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Résumé:

Les infections par Cryptosporidium et Giardia sont préoccupantes pour la santé animale en raison
des pertes économiques directes qu'elles peuvent entrainer. De plus, la nature zoonotique de
certaines especes de Cryptosporidium et d'assemblages de Giardia souleve des inquiétudes pour la
santé publique. L'objectif de cette étude était d'investiguer la prévalence de ces entéropathogenes
et de déterminer les facteurs de risque potentiels associés. Un total de 90 échantillons fécaux a été
collecté chez des veaux laitiers et des poulets de chair et a été analysé avec différentes méthodes.
Chez les bovins, nous avons estimé une prévalence de 56 % et de 8 % pour Cryptosporidium et
Giardia respectivement. En revanche, aucun des poulets de chair n'a été testé positif pour Giardia
et une prévalence de 60 % pour Cryptosporidium a été observée. Les résultats
immunochromatographiques ont montré une sensibilité élevée du test vis-a-vis des antigenes de

Giardia chez les veaux.

Mots clé : Prévalence, Cryptosporidium, Giardia, veau, poulet de chair.




Abstract:

infections with cryptosporidium and giardia are an animal health concern due to the direct
economics losses they can cause. Additionally, the zoonotic nature of some species of
cryptosporidium and assemblages of giardia raises the concerns for the public health. The aim of
this study was to investigate the prevalence of these enteropathogenes and determine potential
associated risks factors. A total of 90 fecal specimens were collected from dairy calves and broiler
chickens and were analyzed with different methods. in cattle, we estimated a prevalence of 56%
and 8% in cryptosporidium and giardia respectively. in the other hand, none of broiler chickens
was tested positive for giardia and a prevalence of 60% for cryptosporidium was observed. the
immunochromatographic results showed a high sensibility of the test towards giardia antigens in

calves.

Key words: Prevalence, Cryptosporidium, Giardia, calf, broiler chicken.
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ELISA : enzyme_linked immunosorbent assay
PCR : polymerase chain reaction
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Introduction

Cryptosporidium parvum et Giardia duodenalis sont deux pathogénes entériques communément

identifiés chez les mammiféres, dont la répartition est mondiale (Santin.,2020 ; Innes et al.,2020).

Tant la cryptosporidiose que la giardiase peuvent provoquer des infections asymptomatiques ou
des troubles gastro-intestinaux Iégers a graves chez les humains et les animaux. Ces deux parasites
sont préoccupants en termes de santé animale en raison des pertes économiques directes causées
par les infections. De plus, ils posent également un probléme de santé publique en raison du risque
d'exposition humaine a la contamination environnementale par les oocystes de Cryptosporidium
et les kystes de Giardia provenant des animaux (Xiao.,2010; Feng & Xiao0.,2011 ; Innes et
al.,2020).

En plus de la diarrhée, les symptomes les plus couramment associés a la giardiase et a la
cryptosporidiose comprennent la perte d'appétit, la fievre et la malabsorption. Ces infections
peuvent également avoir un impact sur la croissance pondérale chez les animaux affectés (Olson
et al.,2004 ; Santin.,2013). Les statistiques indiquent qu'environ 280 millions de cas de diarrhées

diagnostiquées chague annee sont attribuables a Giardia spp (Lane & Lloyd., 2002)

Les infections a Cryptosporidium représentent un probléeme majeur pour la santé animale, en
particulier chez les nouveau-nes, entrainant des pertes économiques liées a une diminution du taux
de croissance et a la mortalité des animaux infectés. On reconnait désormais que la
cryptosporidiose est également responsable de pertes économiques dans I'industrie avicole, ou des
épisodes de morbidité, voire de mortalité, chez les oiseaux d'ornement sont régulierement signalés
(Santin.,2020 ; Guechtouli et al.,2022).

La transmission de ces maladies, qu'il s'agisse de la cryptosporidiose ou de la giardiase, se fait
généralement par le biais de la contamination fécale-orale. Cela peut se produire par contact direct
avec un individu infecté ou en consommant de l'eau ou des aliments contaminés par des formes
infectieuses telles que des oocystes ou des kystes. La voie de transmission principale est en grande
partie en relation avec le péril fécal (Olson & Buret, 2001 ; Huetink et al.,2001 ; Santin.,2020)

L’intérét grandissant pour I’étude de ces parasites chez les animaux d’élevage n’est plus seulement

motivé par la connaissance du potentiel zoonotique qui leur sont associé mais il naisse également




de la nécessité d’évaluer les facteurs de risque en rapport avec ces parasitoses chez les animaux
(Dahmani et al., 2017) afin de mettre en place des mesures d'hygiene et de prévention appropriées
et réduire leurs répercussions dans les élevages animaux vue les énormes pertes économiques et
sanitaires qu'entrainent ces deux parasites chez les espéces animales concernées (O’Handley et al.,
2006 ; Castro-Hermida et al., 2007).

Les études menées sur ces deux parasitoses, aussi bien en Algérie qu'a I'échelle mondiale ont
principalement porté sur le bétail, en accordant moins d'attention a leur impact sanitaire et
économique dans la filiere avicole. Par conséquent, l'objectif de cette étude était d'évaluer la
prévalence réelle de la Cryptosporidiose et de la Giardiase chez les poulets de chair et les veaux et
de déterminer certains facteurs de risque qui leurs sont associés chez les animaux d’¢levage au

niveau de la wilaya d’Alger (Baroudi et al., 2017 ; Guechtouli et al.,2022).
Le présent travail comporte deux parties :

Une partie bibliographique dans laquelle on s’intéresse a une étude générale des deux parasitoses

et cela pour permettre 1’instauration des mesures d’hygi¢nes et de prévention

Une partie expérimentale ou on étudie la prévalence d’excrétion de Cryptosporidium et de Giardia

en fonction de plusieurs facteurs.




Chapitre 1 LA CRYPTOSPORIDIOSE
I. Généralité
1.1 Historique du Cryptosporidium

Le genre cryptosporidium a été découvert pour la premiere fois par Tyzzer en 1907, il a été nommé
ainsi en raison de l'absence de sporocystes dans les oocystes. Ce parasite extracellulaire,
cryptosporidium mdris, a été trouvé dans les glandes gastriques des souris de laboratoires
(Tyzzer.,1907 ; Tzipori & Widmer.,2008).

En 1912, il observa sur la surface de I'épithélium intestinal des souris, une espece plus petite

nommée cryptosporidium parvum (Tyzzer.,1912).

Slavin a révélé en 1955, le r6le pathologique du genre C. meleagridis représenté par une maladie
clinique diarrhéique avec un faible taux de mortalité chez la dinde. Ce parasite a été trouvé en trés

grand nombre sur I'épithélium du tiers terminal de I'intestin gréle (Slavin.,1955).

La cryptosporidiose bovine a éteé identifiée pour la premiére fois chez les jeunes veaux en 1971
(Panciera et al.,1971 ; Rose.,1997).

Une deuxieme espéce de cryptosporidium aviaire, initialement isolée de poulet de chair en 1986,
a eté nommee C. baileyi sur la base de son cycle de vie et de ses caractéristiques morphologiques.
Le parasite peut coloniser le colon, le cloaque et la bourse de fabricius ainsi que plusieurs sites

respiratoires (Current et al.,1986 ; Pavlasek.,1993).

Plus tard, en 1999, une nouvelle espece de cryptosporidium aviaire a été découverte par Pavlasek
chez les poules. C. galli semble étre associée a une maladie clinique et un taux de mortalité élevé.
Contrairement aux autres especes aviaires, les étapes du cycle de vie de C. galli se sont développées
dans les cellules épithéliales du proventricule de la poule et non dans les cellules respiratoires ou
de l'intestin gréle (Pavlasek.,1999 ; Morgan et al.,2001 ; Pavlasek.,2001 ; Ryan et al.,2003).

Toutefois, de nombreuses techniques de biologie moléculaire ont été mises au point pour détecter

et différencier Cryptosporidium au niveau de l'espece/du génotype et du sous-type. Cette

2




caractérisation moléculaire a révolutionné la compréhension de la diversité biologique et la
transmission du Cryptosporidium spp, et de mieux apprécier I'importance des divers organismes
de ce genre pour la santé publique (Fayer.,2010 ; Xiao.,2010).

Il. Etude du parasite
I1.1 Systématique

11.1.1 Taxonomie

Le Cryptosporidium est souvent décrit comme un parasite "coccidien™. Les organismes de ce genre
forment l'ordre des Eucoccidiorida avec quatre autres genres sur la base de nombreuses similitudes
dans leurs caractéristiques morphologiques et leurs cycles de vie (Tableau 1). En dépit des
caractéristiques partagées, Les oocystes de Cryptosporidium sont entiérement sporulés et
infectieux pour d'autres hotes sensibles lorsqu'ils sont excrétés (Smith & Nichols.,2007 ; Ghazy
et al.,2015).

Tableau 1Classification taxonomique de cryptosporidium spp

Classification taxonomique de cryptosporidium spp (Levine et al.,1980 ; O’Donoghue.,1995).

CLASSIFICATION NOM CARACTERISTIQUE BIOLOGIQUE

Hyper-royaume Eucaryote Cellule possédant un noyau avec une

enveloppe nucléaire

Royaume Protiste Eucaryote unicellulaire

Super-phylum Alveolata Présence des alveoles




Phylum

Apicomplexa

Complexe apical, généralement constitué
d'anneau(x) polaire(s), de rhoptries, de
micronemes, de conoide(s) et de
microtubules sous-pelliculaires ; cils

absents

Classe

Sporosoasida

Locomotion des organismes matures par
flexion du corps, glissement ou

ondulation des crétes longitudinales

Sous-classe

Coccidiasina

Cycle biologique comprenant meérogonie,

gametogonie et sporogonie

Ordre

Eucoccidiorida

Présence de mérogonie

Sous-ordre

Eimeriorina

Sporozoites généralement enfermés dans

un sporocyste a l'intérieur d'un oocyste

Développement indépendant des

macrogamonte et microgamo nte

Famille

Cryptosporidiidae

Développement sous la bordure en brosse
des cellules épithéliale et croissance

intracellulaire extra-cytoplasmique

Cycle monoxéne

Genre

Cryptosporidium

Oocystes sans sporocystes, avec quatre

sporozoites nus.




Monoxene.

Microgametes sans flagelles

11.1.2 Espéces de cryptosporidium

A ce jour, 38 espéces de Cryptosporidium ont été identifiées dans divers hétes, tels que des
mammiferes, des marsupiaux, des oiseaux, des reptiles et des poissons. Seulement 31 especes de
Cryptosporidium sont considérées comme valides a 1’heure actuelle (Abeywardena et al.,2015 ;
Gerace et al.,2019 ; Cao et al.,2020).

Initialement, La classification actuelle est basée sur une variété de parametres, y compris la
préférence de I'hdte, la transmissibilité croisée et sur des caractéristiques biologiques et
morphologiques ainsi que sur des méthodes taxonomiques moléculaires répandant aux regles de
I’ICZN (Smith & Nichols.,2007 ; Ryan et al.,2014).

11.1.2.1 Espéces principales chez les bovins

Il existe quatre espéces principales de Cryptosporidium responsables d'infections chez les bovins
: C. parvum, Cryptosporidium. bovis, Cryptosporidium. ryanae et C. andersoni, cette derniére a
été identifiee dans la caillette, tandis que C. parvum, C.ryanae et C. bovis infectent I'intestin gréle
(Olson et al.,2004 ; Xiao.,2010 ; Santin., 2020). Outre leur site de prédilection, les espéces ont

des oocystes morphologiquement distincts et different génétiquement (Lindsay et al.,2000).

La plupart des études réalisées dans le monde suggérent une répartition des especes de
Cryptosporidium en fonction de I'age chez les bovins, les veaux pré-sevrés sont principalement
infectés par I'espece zoonotique C. parvum, C bovis et C ryanae étant les especes prédominantes
chez les veaux post-sevrés, tandis que les bovins adultes sont principalement infectés par C.
andersoni (Naguib et al.,2018 ; Santin.,2020).

D'autres espéces ont également été sporadiquement signalées chez les bovins, notamment
Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium suis, Cryptosporidium canis et Cryptosporidium félis
(Santin & Trout.,2008).




11.1.2.2 Espéces principales chez les oiseaux

Actuellement, quatre especes aviaires de Cryptosporidium sont considérées pathogenes pour les
oiseaux, en fonction de leurs caractéristiques biologiques et de leurs différences génétiques :
Cryptosporidium  meleagridis, Cryptosporidium  baileyi, Cryptosporidium avium et
Cryptosporidium galli (Wang et al., 2019 ; jian et al.,2021).

Bien que les oiseaux soient les hotes naturels des especes citées en amont, C. meleagridis reste la
seule espece de Cryptosporidium connue pour infecter a la fois les oiseaux et les mammiféres y
compris le bétail et I'nomme (Stensvold et al.,2014 ; Da cunha et al.,2018). De méme, C.
meleagridis est considérée comme la troisieme espece la plus prévalente connue pour infecter les
humains vus qu’elle est la plus étroitement apparentée aux souches zoonotiques de C. parvum et

C. hominis (Sréter et al., 1999 ; Stensvold et al.,2014 ; Braima et al., 2019).

Cryptosporidium baileyi est I'espece de Cryptosporidium aviaire la plus courante (Goodwin et al.,
1996), cette derniére ainsi que C. meleagridis et C. avium peuvent envahir les glandes salivaires
et cesophagiennes, l'intestin gréle, le caecum, le célon, le cloaque et la bourse de Fabricius chez les
oiseaux, seulement C. baileyi peut étre egalement present dans les tissus respiratoires tels que la
conjonctive, les sinus, la trachée et les sacs aériens. En revanche, C. galli na été trouve que dans
le proventricule comme il a été decrit par Pavlasek (Pavlasek.,1999,2001 ; Sréter & Varga.,2000
; Da cunha et al.,2018).

Parallelement, d'autres especes de Cryptosporidium  (Cryptosporidium. andersoni,
Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium muris) ont également été
signalées chez les oiseaux dans des études antérieures (Ryan., 2010 ; Nakamura & Meireles.,
2015 ; Cui et al., 2018).

11.2 Caractéres biologiques et morphologiques

11.2.1 Morphologie

11.2.1.1 Les oocystes

Les oocystes de Cryptosporidium sont microscopiques (la plupart des espéces ont un diametre de

4 a 6 um) de forme sphérique a ovoide et renferme 4 sporozoites nus et mobile agencé autour d’un
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corps résiduel (Smith & Nichols.,2007; Ridley.,2012; Helmy & Hafez.,2022) (Figure 1) et
possedent une paroi cireuse résistante composée de deux couches hétérogene, la plus externe est
composée d’une matrice polysaccharidique et la couche interne est composée de glycoprotéines
filamenteuses qui permet au parasite de survivre a un large éventail de conditions (Innes et al.,
2020 ; Fayer & Xiao., 2007) rendant 1’oocyste ainsi la forme de résistance du parasite (Guyot et
al., 2012 ; Rieux., 2013).

Le corps résiduel contient un corps large lipidique, des granules d'amylopectine, des inclusions

cristallines protéiques, des ribosomes et des cyto membranes (Fayer & Xiao., 2008).

