ces espéces d'intérét médical sont les plus importantes. Cet ensemble est trés
hétérogene et couvre toutes les espéces qui se reproduisent de maniere asexuée. Sur la base des
derniéres données de microscopie électronique et de biologie moléculaire, grace a la comparaison
des sequences d'ADN ribosomique, une relation forte peut étre établie avec de nombreux
ascomycetes ou basidiomycetes. En fait, il est utile de maintenir cette division car de hombreuses

espéces n'expriment pas leur reproduction sexuée en culture.

Rigne CHAMPIGNONS
Phylum Deuteromycotina

{ Fupgi Imperfecii)
]

Classe Bla 'I!!II:I:' ifes Co 'Iﬂn]_!'l"!'I!':' ' L1} i
Ordre Cryptococcales Moniliales
I 1
Moniliaceae Dematiaceas
Famills (hyalohyphomycites)  (phagohyphomycétes)
¥ L J l i
Cenre Candida sp. Natirassia sp.  Acremonium sp_* Alternaria sp.*
Cryplococcus sp. Phoma sp.* Aspergillus sp.* Aureobasidium sp.*®
Malassezia sp. Beauveria sp.* Bipolaris sp.*
Trichosporon sp. Chryvsosporinm sp.*® Cladosporiwm sp.*
Cvlindrocarpom sp. Curvalaria sp.*
Fusarium sp.*® Exophiala sp.*
Onychocola sp.* Phialophora sp.*
Paecilomyces sp.* Scvtalidium sp.*
Penicillium sp.® Ulecladium sp.*

Scedosporiam sp.*
Scopulariopsis sp.*
Sevialidium sp.*
Trichoderma sp.*

~

4 Figure 3 : Classification des Deutéromycetes.

Seuls les genres marqués d’un astérisque seront abordés dans cet ouvrage.

(CONTET-AUDONNEAU et al, 1998)

N /
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6- PRINCIPALES MOISISSURES D’INTERET MEDICAL

Cette partie resume les principaux genres et types de moisissures qui peuvent étre incriminés au

cours du processus pathologique et seront résolus successivement:

e les Mucorales
o les Aspergillus

e les autres Mucédinés, les Dématiés et les Coelomycétes
(KWON-CHUNG et al, 1992)
6-1- Les mucorales

Ce sont des champignons trés répandus dans le monde. Saprophytes du sol ou ils se nourrissent a
partir de végétaux, des céréales ou des excréments, ils contaminent fréquemment les denrées

alimentaires (fruits, 1égumes, ...). Certaines espéces sont pathogénes de plantes.
Genres présentés :
Absidiasp, Mucor sp, Rhizomucorsp... (FINGEROTH et al, 1999)

6-2- Les aspergillus

Les Aspergillus sont des champignons cosmopolites, trés répandus dans le milieu extérieur,
ubiquistes : on les rencontre aussi bien en milieu rural (silos a grains, foin, paille...) qu’en milieu
urbain, et aussi bien a ’extérieur qu’a ’intérieur des habitations (poussieres accumulées derriere les

meubles, conduits d’aération, plantes en pots, ...).

Quelques espéces présentées :

Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger... (MORIN, 1994)
6-3- les autres mucenides ou hyalohyphomycetes

Les spores des champignons sont dispersées a partir de leur habitat naturel grace au vent, et sont

présentés dans I’air de fagon permanente.
Genres et especes présentés :

Acremoniumsp. (A. strictum), Fusariumsp, Penicillium sp... (GUARRO, 1992)
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6-4- Les dematies (ou phaeohyphomycetes et les coelomycetes)

Ce sont des moisissures issues du sol, de la terre ou de végétaux en phase de décomposition. Ils sont

parfois parasites de plantes et d’autres sont de véritables opportunistes chez I’homme.

Ils ont en commun la capacité de produire des pigments de type mélanine qui impregne la paroi des
filaments, ce qui traduit 1’aspect foncé ou noir des colonies en culture et des filaments dans les

tissus parasités.
- Genres et especes présentés :

Aureobasidiumpullulans, Bipolarissp.,Cladosporiumsp...(DIXON et al, 1991)
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1- INTRODUCTION

Les maladies fongiques ont une tres grande importance chez la volaille, elles interviennent par deux
mécanismes différents : invasion des organes et Iésions tissulaires ou bien par production de toxines
dans l’aliment qui, apres ingestion, provogquent une toxicose chez I’animal (ADJOU et
BRUGERE-PICOUX, 2015).

Alors que I’aspergillose invasive reste une infection rare chez les mammiféres, les oiseaux y’sont
particulierement susceptibles. Cette mycose est une cause majeure de morbidité et de mortalité chez
I’espéce aviaire aussi bien chez les animaux sauvages en liberté, que chez les animaux sauvages en

captivité (Fulleringer, Guillot et al, 2003).
2- HISTORIQUE

L’aspergillose a été décrite pour la premicre fois par Mayer en 1815, qui a observé 1’infection dans
les sacs aériens et les poumons d’un choucas des tours (Corvus monedula).La description
d’A.fumigatus a été faite par Frésénius en 1863 pour la premiére fois dans le poumon d’une outarde
barbue (Otis tarda).L’espéce A. fumigatus est la cause principale d’aspergillose aviaire (95% des
cas) mais aussi, d’autres espéces sont incriminées, notamment, A. flavus. Toutes les espéces
d’oiseaux, sauvages ou domestiques, jeunes ou agés, immunocompétentes ou immunodéprimées,
devraient a priori étre considérées comme potentiellement réceptifs et sensibles aux infections a
Aspergillus (Tell, 2005 ; Thomas et al, 2007 ; Arné et al, 2011 ; Olias et al, 2011).

Selon les rapports, de nombreux oiseaux sont infectés par Aspergillus, tels que les poulets, les
dindes, les canards, les oies, les autruches, les nandous, les pigeons, les cailles japonaises, les
perroquets, les canaris, les manchots, les rapaces et les passereaux (Converse, 2008; Arné et al,
2011). Actuellement, il existe environ 190 especes d'Aspergillus. Certains sont liés a I'expression du
pouvoir pathogéne chez les animaux, les plus courants étant Aspergillus fumigatus, et dans une
moindre mesure Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans, Aspergillus penicillium, Aspergillus niger
et Candida. (VAN WAEYENBERGHE et al, 2011).

[

Figure 4 : Otis tarda Figure 5 :Corvus monedula,
(Chudy, 2008) (Hamilton, 2007)
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3- DEFINITION

L’aspergillose est une affection parasitaire des volailles ainsi que d’autres oiseaux (perroquets) due

a la prolifération anormale et a la production de toxines de moisissures du groupe des aspergillus.

Les infestations par Aspergillus fumigatus et par Aspergillus glaucus sont fréequentes chez les

animaux élevés sur des litieres mal tenues et dans des locaux mal entretenus (Guérin et al, 2011).
4- IMPORTANCE ECONOMIQUE ET SANITAIRE
4-1- Economique

L'aspergillose est sans aucun doute la cause des pertes économiques dans l'industrie avicole.
Cependant, aucune analyse précise et a grande échelle n’a été réalisée en considérant 1’impact
global de cette maladie. L’estimation du cott total d’une affection n’est pas chose aisée et nécessite
de considérer un certain nombre d’indicateurs. Une premiére approche consiste a évaluer la

réduction des performances et le cotlit engendré pour mettre en ceuvre des mesures de contréle de la

maladie (PERRY et al, 1999).

Les infections parasitaires se répercutent majoritairement sur 1’ingéré alimentaire et la digestibilité
des aliments. Selon les cas, on pourra enregistrer une mortalité précoce (y compris in ovo), une
dégradation globale des performances de production, un ralentissement de croissance (dégradation
du GMQ) voire une perte de poids, une diminution de la valeur de 1’animal (non-valeur
économique), une réduction de la valeur marchande des produits (saisie totale ou partielle des
carcasses par exemple).

L’impact détaillé de nombreuses maladies affectant le secteur avicole a ainsi été étudié par les
économistes (coccidiose notamment) (WILLIAMS, 1999).

Ce n'est pas le cas de l'aspergillose. Entre 1983 et 1994, on estime que le travail effectué par
(KUNKLE ,2003) sur les fermes de I'lowa a lui seul rapporte 338 000 $ par an. Dans I'élevage de
dindes, les dépenses de santé en 2001 étaient estimées a 1,45 euro / m2 / lot, dont un tiers était
imputable au colt des antibiotiques et un quart au codt des vaccins. Dans I'etude BIDAUD publiée
en 2005, 31% des elevages appliquaient systématiquement des antiparasitaires aux dindes, et 16%
des éleveurs avaient mis des antibiotiques préventifs dans leur eau potable au départ. (BIDAUD et
al, 2005).