Figure 1: Structure d'un oocyste, apres cryofracture, observeé au microscope a transmission

Echelle = 0,5um (Jenkins et al., 2010)

11.2.1.2 Les sporozoites

Les sporozoites (Figure 2) sont la forme invasive de Cryptosporidium. Ils ont une extrémité apicale
étroite et clairement définie et une extrémité postérieure plus large et arrondie. A l'intérieur du
sporozoite se trouvent un noyau et un nucléole, une membrane a double unité ainsi qu'un complexe
de Golgi et un réticulum endoplasmique. Un organite semblable a une mitochondrie a été observé
juxtaposer au noyau ovale qui est situé a I'extrémité postérieure moyenne de I'organisme (Smith
& Nichols.,2007). Toutefois, les sporozoites de Cryptosporidium possedent un complexe apical
composé de micronemes, d'un seul rhoptére et de granules denses (Tetley et al., 1998), Le
cytoplasme des sporozoites est ainsi devenu vacuolaire (Huang et al.,2004). Ces organites

sécretoires sont impliqués dans l'attachement et I'invasion des cellules hotes (Bouzid et al., 2013).

Les sporozoites de C. parvum subissent des mouvements de glissement circulaires et hélicoidaux,

qui dépendent de microtubules permettant aux sporozoites de migrer a la surface des cellules hétes




et de les envahir activement (Wetzel et al.,2005 ; Bouzid et al.,2013). Au cours de ces
mouvements de glissement, les sporozoites déposent des trainées de protéines qui peuvent étre
visualisées par imagerie, grace aux anomalies observées aux niveaux des microvillosités
(Borowski et al., 2010 ; Bouzid et al.,2013). Ces microtubules sont situés latéralement sous la
membrane plasmique et liés a I'anneau polaire circulaire et apical et s'‘étendent horizontalement de

I'apex au milieu du corps des zoites, ce qui leur confére leur forme (Smith & Nichols.,2007).

Figure 2 : Structure d'un sporozoite ( coupe longitudinale), observé par
microscopie a transmission

Le complexe apical (ac) du sporozoite observé est composé de
micronémes(mn) et d’une rhoptrie (r). Le noyau (n) et les corps cristalloides
adjacents (cb) se trouvent dans la partie postérieure du parasite qui est plus
arrondie. Les granules denses (dg) sont positionnés dans la partie centrale. P
. « plastid-like », nme : membrane nucléaire. Echelle = 0,5 m (Tetley et al.,
1998).

11.2.1.3 Les trophozoites

Les trophozoites sont de forme sphérique et contiennent un nucléole proéminent a l'intérieur d'un
noyau unique excentrique entouré de cytoplasme et une organelle d’attachement/nourriciére bien
développeée. Cet organite permet au parasite d’acquérir depuis la cellule hote, les nutriments dont
il a besoin (Fayer & Xiao., 2008 ; Helmy & Hafez.,2022).

11.2.1.4 Les mérontes et les mérozoites type | et 11

Aprés trois divisions asexuees (mérogonie/schizogonie), Les mérontes de type | forment 8
mérozoites qui sont libérés de la vacuole du parasitophore lorsqu'ils sont matures et les mérontes
de type Il forment 4 mérozoites qui ne subissent pas d'autre mérogonie mais produisent des stades

de reproduction sexuelle (appelés gamontes). Ces stades sont morphologiquement similaires aux




sporozoites comprenant un complexe de membrane interne double, une collerette dense en
électrons, des granules denses en électrons, quelques micronémes, des ribosomes et du cytoplasme,
se forme immédiatement sous le plasmalemme du schizonte, juste au-dessus de chaque noyau du
schizonte, ce dernier est situé plus au centre de la cellule que celui des sporozoites. Les mérozoites
restent attachés a un résidu a leur extrémité postérieure et deviennent plus allongés au cours de
leur maturation. (Fayer & Xiao., 2008 ; Ghazy et al.,2015 ; Xiao & Cama.,2018 ; Helmy &
Hafez.,2022).

11.2.1.5 Les gamontes

Lors de la multiplication sexuelle (gamétogonie), les mérozoites individuels produisent des
gametes males et femelles, souvent appelés micro- et macrogametes (Abeywardena et al.,2015 ;
Jumani et al., 2019 ; Tandel et al., 2019).

Les macrogameétes de C. parvum mesurent environ 4 a 6 um, sont sphériques ou ovoides et
possedent un gros noyau central avec un nucléole proéminent qui reflete leur forte activité
transcriptionnelle. Le processus de fécondation d'un macrogamonte par un microgamete n'a été
que peu observé, ce qui suggere que le processus est rapide (Fayer & Xiao., 2008 ; Guérin &
striepen.,2020).

Contrairement a la femelle, le microgamonte subit une division nucléaire, conduisant a 16 gametes
qui sortent de la vacuole parasitophore pour féconder une femelle. Ces cellules sont en forme de
batonnet (1,4 x 0,5 um pour C. parvum), avec une extrémité antérieure aplatie. Ils sont dépourvus

de flagelles et de mitochondries typiquement observés dans les microgametes d'autres coccidies.

La majeure partie du microgamete est constituée d'un noyau condensé (Fayer & Xiao., 2008 ;
Bouzid et al.,2013 ; Guérin & striepen.,2020).
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Figure 3 : Les differents stades intracellulaires de cryptosporidium observés par microscopie
électronique a transmission

(A) Un trophozoite mature prét a se diviser en mérozoites. (B) Un méronte de type | composé de
mérozoites (C) Un microgamétocyte méle et (D) un macrogamétocyte femelle. (E) Un zygote.
Mérozoite (Mz), corps résiduel (RB), organelle nourricier (FO) (Leitch & He, 2012 ; Tzipori &
Ward., 2002 ; Valiguriva et al., 2008).

11.3 Cycle de vie

Le cycle de vie de Cryptosporidium a éte étudié de la maniere la plus intensive. Il est un parasite
intracellulaire obligatoire et monoxene, c’est a dire qu'il accomplit son cycle de vie dans un seul
héte, comprenant des phases de reproduction asexuée et sexuée (Ramirez et al., 2004 ; Smith &
Nichols.,2007). Toutes les étapes du cycle de vie ont lieu dans le site de prédilection de I'hote, plus
fréquemment dans les cellules épithéliales qui tapissent le tractus gastro-intestinal des
mammiferes, des oiseaux et des reptiles (figure 4). Tandis que d’autres localisations erratiques
sont décrites notamment les voies respiratoires des oiseaux, I'arbre biliaire, le foie ou le pancréas
(Fayer.,2004 ; Smith & Nichols.,2007 ; Abeywardena et al.,2015) et dans les reins des poulets
(Fayer et al., 1998).

Le stade infectieux de lI'oocyste (4 a 6 mm) est excrété dans les feces des hotes infectés (Kosek et
al., 2001) ou sont expectorés directement par les voies respiratoires (Sréter & Varga.,2000). Ces
oocystes résistants a I'environnement sont enfermés dans une paroi oocystale durable, une barriere
protectrice complexe constituée de parois internes et externes composees d'une matrice de
proteines, de lipides et d'hydrates de carbone. (O’Hara & Chen.,2011)

Le cycle infectieux est déclenché par l'ingestion d'oocystes libérant quatre sporozoites infectieux
qui adherent aux entérocytes du tractus gastro-intestinal ou respiratoire et les envahissent (Ryan
& Hijjawi.,2015 ; Santé Canada., 2019 ; Guerin & Striepen.,2020). Ce phénomene de
dékystement est induit par divers facteurs, notamment les conditions réductrices, le pH, le dioxyde
de carbone, la température, les enzymes pancréatiques et les sels biliaires (Robertson et al., 1993
; Helmy & Hafez.,2022). Ces sporozoites se divise a I’intérieure de la vacuole parasitophore muni

d’un organite d'alimentation responsable de la prise de nourriture. La vacuole parasitophore de
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comme intracellulaire puisqu'elle conserve sa position dans la vacuole parasitophore dérivée de
I'n6te (Griffiths et al.,1998 ; O’Hara & Chen.,2011). Les trophozoites subissent ensuite une
prolifération asexuée par mérogonie (anciennement appelée schizogonie) conduisant a la
production des mérontes de type | avec 8 merozoites qui sont libérées de la vacuole parasitophore
lorsqu’ils sont matures (Ghazy et al.,2015 ; Gerace et al.,2019). En outre, ces mérozoites
entament leur cycle de développement asexué et envahissent ensuite d'autres cellules épithéliales
ou ils subissent un autre cycle de mérogonie de type | ou se transforment en mérozoites de type 1.
Les mérozoites de type Il forment 4 mérozoites qui ne subissent pas d'autre mérogonie mais
produisent des stades de reproduction sexuelle (appelés gamontes) (Xiao & Cama.,2006 ; Guerin
& Striepen.,2020 ; Helmy & Hafez.,2022).

Cependant, le cycle de vie de C. baileyi differe légerement de celui des cryptosporidies infectant
les mammiféres. Chez les oiseaux, les mérontes de type | subissent un developpement cycligue, et
les formes invasives libérées par les merontes de type Il se transforment en mérontes de type I,

dont les mérozoites se transforment en stades sexuels (Current et al., 1986).

Les macrogamonts se transforment en macrogametocytes mononucléés et les microgamonts se

transforment en microgamétocytes qui produisent jusqu'a 16 microgametes non flagellés et par un
mécanisme inconnu, localisent et finissent par féconder un macrogamétocyte ce qui donne lieu au
seul stade diploide du développement (O’Hara & Chen.,2011 ; Ghazy et al.,2015). Les zygotes
qui en résultent subissent un nouveau développement asexué (sporogonie) qui aboutit a la
production d'oocystes sporulés contenant 4 sporozoites. Certains pensent qu'environ 20 % d'entre
eux ont une "paroi mince", entourés que d'une membrane unitaire et s’enkyste dans l'intestin dans
le cadre d'un processus d'auto-infection, augmentant a nouveau le niveau d'infection avec la
libération de sporozoites infectieux. Les 80 % d'oocystes a paroi épaisse entourés d'une paroi
multicouche résistante a I'environnement, aux basses températures, aux fortes salinités et a la
plupart des désinfectants sont excrétés par I'hdte dans les matiéres fécales ou ils sont infectieux
pour d'autres hotes sensibles (Current et al., 1986 ; Dubey et al.,1990 ; Sréter & Varga.,2000 ;
Fayer & Xiao.,2007 ; Bouzid et al.,2013).
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Figure 4 : Cycle de vie de cryptosporidium (Bouzid et al., 2013 modifié).

1.4 Les facteurs de virulences

Les facteurs de virulence sont considerés comme les processus et les substances par lesquels le
parasite déclenche et maintient la maladie chez I'hdte (Figure 5), ils peuvent affecter I'hdte a tout
moment du cycle de vie, depuis le moment ou le parasite pénétre dans le corps jusqu'a ce qu'il soit
tué ou qu'il acheve son cycle et sorte de I'hdte. Ces facteurs ont été identifiés comme des génes
impligués dans les processus d'interaction initiale des oocystes et sporozoites de Cryptosporidium
avec les cellules épithéliales de I'hdte, y compris le dékystement de I’oocyste, la motilité de
glissement, I'attachement, l'invasion, la formation de la vacuole parasitophore, la maintenance
intracellulaire et les dommages aux cellules de I'hdte (Wanyiri & Ward.,2006 ; Fayer et al.,2009
; Bouzid et al.,2013).
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Figure 5 : Facteurs de virulence de cryptosporidium décrit a ce jour et leur contribution au cycle
de vie du parasite (Bouzid et al., 2013 modifié)

11.4.1 Facteurs d’adhérence et d’invasion

La plupart des protéines susceptibles de participer a I'attachement du parasite aux cellules hotes et
a la formation de la vacuole parasitophore sont présentes a la surface ou sécrétées a partir de
vesicules secrétoires spécialisees du complexe apical (micronemes, rhoptries et granules denses)
(Certad et al.,2017). Deux classes de protéines, a savoir les glycoprotéines de type mucine et les
proteines adhésives liées a la thrombospondine, ont été caractérisées et leur réle dans I'adhésion a
été démontré (Wanyiri & Ward.,2006). La premiere a avoir été découverte est la Gp900, Cette
grande glycoprotéine de type mucine est située dans les micronémes et a la surface des mérozoites
et des sporozoites invasifs et a été proposée pour définir la spécificité de I'hdte puisque le site
d'attachement semble différer entre les especes de Cryptosporidium. De plus, la présence des
anticorps spécifiques de gp900 qui peuvent inhiber de maniere compétitive I'infection in vitro, est
compatible avec son role dans l'invasion des cellules hdtes (Petersen et al.,1997 ; Bouzid et
al.,2013 ; Tomazic et al.,2018).

D’autres molécules présentant une glycosylation O de type mucine suggére que ce type de
modification post-traductionnelle est courant dans les protéines impliquées dans l'attachement et

I'invasion tels que : la CSL (glycoprotéine de type circum sporozoite), le complexe GP40/15, la
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CPA135, la CP2, la P23 et la TRAP-C1 (protéine adhésive liée a la thrombospondine
Cryptosporidium 1) (Bouzid et al.,2013)

Des recherches ont révélé que le mécanisme moléculaire commun modulant I'adhésion et/ou
I'invasion des cellules hotes par les parasites protozoaires est médié par des interactions entre
glucides et lectines. En effet, le traitement des sporozoites de C. parvum avec des lectines
specifiques de la galactose-N-acétylgalactosamine (Gal/GalNAc) a inhibé I'attachement et donc
I'internalisation du parasite aux cellules épithéliales primaires bovines et de la lignée cellulaire
humaine d'adénocarcinome iléo-cacal (HCT-8) (O’Hara & Chen.,2011).

11.4.2 Dommages cellulaires

La perte de la fonction de barriere, la libération de lactate déshydrogenase et l'augmentation du
taux de mort cellulaire ont été documentés dans les cellules épithéliales coliques infectées par C.
parvum en culture (Adam et al.,1997). Les mécanismes a l'origine des lésions cellulaires pendant
I'infection par Cryptosporidium restent inconnus ; toutefois, plusieurs molécules, telles que les
phospholipases, les protéases et les hémolysines ont été proposees comme cause des dommages
cellulaires (Certad et al.,2017)

L’implication des protéases dans la dégradation des protéines, 1’invasion des tissus et I'évasion de
I'immunité de I'hote est essentielle dans les étapes initiales de I'infection. L'hémolysine H4 quant
a elle, sa fonction est inconnue, mais sa capacité a perturber les membranes cellulaires suggére un
réle dans I'invasion et/ou la rupture des membranes vacuolaires, ce qui permettrait aux mérozoites
de sortir de la vacuole parasitophore et de se propager aux cellules adjacentes (Okhuysen &
Chappell.,2002).

11.4.3 Apoptose

Plusieurs études ont montré que Cryptosporidium est capable de moduler I'apoptose de la cellule
hote, en inhibant le processus au stade trophozoite et en le favorisant aux stades sporozoite et
mérozoite. Ceci suggere que le parasite est capable de réguler I'expression des genes des cellules
hotes (Mele et al.,2004). C’est a dire qu’au début de I’infection, l'expression des génes pro-

apoptotiques est basse en plus de la présence de NF-kB activeé qui induit des mécanismes anti-
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apoptotiques. Tandis qu’aux stades tardifs, I’expression des geénes pro-apoptotiques est favorisée
£(Certad et al.,2017).