10
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4-2- Sanitaire

L’aspergillose est une maladie infectieuse considérée comme non contagieuse. Elle se traduit de
maniére classique par une forme aigué chez le jeune, associée a une importante morbidité et
mortalité et par une forme plutot sporadique et chronique chez I’adulte souvent a mettre en lien avec

une immunodépression (BEYTUT et al, 2004). Chez les poussins, la forme aigué (également

connue sous le nom de «pneumonie des couvoirs») entraine une mortalité importante, atteignant un
pic dans les 10 premiers jours de leur existence. Le taux de mortalité varie de 5% a 10%, et peut

atteindre 30% a 40% (le dindonneau peut atteindre 70% a 90%). En élevage intensif, de multiples
situations peuvent se produire car les volailles élevees dans le troupeau constituent des lots tres

homogeénes (ages similaires) et peuvent étre exposées a des sources communes d'infection. Dans ces

conditions, la maladie peut prendre alors un caractere épizootique (GUILLOT et CHERMETTE,
2001 ; JENSEN et al, 1997; PLANEL et al, 2001). La flore fongique d’oies reproductrices a été
étudiée (a partir de 920 prélevements, au niveau du cloaque et de la cavité buccale, sur 460
individus) dans des troupeaux polonais. Elle est étroitement corrélée aux conditions de vie de

I’animal. Le portage aspergillaire (et notamment d’A. fumigatus) était plus fréquent I’hiver dans des

batiments en bois et le plus souvent dans des troupeaux de petite taille (ZIOLKOWSKA et
TOKARZEWSI, 2007).

hizladi= de MNewcastls
3 almonsllos= aviair=
Influen=a awiair= FEP
Botslismes asiaire d= ypeC os I}
Polloms=-typhos=
Fousget aviaire
Cholérm avwiairs
hizcoplasmos= aviairs 2 M gallisepticsm
hialadi= de hlar=lc
Fhinotrach&ite de la dinda
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2
=
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]
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o=
—
="}
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m Entérite nécrotigee aviairs

Figure 6 : Hiérarchisation des 23 maladies les plus importantes chez les volailles,
(’ANSES, 2012)
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Il existe plus de 700 especes d'Aspergillus : Aspergillus fumigatus est I'agent pathogéne le plus
courant dans l'aspergillose, mais Aspergillus flavus, Aspergillus niger, et Aspergillus terreus
peuvent également étre seéparés par ordre de fréquence décroissante. Ces organismes sont des
saprophytes du sol dans le monde entier, ils poussent sous forme de matiére organique dans des
environnements humides a des températures élevées (> 25 ° C), et ils poussent également dans des
couvoirs, ceufs embryonnés dont la coquille est endommagée dans les conduits. Ventilation, litiére
et alimentation. Ils poussent bien sur la plupart des milieux couramment utilisés dans les
laboratoires, mais d'autres milieux (comme les milieux Sabouraud) sont plus sélectifs (Adjou et

Brugére-Picoux, 2015).

6- EPIDEMIOLOGIE
6-1- Facteurs prédisposants
6-1-1-  Espeéces affectées

Tous les oiseaux peuvent développer une aspergillose. Cependant, selon I'espéce, I'acceptation et la
sensibilité varieront. Parmi les espéces domestiquées, les dindes et les cailles semblent étre
particulierement sensibles. Parmi les oiseaux sauvages et de compagnie, certaines familles sont
particulierement touchées (tableau 1) (CHERMETTE, BUSSIERAS, 1993 ; JONES ; OROSZ,
2000, REDIG, 1993).

Tableau 1 : espéces aviaires chez lesquelles des cas d’aspergillose sont fréquemment observés

(CHERMETTE, BUSSIERAS, 1993 ; JONES ; OROSZ, 2000, REDIG, 1993).

Famills Nom commun Nom scientifigue
Autowr des palombeas Aecipirer genviliz
Accipindés Busze i gqueus rousse Bureo jamaicensiz
Axzle roval Aguila chrysastos
Alcides Gullemot de Troil Uria aalge
Buze patius EButeo lagopus
Pwgzargue a téte blanche Haliaeetus leucocephalus
Anatidés . Eiders -S“amﬂ?sria'.:.p
Crygne trompetta Cyvenus buccinator
Crene tubercule Cyerus olor
Amarone a3 front blen Amazona asstiva aesfiva
Psittacides Perroguet gris 4" Afiique Prittacus erithacus
cacatoes Cacaia sp
Sturmades Mainate religienx Gracula religiosa

12
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6-1-2- Age

Les jeunes sont plus sensibles a la maladie et il semble que les différences de sensibilité
interspéecifique existe également chez les jeunes oiseaux, en particulier les perroquets gris d'Afrique
(Psittacuserithacus)  (BOURGEDOIS, 1991; CHERMETTE, BUSSIERAS,  1993;
VANDERHEYDEN, 1993). Les adultes sont également atteints d'aspergillose. 1l existe une forme
particuliere chez les dindes adultes, qui se manifeste par un eétouffement pour empécher

I'accouplement et une réduction des performances de reproduction (BOURGEOIS, 1991).
6-1-3- Etat de santé

Les traumatismes et les maladies concomitantes, y compris les mycoplasmes, la tuberculose et la
chlamydia, jouent un réle important dans le développement de I'aspergillose aviaire, en particulier
les maladies chroniques, dont I’évolution conduit a un affaiblissement notable de 1’organisme et du
systeme immunitaire (BOURGEOIS, 1991 ; CHERMETTE, BUSSIERAS, 1993 ; GERMAN,
2004). D’autre part il a été remarqué que les oiseaux mazoutés avaient une forte propension a
développer une aspergillose (JONES, OROSZ, 2000 ; REDIG, 1993) .Une alimentation inadaptée
prédispose aussi au développement de la maladie particulierement chez les Psittacidés (alimentation

uniquement a base de graines).

Par conséquent, la carence en vitamine A est a l'origine de I'nypertrophie et de I'hyperkératose des
cellules épithéliales, en particulier dans le syrinx, ce qui facilite leur colonisation par Aspergillus
(BAUCK, 1994; GERMAN, 2004; PAUGAM, 1999).

Chez les oiseaux sauvages, le facteur le plus important est le stress (AGUILAR, REDIG, 1995).
Qu'il soit causé par la capture, le traitement, les conditions d'entretien, les changements de régime
alimentaire, le climat et d'autres facteurs, il peut induire une décompression immunitaire, de sorte
que Aspergillus dans le corps puisse se développer (AGUILAR, REDIG, 1995 ; BOURGEOIS,
1991 ; CHERMETTE, BUSSIERAS, 1993 ; GERMAN, 2004 ; JONES, OROSZ, 2000)

6-1-4- Thérapeutiques

Une antibiothérapie prolongée ou une corticothérapie favorisent le développement d’une
aspergillose. Les traitements de la chlamydophilose a 1’aide de tétracyclines sont particulierement

incriminés (CHERMETTE, BUSSIERAS, 1993, GERMAN, 2004 ; VANDERHEYDEN, 1993)
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6-2- Facteurs favorisants

La litiere est un élement essentiel qui favorise le développement de I'aspergillose. Elle peut
intervenir a deux niveaux: en permettant le développement de parasites et / ou en favorisant
I'émergence de maladies qui fragilisent les volailles. Cependant, plusieurs paramétres

environnementaux étroitement liés ont un impact direct sur sa qualité:
6-2-1- Température

En effet, une température ambiante insuffisante peut provoquer des troubles digestifs et produire
des selles semi-liquides et brillantes responsables d’un croltage des litiéres, d’une répartition
inégale des animaux, et de salissures du plumage (DEZAT et al, 2011 ; ITAVI, 1997a). Une

température chaude quant a elle, favorise le développement du champignon (SAJID et al, 2006).
6-2-2- Densité

La densité animale joue également : production de déjections, dégagement de vapeur d’eau et de
CO2. Elle devient critique a partir de 21 poulets par m2 (DEZAT et al, 2011 ; GUERIN et al, 2011
; ITAVI, 1997a).

6-2-3- Humidité

Si I'humidité est trop élevée, la fermentation des déchets dégagera de I'ammoniac, ce qui paralysera
I'escalator mucociliaire et favorisera le développement de maladies respiratoires. En revanche,
I'hnumidité favorise la croissance des champignons (GUERIN et al, 2011; ITAVI, 1997a).
L’humidité de la litiere est bien slire dépendante de 1I’hygrométrie. Par ailleurs, une atmosphere

séche favorise la mise en suspension des poussiéres et donc des spores d’A. fumigatus.
6-2-4- Ventilation

Une litiére trop fine va potentialiser la présence de poussiéres (dont la dispersion sera favorisée par
le brassage de 1’air) et par suite fragiliser les voies respiratoires supérieures. En revanche une sous
ventilation engendre une atmosphére chargée en particules et une mauvaise élimination des gaz
(BRUGERE-PICOUX, 1992 ; GUERIN et al, 2011 ; ITAVI, 1997a).

Le choix de la litiére (type de substrat choisi) et sa gestion interviennent également. Par exemple si

de la paille hachée est utilisée en élevage de dindes, elle aura tendance a se tasser sous le poids des
14



g CHAPITRE 2 : ASPERGILLOSE AVIAIRE

animaux ce qui accélere sa dégradation (DEZAT et al, 2011 ; ITAVI, 1997a). De plus, une étude a
montré qu’un renouvellement de la litiére était associé a des cas d’aspergillose (la litiére utilisée
était de la bagasse) (HUTSON, 1966). Une liticre altérée favorise le développement d’agents
pathogenes, tels que les oocystes de coccidies avec comme conséquence pour les oiseaux atteints,
une diminution du poids vif chez les adultes et une mauvaise croissance chez les jeunes. Des lésions
de I’appareil locomoteur et des Iésions cutanées vont apparaitre (pododermatite avec ulcération
engendrant douleur, boiterie, inappétence ou encore ampoule du bréchet) (MARTLAND, 1984 et
1985). Les répercussions économiques se matérialiseront par une augmentation des saisies et des
frais vetérinaires (ITAVI, 1997 ; JONES et DAWKINS, 2010).

Parameétres d ambiance
Ventilation, temperature, hyprometris
Denzité animale

[ype de subsirat Epaisseur,

renouvellement de la hitiere

Litiére poussiéreuse I Litiére humnide I

des spores Développement Fermentation agrobie en
d Aspergillus fumisans d Aspergilius fumisarus surface < production de
WHS3 —»paralysie de I'ascalator
nmcocilizire— roubles
respiratoires

1 | Troubles locomotenrs

i
\I'

l
Animaux fragilisés

Immunodépression
Stress

4 )

Figure7:
Facteurs influencant la qualité de la litiere et 1’apparition de la
maladie.
(EUZEBY, 2008)
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6-3- Facteurs de virulence

La faiblesse de I'néte ou l'immunosuppression ne sont pas suffisantes pour expliquer la
pathogénicité d'A.fumigatus qui posseéde également des propriétés physiques et des mécanismes
métaboliques qui facilitent la colonisation et la dégradation de diverses substances organiques. I
existe de nombreux types d'Aspergillus dans notre environnement, mais la plupart des aspergilloses
sont causees par Aspergillus fumigatus. Cela signifie-t-il que ce champignon a son propre facteur de
virulence? Aujourd'hui encore, la mise en évidence de ces facteurs est généralement basée sur la
comparaison de la virulence des souches sauvages avec la virulence des mutants obtenus par
mutagenése dirigée sur des modeles animaux (Latge, Paris et al, 1994; Latge, 2001).
Cependant, le principal inconvénient de ce modéle est le mangue de corrélation avec les maladies

humaines, en particulier I'incapacité a induire une Al avec une faible concentration de conidies.
6-3-1- Facteurs physiques

La petite taille des conidies d’A. fumigatus (2 a 3 um de diametre) est une partie importante de la
virulence de ce champignon, car il permet aux conidies de penétrer profondément dans les voies
respiratoires et d'atteindre la zone alvéolaire. De plus, la résistance a la chaleur d'Aspergillus facilite
leur implantation dans le corps. lls poussent trés bien a 37 ° C, et le groupe le plus thermophile est
A.fumigatus qui résiste a des températures supérieures a 45 ° C. La capacité des filaments de spores
ne peut étre ignorée car elle fournit une voie d'échappement aux macrophages. (Liebmann,
Mubhleisen et al, 2004)

6-3-1-1- adhesines

Aprés inhalation, les spores peuvent se lier aux protéines en circulation ou aux protéines de la
matrice extracellulaire de I'n6te par le biais d'une variété de protéines exprimées a la surface de la

paroi des spores:

Les protéines hydrophobes, appelées hydrophobine, forment la couche externe de la paroi des
spores. Les conidies des souches dans lesquelles le géne codant pour I'une de ces hydrophobines a

été inactivé deviennent hydrophiles. (Thau, Monod et al, 1994).

La capacité d'adhérer au fibrinogéne et a la laminine est limitée aux conidies et aux tubes
germinatifs. Les protéines de surface qui peuvent se lier au fibrinogene et a la laminine sont

évidemment les mémes, car le fibrinogéne inhibe de maniere compétitive I'adhésion
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des conidies a la laminine immobilisée (Bouchara, Sanchez et al, 1997; Tronchin, Esnault et al,
1997).

L'adhésion des conidies & la fibronectine est inhibée par un peptide contenant la séquence arginine-
glycine-acide aspartique. En revanche, ces peptides n'inhibent pas la fixation des conidies au

fibrinogéne et a la laminine (Gil, Penalver et al, 1996; Bouchara, Sanchez et al, 1999).

Une protéine de 54-58 kDa également exprimée a la surface des conidies montre une affinité pour le

complément (Sturtevant et Latge 1992).
6-3-1-2-  Pigments des spores

On peut isoler des souches sauvages d’A. fumigatus blanches avec des conidies non pigmentées.
Ces souches sont moins pathogenes que les souches produisant des conidies bleu- vert. Deux genes
ALBL1 et ARP1 codant respectivement pour des enzymes de la voie de synthese des pigments de la

paroi des spores ont été clonés et inactivés par mutageneése ciblée (Tsai, Chang et al, 1998).
6-3-1-3- Enzymes

Aspergillus fumigatus sécréte la protéase, la phospholipase, la catalase, la superoxydedismutase et
la toxine nucléaire, qui ont été étudiées comme facteurs potentiels de virulence. L'hypothése
principale de la communauté scientifique est que les protéases et les phospholipases permettent
initialement aux champignons d'envahir les tissus de I'héte, et les champignons utilisent la catalase
et la superoxydedismutase (intracellulaire ou extracellulaire) afin de neutraliser les radicaux libres

du métabolisme oxydatif des phagocytes.

Pour la ribotoxine sécrétée par Aspergillus fumigatus, il a été montré que le mutant n'est pas
important pour la pathogénicité du champignon (Paris, Monod et al, 1993)

7- SOURCE ET MODE DE CONTAMINATION
7-1- Source de contamination

L'environnement constitue le réservoir naturel d'Aspergillus. Ce pathogene opportuniste peut se
développer sur des litieres organiques mal entretenus ou des aliments avariés (céréales, fourrage,
ensilage, etc.) (ARNE et al, 2011).

Ses caractéristiques biologiques et écologiques expliquent sa présence dans le batiment et donc la
possible infection des volailles. Plusieurs études ont permis de caractériser et de quantifier les

differentes populations fongiques qui composent la mycoflore dans les poulaillers.
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(FULLERINGER et al, 2006) ont mis en culture des prélévements d’air, de litiére et d’aliments,
issus d’un élevage de dindes en France. Trois champignons filamenteux ont été le plus souvent

isolés : A. fumigatus, Absidiacorymbifera et A. flavus.

De plus, il a été démontré que des mycotoxines synthétisees par certaines especes d'Aspergillus,
notamment Aspergillus flavus, sont présentes dans les aliments pour volailles (FRAGA et al,
2007).

7-2- Mode de contamination
7-2-1-  Voie aérienne

Nous cherchons, dans cette partie, a mettre en lumiere les éléments anatomiques, physiologiques et
environnementaux qui permettent d’expliquer ce qui facilite ’infection par Aspergillus fumigatus

chez les oiseaux.

Sur le plan structural :

- Concernant les oiseaux :

e Absence d’¢épiglotte donc entrée plus facile des particules dans la trachée.

e Absence de diaphragme donc reflexe de toux moins efficace pour éliminer les particules.
- Concernant A. fumigatus :

e L’hydrophobie des conidies favorise leur mise en suspension dans 1’air.

e Les particules de diamétre inférieur a 3 um (soit le diamétre approximatif des conidies d’A.
fumigatus) peuvent envahir I’appareil respiratoire profond. Les spores empruntent le circuit
de I’air inhalé, ce pourquoi les sacs aériens postérieurs sont les premiers infectés. S’ensuit
une sédimentation dans le poumon. L’atteinte peut ensuite se généraliser a ’ensemble des

sacs aériens. (FEDDE, 1998).

Sur le plan fonctionnel :

-Concernant les oiseaux : Moins de macrophages résidents dans le tractus respiratoire donc

immunité innée a priori moins efficace (FEDDE, 1998).

e Besoin trés important en dioxygéne chez les oiseaux par rapport aux mammiféres de méme
poids avec une surface d’échanges gazeux trés efficace, favorisant la colonisation par les

conidies.
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-Concernant A. fumigatus :

e Libération de gliotoxine par certaines souches, engendrant chez les oiseaux une nécrose

tissulaire et par la suite créant un environnement riche en nutriments pour Aspergillus.

Sur le plan physiologique :

e Température corporelle élevée des oiseaux (38 a 45°C) autorisant la germination des
conidies puisqu’A. fumigatus est thermophile.
e Le sac aérien est un milieu trés bien oxygéné, chaud et humide, combinant ainsi des

conditions optimales pour le développement de la moisissure.

Sur le plan de la conduite d’élevage :

e Production d’ammoniac ou de poussieres fragilisant I’escalator mucociliaire des volailles.

e Tous les éléments générateurs de stress (surpopulation, vaccination...) (HAMET, 1992).
7-2-2- Voie transcoquillere

Contamination au couvoir

Les pores de la coquille peuvent constituer des portes d’entrée pour les germes qui contaminent

ensuite le sac vitellin pendant I’incubation (CORTES et al, 2005 ; WRIGHT et al, 1961).

La contamination peut donc se faire au couvoir (les conditions de température ambiante et
d’hygrométrie relative régnant dans les incubateurs ou les éclosoirs sont particulierement propices
au développement du champignon). 1l est aussi possible que les ceufs soient contaminés en amont
dans les élevages de reproducteurs ou pendant la phase de stockage en élevage (INTERVET, 2006
; IVANOV, 2008) (Figure 8). De plus, la vaccination in ovo (par exemple, contre la maladie de
Marek effectuée entre le 17¢me et 19¢éme jour d’incubation), en créant un pore dans la coquille peut
favoriser la pénétration d’Aspergillus dans la chambre a air de I’ceuf, sous réserve que les spores
soient présentes dans 1I’environnement. Pour comprendre davantage les modalités d’infection des
ceufs, appuyons nous sur I’étude de (Williams et al, 2000). Les coquilles d’ceufs de poules testés
sont percées a 1’aide d’une aiguille puis les ceufs sont mis en incubateur et exposés a des cultures
d’A. fumigatus. Les résultats montrent qu’en fonction de la structure interne de 1’ceuf, le potentiel de
croissance d’A. fumigatus est plus ou moins promu. En effet, A. fumigatus se développe dans le
jaune riche en nutriments pour la croissance du champignon et non dans I’albumen. De méme les
membranes coquilléres seules ne permettent pas la croissance du champignon sauf si elles sont en
contact avec le vitellus. Lorsque les ceufs sont fertiles, il se produit un remaniement des structures
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internes (jaune versus albumen) qui est associé a une diminution du pH pendant les 3 premiers jours
d’incubation. En revanche, lorsque les ceufs sont infertiles, la valeur du pH reste stable pendant les
6 premiers jours d’incubation. Il semblerait que les changements de 1’organisation interne de 1’ ceuf

fertile pendant 1I’incubation offre des conditions de milieu favorables a la croissance fongique.