I1.5 Resistance du parasite

Les oocystes de cryptosoridium parvum sont extrémement résistants aux variations naturelles de
I'environnement (température, humidité) que ce soit dans I’eau, le sol ou bien les matiéres fécales,
ces oocystes demeurent longtemps infestant dans la nature, ce qui rend la cryptosporidiose difficile

a contrbler.

11.5.1 Au sol

La survie des oocystes au-dessus du milieu terrestre est fortement limitée en raison du processus
de dessiccation. Cependant, une fois dans le sol, les oocystes semblent étre protéges de cette
derniére (King & Monis.,2006). En effet, la texture du sol a été identifiée comme importante pour
la survie des oocystes, car leurs viabilités peuvent étre compromises par la baisse du pH du sol
(Jenkins et al.,2002). Hormis les sols limoneux qui peuvent contribuer a la déshydratation des
oocystes, I'humidité du sol ne s'est pas révélée avoir une influence sur leurs survie (King &
Monis.,2006)

De plus, la température a été identifiee comme le facteur critique affectant la survie des oocystes
dans le profil du sol, ce qui indique que les oocystes présents dans le sol a 4°C peuvent rester
infectieux pendant de tres longues périodes (voire des années), quelle que soit la texture du sol
(King & Monis.,2006)

11.5.2 Dans ’eau

Les oocystes peuvent rester viables jusqu'a plusieurs mois dans 1’eau pour une température
comprise entre 0°C et 30°C (Derouin et al., 2002), ils peuvent survivre pendant plus de 12 mois
dans l'eau a 4°C (Smith.,1992). L’augmentation des températures de conservation correspond a
une diminution de l'infectivité des oocystes. A des températures inférieures a 15 °C, les oocystes
peuvent maintenir des niveaux élevés d'infectivité pendant des périodes d'au moins 24 semaines

(Fayer et al., 1998). En revanche, a des températures environnementales légérement plus élevées
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(20°C et 25°C), Il'inactivation est plus rapide conduisant a une inactivation compléte aprés 12 et 8

semaines, respectivement (King et al., 2005).

Les effets des basses températures de congélation posent également un sérieux défi pour la survie
des oocystes. Une étude a démontré qu'apres 21 ha -22 °C, 67% des oocystes n'étaient plus viables,
et méme si cette proportion est passée a plus de 90% aprés 152 h une petite proportion d'oocystes

était toujours capable de survivre pendant au moins 775 h a -22°C (Robertson et al., 1992)

11.5.3 Résistance aux agents chimiques

L'oocyste infectieux présente une résistance exceptionnelle aux désinfectants chimiques a base de
chlore couramment utilisés dans les systémes de traitement de I'eau. - par exemple, I'hypochlorite
de sodium a 6 ainsi qu'a I'ethanol a 70 % et a d'autres préparations commerciales couramment
utilisées au niveau domestique ou dans I'élevage (Weir et al., 2002). De méme, la floculation a
I’aluminium au pH, a la concentration et au temps de contact utilisés par l'industrie de 1'eau ne
semble pas avoir d'impact sur la viabilit¢ des oocystes de Cryptosporidium. Cependant,
I’expositions a des concentrations aussi ¢€levées d’ammoniaque (5%) auraient des effets
significatifs sur la viabilité des oocystes, méme a des tempeératures fraiches et avec des durées

d'exposition plus longues (Ruxton.,1995).

I11. Epidemiologie
I11.1 Epidemiologie descriptive
I11.1.1 Répartition géographique

La cryptosporidiose est une parasitose cosmopolite, capable d'infecter une variété de vertébrés, y
compris les principaux animaux d'élevage tels que les bovins, les moutons, les chévres, les porcs,
les lapins, les chevaux, les anes, les buffles d'eau et les chameaux, et la volaille. Des cas de
Cryptosporidium spp zoonotiques ont également été signalés chez des especes sauvages,
notamment des lapins, des cerfs, des mammiferes sauvages et des poissons (Guyot et al.,2012 ;
Innes et al.,2020).
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111.1.2 Prévalence globale du parasite

La prévalence de la cryptosporidiose dans les troupeaux varie considérablement d'une étude a
l'autre dans le monde entier (Tomazic et al.,2018). En général, chez les bovins, la prévalence
dépasse souvent 50-60 %, et la prévalence cumulée approche les 100 % (Santin et al., 2008). A
noter qu'en Algérie, la prévalence globale chez les bovins est estimée de 36.7% (Laatamna et
al.,2018).
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Figure 6 Prévalence globale de cryptosporidium dans différentes regions geographiques du

monde.

La prévalence dans chaque pays a été déterminée a partir des données de microscopie
conventionnelle chez les animaux d'élevage (bovins, ovins, caprins, porcins, chevaux et buffles)
(Nahavandi et al.,2019)

Une étude systématique et une méta-analyse récentes sur le Cryptosporidium dans le bétail ont
révélé que la prévalence chez les animaux d'élevage était plus élevée en Amérique et en Europe

que sur les autres continents, ce qui pourrait étre attribué a la production intensive danimaux
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d'élevage dans ces régions. La méta-analyse révele que 18,9 % de I'ensemble des populations des
espéces d'ongulés étudiees étaient infectées par le parasite (Nahavandi et al.,2019).

Dans une étude épidémiologique espagnole sur la prévalence et la répartition par &ge des infections
a C. parvum,44,4 % des veaux agés de 3+4 jours étaient infectés et était également élevée chez les
veaux sevres agés de 1,5+4 mois (14%), les veaux d'engraissement et les génisses agées de 4+24
mois (7,7%) et les adultes (17,8%) (De Graaf et al.,1999). En revanche, une autre étude entreprise
au Etats unis, indique que Cryptosporidium a été détecté chez 43,1 % des veaux génisses pré-
sevrés, I’infection était plus répandue chez les jeunes veaux, 63,3 % des veaux agés de moins de
2 semaines étant positifs, contre seulement 9,1 % des veaux agés de plus de 6 semaines. (Urie et
al.,2018)

A laide dun test dimmunochromatographie latérale rapide (IC), des antigénes de
Cryptosporidium ont été détectés chez 58 veaux pré-sevrés au Koweit soit 33,1 % (Majeed et
al.,2022)

Quelques études sur la cryptosporidiose des poulets de chair ont été documentées en Afrique
(Algerie, Tunisie, Maroc et Cdte d'lvoire) (Squire & Ryan, 2017), ou la plupart d'entre elles ont
rapporté une prévalence variant de 4,5 % a 34,4 % dans les échantillons fécaux des oiseaux
examinés. L’ Algérie étant de 8.9% (Laatamna et al.,2018). En Chine, elle a été calculée comme
étant de 3,96% chez les oiseaux sauvages ainsi que la prévalence moléculaire chez les volailles
domestiques était de 2,9 % (Gong et al.,2021 ; Wang et al.,2021).

111.2 Epidémiologie analytique
111.2.1 Source de contamination et mode de transmission

Les formes émises dans les féces des jeunes veaux infectés sont incriminées davantage dans la
transmission de ces parasites et sont considérés comme la source d'infection principale et la plus
dangereuse. Toutefois, La majorité des bovins adultes peuvent étre décrits comme des excréteurs
d'oocystes de C. parvum mais leur importance dans la transmission de la maladie reste discutable.
Néanmoins, ils peuvent jouer le r6le de réservoir et contribuer donc a la dissémination des parasites
dans I’environnement (Dubey.,1990 ; De Graaf et al.,1999 ; Geurden & Olson., 2011 ; Rieux.,

2013). Les aliments contaminés par des excréments de souris sont une source possible d'infection.
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L’cau de boisson peut constituer également le principal mode de distribution des oocystes, y
compris dans les élevages de volailles. Etant donné que C. baileyi peut infecter une grande variété
d'hotes aviaires, les oiseaux sauvages peuvent jouer un réle important dans I'épidémiologie de la
cryptosporidiose (Dubey.,1990 ; Sréter & Varga.,2000).

La principale voie de transmission se fait par voie oro-fécale (De Graaf et al.,1999). La voie
transplacentaire était ’'une des voies possibles de transmission du parasite aux veaux, mais les
chercheurs n'étaient  pas en faveur de cette hypothése (Thomson et al., 2019). De plus,
I’environnement contaminé présenté par des vecteurs mécaniques tels que les bottes de travail, les
ustensiles d'alimentation, litiere et les divers accessoires utilises autour des étables pourraient étre
responsables de la transmission du parasite (Dubey.,1990 ; Maldonado-Camargo et al.,1998 ;
Santin et al.,2004). En outre, les rongeurs et les souris présents dans les locaux d’élevage doivent
étre considérés comme un vecteur important de C. parvum peuvent contribuer autant a la
transmission du parasite (Quy et al.,1999 ; Sréter & Varga.,2000 ; Zhao et al., 2014).

Les mouches ont été suggérées comme vecteurs possibles, et dautres sources hypothétiques
d'infection suggérées comprennent les chats d'étable, les chiens qui mangent les excréments des

veaux et les oiseaux sauvages (Anderson.,1986).

111.2.2 Facteurs prédisposant

De nombreux travaux ont montrés que la distribution du Cryptosporidium est liée a I'age, a la race
et au statut immunitaire (Olson., 2002 ; Gong et al.,2017). La sensibilité de jeunes animaux agés
de 3-4j a 3-4 semaines a ces parasites s’explique par leur systéme immunitaire peu performant, dés
que la maturation immunitaire s’acquiere, I’animal devient résistant (Olson & Buret, 2001 ;

Morin.,2002 ; Geurden & Olson, 2011).

Certains auteurs impliquent d’autres facteurs notamment les méthodes d'examen et la taille des
échantillons (influent sur la sensibilité et la précision des résultats), la dégradation des conditions
sanitaires augmentent significativement le risque de cryptosporidiose (Castro-Hermida et
al.,2002 ; Taylor et al., 2007 ; Gong et al.,2017). La litiere semble avoir également beaucoup
d’influence. Les sols en terre et en paille ont une capacité supérieure a retenir 'humidité par rapport

aux sols en ciment, favorisant ainsi une meilleure survie du parasite (Maldonado-Camargo et
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al.,1998). L'extension de la pratique de lI'accumulation de litiere dans les élevages avicoles est

responsable de l'augmentation du nombre d'élevages infectés (Goodwin et al.,1990).

Dans une étude canadienne portant sur les veines de boucherie, il a été observé que l'effet
saisonnier peut contribuer a la cryptosporidiose. Une prévalence plus élevée de cette maladie a été
constatée pendant les saisons d'hiver et de printemps, qui correspond a la période de vélage et donc
a la période ou le groupe a haut risque compte le plus grand nombre de veaux (Mann et al.,1986
; Delafosse et al., 2003 ; Akam et al., 2007)

IV. Les signes cliniques

IVV.1 Chez la volaille

Chez les oiseaux, la cryptosporidiose se manifeste principalement sous deux formes cliniques : la
maladie respiratoire et la maladie intestinale. En general, une seule forme de la maladie est présente
dans un foyer (Lindsay & Blagburn.,1990). Des études ont démontré que C. baileyi est placé
parmi les agents a considérer dans le complexe des maladies respiratoires et que les pertes de
production peuvent étre élevees de maniere inattendue, cela fait suite a la grave maladie des sacs
aériens et l'effet négatif de la cryptosporidiose sur les performances de croissance et la

pigmentation de la carcasse (Blagburn et al.,1987 ; Goodwin et al., 1996)

La cryptosporidiose naturelle chez les poulets se manifeste généralement par une maladie
respiratoire et seulement occasionnellement par une maladie intestinale ou rénale (Lindsay &
Blagburn.,1990). Il semble y avoir deux manifestations différentes de la maladie respiratoire : une
atteinte des voies respiratoires supérieures comprenant la sinusite ("téte enflée™) et une atteinte des
voies respiratoires inférieures qui comprend la colonisation de la trachée, des bronches, des sacs
aériens et des poumons révélant le plus souvent une dépression, léthargie, I'anorexie, I'asthénie,
la toux, les éternuements, I’émaciation ,les gargouillis, la dyspnée et la conjonctivite, ainsi que

l'augmentation de la mortalité (De Graaf et al.1999; Sreter & Varga.,2000)

Cryptosporidium spp. Peut également envahir les glandes salivaires et cesophagiennes, le
proventricule, l'intestin gréle, le ceecum, le cdlon, le cloaque et la bourse de Fabricius chez les
oiseaux avec des manifestation cliniques gastro-intestinale (léthargie, diminution de la prise de

poids, baisse de la pigmentation et diarrhée) (Sreter & Varga.,2000)
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IVV.2 Chez le veau

Les infections a Cryptosporidium sont frequemment signalées comme cause majeure de diarrhée
chez les jeunes veaux (Radostits et al., 2007 ; Blanchard., 2012 ; Santin.,2020) et sont souvent
déja infectés au cours de la premiére semaine de vie (Uga et al., 2000). Les signes cliniques
deviennent évidents 3 a 5 jours apres l'infection et leur durée peut varier de 4 a 18 jours (De Graaf
et al.,1999 ; O’Handley & Olson.,2006).

La manifestation la plus évidente est une diarrhée aqueuse abondante, souvent jaune pale avec des
mucosités. Parallelement a la diarrhée d’autres signes non spécifiques peuvent s’observer chez
I’animal notamment d'inappétence, 1éthargie, de la fievre, de la dépression et/ou d'un mauvais état
de santé qui en résultent une diminution du taux de croissance durant les premieres semaines de
vie chez les jeunes animaux (Enmark et al.,2003 ; Klein et al.,2008 ; Santin.,2013 ; Robertson
et al.,2014 ; Santin.,2020). En outre, une cryptosporidiose sévere peut entrainer une
déshydratation extréme, une acidose métabolique et la mort. Cependant, dans les troupeaux
endémiques ou les taux de morbidité atteignent 100 %, la mortalité est inhabituelle (O’Handley
& Olson.,2006 ; Santin et al.,2008)

Les infections par C. andersoni ne provoquent pas de diarrhée, en revanche, elles peuvent
compromettre la production lactée chez les vaches laitieres (Esteban & Anderson.,1995) et
entrainer une réduction significative du taux de prise de poids chez les bovins de boucherie
(Ralston et al.,2010). De plus, I'infection concomitante par d'autres agents pathogenes, tels que le
rotavirus, le coronavirus et I'Escherichia coli entéropathogéne, peut aggraver les signes cliniques

et prolonger la durée de la maladie (Blanchard., 2012).

V. Traitement

Jusqu'a présent, La recherche a exploré diverses molécules mais aucune n'a connu un succes
marqué pour traiter la cryptosporidiose (O'donoghue.,1995 ; Tzipori & Ward.,2002 ; Paraud &
Chartier.,2012 ; Santin.,2020)

Le lactate d'halofuginone connut sous le nom commercial de Halocur®, est le seul traitement
homologué disponible pour le traitement et le controle de la cryptosporidiose chez les veaux.

Cependant, sa disponibilité est limitée et reste un probléme dans de nombreux pays (De Graaf et
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al.,1999 ; thompson et al.,2017 ; Tomazic et al.,2017 ; Santin.,2020). Pour les veaux nouveau-
nés, I'administration orale de lactate d'halofuginone est recommandée pendant les 7 premiers jours
de vie, a une dose de 100 mg d'halofuginone base par kilogramme de poids corporel, il est
généralement administré dans les 24 a 48 premiéeres heures de vie a titre préventif ou dans les 24
heures suivant l'apparition de la diarrhée a titre d'agent thérapeutique (Santin.,2020; Helmy &
Hafez.,2022), Son mécanisme d'action exact n'est pas entierement compris, mais on pense qu'il
affecte les stades mérozoite et sporozoite du parasite Cryptosporidium. Bien que le lactate
d'halofuginone ne prévient ni ne guérisse completement la maladie, il a été démontré qu'il réduit
I'excrétion d'oocystes et la durée de la diarrhée chez les veaux traités (Naciri et al.,1993;
thompson et al.,2017)

Certains medicaments alternatifs ont montré une efficacité partielle dans le traitement et le contréle
de la cryptosporidiose, mais leur disponibilité peut étre limitée tels que la paromomycine qui est
un antibiotique aminocyclitol dérivé de Streptomyces, a démontré des effets thérapeutiques chez
les veaux, et l'azithromycine, a réduit I'excrétion d'oocystes et la gravité de la maladie Chez les
veaux laitiers, mais son cofit élevé empéche sa mise en ceuvre (Elitok et al., 2005 ; Tomazic et
al.,2017)

En ce qui concerne la cryptosporidiose aviaire, peu de rapports qui mentionnent la présence ou
l'utilisation de médicaments anticoccidiens, et les médicaments couramment utilisés pour la
thérapie et la chimioprophylaxie dans l'industrie avicole , tels que I' halofuginone, le lasalocide,
les ionophores, les tétracyclines, l'amprolium et le toltrazuril, ont été testés contre la
cryptosporidiose chez les poulets mais n'ont pas suffisamment réduit I'intensité de I'infection a C.
baileyi.a moins d'étre utilisé a des doses toxiques. Néanmoins, la paromomycine s'est avérée étre
le médicament le plus efficace testé a ce jour, et il a été suggéré qu'en combinaison avec des
procédures sanitaires et une désinfection appropriée, elle pourrait contribuer au contrdle de la

cryptosporidiose du poulet (Sreter & Varga.,2000 ; De Graaf et al.,1999 ; Tomazic et al.,2017).

Le traitement de soutien implique la réhydratation et le remplacement des liquides et des
électrolytes par voie orale ou intraveineuse qui s'est avéré bénéfique pour traiter la déshydratation
associée a la diarrhée aigué en attendant la guérison spontanée de de plus, La nutrition parentérale

peut parfois étre jugée nécessaire pour reposer l'intestin et les composés antidiarrhéiques peuvent
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aider a contrbler la perte de liquide (O'DONOGHUE., 1995 ; Smith & Nichols.,2007 ;
Santin.,2020).

V.1 Prophylaxie

En raison de l'absence de traitement efficace, la prévention de la cryptosporidiose repose
principalement sur I'élimination et/ou la réduction de la contamination de I'environnement par des
oocystes infectieux (Fayer & Xiao.,2007). A cet effet des stratégies de gestion efficaces et des
mesures d'hygiéne préventives devront étre respectées notamment la réduction de la densité de
peuplement dans les fermes, la séparation des vaches et des veaux immédiatement apres la
naissance, suivie de la gestion des veaux dans leur groupe d'age respectif (Harp & Goff., 1998 ;
Santin.,2020)

Il est impératif également de séparer les animaux malades des animaux sains qu’ils doivent étre
mis en quarantaine dans des installations capable d’étre nettoyés et désinfectes. Cela peut étre
réalisé grace a l'application de chaleur humide et la fumigation au formaldéhyde ou a 'ammoniac
ainsi I’utilisation de désinfectants chimiques efficaces comme HydrogenPeroxide éte également
recommandées pour la décontamination. De plus, I'utilisation des lits de paille propres et abondants
contribue a réduire la contamination. Par ailleurs, il est essentiel d'administrer aux nouveaux-nes
des quantités appropriées de colostrum (Campbell et al., 1982 ; De Graaf et al.,1999 ; Sreter &
Varga.,2000 ; Stockdale et al., 2008 ; Helmy & Hafez.,2022). En ce qui concerne
I'environnement de logement des veaux, l'utilisation d'un sol en béton, une litiere d'une profondeur
supérieure a 11 cm avec un ajout quotidien de litiere propre, ainsi que l'alimentation avec du lait
fermenté sont autant de mesures qui ont prouvé leur efficacité pour réduire la charge de

Cryptosporidium (Tomazic et al.,2017).

La lutte contre la cryptosporidiose dans I'industrie de la volaille demeure un défi, car ces méthodes
d'assainissement traditionnelles sont souvent plus adaptées aux petites exploitations. De plus, il
convient de noter que les ténébrions et d'autres insectes peuvent servir de vecteurs pour les

coccidies, ce qui complique davantage la situation (Sreter & Varga.,2000).

Il n’existe malheureusement pas a ce jour de vaccin contre la cryptosporidiose. Les chercheurs se

sont tout de méme intéressés a la réponse vaccinale des veaux. Des études ont donné des résultats
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intéressants dans des conditions expérimentales, les veaux immunisés avec des oocystes inactivés
ont montré une réduction de la diarrhée et de I’excrétion des oocystes. Néanmoins, le vaccin n’était

pas efficace sur le terrain (Thomson et al., 2017).

CHAPITRE 2 : LA GIARDIOSE
I. GENERALITES
1.1 Historique du Giardia

La premiére description de Giardia remonte & 1681 ou elle fut découverte par Antony Van
Leeuwenhoek en examinant au microscope ses propres selles diarrhéiques. Cependant, une
description plus détaillée sur les caractéristiques morphologiques de ce parasite n'a pas eu lieu
jusqu'a 1859, lorsqu'il a été observé par Czechwilhem Lambl qu’il nomma Cercomonas
intestinalis (Dobell.,1920 ; Ansari.,1951 ; Adam.,2001 ; Ford., 2005 ; Midlej et al., 2017).

En 1882, Kunstler établit le genre Giardia pour un flagellé a symétrie bilatérale, Giardia agilis,
qu'il découvrit dans les intestins de tétards, et en 1888, Blanchard a suggéré que le genre soit
nommé Lamblia inestinalis (Ansari.,1951 ; Meyer.,1979 ; Adam.,2001 ; Smith & Paget.,2007)

Certains chercheurs suggerent des noms d'espéces sur la base de I'hdte d'origine et d'autres se
concentrant sur la morphologie. Par exemple, plus de 40 noms d'especes ont été proposeés sur la
base de I'néte d'origine (Kulda & Nohynkova.,1978). Simon, quant a lui, a utilisé des criteres
morphologiques pour distinguer entre G. lamblia et G. muris et a accepté le nom de G. lamblia

pour la forme humaine (Simon.,1922).

En 1952, Filice a publié une description morphologique détaillée de Giardia et sur la base de ces

critéres morphologiques, il a proposé que trois noms d’especes a utiliser, G. lamblia, G. muris et

G. agilis (Filice.,1952 ; Wolf.,1992 ; Geurden et al., 2010).

De plus, deux especes de Giardia ont €té reconnues chez les hétes aviaires sur la base de la
morphologie des trophozoites et des kystes : G. ardeae et G. psittaci, respectivement en 1920 et
1981 (Erlandsen & Bemrick., 1987 ; Erlandsenet al., 1990 ; Ryan &Caccio., 2013 ; Jian et
al., 2021).

En 1979, I’OMS a reconnu Giardia comme agent zoonotique (WHO.,1979).
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I1. ETUDE DU PARASITE
I1.1 Systématique
11.1.1 Taxonomie

Dans l'ancienne systématique basée sur la morphologie, Giardia est un parasite protozoaire qui
appartient a lI'embranchement des Sarcomastigophora (noyau de type unique, flagelles, pas de

formation de spores), au sous-embranchement des Mastigophora (un ou plusieurs flagelles
généralement présents dans les trophozoites, reproduction asexuée par fission binaire
longitudinale), la classe Zoomastigophorea (pas de chromatophores, un ou plusieurs flagelles) et

a é€té classée dans l'ordre Diplomandida (quatre paires de flagelles, deux noyaux, pas de
mitochondries, pas de Golgi, kyste, vivant librement ou parasite), et la famille Hexamitida
(symétrique bilatéralement, de forme ovale avec duplication des organelles) (Levine et al.,1980;
Adam.,1991; Olson & Buret., 2001; Smith & Paget.,2007;Plutzer et al., 2010). Cependant,
Giardia pourrait étre I'eucaryote le plus primitif d'apres ses séquences d’ARNTr a petites sous-unités
(Sogin, Gunderson et al., 1989).

Selon la classification la plus récente basée sur des données génétiques, structurelles et

biochimiques, le Protozoaire appartient au Phylum Metamonada, au SubphylumTrichozoa, a la

Superclasse Eopharyngia, a la Classe Trepomonadea, a la Sous-classe Diplozoa, a I'Ordre
Giardiida et a la Famille Giardiidae (Cavalier & Smith.,2003).

11.1.2 Espéces de Giardia

Les especes du genre Giardia infectent de nombreux hoétes, allant des mammiferes aux amphibiens
et aux oiseaux. La taxonomie du genre est principalement basée sur les caractéristiques
morphologiques des trophozoites et/ou des kystes et sur des preuves génétiques. Selon ces criteres,
Six especes ont été reconnues dans le genre Giardia, a savoir G. duodenalis chez 'homme et les
autres mammiféres, G. agilis chez les amphibiens, G. muris et G. microti chez les rongeurs, G.
psittaci et G. ardeae chez les oiseaux (Wolfe.,1992 ; Olson et al.,2004 ; Feng & Xiao.,2011 ;
Ryan & Caccio.,2013 ; Siwila., 2017).

L'absence de différences morphologiques entre les variants génétiques trouvées chez les
mammiféeres a conduit a une catégorisation informelle de ces génotypes sur la base des différences
génétiques (tableau 2) (Olson et al., 2004 ; Smith & Paget., 2007 ; Geurden et al., 2010). Les
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analyse phylogéneétique et 1’électrophorése enzymatique ont révélé I'existence de huit assemblages
A-H au sein de l'espéce G. duodenalis. Ainsi, il a été proposé d'adopter les noms de G. duodenalis
pour l'assemblage A, Giardia enterica pour I'assemblage B, Giardia canis pour les assemblages C
et D, Giardia bovis pour l'assemblage E, Giardia cati pour I'assemblage F et Giardia simondi pour
l'assemblage G. L'assemblage H a été rapporté chez des pinnipédes comme le phoque gris
(Thompson & Monis.,2004 ; Monis et al.,2009 ; Lasek-Nesselquist et al.,2010 ; Ryan &
Caccio0.,2013 ; Minetti et al., 2016 ; Siwila.,2017 ; Caccio et al., 2018 ; De Aquino et al., 2020).

Parmi les assemblages de G. duodenalis, les assemblages A et B ont la plus large spécificité d'hote,
ayant été trouvés pour infecter les humains et divers autres mammiféres. L'assemblage A est
fréquemment trouvé chez le bétail (bovins, buffles d'eau, moutons, chevres, alpagas et porcs) et
les animaux de compagnie (chiens, chats et chevaux). En revanche, I'assemblage B est moins
fréquemment signalé, avec seulement quelques rapports d'infection de bovins (Caccio, Thompson
et al., 2005 ; Xiao & Fayer., 2008 ; Feng & Xiao., 2011).

Les infections a Giardia duodenalis chez les bovins sont également divisées actuellement en deux
génotypes : le génotype zoonotique (assemblage A) et le genotype des animaux a sabots
(assemblage E) (Gow & Waldner., 2006).

Les tableaux 2 et 3 présentent ci-dessous les différentes especes retrouvées dans le genre Giardia

ainsi que les assemblages chez divers hotes.

Tableau 2 Especes reconnues du genre Giardia 1952-2007 (Monis et al.,2009)

Espéces Hote Caractéristiquesmorphologiques

G. duodenalis | Largeéventail de | Trophozoites piriformes avec des corps médians
mammiféeres domestiques et | en forme de griffes.

sauvages (I’homme)

G. agilis Amphibiens Trophozoites longs et étroits avec des corps

médians en forme de massue

G. muris Rongeurs Trophozoites arrondis avec petits corps meédians

ronds

B




G. ardeae Oiseaux

Trophozoites arrondis, avec un flagelle caudal
rudimentaire et corps médians ronds-ovales en

forme de griffe

G. psittaci Oiseaux Trophozoites en forme de poire, sans collerette
ventrolatérale. Corps médians en forme de
griffes

G. microti Rongeurs Trophozoites similaires a ceux de G. duodenalis.

Les kystes matures contiennent des trophozoites

entierement différenciés

Tableau 3 Groupes genotypiques de Giaridia duodenalis (Thompson.,2003 in Olson et al.,2004)

Assemblage

(regroupementgénotypique)

Hotes

Assemblage A (Group |)

Assemblage A (Group Il)

Assemblage B (Group Ill)

Assemblage B (Group V)
Assemblage C/D

Assemblage E

Assemblage F

Humains et autres mammiféres ; zoonotique
Principalement des humains;zoonotique
Humains et autres mammiféres ; zoonotique
Humains
Chiens

Bétail

Chats
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11.2 Caracteéres biologiques et morphologiques
11.2.1 Morphologie

La Giardia a un cycle de vie simple qui alterne entre un stade de trophozoite intestinal et le stade de
kyste infectieux qui est relativement inerte et résistant a lI'environnement (Ortega &Adam., 1997 ;
Elmendorf et al., 2003).

11.2.1.1 Forme végétative

Le stade des trophozoites de Giardia a un aspect morphologique caractéristique et distinctif. 1l s'agit
d'organismes flagellés binucléés (figure 7), mesurant 12 a 18 um de longueur, de leur extrémité
large (antérieure) a leur extrémité étroite (caudale ou postérieure), jusqu'a 10 um de largeur et 2 a 4
pum d'épaisseur.

Le trophozoite a un aspect pyriforme avec une extréemité antérieure arrondie et une extrémité
postérieure effilée, avec un disque concave unique situé dans la moitié antérieure de la surface
ventrale aplatie, Le disque ventral qui est fait de microtubules agit comme une ventouse, permettant
une fixation mécanique a la surface de l'intestin. Il possede quatre paires de flagelles disposées en
symétrie bilatérale, deux axonemes et deux corps médians composés de microtubules disposes
transversalement dans la partie médiane de l'organisme, bien que la fonction de ceux-ci reste
inconnue. De plus, le trophozoite possede deux noyaux identiques et actifs sur le plan
transcriptionnel contenant cing chromosomes polyploides (Wolfe., 1992 ; Thompson et al., 1993 ;
Ortega & Adam., 1997 ; Olson & Buret., 2001 ; Ford., 2005).