Figure8 : (Eufs infectés par A.fumigatus. (American

Association of avian Pathologists)

(JACOBSEN et al, 2010) ont infecté expérimentalement des ceufs de poule Leghorn blanche au
10éme jour d’incubation avec des doses variables de conidies (102 a 107 conidies d’A. fumigatus par
ceuf). Le protocole peut étre décrit brievement comme suit : perforation de la coquille, création
d’une chambre a air artificielle et inoculation des conidies, mise en place d’un « bouchon » de
paraffine au niveau du pore créé. Des doses supérieures ou égales a 10* conidies par ceuf entrainent
100 % de Iétalité. Afin d’analyser les modifications morphologiques de la membrane
chorioallantoidienne et la croissance fongique, des ceufs contenant des embryons viables infectés

avec 102 conidies sont sélectionnés a 1, 2, 4 et 6 jours post infection (figure 9).

Un mycélium est visible a partir du 2éme jour pi. La superficie couverte par ce dernier augmente
avec le temps jusqu’a atteindre 3 cm de diamétre. Dans le cas ou la chambre a air artificielle créée
lors de I’inoculation des conidies est toujours présente, la sporulation est observée au 4éme et 6eme
jour pi. (PLANEL et al, 2001).
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Figure 9 : Aspect macroscopique de la membrane chorioallantoidienne

d’ceufs embryonnés, infectés au 10€éme jour d’incubation avec 10?

conidies d’ Aspergillus fumigatus (JACOBSEN et al, 2010)

Par conséquent, les animaux peuvent étre infectés pendant et immédiatement aprés I'éclosion.
Ensuite, la maladie a commencé a se développer dans la premiére semaine («pneumonie des

couveuses») apres la mise en élevage du lot (PLANEL et al, 2001).
8- PATHOGENIE
» Chez I’embryon :

Le passage du champignon par la coquille lors de I’incubation entraine une infection du sac vitellin.
Il peut proliférer radialement sur la membrane chorioallantoidienne et envahir les vaisseaux puis les
tissus. La dissémination a partir de la CAM au foie est rare, uniquement si la dose inoculée est
supérieure a 104 conidies par ceuf (JACOBSEN et al, 2010).
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» Chez l’oiseau :
Atteinte majoritaire de 1’appareil respiratoire

Les spores, véhiculées par I’air inhalé, se retrouvent, dans les sacs aériens caudaux et les poumons
puis dans les sacs aériens craniaux. Les voies supérieures (trachée, syrinx) peuvent aussi étre
touchées. L’atteinte d’autres organes est la conséquence de celle de ’appareil respiratoire en
empruntant les ramifications des sacs aériens, A. fumigatus colonise d’autres organes par contiguité
de la cavité ceelomique (REDIG et PAUL, 2005). Une atteinte pulmonaire sévére peut engendrer
une hypertension pulmonaire et par la suite une défaillance du ventricule droit (hypertrophie du
ventricule droit et dilatation, rupture du ventricule droit avec insuffisance valvulaire). Elle aura pour
conséquence sur la grande circulation une hypertension portale et 1’apparition d’une ascite

secondaire (JULIAN et al, 1990 ; ZAFRA et al, 2008).
Aspergillus fumigatus passe dans la circulation sanguine et se localise dans différents organes.

Une dissémination de 1’agent pathogéne par voie hématogeéne est possible. Les conidies,
internalisées par les macrophages respiratoires suite a la phagocytose rejoignent par ce biais la
circulation sanguine. Des dindes de 3 semaines, exposées expérimentalement a des spores d’A.
fumigatus par nébulisation (355.000 spores/litre d’air correspondant a 300 mg de spores
acrosolisées pendant la période d’exposition), présentent, 15 minutes aprés exposition, des spores

intracytoplasmiques dans les macrophages respiratoires (RICHARD et THURSTON, 1983).

Les macrophages ne parviennent pas toujours a détruire ou inhiber le développement des conidies in
vitro. Dans ce contexte, les spores du champignon peuvent germer dans le cytoplasme des
phagocytes et provoquer leur dégénérescence et leur lyse. Ce phénomeéne reste rare mais favoriserait
la colonisation du tractus respiratoire (VAN WAEYENBERGHE et al, 2012). Il semblerait
également que les spores puissent se fixer directement sur les globules rouges des oiseaux (dans 1%
des cas) (RICHARD et THURSTON, 1983).

Via la circulation sanguine, de nombreux organes peuvent étre envahis secondairement par le

champignon : yeux, reins, foie, cerveau, cervelet, os, peau...
L’atteinte de I’oeil peut avoir plusieurs origines :

L’atteinte des structures intra-oculaires s’explique par la dissémination hématogene. Le
pecten ou peigne, structure vasculaire importante rattachée a la rétine et flottant dans la

chambre postérieure des oiseaux, peut étre affecté (BECKMAN et al. 1994).
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A contrario, des keratites et conjonctivites, consécutives a des lésions superficielles de la cornee
suite a des agressions physiques ou chimiques (NH3...) favorisent la colonisation par le

champignon présent dans I’environnement (figure 10) (RICHARD et al, 1984).

Inhalation
de spores
en suspension dans
Iair

Agression de la

cornée (NH;...)
\ POUMONS
Oeil
SACS AERIENS

4

Contact direct "

U

| 4

Autres organes (cerveau, Organes de la cavité
cervelet, peau, os...) ceslomique

Figure 10 : Récapitulatif des différents mécanismes impliqués dans la

pathogénie de 1’aspergillose des oiseaux (Rhiliouch Julia, 2013)

9- ASPECT CLINIQUE

Les signes cliniques de I'aspergillose ne sont pas spécifiques et sont diversifiés (Léthargie, anorexie,
plumes ébouriffées, maladies respiratoires), ce qui rend difficile le diagnostic clinique précoce
(Dahlhausen et al, 2004).

Il existe deux formes principales d'aspergillose chez les oiseaux: aigué et chronique. Dans les
couvoirs, la moisissure Aspergillus peut pénétrer dans la coquille de l'ceuf et se développer au
niveau de la chambre a air et des membranes coquilleres, entrainant une aspergillose de I'ceuf, qui

conduit généralement la mortalité en coquille (Kunkle, 2003).
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Les oiseaux peuvent également étre infectés par des conidies dans les ceufs ou autour du couvoir,
provoquant une aspergillose aigué chez les jeunes poussins. Dans les pays industrialisés, la
prévalence d'Aspergillus dans les ceufs est en baisse en raison de la mise en place de méthodes
efficaces de décontamination des locaux et des ceufs et de 1’élimination systématique des ceufs

endommagés ou morts (Janssen Animal Health, 2006).
9-1- L’aspergillose aigué

Appelée aussi pneumonie des couveuses, touche donc principalement les jeunes oiseaux qui sont

exposeés a de fortes concentrations de conidies.

La mortalité est tres élevée (70 a 90 % des effectifs) survient trés rapidement (entre 1 et 10 jours).
Les oiseaux atteints se mettent en boule, sont ébouriffés, téte baissée, yeux clos et présentent des
troubles respiratoires incluant dyspnée, toux séche et cyanose (Pier et Richard, 1992 ; Kunkle et
Rimler, 1996).

Ils peuvent ne présenter qu’un seul de ces signes, voire mourir brutalement sans signe précurseur.
L’aspergillose aigué est responsable de pertes économiques importantes dues tout d’abord a la
mortalité, mais également parce que I’indice de consommation et le gain moyen quotidien des
oiseaux qui survivent a I’infection sont dégradés. (Stuart, 1980 ; Kunkle et Rimler, 1996 ; Lupo
et al, 2010).

/ Figure 11: Forme aigué de \ / Figure 12: Aspergillose \

I'aspergillose, pneumonie fibrino- (pneumonie des couvoirs).
séreuse, exsudat fibrineux coagulé Difficultés respiratoires
obturant la trachée et les bronches, (dyspnée) (I DINEV-Ceva

prés de la bifurcation. (I DINEV-

\ Ceva Santé Animale) /

Santé Animale)
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9-2- L'aspergillose chronique

Est une maladie occasionnelle qui touche principalement les oiseaux adultes dont le systéme
immunitaire est affaibli ou soumis & un stress chronique. L'inhalation d'une quantité modeérée de
conidies est suffisante pour induire une aspergillose (Richard et Thurston, 1983; Vanderheyden,
1993). Les signes cliniques décrits dans l'aspergillose chronique sont notamment les troubles
respiratoires (la dyspnée), la déshydratation, 1’amaigrissement voire la cachexie (Arné et al, 2011),
responsables de saisies des carcasses a 1’abattoir (Kunkle, 2003).Dans les derniers stades des
formes aigués et chroniques, des signes nerveux centraux peuvent également apparaitre (ataxie,
torticolis, chute, opisthotonos, convulsions) (Veen, 1973) ou des troubles ophtalmiques (Dyar et al,
1984). En plus de ces expressions classiques de la maladie, il existe des formes localisées qui
touchent les cavites nasales, la trachée ou la syrinx (Tsai et al, 1992). Des manifestations digestives
(diarrhée blanchatre, vomissement, stase du jabot, polyurie-polydipsie, ascite), des troubles nerveux

isolés (convulsions, état sub-comateux, paralysies) oculaires ou cutanés sont aussi possibles.
10- ASPECT LESIONNEL
10-1- Lésions macroscopiques

Dans le cas d’une aspergillose aigué¢ naturelle, les lésions sont présentes au niveau du tractus
respiratoire et plus particulierement dans le tissu pulmonaire (Richard et al. 1984 ; Julian et
Goryo, 1990 ; Cacciuttolo et al, 2009). Parfois I’atteinte d’autres organes est observée comme par

exemple I’encéphale (Richard et Thurston, 1983).