Le systeme membranaire comprend 3 organites giardiques clairement discernables : le réticulum
endoplasmique (RE) qui s'étend bilatéralement a travers le corps cellulaire et est composé de petites
citernes , tandis que pendant le processus d'enkystement, le nombre de citernes du RE augmente,
des mitochondries résiduelles (mitosomes) localisées au centre de la cellule mais également
dispersees dans le cytoplasme et un ensemble unique de vésicules appelées vésicules périphériques
(PV) juste en dessous de la membrane plasmique. On pense que les PV constituent la principale
voie d'absorption des nutriments par le parasite, mais I'éventail de leurs fonctions, leur

morphogenése et leur propagation restent flous (Wampfler et al., 2014 ;Midlej et al., 2017).
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Figure 7 Structure et morphologie du trophozoite de Giardia spp

(a) Trophozoites de Giardia intestinalis. Fixation de selles fraiches par MIF, objectif x100.
(Source : eANOFEL.2017)
(b) schema d’un trophozoite du Giardia (Thompson & Reynoldson.,1993)

11.2.1.2 Forme kystique

Le stade infectieux transmissible est le kyste qui est de forme elliptique et d'environ 8-12 pum de
long et 7-10 um de large et est entouré d'une paroi protéique fibreuse. En microscopie optique, on
peut souvent reconnaitre dans les kystes colorés chimiquement deux ou quatre noyaux (selon que

la division nucléaire est terminée ou non), des composants du disque ventral, des axonemes

intracellulaires et des vacuoles périphériques (figure 8).

Aprés avoir etudié G. microti en détail, il a été décrit trois types de kystes : les kystes individuels
simples (ceux qui ont deux noyaux), les kystes binaires (avec quatre noyaux) et les kystes a fission

multiple (avec jusqu'a 16 noyaux) (Feely.,1988 ; Erlandsen et al.,1990 ; Thompson et al.,1993 ;

Olson & Buret., 2001).
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Figure 8: (a) Kystes de Giardia intestinalis .Coloration au Lugol, objectif x100 (b) schéma d’un
kystede giardia duodenalis (Ankarklev et al.,2010 ;Source : collection ANOFEL, CHU
d’Angers.2017)

11.2.2 Habitat

Les trophozoites résident dans l'intestin gréle proximale (duodénum et début du jéjunum), ils se
fixent sur la bordure en brosse de I'epithélium, généralement dans les régions basales des villosités
(Stevens.,1982 ; Kirkpatrick.,1987 ; Taylor & Webster.,1998) et méme au niveau des cryptes
duodénales (Ripert.,1996). La fixation est permise grace aux mouvements des flagelles générant
une force de succion sous le disque adhésif ventral. Aussi par un mécanisme de reconnaissance
cellulaire impliquant les protéines membranaires du parasite (lectine) et les protéines des
entérocytes (trypsine) (Ripert.,1996 ; Beugnet et al.,2000).

Certains trophozoites se détachent et restent libres dans la lumiere intestinale ou ils se divisent par
fission binaire, d'autres subissent I'enkystement au cours du transit intestinal dans la partie

postérieure de I’intestin gréle (Kirkpatrick.,1987 ; Gibson et al.,1999)

Giardia est un organisme non invasif (Lindquist et al.,2005 ; Dixon.,2020). Bien que les
trophozoites de G. duodénalis soient généralement localisés dans I’intestin gréle proximal, ils ont
été identifiés dans l'estomac, l'intestin gréle distal, le cecum et le pancréas (Halliez &
Buret.,2013).

11.2.3 Résistance

Les kystes sont la forme de résistance du parasite dans le milieu extérieur alors qu'ils sont

relativement fragiles. La résistance varie de quelques jours a quelques semaines dans un milieu
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humide a froid (4 jours a 37°C, 1 mois a 21°C, 2 mois a 8°C), ils sont par contre sensibles a la
dessiccation (température supérieure a 50°C), a la sécheresse et aux désinfectants usuels comme
les ammoniums quaternaires (Kirkpatrick.,1984 et 1986 ;Beugnet et al., 2004).11 a été rapporté
qu'ils restaient viables pendant plusieurs mois dans I'eau a des températures inférieures a 10 °C et
plusieurs semaines a température ambiante (Cernikova et al.,2018). Les kystes résistent
également au traitement de I'eau courante par le chlore ou le permanganate de potassium ; en
revanche, ils sont rapidement détruits par 1’ébullition ainsi que I'eau de mer diminue leur viabilité
(Bourdeau., 1993 ; Brown et al., 1999). A la différence de I'eau de Javel, les désinfectants a base
d'ammonium quaternaires semblent efficaces contre les kystes de Giardia en une minute a

température ambiante (Barr.,1998).

(Nicholes & Smith.,2002), citent des données sur la résistance des kystes de Giardia aux
traitements physiques et chimiques. Les kystes de G. muris peuvent survivre pendant plus de 3
mois dans les eaux froides de surface ; Cependant, la congelation (13°C) pendant 14 jours et la
décongélation reduisent la viabilité des kystes a <1%, tandis que le stockage des kystes a 8°C

pendant 77 jours réduit I'excystation de G. intestinalis a <5%.

11.3 Cycle de vie

Le cycle de vie de Giardia comporte deux étapes distinctes, a savoir un trophozoite en prolifération
et un kyste infectieux qui résiste aux conditions environnementales difficiles (Meyer &
Jarroll.,1980 ; Leung et al.,2019 ; Fink et al.,2020) (Figure 9).

L'infection de I'hdte est initiée par l'ingestion de kystes suivie de I'excystation et de la colonisation
de l'intestin gréle par le trophozoite. Ensuite, les trophozoites végétatifs subissent des changements
biologiques spectaculaires pour survivre en dehors de I'intestin de leur hote, en se différenciant en

kystes résistants (enkystation) (Bernander et al.,2001 ; Svard et al.,2003 ; leung et al.,2019).

11.3.1 Excystation

Apreés l'ingestion, le processus d'excystation commence dans l'estomac déclenché par I'exposition
a l'acide gastrique a pH 1-2, et se termine dans la premiere partie de l'intestin gréle encore plus
loin par I'exposition a la bile a pH plus alcalin et aux protéases pancréatiques notamment la trypsine

(Farthing.,1996 ; Carranza & Lujan.,2010 ; Leung et al.,2019). Cependant, il est également
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possible que Giardia exyste a un pH neutre conduisant a la libération de deux ou quatre
trophozoites mobiles (Halliez & Buret.,2013 ; Adam.,2021).

Il a été déemontré expérimentalement que I'excystation in vitro est induite par des stimuli qui

imitent les conditions gastro-intestinales (Gillin & Reiner.,1996)

11.3.2 Colonisation et invasion des entérocytes

De maniere caractéristique, les trophozoites flagellés habitent principalement l'intestin gréle
proximal (duodénum et jéjunum) et sont des parasites extracellulaires qui n'envahissent pas les
cellules de l'intestin gréle. lls restent plutét attachés a la bordure en brosse épithéliale par le disque
adhésif ventral (Meyer & Jarroll.,1980 ; Einarsson.,2016), ce parasite s'y reproduit par fission
binaire ou certains restent et seront alors responsable de 1I’expression clinique de la maladie, tandis
que d'autres s'enkystent et sont éliminés dans les selles, complétant ainsi le cycle de vie (Gillin et
al.,1987).

Giardia est incapable de synthétiser ses propres phospholipides membranaires a partir de
précurseurs et, par conséquent, la disponibilité de lipides biliaires (phospholipides et de stérols)
dans lintestin gréle proximal pourrait étre la principale raison pour laquelle le parasite a une

prédilection pour coloniser cette région de Il'intestin (Farthing.,1996 ; Adam.,2001)

Récemment, des études in vitro qui ont été faites sur un modele de co-incubation entre les cellules
Cacao2 et giardia ont démontré le role predominant des mécanismes cytosquelettiques plus
précisement des microtubules et les microfilaments contractiles, dans I’attachement et I’adhérence
du parasite sur les entérocytes. En outre, ’attachement est médié¢ par une lectine de surface avec
une spécificité pour les résidus de D-mannosyl et de D-glycosyl, suggérant que la lectine serve a
localiser la giardia a son site intestinal préféré et que les trophozoites se réorientent ensuite et se

fixent via le disque ventral (Inge et al.,1988 ; Magne et al.,1991 ; Katelaris et al.,1995).

11.3.3 L'enkystement

Les trophozoites commencent a s'enkyster in vivo lorsqu'ils migrent vers la partie inférieure de

I'intestin gréle et s'étendant méme jusqu'au gros intestin (Bourdoiseau.,1993 ; Lujan et al.,1998).

Les trophozoites perdent la capacité de s'attacher a la muqueuse intestinale favorisé par la réponse

immunitaire de 1’hote ; le disque ventral se fragmente (Palm et al.,2005), les flagelles sont
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internalisés et le métabolisme diminue également lorsque les cellules s'arrondissent ce qui
augmente par la suite I'exposition aux facteurs qui accélére le processus d'enkystement (Lauwaet
et al.,2007 ; Einarsson & Svéard.,2015)

Le pH d'environ 7.8, la concentration en acides gras et en acide lactique ainsi que la présence de
sels biliaires semblent étre des conditions necessaires dans l'activation du phénoméne
d'enkystement (Gillin et al.,1989 ; Bourdeau.,1993). Par ailleurs, il a été montré que la membrane
plasmique du trophozoite devenait perméable suite & une privation en cholestérol induisant une
cascade enzymatique (transduction du signal) a I’origine de I’expression des genes impliqués dans

le phénomeéne d’enkystement (Lujan et al.,1996.1998).

Ce dernier, peut étre divisé en trois étapes principales. La premiére est la réception du stimulus
d'enkystement, la transmission de ce signal aux noyaux, et I'expression des genes spéecifiques de
I'enkystement. La deuxiéme étape comprend la synthese des précurseurs et des molécules de la
paroi du kyste, la biogenése des organelles sécrétoires absentes dans les trophozoites non
enkystiques, et le trafic intracellulaire des composants de la paroi du kyste. Enfin, la derniére étape
de I'enkystement comprend l'exocytose des ESV puis I'assemblage de la paroi extracellulaire du
kyste (Carranza & Lujan.,2010).
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Figure 9 : Schéma représentatif du cycle de Giardia intestinalis (Svérd et al.,2003)
I1.4 Caracteres physiopathologiques

En dépit de l'ubiquité du protozoaire, la pathogénicité de Giardia n'est pas complétement élucidée.
Les trophozoites de Giardia adhérent fortement a la surface épithéliale de I'intestin via un disque
adhésif ventral, cette fixation étroite entre les trophozoites de Giardia et les cellules épithéliales
intestinales déclenche une série d'événements qui aboutissent a la production de la diarrhée. A ce
jour, on pense que ces étapes physiopathologiques dont beaucoup sont encore hypothétiques
impliquent une augmentation des taux d'apoptose des entérocytes, un dysfonctionnement de la
barriere de l'intestin gréle, une activation des lymphocytes de I'hdte, un raccourcissement des
microvillosités de la bordure en brosse avec ou sans atrophie villositaire concomitante, des
déficiences en disaccharidase, une malabsorption de l'intestin gréle, une hypersécrétion d'anions
et une augmentation des taux de transit intestinal (Buret et al.,2002 ; Cotton et al., 2011 ;
Einarssonet al.,2016 ; Allain & Buret.,2020).

11.4.1 Pathogénie dela malabsorption- maldigestion

Les infections a Giardia spp induisent un raccourcissement diffus des microvillosités de la bordure
en brosse de I'épithélium (Buret et al.,1991,1992 ; Scott et al., 2000) associee a une
réorganisation et une perturbation du cytosquelette des cellules épithéliales intestinales et les
jonctions qui les relient (un réarrangement de la F-actine et de l'alpha-actinine péri jonctionnelle)
(Teoh.,2000 ; Certad et al., 2017 ; Allain & Buret., 2020).

Les lésions de la bordure en brosse se traduisent par une baisse de I'activité de la disaccharidase
et une diminution de la surface des microvillosités qui, a leur tour, entrainent une altération de la
digestion et une malabsorption du glucose, des électrolytes et de l'eau qui conduisent a une
réduction de la croissance (Buret et al., 1991 ; Cevallos et al., 1995 ; Troeger et al., 2007).
D'autres altérations ont été décrites, notamment la malabsorption de certains nutriments -
disaccharides (par exemple, lactose, maltose), vitamines A et B12 et surtout des graisses suite a
I'inhibition de la lipase pancréatique par le parasite, ce qui indique que le dysfonctionnement

s'étend a l'iléon (Stevens.,1982 ; Kirkpatrick.,1987). Il est intéressant de constater que ce
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épithéliale, aux sites d'attachement des trophozoites ainsi que dans d'autres zones (Buret et al.,
1991, 1992).

Certains rapports suggeérent que les trophozoites produisent une obstruction mécanique en
recouvrant la muqueuse intestinale, bloquant ainsi les activités d'absorption liées aux graisses et

aux vitamines liposolubles (Meyer.,1979).

11.4.2 Pathogénie de la diarrhée

La malabsorption des nutriments et des électrolytes qui fait suite a une déficience de diverses
enzymes de la bordure en brosse (Faubert., 2000 ; Buret., 2007) crée un gradient osmotique qui
attire l'eau dans la lumiére de l'intestin gréle, entrainant une distension de l'intestin gréle et un
péristaltisme rapide (Morken et al., 2008).En outre, la maladie diarrhéique résulte également
d'une augmentation de la vitesse de transit intestinal due a la dégranulation des mastocytes et aux

réponses immunitaires adaptatives (Li et al., 2006, 2007)

L'hypersécrétion de chlorure peut également contribuer a la diarrhée dans la giardiase. Dans
certains cas, l'infection a Giardia peut induire une hypersécrétion de bile, qui, lorsqu'elle est

associée a une malabsorption des lipides, peut conduire a une stéatorrhée (Allain et al., 2017).

11.4.3 Apoptose

Des études ont maintenant confirmé que l'infection par Giardia duodenalis est effectivement
associée a des taux accrus d'apoptose des entérocytes (Troeger et al., 2007). Giardia peut
également empécher la formation d'oxyde nitrique épithélial, un composé connu pour inhiber la
croissance giardienne, en consommant de l'arginine locale, ce qui élimine efficacement le substrat
nécessaire aux entérocytes pour produire de l'oxyde nitriqgue (Eckmann et al., 2000). Ce
mécanisme peut contribuer a lI'apoptose des entérocytes induite par Giardia, puisque la privation
d'arginine dans ces cellules est connue pour provoquer la mort cellulaire programmée (Potoka et
al., 2003)

La perte de l'intégrité mitochondriale libére également le facteur d'induction de I'apoptose (AIF),
qui peut activer la dégradation apoptotique de 'ADN d'une maniére indépendante des caspases
(Slee et al., 1999).
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Les observations faites a partir de modéles in vitro et in vivo ont établi que I'apoptose des

entérocytes induite par Giardia est responsable de l'augmentation de la
pendant I’infection (Scott et al., 2002)
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Figure 10 Pathogénie de Giardia duodenalis. D’aprés (Cotton et al.,2011 modifié)

I11. Epidémiologie
111.1 Epidémiologie descriptive
111.1.1 Répartition géographique

Les espéces de Giardia sont des parasites zoonotiques rependus dans |

e monde entier (Heinz.,

2016 ; Santin.,2020 ; Lam et al., 2021) mais il existe d'importantes variations dans la distribution

géographique et I'épidémiologie. Les kystes survivent plus longtemps dans I'environnement dans
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les zones fraiches et humides. Ainsi, dans les climats tempérés, qui tendent a étre des zones de
faible prévalence (Adam.,2021)

Giardia évolue de maniere sporadique, elle peut sévir de fagon épizootique chez les jeunes vivant
en collectivité et elle a été incluse dans I'initiative de I'OMS sur les maladies négligées (Savioli et
al., 2006)

[11.1.2 Prévalence globale

Les différences de prévalence entre les études sont trés probablement liées aux différentes
pratiques de gestion, a I'age des animaux examinés et aux méthodes de détection utilisées (Naguib
et al.,2018)

Bien qu'il existe une distribution apparente liée a l'age (Xiao &Fayer., 2008), les études de
prévalence longitudinales et transversales indiquent un pic de prévalence qui a éte principalement
enregistrée chez les veaux agés de 1 a 6 mois, plutét que chez les animaux ages de plus de 6 mois
(Xiao et al., 1994 ; Ralston et al., 2003 ; Geurden et al., 2010).

Chez le bovin des prévalences variables ont été rapportées cependant les résultats des études de
sa fréquence donnent des valeurs comprises entre 73 et 93 % (Dixon., 2009 ; Geurden et al.,
2010 ; Geurden& Olson., 2011 ; Ryan &Caccio., 2013).

La prévalence a I'élevage est probablement plus informative que la prévalence animale pour
étudier l'occurrence de l'infection dans une large population. Chez les bovins par exemple, la

prévalence animale varie de 9 a 73% et la prévalence a I'élevage varie de 45 a 100% (Geurden et

al.,2010)

La prévalence de la giardiase a été étudiée dans les populations d'oiseaux sauvages et captifs
variait de 1,7 a 55 % (Erlandsen et al.,1990) et chez les poulets les taux d’infections ont été
déterminés comme 8.5% (Cao et al.,2020).

111.2 Epidémiologie analytique

111.2.1 Source de contamination et mode de transmission

La contamination est de type oro-fécale, elle s’effectue directement par 1’ingestion des formes

quiescentes au moment du léchage du pelage, de la literie et du matériel d’élevage souillés
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(Geurden & Olson., 2011 ; Bordoiseau et al., 2013), ou indirectement par I’environnement
contaminé lors de la consommation d’aliment ou d’eau contenant les formes infectantes (Caccio
etal., 2009 ; Plutzer et al., 2010 ; Dixon., 2009 ; Geurden &Olson., 2011). Le sol contaminé est
considéré comme un reservoir suffisant pour l'infection des animaux nouvellement introduits
(Barwick et al., 2003).

Le contact direct entre les bovins, en particulier les veaux, semble étre la source la plus probable
de transmission (Xiao et al., 1993 ; O'Handley et al., 1999 ; Wade et al., 2000). De plus, les
formes émises dans les féces des jeunes animaux malades sont incriminées davantage dans la
transmission de ces parasites (Dixon., 2009 ; Geurden& Olson., 2011) en raison de leur forte

prévalence et la forte excrétion parasitaire (Xiao., 1994 ; Delafosse et al., 2003).

La transmission inter-espéce est également établie. Une transmission croisée des oocystes et/ou
des kystes des veaux vers les agneaux et vice versa a été signalée a plusieurs reprises (Xiao., 1994
; Olson & Buret., 2001 ; Xiao & Feng., 2008). Cependant, des études ont démontrés une faible
transmission inter-espéces entre les oiseaux et les mammiféeres. L'incapacité de transmettre la
Giardia aviaire aux mammiferes, et vice versa, a suggéré que les especes de Giardia auraient une
spécificité d'hbte restreinte entre les principaux groupes phylogénétiques et méme des facteurs
physiologiques liés a I'environnement intestinal ou a des différences de température corporelle
entre les oiseaux et les mammiferes peuvent étre impliqués (Erlandsen &Bemrick., 1987 ;
Erlandsen et al., 1990)

En outre, les mouches et les rongeures présents dans les locaux d’élevage peuvent représenter des
vecteurs mécaniques et contribuer autant a la transmission du parasite (Bajer., 2008 ; Thompson.,
2008 ; Zhao et al., 2014).

IV. Symptomes

Toutes les infections par la Giardiase n'entrainent pas forcément une manifestation symptomatique
; elles peuvent rester asymptomatiques. Les jeunes animaux sont les plus susceptibles de
développer des symptémes cliniques. En outre, les symptdmes sont généralement plus légers dans
les milieux endémiques et plus graves lorsque des populations naives sont infectées (Olson &
Buret.,2001 ; Krakovka.,2022).
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Bien que l'infection puisse devenir chronique, elle se résout aussi souvent spontanément
(Ankarklev et al., 2010). Aprés une période d'incubation d'une a deux semaines, la maladie elle-
méme se développe avec une diarrhée de longue durée avec des selles grasses (feces pateuses a
liquides d'aspect mucoide) et malodorantes étant le symptome le plus commun. Les autres
symptomes comprennent des douleurs abdominales, dautres manifestations intestinales, la

malabsorption, la perte de poids et la fatigue (Geurden et al.,2010 ; Adam., 2020).

Des infections mortelles ont été signalées plus réecemment chez les oiseaux (Forshaw et al., 1992
; Upcroft et al., 1997) avec des maladies allergiques et des urticaires qui ont y été associées
(Adam., 1991 ; Di Prisco et al., 1993).

V. Traitement

Le plus souvent, le traitement de la giardiase vise a réduire les signes cliniques qui peuvent étre
associés a l'infection, prévenir les complications et minimiser la transmission du parasite a d'autres
hotes. Cependant, les animaux asymptomatiques colonisés par le parasite peuvent également

nécessiter un traitement (Olson & Buret.,2001 ; Leung et al., 2019).

De nombreux agents chimiothérapeutiques efficaces comprennent les nitroimidazoles
(métronidazole, tinidazole), la quinacrine, et les benzimidazoles (fenbendazole, albendazole) sont
disponibles pour le traitement de la giardiase (Adam.,1991 ; Harris et al., 2001 ;
Krakovka.,2022). Ce dernier, passe par l'utilisation du fenbendazole et de l'albendazole, qui se
sont révéles efficaces pour éliminer Giardia chez les veaux logés et en liberté et pour améliorer la
structure et la fonction des microvillosités des muqueuses en I'espace d'une semaine (Olson., 2004
; Siwila., 2017).

Le 5-nitromidazole notamment le metronidazole et le dimétridazole qui sont le plus couramment
utilisé pour traiter la giardiase humaine ont éprouvé également une efficacité en obtenant une
amélioration symptomatique en médecine vétérinaire. Cependant, les données sur la réduction de
I'excrétion des kystes ne sont pas disponibles (Geurden et al.,2010 ; Arguello-Gracia et al.,2020
; Krakovka.,2022).

La quinacrine est un médicament antipaludique tres efficace dans le traitement de la giardiase. Un
avantage supplémentaire de la quinacrine est sa capacité a inactiver les kystes de Giardia, ce qui

entraine le passage de kystes fécaux non viables pendant le traitement. Toutefois, elle est réservée
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au traitement des cas réfractaires car elle présente plusieurs effets indésirables comme les nausées,
les vomissements, I'hépatite et un profil de toxicité médiocre (Gardner et Hill 2001 ; Olson &
Buret.,2001 ; Carter et al. 2018).

Récemment, il a été démontré que les lactobacilles probiotiques libérent un facteur de bas poids
moléculaire sensible a la chaleur qui inhibe la prolifération de trophozoites de Giardia et
réduisaient la charge parasitaire, I'excrétion de kystes et la durée de l'infection (Thompson.,2008
; Allain et Buret, 2020 ; Arguello-Garcia et al., 2020). Bien qu'il n'y ait actuellement aucun
meédicament homologué pour Giardia chez les ruminants, des médicaments anthelminthiques, tels

que l'albendazole et le fenbendazole, ont été utilisés avec succes (Siwila., 2017 ; Santin., 2020).

En plus des molécules déja décrites en amont, d’autres sont avérées tres efficaces dans le traitement
de la giardiase aviaire tel que le carnidazole et le ronidazole (Clipsham.,1995 ; Clyde &
Patton.,1996).

V1. Prophylaxie

A ce jour, il n'existe toujours pas de vaccin ou de médicament efficace pour le traitement des
animaux atteints de giardiose, ce qui rend difficile le contréle de l'infection. Par conséquent, la
meilleure stratégie consiste a d'adopter des mesures de gestion pour réduire la propagation de la
maladie (Aquino et al.,2020). Toutefois des mesures prophylactiques d’hygiénes et une bonne
gestion d’élevage peuvent étre bénéfiques pour diminuer le nombre de kystes dans I'environnement
de I’exploitation (Santin.,2020)

Il est impératif, tout d’abords, de séparer les animaux malades des animaux sains qu’ils doivent
étre mis en quarantaine dans des installations capable d’étre nettoyés et désinfectés (Stockdale et

al., 2008).

Ces pratiques d’hygiéne doivent inclure un nettoyage et une désinfection complets des installations
d'hébergement avant I’introduction des animaux a l'aide de produits tels que I'ammoniaque, le
dioxyde de chlore, le dioxyde d'hydrogéne, et I’ozone (Aquino at al., 2020), sans oublier les
équipements principalement les systemes d’alimentation et d’abreuvement qui doivent faire 1’objet
d’un nettoyage systématique (Taylor et al., 2007 ; Stockdale et al., 2008). En outre, I’élaboration
des stratégies pour réduire I'numidité et le maintien d'un environnement sec a l'intérieur des

batiments peut entraver le développement des parasites (Aquino et al.,2020).
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Utiliser d'aires de vélage pour une seule vache et assurer une consommation adéquate de colostrum
par les nouveau-nés afin de garantir I’établissement d'un systéme passif d’immunisation (Urie et

al.,2018 ; santin., 2020).

En Amérique du nord, des vaccins destinés aux chiens et aux chats sont actuellement
commercialisés sous les noms Giardia Vax® et FelO-Vax®. Le vaccin Giardia Vax® a hotamment
montré son efficacité sur les jeunes animaux qui présentent généralement des prévalences plus
élevées. Dans le cas ou la protection n'est pas totale, la vaccination permet de limiter I'intensité des
signes cliniques, la durée du portage et donc la quantité de kystes excrétés (Bertrand., 2005).
Néanmoins, une étude a démontré que la vaccination sous-cutanée contre la giardiase chez les
veaux n'a pas été efficace pour réduire I'excrétion des kystes et bien au contraire, les veaux vaccinés

avaient tendance a excréter plus de kystes que les veaux non vaccinés (Uehlinger et al.,2007).

CHAPITRE 3 : DIAGNOSTIC

I. Diagnostic non spécifique

Le diagnostic clinique de cette maladie repose sur l'observation d'une diarrhée chronique et
intermittente avec des selles malodorantes chez un jeune animal, quoi qu’il reste difficile et
aléatoire vu qu’il existe d'autres maladies pouvant s'exprimer cliniquement par des symptomes
similaires d’ou l'importance de consolider ce diagnostic par un autre différenticl (Leib & Zajac.,

1999).

I1. Diagnostic spécifique

Comme pour cryptospridium, les espéces de Giardia spp peuvent étre détectées par de multiples
méthodes de diagnostic reposant sur la mise en évidences des éléments parasitaires essentiellement

dans les matiéres fécales.

L'identification microscopique de ces parasites dans les échantillons de selles est considérée
comme la méthode de référence de diagnostic. Cette méthode permet de détecter les kystes ou
oocystes et les trophozoites. La sensibilité des techniques de microscopie dépend de I'utilisation
de méthodes directes ou de concentration, du nombre d'échantillons fécaux examinés et de lI'emploi

de personnes professionnellement formées (Huang & White.,2006 ; Hooshyar et al.,2019).
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En outre, les méthodes microscopiques ne permettent pas la différenciation des especes et des
assemblages que les méthodes immunologiques et moléculaires qui ont montré une sensibilité

nettement supérieure (Gotfred-Rasmussen et al.,2016 ; dixon.,2020).

I1.1 Méthodes coproscopiques

Malgré les progres des sciences biomédicales, entrainant des développements dans le diagnostic
de laboratoire, I'examen (généralement des féces) par microscopie reste la clé de volte du
diagnostic de laboratoire avec I'avantage qu'il ne s'agit pas d'une technique invasive. Les méthodes
standard incluent I'examen direct des préparations humides (avec et sans concentration) ainsi que
la coloration (Chalmers.,2009 ; Smith& Mank.,2011 ; Ridley.,2012).

11.1.1 Examen microscopique sans coloration
11.1.1.1 Examen direct sans enrichissement

Cet examen permet la mise en évidence a la fois des formes kystiques et végétatives dans une

portion réduite de matiére fécale non concentrées, récemment émises ou fraichement conserveées.

La suspension fécale dans une solution saline physiologique (0,85 NaCl) ou la fixation dans de
l'acétate de sodium-acide acetique-formaline (SAF) sont souvent utilises pour préparer des
montages humides afin d'observer les throphozoites de Giardia dans la diarrhée ou les échantillons
de selles. Les frottis humides peuvent étre examinés sans coloration ou avec une coloration a I'iode
(solution de lugol a 2-5%). L'addition de I'iode de Lugol augmente le contraste des organelles des
kystes, car il colore les noyaux des kystes de Giardia en jaune ou en brun (Geurden& Olson.,2011
; Smith & Mank.,2011 ; Hooshyar et al.,2019).

Etant donné le mouvement caractéristique des trophozoites, ils sont de préférence visualisés dans
un frottis natif utilisant des matieres fécales récemment obtenues (Geurden et al.,2010 ; Koehler
et al.,2014). Bien que la microscopie ne nécessite pas necessairement un équipement ou des
réactifs colteux et qu'elle soit, par conséquent, plus accessible, elle demande beaucoup de travail,
est subjective et requiert une expertise importante (Ryan et al., 2017). Cependant, si les parasites
sont nombreux dans un cas particulier, un examen direct par frottis dans du sérum physiologique
ou de l'iode de Lugol peut étre suffisant (Wolf.,1984 ; Smith & Mank.,2011).
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11.1.1.2 Examen avec enrichissement
e Technique de flottaison

Les méthodes de flottation permettent la séparation de certains kystes de protozoaires dont la
gravité spécifique varie entre 1,05 et 1,15 gréce a l'utilisation d'un liquide de suspension a haute
densité que les parasites a concentrer. La solution au sulfate de zinc a 33% (densité 1,18) ou
lechlorure de sodium saturé (densité de 1,27) provoquent moins de plasmolyse et étaient
recommandés comme les meilleures solutions saturées pour la détection des kystes de Giardia et
les oocystes de Cryptosporidium (Thompson et al.,1993; Zajac et al.,2002 ; Smith &
Mank.,2011 ; Vohra et al.,2012 ; Hooshyar et al.,2019).

La flottation au Sulfate de Zinc permet de faire remonter les oocystes de Cryptosporidiumspp et
les trophozoites ou kystes de G. duodenalisa la surface de la solution car elles sont de densité
inférieure et de débarrasser I’échantillon de ses débris qui sédimentent au fond du tube car elles
sont plus denses. Une technique modifiée a été réalisée pour augmenter l'efficacité de la
récupération des kystes/oocystes par flottation, par lI'ajout d'une étape de centrifugation apres que
I'échantillon ait été émulsifié. La centrifugation sédimente les plus grosses particules fécales,
produisant un menisque de flottation enrichi en kystes, avec moins de particules contaminantes
(Bertrand.,2005 ; Dryden et al.,2006 ; Shimizu.,2007 ; Smith & Mank.,2011 ; Hooshyar et
al.,2019).

e Methodes diphasiques

Le principe responsable de la concentration parasitaire réalisee par la méthode de Télémann et par
celles qui en dérivent (Ritchie, Bailenger) réside dans I’utilisation des solutions diphasiques non
miscibles, I’'une aqueuse, l'autre éthérée. L’avantage est que les différents composants des selles
auront des affinités plus grandes avec l'un ou lautre des liquides et s'y déposeront
préférentiellement. De plus, la solution est de gravité spécifique plus faible que les organismes
parasites, concentrant ainsi ces derniers dans le sédiment et améliorant par conséquent la
sensibilité des méthodes de détection des parasites (Bailenger.,1966 ; Methanitkorn et al.,2003 ;
Bertrand.,2005 ; Smith & Mank.,2011).