Lors d’aspergillose chronique, 1’appareil respiratoire est presque toujours atteint, soit dans sa
totalité soit partiellement. On observe trés souvent une pneumonie et une aérosacculite siégeant

surtout au niveau des sacs aériens thoraciques postérieurs et abdominaux. (Cacciuttolo et al, 2009).

L’aspect des 1ésions est quasiment le méme quel que soit 1’organe atteint. Les premicres 1€sions qui
apparaissent sont de petits nodules blancs (<1 mm) qui se développent dans les tissus pulmonaires
et sur les membranes des sacs aériens. Par la suite des granulomes blancs-créeme, caséeux et friables,
vont se développer. Dans les sacs aériens, les granulomes vont grossir et se modifier jusqu’a former

des plagques qui vont avoir tendance a fusionner pour atteindre plusieurs centimetres.
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Les sacs aériens deviennent de plus en plus épais et opaques. Un « gazon mycélien » verdatre
constitué d’un enchevétrement d’hyphes ayant sporulé peut étre observé a l’intérieur des sacs

aériens (Cacciuttolo et al, 2009).

Figure 13: Aspergillose pulmonaire. Multiples nodules denses de

couleur gris blanchatre ou jaunatre. (I DINEV-Ceva Santé Animale)

8
S
&
z

3

Figure 14 & 15:Nodules aspergillaires caséeux dans les sacs aériens.

(LDA22 LABORATOIRE DE DEVELOPPEMENT ET
D'ANALYSES, HJ BARNES)
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10-2-  Aspect microscopique

L’analyse histologique des granulomes met typiquement en évidence un centre nécrotique entouré
par des macrophages, des granulocytes hétérophiles et des cellules géantes multinucléées. Lorsque
les lames sont colorées avec des colorations spécifiques, on observe la présence d’hyphes et parfois

de conidies dans la partie centrale des granulomes hétérophiliques. (Figure 16,17)

La localisation des Aspergillus sur des coupes histologiques peut se faire a I’aide de colorations,
telles que la coloration a 1’acide périodique Schiff (PAS) qui fait apparaitre les éléments fongiques
en rouge-rose, la coloration argentique de Gomori-Grocott qui colore les éléments fongiques en
noir, et la coloration HES (Hématéine-Eosine-Safran) qui permet d’apprécier en plus la réaction de
I’hote. Les filaments aspergillaires, septés, ont un diameétre globalement constant et présentent des
ramifications dichotomiques réguliéres. Des tétes aspergillaires sont parfois observées dans
certaines lésions. Des techniques d’immunohistochimie sont également utilisables, notamment chez
la dinde (Jensen et al, 1997), pour détecter, a I’aide d’anticorps spécifiques (anticorps dirigé contre
I’antigéne galactomannane), la présence d’Aspergillus. Les marquages fluorescents, notamment le
blankophor qui est spécifique de la chitine des champignons, permettent également de visualiser les
hyphes (Olias et al, 2010).
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/Figure 16 : Conidie d’aspergillus\ /Figu re 17 : L’aspergillose peut étre\
spp. (Coloration bleu de confirmée par I'examen

méthyléne x300) (AAAP microscopique des lésions.

. . . Spores (fleche a) et hyphes (fleche b)
American Assoua.tlon of avian de la moisissure. (I DINEV-Ceva
Pathologists)
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11- DIAGNOSTIC
11-1- Diagnostic clinique

Les signes cliniques évocateurs de la maladie sont surtout des signes respiratoires (dyspnée,

respiration bec ouvert, baillement, toux...) affectant un nombre plus ou moins important d’oiseaux

au sein d’une bande. ) (BEERNAERT et al, 2010 ; BEYTUT et al, 2004 ; TSAI et al, 1992).
11-2-  Diagnostic lésionnel

La sporulation des conidies permet le développement d’hyphes, que 1’on peut retrouver, entre autre,
dans le parenchyme pulmonaire. Deux types de réactions tissulaires inflammatoires existent : une
forme profonde avec l’observation de granulomes et une forme superficielle diffuse, non
encapsulée, a la surface des séreuses. ) (BEERNAERT et al, 2010 ; BEYTUT et al, 2004 ; TSAI
et al, 1992).

Les granulomes de 1’appareil respiratoire peuvent s’ouvrir dans la lumiére des bronches et y libérer
les élements fongiques (hyphes, spores, conidiophores) (BEERNAERT et al, 2010 ; BEYTUT et
al, 2004 ; TSAl et al, 1992).

Les 1ésions évocatrices d’aspergillose sont donc, en priorité, des granulomes ou des plaques
caséeuses (OLIAS et al, 2010). Ces plaques peuvent étre recouvertes « d’un tapis verdatre », ce qui
signe un processus de sporulation (RICHARD et al, 1984). Typiquement, des granulomes blanc-
jaunatre, soit miliaires (< 1 mm de diamétre), soit nodulaires (> 2 cm) sont observés dans le
parenchyme de divers organes (BEYTUT et al, 2004 ; GRAESSER et al, 1963 ; KWONIL et al,
2009 ; MARTIN et al, 2008 ; SOUZA et al, 2005 ; XAVIER et al, 2005 ; ZINKL et al, 1974)
(figures 18,19).

Figure 18 : Nodules aspergillaires sur les poumons de dinde (KUNKLE, 2003)

(d’aprés Peckman)
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/ Figure 19 : Lésion diffuse d’aspergillose chez un goéland \
argenté (Larusargentatus) Poumons et sacs aériens recouverts
d’un matériel caséeux blanchéatre avec de la moisissure grisétre,

suggeérant une sporulation fongique.

\_ (CACCIUTTOLO et al, 2009) )

Classiquement, le systéeme respiratoire est le plus touché. Par conséquent, la lésion peut étre
localisée dans les sacs aériens et provoquer une aérosacculite (ARNE et al, 2011) ou les poumons
avec une pneumonie diffuse (FEMENIA et al, 2007; OLIAS et al, 2010; ZAFRA et al, 2008;
ZINKL et al, 1974). L’exsudat mucopurulent de la trachée et des bronches peut provoquer une
obstruction mécanique des voies respiratoires (CORKISH, 1982). Compte tenu de la possible
dissémination systémique, les intestins, le foie, les reins, la rate, la peau, le cerveau, le cceur et les
0s peuvent étre affectés (BEYTUT et al, 2004; REDIG et al, 2005).

- Cerveau et cervelet : nécrose neuronale.

- foie : lipidose hépatique, congestion hépatique et ascite, cholangiohépatite (KWONIL et al, 2009
; ZAFRA R et al, 2008)

- Ceeur: myocardeoedématié, myocardite (KWONIL et al, 2009).

- Os : une ostéoarthrose de la hanche associée a une nécrose de la téte fémorale est évoquée dans la
littérature. Le développement d’ Aspergillus a, dans ce cas, ét€¢ promu par la présence concomitante

de Staphylococcus spp (OLIAS et al, 2010b).
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(VAN VEEN et al, 1999) ont décrit des cas de spondylite mycosique due a Aspergillus fumigatus
dans deux troupeaux de poulets de chair agés de 17 et 19 jours. L’autopsie a révélé une compression
médullaire secondaire a une ostéomyélite des vertebres cervicales ou des premieres thoraciques
(figure 20) (la localisation de 1’atteinte médullaire coincide en partie avec celle du plexus brachial

ce pourquoi les animaux presentaient une paralysie partielle des ailes et une paralysie postérieure)

Figure 20 : Lésion osseuse et médullaire, section longitudinale d’une colonne vertébrale
de poulets. Ostéite au niveau du corps vertébral associée a une compression médullaire
(VAN VEEN et al, 1999)

Plusieurs champignons peuvent provoquer la formation de granulomes, d'aspect

macroscopiquement similaire. Par conséquent, il est tres utile de s'appuyer sur des outils cliniques

auxiliaires plus avancés pour améliorer le diagnostic (KWONIL et al, 2009; THRONE
STEINLAGE et al, 2003). L'expression clinique ou les lésions évocatrices ne suffisent pas a établir

un diagnostic scientifique de la maladie. L'identification des agents pathogénes doit étre effectuée.
11-3- Diagnostic différentiel

Les symptdémes et Iésions de I'aspergillose ne sont pas caractéristiques. L’aspergillose doit étre
différenciée des autres maladies respiratoires et mycosiques (en particulier 1’ochroconose ou
dactylariose). Les symptomes de I’aspergillose respiratoire apparus dans les deux premicres
semaines de vie avec des dépots sur les sacs aériens ou des nodules intrapulmonaires permettent une
forte suspicion mais des symptdmes respiratoires identiques peuvent étre causés par une infection

virale sauvage ou vaccinale.
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Des infections bactériennes (Staphylococcus, Salmonella, Mycoplasma, choléra aviaire,
chlamydiose, Mycobacterium ou infections mixtes) peuvent s’accompagner de granulomes ou d’une
aérosacculite exsudative fibrineuse (ou purulente) difficiles a distinguer d’une 1ésion aspergillaire

ou d’une autre mycose a I’examen macroscopique.