L'acétate d'éthyle semble étre un solvant de substitution satisfaisant pour I'éther diéthylique dans

la technique de sédimentation formol-éther (Young et al.,1979 ; Erdman.,1981), les éléments
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parasitaires détectés restent intacts et ne subissent Aucune distorsion ou altération de la
morphologie avec I'un ou l'autre des solvants. En général, I'acétate d'éthyle a semblé augmenter
I'efficacité de la procédure, tant en ce qui concerne le nombre d'organismes que l'éventail des

espéces récupérées (Young et al.,1979).

Cette méthode est rapide, efficace et permet d'obtenir un bon concentré de kystes et oocystes de

protozoaires dont le diagnostic est satisfaisant (Smith & Mank.,2011).

11.1.2 Examen microscopique apres coloration

Les colorations sont une étape importante de la réalisation de I’examen parasitologique et de

nombreuses variantes sont proposées en fonction des parasites recherchés.

La coloration au MIF (Merthiolate lode Formol) est une technique de Sapero, Lawless et strome,
la préparation du colorant se fait a partir de la teinture de merthiolate, de formol et de lugol a 5%.
Les structures nucléaires sont colorées en brun et les vacuoles iodophiles en brun rougeétre, elle
permet donc de mieux visualiser certains éléments d’identification (noyaux, vacuoles,

caryosomes) (Anofel.,2017).

Cette methode présente l'avantage de pouvoir diagnostiquer les formes vegétatives ainsi que les
formes kystiques (Guillaum., 2007 ; Mehlhorn., 2016). Une variante a cette méthode consiste a
réaliser cette coloration en tube donnant apres une centrifugation, un sediment contenant les stades

parasitaires au cas ou ils auraient été présents dans les feces (Melhorn.,2016 ; Anofel.,2017)

Toutefois, les colorations les plus souvent utilisées sont 1’iode, le trichrome ou I’hématoxyline

ferrique (Thompson & Reynoldson.,1993 ; Geurden& Olson.,2011 ; Koehler et al.,2014).

Deux colorations acido-alcooliques largement utilisées pour la detection des oocystes de
Cryptosporidium sont la coloration acido-alcoolique de Ziehl-Neelsen modifiée et celle de
Kinyoun modifiée (Xiao & Cama.,2018 ; Aquino et al.,2020). En outre, la coloration négative
observée avec la technique du vert de malachite peut étre utilisée mais la nécessité d’un microscope
a contraste de phase pour 1’observation microscopique limite son utilisation (Caccio & Lalle,

2015 ; Inacio et al.,2016)

La technique de coloration de Ziehl-Neelsen modifiée s’avére des méthodes les plus performantes

dans I’identification des cryptosporidies (Khelef et al., 2002), elle utilise généralement 2 colorants

E




: la fuchsine de Ziehl et le vert de malachite. Les oocystes apparaissent alors rouges sur un fond
vert (Rieux., 2013).

La méthode de Ziehl-Neelsen a été largement reconnue comme la méthode la plus satisfaisante en
termes de spécificité et de sensibilité pour la coloration des cryptosporidies depuis les travaux
initiaux de Tyzzer sur la coloration des cryptosporidies au Geimsa. Cependant, il convient de noter
que cette méthode présente certaines limitations, notamment le fait qu'elle soit chronophage et
onéreuse. Elle nécessite également plusieurs manipulations et exige une grande expérience dans

I'interprétation des résultats (Fayer et al., 2000).

11.2 Méthodes immunologiques

Ces derniéres années, des tests de diagnostic rapide utilisant des méthodes de détection
immunologique d'antigénes ont été largement utilisés. Ces tests sont a la fois tres spécifiques et
sensibles par rapport a I'examen microscopique et elle demande moins de travail, de sorte que dans
certains contextes, elle remplace avantageusement la microscopie (Ali & Hill.,2003 ; Geurden et
al.,2004 ; Adam.,2021).

Les antigénes de G. duodenalis et C. parvum présents dans les contenus fécaux peuvent étre
détectés par immunofluorescence directe (IFA) qui détectent des organismes intacts et par les tests
immuno-enzymatiques (ELISA) ou encore moins par I'immunochromatographie qualitative rapide
en phase solide (Orgeta & Adam.,1997 ; Xiao & Cama.,2018).

Les kits immunochromatographiques fournissent un systeme de détection qui surpasse les
méthodes enzymatiques en termes de rapidité en éliminant la nécessité d'ajouter des réactifs
supplémentaires et de procéder a des étapes de lavage et d'incubation. La migration de I'antigene
par action capillaire permet la détection des antigenes de Cryptosporidium par un anticorps discret,
marqué par un colorant colloidal, imprégné dans un test en ligne, ce qui permet une détection

objective de I'antigene (Llorente et al., 2002)

Les sensibilités et les spécificités de ces Kits qualitatifs d'antigénes fécaux varient
considérablement, une étude portant sur quatre Kits faisant état de fourchettes de 47 a 71 % et de

98 a 100 %, respectivement, par rapport a la microscopie (Agnamey et al., 2011).

E




L'IFA et le copro-antigene ELISA utilisent des anticorps monoclonaux dirigés contre les protéines
de la paroi du kyste et la présence d'un complexe antigéne-anticorps se révele par la suite a I’aide

d’une réaction colorimétrique (Chartier et al., 2002 ; Caccio & Lalle, 2015).

Les études ont révélé que la plupart des anticorps utilisés dans la détection par
immunofluorescence des oocystes de Cryptosporidium ciblent les épitopes glucidiques présents
sur la paroi de l'oocyste. Ces anticorps monoclonaux spécifiques sont couplés a des marqueurs
fluorescents tels que l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) et I'nydrazide de biotine attribuant
ainsi a la paroi de l'oocyste une fluorescence distincte qui peut varier du vert pomme au jaune
(O’leary et al.,2021 ; Helmy& Hafez.,2022).

11.3 Méthodes moléculaires

Les outils moléculaires les plus récents, principalement La PCR (Polymerase Chain Reaction) sont
utilisés pour I’identification et la différenciation du parasite au niveau de I'espece/assemblage et
du genotype a des fins de recherche taxonomique et epidémiologique, bien qu'elle puisse étre

utilisée a des fins de diagnostic (Wielinga & Thompson.,2007 ; Geurden.,2010).

Les méthodes basées sur la PCR sont désormais plus sensibles et plus spécifiques que les analyses
microscopiques et immunologiques pour détecter G. duodenaliset C.parvumdans les feces (Smith
et al.,2009 ; Smith & Mank.,2011 ;Vohra et al.,2012).

En théorie, la PCR a été signalée comme ayant une sensibilité améliorée par rapport aux méthodes
de détection actuelles, avec des limites de détection allant de 1 x 105 a 1oocyste/Gramme de feces
pour et de 1 kyste (Amar et al., 2002 ; Geurden.,2010 ; Costa et al., 2021). Cependant, la PCR
est actuellement considérée comme trop colteuse et trop lourde pour étre utilisée dans les

diagnostics vétérinaires (Da Silva et al., 1999).

11.4 Méthode microscopique par smartphone

Ces derniéeres années, les systéemes basés sur les smartphones ont été explores et utilisés comme
plateforme alternative pour la détection de spécimens et de parasites microscopiques a

submicroscopiques dans une grande variété de matrices (Saeed et al.,2018).

La méthode d'analyse microscopique est basée sur l'utilisation d'un microscope attaché a un

smartphone composé d'une lentille sphérique de 1 mm de diametre, d'une LED blanche comme
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source d'éclairage et d'une coloration a I'iode de Lugols, permet une détection simultanée et précise
des (oo)cystes de Cryptosporidium et de Giardia avec une sensibilité et une spécificité élevée
(Shrestha et al.,2020).




Partie expérimentale

I. Matériels et méthodes
1.1 Matériels
I.1.1 Les élevages

Pour réaliser ce travail notre choix s’est porté sur de nombreux sites aléatoirement sélectionnés
dans la Wilaya d’Alger, notre échantillonnage s’est effectué précisément dans cinq régions a

savoir : Ouled Fayet, Baba hassen, Douira, Rouiba et Baba Ali dont le CNIAAG et 'ITELV.

Les ¢levages prospectés dans ces régions d’étude ont été choisis selon la proximité, I’accessibilité

et la permission accordée par la subdivision vétérinaire a Chéraga.

Plusieurs espéces animales ont fait 1’objet de diverses recherches pour I’identification de
Cryptosporidium et Giardia. Toutefois, dans le cadre de cette étude nous n’avons impliqués que
deux especes animales a savoir, les bovins et ’aviaire, plus précisément les veaux et le poulet de

chair

Suite a I’abattage des veaux males de la ferme de 'ITELV, nous n’avons pas pu atteindre le
nombre moyen d’échantillonnage qui ét€ de 7 échantillons par ferme. Au total 90 prélévements

ont été effectués :
-50 prelévements aviaires dont 15 soumis au test immuno chromatographique (Verbac)

- 40 chez les veaux plus 15 nouveaux prélévements soumis au test rapide

1.1.2 Matériel utilisé pour les prélevements de matiéres fécales

o Flacons transparents stériles étiquetées avec le numéro d’identification

Gants

Marqueurs permanant

Glaciere pour ’acheminement des prélévements au laboratoire
Une fiche de renseignement

o O O O

1.1.3 Matériel utilisé au laboratoire
1.1.3.1 Pour la technique de Ritchie

o Balance électrique
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Verre a pied conique

Passoir

Curette

Becher

Tubes coniques a centrifugation avec un bouchon en caoutchouc
Portoir tubes

Pipette pasteur

Lame porte objet et lamelle

0O O O O O O O O

% Les réactifs
o Eau formolée a 10% (100ml de formaldéhyde pur dans 900ml d’eau distillée)
o Ether diéthylique

1.1.3.2 Pour la technique de coloration de Ziehl Neelsen modifiée

Lames porte objets bien dégraissés
Bac a coloration

Pinces

Diamants

Minuterie

Microscope optique

0 O O 0O O O

%

€9

Reactifs et colorants :

Méthanol pur

Fushine phéniquée

Acide sulfurique a 2%, prépareé au laboratoire :

- Eau distillée (196ml)
- Acide sulfurique a 96% (4ml)

o O O

NB : verser délicatement 1’acide dans 1’eau
o Vert de malachite a 5% :
- Poudre de vert de malachite (5g)

- Eau distillée (100ml)
1.2 Méthodes

Les méthodes utilisées dans 1’analyse coprologique pour la mise en évidence les parasites de
Giardia ou de Cryptosporidium sont des méthodes d’enrichissement physico-chimique ou
diphasique représentées principalement par la technique de Ritchie simplifiée par Allen et Ridley

ainsi que la coloration de Zeihl-Neelsen modifiée (Henriksen & Polenz., 1981)
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Nous avons également procédé a un test rapide d’immunochromatographie sur un nombre

d’échantillons réduit compte tenu de la disponibilité des kits vers la fin de 1’étude.

1.2.1 Méthodes utilisées pour les prélévements de matiéres fécales et conservation

La nature des prélevements est des matieres fécales prélevés directement a partir du rectum apres
excitation de I’orifice anale en utilisant des gants, ces prélévements ont été¢ mis par la suite dans
des pots transparents stériles et codifié, en rapportant les renseignements nécessaires de chaque
prélevement tels que le sexe et I’age des animaux prélevés. En ce qui concerne le mode
d’échantillonnage au sein des batiments avicoles, il a été entrepris autour des mangeoires et des
abreuvoirs. Les fientes ont été choisis par leur aspect et consistance. L’ensembles des prélévements
ont été acheminés par la suite au laboratoire de parasitologie de 1’école nationale supérieure
veterinaire a I’intérieur d’une glaciére isotherme comportant un sac réfrigérant, pour 1’analyse

coproparasitologique.

1.2.2 Technique de Ritchie simplifiée par Allen et Ridley
1.2.2.1 Principe

Caractérisée par la mise en présence de deux phases non miscibles, I'une aqueuse et I’autre
constituée par 1’éther qui est un solvant des lipides. Il se crée un coefficient de partage entre ces
deux phases et la répartition de chaque élément fécal dans chacune d’elles sera isolés en fonction
de son pouvoir hydrophile ou lipophile, permettant ainsi la concentration des éléments parasitaires

dans le culot de centrifugation.

1.2.2.2 Mode opératoire (Figure 11)

o Fixer 5 grammes de selles dans 50 ml d’eau formolée a 10% dans un verre conique

o Agiter la solution jusqu’a homogénéisation

o Laisser décanter la suspension quelque minute pour I’obtention d’un surnageant dépourvu de
débris

o Verser 9ml du surnageant dans un tube conique

o Ajouter 3ml d’éther (pour un volume final de 12 ml)

o Boucher le tube et brasser vigoureusement en position inversée pendant 30 secondes puis

centrifuger a 2500t pendant 5 minutes
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o Quatre couches différentes devraient étre formées : une couche d’éther de couleur jaune,
bouchon de débris, une couche aqueuse constitué de formol et le sédiment dans lequel sont
concentrés les éléments parasitaires

o Jeter le surnageant et mélanger le sédiment obtenu avec la petite quantité de liquide résiduel

o Une pipette Pasteur est utilisée pour prélever le sédiment a examiner

e Pour crypto :

- Déposer la goutte sur I'une des extrémités d une lame neuve bien dégraissée et numérotée par
grattage a I’aide d’un diamant

- Lagoutte est par la suite étalée a ’aide d’une deuxiéme lame inclinée d’un angle de 45°

- Laisser les frottis séchés a I’air libre

e Pour giardia

- Déposer la goutte prélevée par une pipette pasteur sur une lame

- Ajouter une goutte de Lugol

- Déposer la lamelle sur la lame

L’examen microscopique a 1’état frais est réalisé a I’objectif 10 pour voir la lame dans sa totalité,

puis au 40 pour voir le détail de la structure interne (Espace péri membranaire, noyaux, etc.) des

parasites de Giardia
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a: pesage des matiéres fécales, b : sédimentation de la suspension aprés I’ajout d’eau formolée, c :
Transfere en tube conique, d : centrifugation, e : formation des différentes couches

Figure 11: Technique de Ritchie modifiée en photos
1.2.3 Technique de coloration de Ziehl-Neelsen modifiée par Henriksen et Pohlenz

Les frottis confectionnés a partir du culot de Ritchie sont ensuite soumis a la coloration de Ziehl-

Neelsen modifiée (mZn) :

o Fixation pendant 5 minutes au méthanol pur

o  Immersion des lames dans la fushine phéniquée pendant au moins 1 heure

o Ringage sous un jet d’eau

o Décoloration par I’acide sulfurique a 2 % pendant 20 s ; Suivi d’un deuxi¢me ringage sous jet
d’eau

o Contre-coloration par le vert de malachite a 5 % pendant 5 minutes

o Rincer, sécher et lire la lame par microscope optique

Pour vérifier la présence éventuelle d'oocystes cryptosporidiens, lI'observation des lames colorées
est réalisée a l'objectif 40et pour la confirmation, une observation plus détaillée est nécessaire.
Celle-ci est effectuée a l'objectif 100, avec l'ajout d'huile a immersion. Les oocyctes de

cryptosporidies apparaissent en rouge sur un fond vert.
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1.2.4 Immunochromatographie sur bandelette par le kit speed Giardia

1.2.4.1 Principe

Le test permet la mise en évidence des antigénes solubles de Giardia duodenalis présents dans les

matiéres fécales.