Cliniquement, 1’aspergillose chronique des oiseaux adultes est identique a celle des autres maladies

respiratoires chroniques.

Bien qu’il soit possible parfois d’observer la croissance du mycélium et la sporulation sur les
nodules caséeux ou les plaques, en particulier dans les sacs aériens, la confirmation doit étre
recherchée par I’isolement et 1’identification du champignon responsable. Les hyphes sont observeés
au microscope optique sur les calques ou des frottis de Iésions tissulaires apres 1’addition d’une ou
deux gouttes d’une solution d’hydroxyde de potassium (KOH) a 10% et un chauffage pour clarifier.
Sur les coupes histologiques, les colorations spécifiques sont utiles pour la mise en évidence de la
paroi glucidique des champignons. Pour identifier le champignon par la morphologie des
conidiophores, il faut mettre en culture sur des milieux plus sélectifs (milieu gélosé Sabouraud).
(Adjou et Brugeére-Picoux, 2015)

11-4- Diagnostic de laboratoire
11-4-1-  Isolement et identification

Les échantillons utilisés pour la culture peuvent provenir de différents organes: poumon, rein, foie,
etc. Le milieu Sabouraud est le milieu le plus couramment utilisé pour exposer Aspergillus
fumigatus. Il permet une croissance rapide et I'obtention de colonies visibles qui peuvent étre
obtenues aprés incubation a 37 ° C pendant 2 a 3 jours. L’ajout d’antibiotique tel que le
chloramphénicol peut étre réalisé pour limiter le développement de bactéries présentes au sein des
prélévements (sur des sites non stériles) (ARNE, 2011, EUZEBY, 2008 ; THIERRY, 2011).

11-4-2-  Coloration
» Bleu de lactophénol
L’utilisation du Bleu de lactophénol consiste en un seul produit a éclaircir la préparation par
I’action du lactophenol et a colorer en bleu les éléments fongiques présents en 3 minutes.

Bleu au lactophénol dit " bleu coton "
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Composition pour 1 L :
e Phénol 20 g
e Acide lactique 20 g

e Glycérol 40 g
e Eaudistillée 20 g
e Bleude méthyl 0,5 g
e pH=73
Bleu coton = bleu coton C4B = bleu de méthyle = bleu d’aniniline WS

(https://www.ral-diagnostics.fr/)

lamelle

/ colorant

culture microbienne ruban
[moisissure ou fruit adhésif

isi
i [7 > tﬁL, lame

ruban adhésif

milieu gélosé

Figure 21 : Méthode du drapeau, (Najoui,
2017)

Un morceau de ruban adhésif collé a une de ses extrémités a une ose, ou baguette de verre...est
appliqué sur la surface de la culture microbienne a étudier, il est ensuite examiné entre lame et
lamelle, en sandwich entre 2 gouttes de colorant

11-4-3- Identification

» Dans le cadre de la culture fongique, I'identification est basée sur la reconnaissance de la
morphologie et de la couleur de la colonie. Les colonies obtenues par examen
microscopique sont essentielles.

» L'inconvénient de cette technique est qu'elle peut étre confondue avec d'autres

champignons filamenteux (comme le Penicillium par exemple) (HOPE et al, 2005).
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Figure 22: Critéres d’identification des principales espéces
d’aspergillus
(CHERMETTE, BUSSIERAS, 1993)
11-4-4-  Préparation histopathologique

Il existe différentes colorations permettant de mettre en évidence des éléments fongiques dans les

tissus. Les plus utilisées sont la coloration hémalun éosine safran (HES), I’acide périodique Schiff

(PAS) et les colorations argentiques (Gomori-Grocott et Gomori methenamine silver). Les

colorations HES et PAS colorent les éléments fongiques en rose (Figure23)

Avec les colorations argentiques, les éléments fongiques apparaissent en noir

La coloration de Kliver Barrera est intéressante pour mettre en évidence la réaction neuronale au

niveau du systéme nerveux central et permet de visualiser les filaments fongiques (RICHARD et

al, 1996).
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KFigure 23. A, B Coloration Hématéine-Eosine-Safran (HES) (A) et\

a I’acide périodique Schiff (PAS) (B) de coupes histologiques de

poumons de dindonneaux. Les filaments fongiques apparaissent en
rose (A) ou en mauve (B), (Melloul, 2015)

- /

12- TRAITEMENT

Le traitement de 1’aspergillose est souvent fastidieux et peu fructueux notamment lorsque des
organes peu vascularisés comme les sacs aériens sont atteints ou lors de réactions granulomateuses.
Le traitement est plus efficace lorsque différentes mesures sont associées.

Ainsi un débridement chirurgical des granulomes associé a la fois a ’utilisation d’agents agissant
directement sur les Iésions et a une thérapie systémique est parfois nécessaire pour soigner un
oiseau. De nombreuses molécules peuvent étre utilisées : ’amphotéricine B, la 5-fluorocytosine, la
nystatine, la rifampicine, le diméthycarbamate, la terbinafine et de nombreuses molécules de la
classe des azolés : le kétoconazole, le miconazole, 1’énilconazole, le clotrimazole, 1’itraconazole et
le fluconazole, (AGUILAR, REDIG, 1995; BAUCK, 1994 ; CUTSEM, 1982 ; GERMAN,
2004 ; JOSEPH, PAPPAGIANIS, REAVILL, 1994 ; OGLESBEE, 1997 ; OROSZ, 2000 ;
REDIG, DUKE, 1984 ; REDIG, 1993).

Plusieurs de celles-ci présentent une nette toxicité et sont déconseillées chez certaines especes (cas
du kétoconazole chez les Anatidés par exemple). En pratique, certaines molécules semblent plus
efficaces et, actuellement, I’amphotéricine B et I’itraconazole sont les plus utilisés aux Etats-Unis.
En France, les molécules les plus disponibles et les plus utilisées sont le fluconazole, la terbinafine,
I’amphotéricine B (tableau 2). Une formulation vétérinaire de 1’itraconazole sera mise sur le

marché en 2005. (OROSZ, 2000).
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L’amphotéricine B est une molécule fongicide facilement disponible et reste une des molécules de
choix. Son mécanisme d’action conduit a une altération de la perméabilité membranaire des
champignons sensibles. Elle peut étre utilisée a la fois en topique et ensystémique. Il existe des
cremes a base d’amphotéricine B et la formulation destinée al’utilisation intraveineuse peut étre
aussi utilisée en intra-osseux, intratrachéale ou directement injectée dans les sacs aériens atteints.
Une étude pharmacodynamique indiqueune demi-vie courte nécessitant 1’utilisation de doses
élevées et répétées. Ainsi chez les rapaces la posologie intraveineuse est de 1,5 mg/kg/12h et la
posologie intratrachéale de 1mg/kg/12h. (OROSZ, 2000). L’utilisation de 1’amphotéricine B en
nébulisation est aussi fréquente (Img/mL) ; des séances de 15 minutes par jour pendant 5 a 7 jours
sont alors préconisées. Rappelonscependant que seules des gouttes d’une taille inférieure a 4 pm
peuvent atteindre 1’appareil respiratoire profond nécessitant I’utilisation d’appareils de nébulisation
particuliers permettant leur formation. Bien que 1’action néphrotoxique de 1’amphotéricine B soit
bien documentée chez les mammifeéres, elle ne semble pas avoir encore été décrite chez les oiseaux.
Il est cependant recommandé par certains auteurs de réaliser une fluidothérapie lors de
sonutilisation (OROSZ, 2000).

Outre D’amphotéricine B, d’autres molécules peuvent étre administrées en nébulisation. Le
clotrimazole a été employé efficacement sur des rapaces et des Psittacidés et d’autres essais
concernant 1’utilisation de 1’énilconazole sur des poulets et plus récemment sur des rapaces se sont
révélés concluants (CUTSEM, 1982, JOSEPH, PAPPAGIANIS, REAVILL, 1994 ; LIERZ,
2000).

Certains auteurs recommandent aussi, en association avec d’autres molécules, 1’utilisation en
aérosol d’un désinfectant nommé F10 utilisé habituellement pour la désinfection des locaux et des

cages. (BAILEY, SULLIVAN, 2001 ; STANFORD, 2001).

Ce désinfectant a base d’ammoniums quaternaires et de biguanides a prouvé son efficacité dans le
traitement de I’aspergillose chez des perroquets gris d’Afrique (Psittacus erithacus) en association
avec la terbinafine (CHITTY J, 2002).

L’itraconazole est 1’azolé le plus utilisé par les vétérinaires aviaires en ce moment.

Comme tous les azolés, il agit en perturbant la synthése de la membrane plasmique du champignon

provoquant sa mort, il s’agit donc d’une molécule fongicide. (OROSZ, 2000).
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De part sa nature lipophile, I’itraconazole est mieux absorb¢ s’il est donné avec un aliment gras.
Des variations importantes des concentrations plasmatiques existent suivant 1’espéce aviaire
considérée nécessitant la plus grande prudence dans I’extrapolation des posologies d’une espece a
I’autre ainsi qu’une surveillance clinique précise lors de 'utilisation de cette molécule. Il existerait
une toxicité de I’itraconazole chez le Perroquet gris d’Afrique (Psittacus erithacus) (OROSZ,
2000).

Le fluconazole présente une alternative a I’utilisation de I’itraconazole pour un traitement
systémique.

Parallelement & un traitement médical, un traitement chirurgical peut-étre intéressant.

Il consiste en I’exérése des granulomes fongiques permettant une libération des voies respiratoires
(cas des granulomes trachéaux entre autres) et une diminution de la quantité de champignons dans
I’organisme. Cette exérése peut étre réalisée par le biais d’une laparotomie ou, mieux, lors d’une
endoscopie. Une technique associant endoscopie et débridement a 1’aide d’une diode laser est
décrite et semble trés intéressante (HERNANDEZ-DIVERS, 2002)

En plus du traitement spécifique de 1’aspergillose, une thérapie de soutien
(fluidothérapie, gavage...) et des éventuelles complications notamment bactériennes sont & mettre en

place.

Tableau 2 : posologies des molécules les plus fréeqguemment utilisées pour le traitement de

I’aspergillose aviaire (posologies pour Psittacus erithacus erithacus) (OROSZ, 2000)

Clotrimazole 10 mg/mL de polyethylene glycol 30-60 min toutes les 12 h

Aeérosol ol

Amphotéricine B (Fungizone") 1 mg/mL deau 15 min foutes les 12 b

En association avec

Tiraconazole (Sporanox”, Itrafungol®) 10 mg/kg toutes les 12 h

ou

Voie orale Fluconazole (Triffucan”. Beagyne") 15 mg/kg toutes les 12 h

ou
Terbinafine (Lamisil™) 10 mg/kg toutes les 12 h
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13- PROPHYLAXIE

La prévention de 1’aspergillose se fait par quatre approches simultanées : le maintien d’un
environnement propre et d’une hygiéne correcte pour minimiser le développement des
champignons, la diminution du stress des oiscaux, I’utilisation d’un traitement médical
prophylactique lors des périodes sensibles, la réalisation réguliere de sérologies de contrdle
(CHERMETTE, BUSSIERAS, 1993)

Les deux premiers points ont déja été traités auparavant. On peut toutefois rajouter ’intérét en
élevage d’utiliser certaines molécules comme 1’énilconazole ou le thiabendazole en fumigation pour
diminuer la charge fongique de I’environnement. (CUTSEM, 1982)

Le traitement prophylactique qui peut étre réalisé avec de la5-fluorocytosine (50 a 60 mg/kg 2 fois
par jour pendant 2 semaines) ou de I’itraconazole (10 mg/kg par jour pendant 10 jours) concerne
trois catégories d’oiseaux : ceux ayant été blessés ou ayant subi un stress important suite a des
transports, manipulations, changements d’environnement, les jeunes juste aprés I’envol et les
oiseaux sauvages capturés dans leur milieu naturel et placés en parcs zoologiques, centres de
réhabilitation (AGUILAR, REDIG, 1995 ; REDIG, 1993).

Enfin, des contrdles sérologiques anticorps par ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) sont
recommandés par AGUILAR, REDIG, lors de Iarrivée de tout nouvel individu. Ce dernier
conseille de traiter comme mentionné ci-dessus tout oiseau dépassant le seuil de positivation du test
ainsi que tous les oiseaux sensibles quelque soit le résultat de ’ELISA. Quatre controles par an sont

ensuite recommandés (AGUILAR, REDIG, 1995).

Des essais de vaccinations par injections de suspensions inactivées d’Aspergillus ont été reéalisés
chez des manchots mais les résultats sont trés variables (CHERMETTE, BUSSIERAS, 1993)

Des eiders et d’autres oiseaux aquatiques ont eté vaccinés avec une préparation a partir de filtrat de
cultures tuées par la chaleur. Une diminution de la mortalité a été observée parmi les oiseaux
cliniguement atteints. Au parc zoologique de San Francisco, un programme de prévention associant
vaccination et traitement prophylactiqgue avec la 5-fluorocytosine a permis de contrbler
efficacement les cas d’aspergilloses chez diverses especes d’oiseaux. (GERMAN, 2004 ; REDIG,
1993).
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1- INTRODUCTION

La thérapeutique antifongique est longtemps restée cantonnée a un petit nombre de médicaments,
mais un arsenal de molécules est maintenant disponible pour soigner les mycoses. Celui-ci s’est
considérablement enrichi ces dernieres années non seulement grace a la commercialisation de

nouvelles molécules mais également via de nouvelles formes galéniques (pour I’amphotéricine B) et

des spectres d’activité élargis (pour les azolés) (LORTHOLARY et al, 1999).

2- LES MOLECULES

On distingue 5 classes d’antifongiques : les polyenes, les echinocandines, les azolés, les
fluoro-pyrimidines, les allylamines. Les deux premiéres sont issues de produits naturels tandis que
les trois autres sont synthétiques (VANDEPUTTE, 2008).

2-1-  Lesazolés

Plus que toutes les autres classes d’antifongiques, les dérivés azolés sont de loin les antifongiques
les plus utilisés en clinique. Pour cette raison, ce sont aussi les antifongiques les plus étudiés par la
communauté scientifique, aussi bien au niveau de leurs propriétés pharmacologiques et de leur
mode d'action, que des stratégies de défense adoptées par les micro-organismes (VANDEPUTTE,
2008). Les azolés ont donc été constamment étudiés et améliorés depuis 50 ans.

Ces molécules sont utilisées aussi bien dans le traitement des infections fongiques locales que
systémiques. On distingue deux catégories d’antifongiques azolés : les imidazolés et les triazolés

(LORTHOLARY et al, 1999).

2-1-1-  Structures

Les dérivés azolés sont des molécules synthétiques. Leur structure comprend l'imidazole ou le
triazolyle lié a un carbone asymétriqgue (OEHHA, 2011). Les imidazoles sont caractérisés par un
cycle hétérocyclique a 5 atomes, comprenant 3 carbones et 2 azotes. Dans ce cycle, les atomes
d'azote occupent les positions 1 et 3. La structure de I'imidazole se trouve dans divers éléments
naturels, tels que I'nistamine, I'histidine et les acides nucléiques. En I'incorporant dans la molécule,
le groupe améliore la solubilité et la biodisponibilité (KUMARI, et al 2010). Le triazole a 3 atomes
d'azote dans le cycle hétérocyclique (SAAG , DISMUKES, 1988).

\ / Q
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(OEHHA, 2011) (OEHHA, 2011)
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Ces molécules azolées sont généralement lipophiles. Leur biodisponibilité est habituellement elevée
et majorée par la prise au cours du repas pour I’itraconazole et le posaconazole.

L’augmentation de la dose unitaire permet de saturer I’effet de premier passage hépatique (EPPH).
De plus, leur taux de liaison aux protéines plasmatiques est proche de 100%, ce qui signifie que
I'azole n'est pas dialysable (LORTHOLARY et al, 1999). A I'exception du fluconazole, tous les
autres azoles nécessitant des dosages sériques (HINCKY-VITRAT V, 2011).
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Figure 26 : Dérivés azolés - Antifongiques (VAN
BAMBEKE, 2011-2012)

2-2- Les autres classes d’antifongiques
2-2-1-  Les polyénes
Les polyénes sont des molécules cycliques. Leur nom vient du chromophore qui les caractérise et
sont formés par plusieurs doubles liaisons conjuguées. lls peuvent également étre qualifiés de
macrolides polyéniques (LORTHOLARY et al, 1999).
Leur caractére amphotére est lié a la présence de plusieurs doubles liaisons conjuguées sur une face

du cycle (donc hydrophobe), et de groupements hydroxyles (OH) sur l'autre face (donc hydrophile)
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Les deux principaux polyenes utilisés sont l'amphotéricine B ou I'AmpB et Nystatine, bien
qu'environ 200 molécules appartiennent a cette classe (VANDEPUTTE P, 2008)
(DENIS B, 2010).

Les molécules de cette classe possedent plusieurs toxicités (VAN BAMBEKE F, 2011-2012) :
- immédiate : fiévres, frissons, nausees, vomissements, hypotension, arythmies

- a court terme : néphrotoxicité

- a moyen terme : anémie

La demi-vie varie de 24 a 48h (LORTHOLARY et al, 1999).

2-2-2-  Echinocandines

Ce sont des dérivés synthétiques de lipopeptides sécrétés par certains champignons (Aspergillus,
Zalerion). In vitro, elles ont une activité fongicide sur les espéces de Candida et fongistatique sur
les espéces d’Aspergillus (VANDEPUTTE, 2008). Elles sont également efficaces contre les
champignons dimorphiques tels que Histoplasma, responsable de I’histoplasmose et Pneumocystis(
Diaporama , http://loyce2008.free.fr/ ). Il n’y a en revanche aucune activité contre Fusarium,

Trichophyton, Cryptococcus et les zygomycétes (GRANIER, 2002).