Pour chaque test, les particules colorées du conjugués se lient aux antigenes de giardia dans

I’échantillon. Les complexes conjugué/antigenes ainsi formé lors de la présence du pathogeéne

recherché, migrent par capillarité. Ils sont alors capturés par les anticorps anti-giardia duodenalis

immobilisés sur la membrane, formant par accumulation de particules colorées une bande test de

couleur rouge. Le mélange continue de migrer sur le support jusqu’a I’extrémité de la bandelette

ou les particules colorées restantes forment une bande de contr6le bleue qui confirme la bonne

réalisation du test. L’absence de bande de contrdle bleue rend le test invalide

1.2.4.2 Protocol opératoire

©)

Identifier le flacon contenant le réactif. Prélever une cuillére rasée de matieres fécales a I’aide
de la « cuillére de prélevement »et déposer son contenue dans le flacon

Fermer le flacon et homogénéiser son contenu

Laisser sedimenter le contenue pendant 3 minutes

Prendre une bandelette test, la plonger délicatement dans le flacon dans le sens de la fleche
sans toucher la partie centrale réactive de la bandelette

Laisser la bandelette 1 minute dans la solution

Retirer la bandelette et la placer sur une surface horizontale propre

Laisser migrer

I1. Résultats et discussion

11.1 Résultats des analyses coproscopiques

L’examen microscopique aprés avoir effectué la technique de Ritchie simplifiée pour Giardia et

apres coloration de Zeihl Nelseen pour Cryptosporidium a permis la mise en évidence des kystes

et des oocystes des deux parasites comme illustrés dans les figures
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Figure 12 : Observation microscopique des kystes de Giardia spp dans les feces des animaux d'elevage
(@) : objectif x10 (b) : objectif x 40 (Photos personnalisée)
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Figure 13 : Observation microscopique des oocystes de Cryptosporidium spp dans les feces des animaux
d'élevage apres coloration au Ziehl - Neelsen modifiée (Huile a immersion, objectifx1000) (Photos
personnalisées)

11.2 Résultats des analyses épidémiologiques

11.2.1 Prévalence chez I’aviaire

Tableau 4 : Prévalence de I'excrétion de Cryptosporidium et Giardia chez le poulet de chair

Examen coprologique le nomre des
SpeeE effectués positifs pourcentage
Cryptosporidium 50 29 58%
Giardia 50 0 0%
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Figure 14 : Répartition des données d'excrétion de Cryptosporidium et Giardia chez le poulet de chair

Bien que les rapports sur la prévalence épidémiologique de Giardia chez les volailles soient limités,
I'identification moléculaire est la méthode la plus couramment utilisée. Selon une étude récente,
cette meéthode a révélé un taux d'infection de 8,25% (Cao et al.,2020). En revanche, dans la
présente etude, la détection du parasite a été effectuée par la méthode microscopique, et aucun cas

d'infection n'a éte observé, ce qui correspond a une prévalence de 0 %.

Concernant Cryptosporidium, sur un total de 50 poulets examinés, 30 ont éte testés positifs, soit
un taux de prévalence de 60 %. Les résultats de notre étude sont comparables a ceux trouves par
Guechtouli et Laatamna, qui ont rapporté des prévalences de 55 % et 50 % respectivement
(Laatamna et al.,2018 ; Guechtouli et al.,2022). Ils sont également cohérents avec les données
rapportées aux Etats-Unis par Goodwin, ou le parasite a été détecté dans 41 % des lots examinés,
avec un taux de parasitisme variant de 10 % a 60 % (Goodwin et al.,1996). Cependant, la
prévalence constatée dans notre étude est significativement plus élevée que celle rapportée au
Nigeria (19,1 %, Bamaiyi et al.,2013), en Algérie (34 %, Baroudi et al.,2013) et en Tunisie (4,5
%, Soltane et al.,2007). En Chine, une prévalence plus faible a été décrite chez les poulets de

chair, atteignant 2,43 % (Cao et al.,2020).
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11.2.1.1 Prévalence selon I’age

Tableau 5 : Prévalence de la Cryptosporidiose et de la Giardiase en fontion de l'age

Age | Nombre de | Nombre positif | Nomre positif | Prevalence de | Prevalence
prelevements | pour crypto pour Giardia | cryptosporidium | de giardia
17 4 3 0 75% 0%
20 6 1 0 16,66% 0%
24 6 5 0 83,33% 0%
27 4 4 0 100% 0%
28 6 5 0 83,33% 0%
30 24 12 0 50% 0%
100%
100% 83.33% 83.33%
75%
80%
60% 50%
40%
16.66%
0% 0% 0% 0% 0% 0%
0%
17 20 24 27 28 30

W Prevalence de cryptosporidium

Prevalence de giardia

Figure 15 : Répartition des résultats d'émission de Cryptosporidium et Giardia selon 1’age

Les résultats de notre étude ont révélé une prévalence élevée de Cryptosporidium chez les poulets

entre 17 et 30 jours dage. Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par (Goodwin &

Brown.,1988), qui ont identifié la maladie des poulets 4gés de 17 a 52 jours. 1l est bien connu que
les infections a Cryptosporidium s'appliquent généralement chez les poulets 4gés de moins de 11
semaines et pas moins de 3 semaines, surtout pendant la période de croissance rapide (16-30 jours)
(Kichou et al.,1996 ; De Graaf et al.,1999 ; Baroudi et al.,2013), ce qui correspond a nos

résultats.

Cette prévalence élevée indique une forte contamination entre les individus d'un méme élevage,

ce qui peut s'expliquer par les conditions d'hygiene décrites dans les élevages ou par la dilution

D




des anticorps maternels. Contrairement & notre étude, (Rhee et al.,1991) ont rapporté une
prévalence de 15% chez des poulets de chair 4gés de 4 semaines, et aux Etats-Unis, les résultats

ont montré une prévalence de 27% entre 25 et 48 jours d'age (Ley et al.,1988).

Le taux de prévalence le plus bas, soit 16 %, a été rapporté chez des animaux agés de 20 jours.
Cela peut étre attribué a de bonnes conditions d'hygiéne ou a l'acquisition d'une résistance
ultérieure a la maladie aprés une infection préalable.

11.2.2 Prévalence chez le bovin

Tableau 6 : Prévalence d'excrétion de Cryptosporidium et Giardia chez le veau

Especes 2L coprqloglque nombre des positifs | Prevalence
effectué

Cryptosporidium 25 14 56%

Giardia 25 2 8%

Figure 16 : Repartion des données d'excrétion de Cryptosporidium et de Giardia chez le veau

M Cryptosporidium
W Giardia

negatif

Il a été remarqué que, généralement, la prévalence de Cryptosporidium est inférieure a celle de
Giardia chez les veaux laitiers (Xiao et al., 1993 ; Olson et al.,1997). Cependant, notre étude
actuelle a montré des résultats inverses, révélant une prévalence de 56% pour Cryptosporidium et

8% pour Giardia, respectivement.
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La prévalence de Cryptosporidium que nous avons rapportée est notablement plus élevée que celle
trouvée dans une étude antérieure réalisée par (Ouchen et al.,2012), qui avait enregistré une
infestation par les oocystes chez 22% des veaux étudiés. D'autres études ont également signalé des
taux de prévalence plus faibles, comme 13,7%, 17% et 22,6% (Khelaf et al.,2002,2007 ; Del coco
et al.,2008 ; Baroudi et al.,2017). En outre, nos résultats sont cohérents avec ceux observés au
Royaume-Uni, ou la prévalence de Cryptosporidium varie de 28% a 80% (Thompson et al.,2017).
Ils sont également similaires a ceux rapportés par (Quilez et al.,1996), qui ont enregistré une
prévalence de 63%, ainsi que par (Ouchen et al., 2014), qui ont rapportés une prévalence de
50,8%.

Les résultats de notre étude concernant Giardia ont montré une prévalence de 8 %, qui était plus
basse que celle rapportée dans d'autres études, telles que celles accordées par (Quilez et al.,1996
; Baroudi.,2005 ; Ouchen et al.,2012 ; Lee et al.,2016) qui ont enregistré des prévalences de
11,7%, 15,09% ,13,8% et 13,1% respectivement

Cependant, nos résultats sont cohérents avec une étude antérieure menée par (Ralstonet al.,2003),

qui a également rapporté un taux de prévalence variant de 0 % a 15 %.

11.2.2.1 Prévalence de ’association de Cryptosporidium et Giardia

Tableau 7 : Prévalence de l'association de Cryptosporidium et Giardia

Espéces Nombre des positifs Prévalence
Cryptosporidium 14 56%
Giardia 2 8%
co-infection 1 6,25%0
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Figure 17 : Répartition des prévalence d'excrétion de Cryptosporidium et de Giardia seul ou en
association

Plusieurs études ont mis en évidence une concurrence entre l'infestation par G. duodenalis et

Cryptosporidium spp chez les veaux (Bjorkman et al.,2003 ; Hamnes et al.,2006). Dans notre

étude actuelle, la prévalence de la co-infestation par Giardia et Cryptosporidium était de 6,25 %,

ce qui est similaire a ce qui a eteé rapporté par (Saddiki& Rebahi.,2013), ou une prévalence de

7,06 % a été révélée.

11.2.2.2 Prévalence selon le sexe

Tableau 8 : Prévalence de Cryptosporidium et Giardia selon le sexe

Nombre de Nombre de
Nombre de " - Prevalence | Prevalence
5% rélevement FOETIT D PO D de crypto | pour giardia
P crypto giardia
Femelle 15 8 0 53% 0%
Male 10 6 2 60% 20%
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Figure 18 : Répartition des résultats selon le sexe

Selon les résultats de la présente étude, une variation dans la présence de Cryptosporidium spp et

Giardia spp entre les sexes a été constatée. Ces observations sont en accord avec les données
rapportées par (Mallinath et al., 2009 ; Abdelaziz.,2014). Cependant, ils ont enregistré une

prévalence significativement plus élevée chez les femelles, ces derniéres étant plus infectées que

les males.

Nos résultats sont également cohérents avec ceux trouves par (Amensour.,2016), ou une

prévalence d'excrétion de Giardia de 7,14 % a été observée chez les males et de 3,33 % chez les

femelles.

11.2.2.3 Prévalence selon I’age

Tableau 9: Prévalence d'émission de Cryptosporidium et Giardia selon I'age

Nombre de

Nombre de

Nombre de ositif bour ositif pour Prévalence | Prévalence
Age cas effectué¢ | P P POSItIT P de crypto de giardia
crypto giardia
10 j-26j 5 4 0 80% 0%
30j-60 j 14 9 2 64% 14,28%
75 j- 150j 6 1 0 17% 0%
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Figure 19 : Repartition des résultats d'émission de cryptosporidium et de Giardia chez le veau

La répartition des cas positifs en fonction de I’dge pour cryptosporidium et giardia ; indiquent que
les infestations par cryptosporidium spp surviennent a un tres jeune age chez les animaux étudiés.
Tandis que les infestations par giardia sont plus tardives (O’handley et al.,1999 ; Mcallister et
al.,2005 ; Del coco et al.,2008).

Dans cette étude ; I’occurrence la plus élevée de cryptosporidium a été observée chez les veaux de
moins d’un mois en particulier entre I’dge de 10-26 jours ce qui conforme avec ce qui a été
rapportée dans la littérature ou il a été constaté que la cryptosporidiose se manifeste principalement
chez les veaux agés de 4-30 jours (Alain.,2003 ; Sischo.,2000 ; Khekef et al.,2007 ; Thompson
et al.,2017 ; Naguib et al.,2018).

Conformément aux résultats des études précédentes ; notamment celle de (Naguib et al.,2018) qui
a rapporté que I’excrétion maximale de giardia se trouve chez les veaux agés de 1 a 2 mois ; il a
également été constaté dans cette étude que la plus grande occurrence se situe dans cette méme
tranche d’adge. De méme ; les recherches menées par (Quilez et al.,1996) indiquent que

I’infestation maximale se situe entre 1.5 et 4 mois d’age.




11.2.3 Prévalence selon le mode de diagnostic

Afin de Vérifier la spécificité des kits Speed Giardia en comparaison avec la méthode traditionnelle
couramment utilisée, une étude a été entreprise. Dans le cadre de cette étude, 15 tests rapides ont
été realisés sur des échantillons de fientes provenant de poulets et préalablement identifiés comme
étant négatifs. Les résultats obtenus ont démontré une concordance entre les deux méthodes de
diagnostic

Cependant, en ce qui concerne l'espéce bovine, les kits Speed Giardia ont été utilisés sur 15
nouveaux échantillons récemment prélevés, et des résultats contradictoires ont été obtenus par
rapport a la méthode microscopique. En effet, trois tests sur les 15 réalisés ont été positifs selon
les Kits Speed, tandis que la méthode microscopique n'a révélé aucun cas positif. Cette disparité
de résultats peut étre expliquée par un manque d'expertise ou de compétence dans l'utilisation de

la méthode microscopique.

Il est important de noter que l'interprétation des résultats de diagnostic peut varier en fonction de
la sensibilité et de la spécificité de chague méthode utilisée, ainsi que des compeétences de
l'opérateur. Dans ce cas spécifique, il est possible que les kits Speed Giardia aient détecté des
infections subcliniques ou a faible charge parasitaire qui n‘ont pas été observées par la méthode

microscopique
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I11. Conclusion

En conclusion, les résultats de cette étude mettent en évidence la prévalence variable de
Cryptosporidium chez les poulets en fonction de I'age. De plus, I'étude révele une prévalence plus
élevée de Cryptosporidium par rapport a Giardia chez les veaux laitiers, ce qui differe de certaines

études antérieures menés dans différentes régions du monde.

Il est important de noter que I’age a le plus d’impact comme avait été toujours démontré dans la
littérature. Les infestations a cryptosporidium sont beaucoup plus fréquentes chez les veaux ayant
un age compris entre 10 et 26 jours, alors que les infestations a Giardia sont plus tardives, elles

sont plus fréquentes chez les jeunes bovins agés de 30 a 60 jours

Cependant, il est important de souligner que I'épidémiologie de ces parasites chez les animaux
d'élevage, en particulier pour Giardia, reste insuffisamment étudiée. D'autres facteurs de risque
tels que la literie, I'hygiéne, le contact avec la mére et I'alimentation devraient étre explorés afin
de mettre en place les mesures de prevention nécessaires pour eradiquer ces pathogenes dans les

élevages animaux en Algérie.
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