Lors d’un traitement prolongé (supérieur a 2-3 semaines), il y a accumulation des echinocandines
dans I’organisme. En effet, la demi-vie de ces molécules est longue. En contrepartie, cela permet
une injection quotidienne uniquement (HINCKY-VITRAT, 2011) (VANDEPUTTE, 2008)

2-2-3- Lacaspofungine
La caspofungine est un lipopeptide issu de la fermentation d’un champignon : Glarea lozoyensis.
(VAN BAMBEKE, 2011-2012) Cet antifongique est particuliérement indiqué en traitement de
sauvetage de 1’aspergillose invasive (GRANIER, 2002). Sa demi-vie est d’environ 10 heures et elle

a la propriété de s’accumuler dans 1’organisme lors d’un traitement prolongé (2-3 semaines).
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2-2-4-  Les fluoro-pyrimidines

Les fluoro-pyrimidines sont également surnommées « inhibiteurs de la biosynthése des acides
nucléiques » ou « analogues de la pyrimidine ». (VANDEPUTTE, 2008) (HERBRECHT, 2005).
Sa demi-vie est de 3 a 6 heures. Cet antifongique posséde également un EPAF, de ’ordre de 2 4 6
heures pour une concentration égale a 4 a 8 fois la CMI (LORTHOLARYet al, 1999).

2-2-5- Les allylamines
Les allylamines sont des molécules synthétiques.
Il existe, pour cette classe, 2 actions :
- fongistatique : le déficit en ergostérol provoque 1’arrét de la croissance fongique ;
- fongicide : ’accumulation de squaléne dans la cellule sous formes de vésicules lipidiques entraine
une rupture des membranes cellulaires (GRANIER, 2003).
Sa demi-vie est de 17 heures (LORTHOLARY et al, 1999).

3- MODE D’ACTION

Tous les antifongiques azolés sont des inhibiteurs enzymatiques qui agissent en bloguant le site actif
de I’enzyme connue sous le nom de Lanosterol 14a demethylase. Cette enzyme, appelée CYP51
appartient aux isoenzymes des cytochromes P450 des mitochondries des cellules fongiques. Elle
permet chez le champignon la transformation du lanostérol en ergostérol, principal stérol de la
membrane fongique (GRANIER F, 2000) (VANDEPUTTE P, 2008)

La 140 demethylase est codée par le géne ERG11. L’étape de déméthylation nécessaire pour
transformer les 140 methyl stérols en ergosterol est dépendante de I’activation du cytochrome P450.
Sur le plan moléculaire, un des atomes d’azote (le N-3 chez les imidazolés et le N-4 chez les
triazolés) se lie a I’atome de fer de I’héme situé dans le site actif de I’enzyme (GRANIER, 2003)
(YU et al, 2010) (VAN BAMBEKE, 2011-2012) du cytochrome P450, inhibant ainsi 1’activation

de ce cytochrome et par conséquence le fonctionnement enzymatique.

Les azolés sont donc actifs sur les enzymes déependantes du cytochrome P450 (DELAUNAY,
FISSORE, 2006).

L’inhibition conduit a une accumulation de précurseurs dans la chaine de synthese :

lanostérol et divers 14-méthylstérols (LORTHOLARYet al, 1999). Ce qui aboutit a I’inhibition de

la croissance du champignon. On observe également un épuisement d’ergostérol, stérol primordial
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dans la composition de la membrane de la cellule fongique, ce qui compromet I’intégrité de la

membrane cellulaire (GUBBINS, 2011).
Mode d ’action des azolés

CHg
CHy

C14 o déméthylase (CYP51, géene ERG11)
Cytochrome P450-dépendante

HR

Azolés

CHj

Ergostérol . ¥, | Conséquences :
- Inhibition de la synthése d 'ergosterol
- Altération membrane
on = Accumulation stérols méthylés toxiques

Figure 27
Mécanisme d’action des azolés - Advances in synthetic approach to and antifungal

activity of triazoles (DENIS B, 2010)

Une concentration élevée d'imidazole est liée a une activité fongicide rapide. En effet, a haute
concentration, ils pourraient exercer une inhibition directe sur les membranes, sans interférer avec
les stérols ou les esters de stérol (KUMARI et al 2010).

On soupconne également que les azolés peuvent inhiber les enzymes oxydatives et peroxydative

du cytochrome, ce qui entrainerait une augmentation de la concentration de peroxydes
intracellulaires (SAAG, DISMUKES, 1988).

Outre I’atteinte des systéemes membranaires, ces molécules peuvent altérer la paroi fongique avec
défaut de séparation des bourgeons de la levure mére et inhiber la formation des filaments de

Candida albicans (VANDEPUTTE, 2008).
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Les triazolés ont un trés large spectre : Candida, Aspergillus, Fusarium, etc ainsi que les
champignons dimorphiques et les dermatophytes contrairement aux imidazolés qui ne sont actifs
que sur Candida et Aspergillus (KUMARI et al 2010).

A doses journaliéres égales, un schéma d’administration en une seule prise est aussi efficace qu’un
schéma comportant plusieurs prises. Donc, du point de vue efficacité, il est inutile de fractionner la

dose journaliere.

On dit que le champignon en période stationnaire est plus sensible aux composés azolés que le
champignon en période de croissance exponentielle (LORTHOLARYet al, 1999). L'élimination de
ces molécules se divise en deux étapes: elles sont métabolisées par le foie, puis Les métabolites sont
éliminés par les reins (VANDEPUTTE, 2008) (VANDANA, RAKESH, 2011).

4- MODE DE RESISTANCE

On parle de résistance quand I’infection progresse malgré un traitement adapte.

Les especes d’Aspergillus sont intrinsequement résistantes au fluconazole mais sensibles a
I’itraconazole. Toutefois, lors d’une aspergillose, une résistance secondaire a 1’itraconazole peut
survenir. Les facteurs de résistance clinique tels que I’administration prolongée de

I’itraconazole, une atteinte pulmonaire avec cavernes et I’immunosuppression jouent un role dans la

mauvaise réponse thérapeutique (GRANIER, 2003).

4-1-  Systémes d'efflux
Au niveau des membranes cellulaires (fongiques, bactériennes, animales), il existe des transporteurs
trés ubiquitaires qui ont pour role de rejeter en dehors des cellules une grande variété de substances,
dont les médicaments (VANDEPUTTE, 2008). Ces transporteurs sont appelés « pompes » ou «

protéines d’efflux ».

Chez les champignons (dont les levures), deux familles de pompes sont impliquées dans la
résistance aux antifongiques azolés : les pompes de type ABC pour ATP-Binding Cassette, utilisant
I'ATP comme source d'énergie pour le transfert, et les MFS pour Major Facilitator

Superfamily, qui utilisent comme source d'énergie un gradient de protons (DANNOUI, 2007)

(Diaporama, http://loyce2008.free.fr/)
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S’il y a surexpression de ces protéines d’efflux, il y aura par conséquent diminution de la

concentration intracellulaire d’antifongique et donc moindre efficacité.

Il semble que les protéines ABC soient capables de prendre en charge tous les azolés alors que les
MFS seraient plus spécifiques du fluconazole (VANDEPUTTE, 2008).

4-2-  Surproduction de la cible cyp51 codée par le géne ergll
Cette surproduction équivaut a la multiplication du nombre de copies de la lanosterol 14a
demethylase (= CYP51), due a la surexpression du géne ERG11. Il y a augmentation de la
transcription du gene ERG11 grace a la surexpression des ARN messagers (DANNOUI, 2007).
Ainsi, les azolés ne sont plus en quantité suffisante pour inhiber la conversion du lanostérol en
stérols 140 déméthylés (VANDEPUTTE, 2008)

4-3- Modification de la cible : diminution de I’affinité pour I’azolé
Des mutations ponctuelles du gene ERG11 entrainent une modification de la séquence en acides
aminés de la lanosterol 140 demethylase provoquant une altération de sa liaison avec I’antifongique

azolé (VANDEPUTTE P, 2008)

4-4- Blocage de la voie de biosynthése de I’ergostérol
Cette forme de résistance est due a une mutation d’un geéne responsable de la synthese

d’intermédiaires toxiques tels que les stérols 140 méthylés (VANDEPUTTE P, 2008)

4-5-  Autres formes de résistance
La résistance aux antifongiques azolés peut également résulter d'un mécanisme
épigéenétique, par exemple la capacité a former des biofilms qui limitent le passage de I'antifongique

a l'intérieur de la cellule.

Un autre exemple de mécanisme non-moléculaire est la capacité a contourner I'absence d'ergosterol
suite au blocage de sa voie de biosynthéese par I'antifongique. Ce mécanisme est observé chez C.
glabrata qui, contrairement aux autres levures du genre Candida et notamment a C. albicans, mais
comme Saccharomyces cerevisiae, est capable d'assimiler et d'utiliser une source de stérol exogene

en présence d'azolés, telle que le cholestérol présent chez I'Homme.

44



g CHAPITRE 3 : ANTIFONGIQUES ET LES RESISTANCES AUX ANTIFONGIQUES

Cette observation pourrait d’ailleurs en partie expliquer la moindre sensibilité de cette espéce aux
antifongiques azolés (VANDEPUTTE, 2008)

Bien que toutes les molécules de cette classe agissent de la méme maniére, elles se distinguent
chacune par un spectre d’action, une pharmacocinétique et une toxicité difféerents (SHALINI et al,

2011).

5- CONCLUSION
» L’aspergillose est une maladie fréquente chez les oiseaux, son diagnostic clinique est trés
difficile et peu d’examens complémentaires permettent un diagnostic de certitude.
> Les pertes économiques restent encore considérables du fait du taux de mortalité tres élevé,

car le traitement est peu fructueux a cause de I’absence de molécules sur le marché.
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