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Résumé

Une enquéte est menée dans quelques élevages de poulets de chair et de dindes afin de
rechercher la présence et déterminer la prévalence de I'infection a cryptosporidies, en fonction
de parametres zootechniques, cliniques et nécropsiques. Un total de 204 poulets et 93 dindes,
issus de 21 élevages, est examiné en utilisant la technique de concentration de Ritchie
simplifie¢e par Allen et Ridley suivie de la coloration de Ziehl-Neelsen modifiée par
Henriksen et Pohlenz. Les résultats font apparaitre une forte prévalence, aussi bien dans les
deux types d'élevage, en moyenne 38,7% dans les élevages de poulets et 46,2% dans ceux de
dindes. L'age et les conditions d'élevage sont les deux facteurs de prédisposition les plus
déterminants. Ces résultats justifient qu'une recherche systématique du parasite soit entreprise
dans tous les cas de diarrhée rebelle aux thérapeutiques classiques.

Mots-clés : Cryptosporidium, poulet, dinde, prévalence, conditions d'élevage.

Abstract

An investigation is carried out in a few flocks of broilers and turkeys to check and determine
the prevalence of Cryptosporidia infection, depending on zootechnical, clinical and autopsy
settings. A total of 204 chickens and 93 turkeys, from 21 farms, are examined using the
Ritchie concentration technique simplified by Allen and Ridley followed by Ziehl-Neelsen
staining modified by Henriksen and Pohlenz. The results showed a high prevalence, as well in
both types of livestock, averaged 38.7% in chicken farms and 46.2% in those of turkeys. The
age and rearing conditions are the two most important predisposing factors. These results
justify that a systematic search of the parasite is undertaken in all cases of diarrhea rebellious
to classic therapeutics.

Keywords : Cryptosporidium, chicken, turkey, prevalence, rearing conditions.
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Introduction

La cryptosporidiose est une maladie parasitaire due & un protozoaire du genre
Cryptosporidium, appartenant au phylum des Apicomplexa (Goodwin, 1989). C'est un parasite
ubiquiste, monoxéne, colonisant essentiellement les épithéliums digestifs, mais aussi
respiratoires, biliaires et urinaires (Papadopoulou et al., 1988). Les organismes du genre
Cryptosporidium sont des protozoaires entéroparasites ayant la capacité de parasiter un grand
nombre de vertébrés appartenant aux classes des poissons, reptiles, oiseaux et mammiferes,
dont ’homme (O'Donoghue, 1985, Lindsay et al., 2000). Les oocystes hébergeant les
sporozoites infectants sont éliminés avec les selles des hotes infectés, contaminent
I'environnement ou ils gardent leur pouvoir infectieux pendant longtemps, résistant aux
désinfectants usuels. Par ailleurs, étant immediatement infectieux aprés leur excrétion, ils
peuvent étre transmis directement par contact.

Cet organisme est décrit pour la premiere fois en 1907 dans la muqueuse gastrique de souris
(Tyzzer, 1907). Par la suite, ces parasites ont été détectés lors d’infections naturelles chez 170
especes de vertebrés, et cela dans plus de 50 pays différents situés en zones tropicales tout
comme en zones tempérées (O'Donoghue, 1995).

La cryptosporidiose aviaire peut se manifester par I'une des trois principales formes cliniques,
intestinale, respiratoire ou rénale. Cependant, une seule de ces formes cliniques s'exprime
généralement durant laffection (Blagburn et al., 1991). Trois especes différentes de
Cryptosporidium ont été identifiées chez les especes aviaires, sur la base de différences
biologiques et génétiques : Cryptosporidium baileyi, Cryptosporidium meleagridis et
Cryptosporidium galli (Xiao et al., 2004). C. baileyi est le plus souvent associé a des troubles
respiratoires, caractérisés cliniquement par des rales, de la toux, de la dyspnée et des
éternuements (Goodwin et al., 1988).

Chez les oiseaux, apres contamination oro-fécale ou respiratoire, les parasites colonisent
essentiellement I'épithélium des muqueuses digestive et respiratoire. La maladie se caractérise
alors par des troubles digestifs (entérite, diarrhée) ou respiratoires (toux, dyspnée, sinusite).

La cryptosporidiose aviaire est décrite pour la premiére fois par Tyzzer en 1929 et ce n'est
gu'un demi-siecle aprés que la maladie est observée et rapportée dans la bourse de Fabricius
de poulets par Fletcher et al. (1975).

Chez les poulets, dindes et cailles, ce sont des parasites pathogénes primaires qui peuvent
provoguer une atteinte respiratoire et/ou intestinale, a l'origine de morbidité et de mortalité

(Current, 1986). De plus, l'infection a Cryptosporidium constitue un probleme dont
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I'importance économique inquiéte de fagon croissante I'industrie avicole dans plusieurs parties
du monde. Les problemes économiques engendrés par l'infection sont une haute morbidité et
une faible mortalité mais qui peut s'aggraver lors de concomitance avec d'autres affections
telles que maladie de Gumboro, Marek ou coccidioses notamment.

Les problémes sanitaires sont liés au réle de C. meleagridis, génotype zoonotique, concernant
principalement le dindon mais aussi I'nomme puisqu'il est considéré comme I'un des plus
pathogeénes pour ce dernier. Il n'existe pas de traitement spécifique en médecine vétérinaire.
Certaines molécules anticoccidiennes ont cependant réussi a retarder le développement du
parasite sans le détruire (Naciri et al., 1999).

L'impact sanitaire et économique de l'infection par Cryptosporidium sur la filiere avicole en
Algérie est méconnu, peu d'études ayant été menées jusqu’a présent sur ce sujet malgré
I’importance qui lui est accordée par la plupart des auteurs.

En Algérie, il existe une importante population de volailles domestiques : environ 200
millions. Les données concernant la cryptosporidiose sont disponibles pour I'nomme et les
ruminants, mais pas pour les volailles. Il était donc intéressant d'entreprendre une enquéte
dans le but de preciser la prévalence, sinon de la maladie, du moins de l'infection par les
cryptosporidies afin de cerner I'importance de cette parasitose et de dégager quelques donnees
sur les risques d'infection d'origine animale chez 'Homme.

Les interrogations relatives a la cryptosporidiose concernent son existence dans les élevages
de volailles en Algerie, dont la réponse peut étre appréhendée comme positive, mais aussi sa
prévalence, les espéces affectées, les types d'élevage les plus touchés et les facteurs favorisant
I'infection. L'arrét de l'utilisation des anticoccidiens comme additifs a probablement une
incidence sur sa fréquence, mais aucune étude ne le démontre de maniere incontestable.

Les objectifs de cette étude sont la recherche de Cryptosporidium chez le poulet de chair et la
dinde, l'estimation de sa prévalence dans les élevages objets de l'enquéte en fonction de
parametres qui peuvent sembler a priori jouer un réle dans le développement de l'infection,
dans deux modes d'élevage utilisés dans le pays : I'élevage en batiment classique et I'élevage

sous serre, de plus en plus répandu.




Premiere partie : étude bibliographique

1. Généralités

1.1. Historique
En 1895, Clarke observe ce qui peut étre une espéce de Cryptosporidium chez la souris et
décrit un essaim de spores se trouvant sur I'épithélium gastrique, qu'il considéré comme un
commensal bénin. En 1907, Tyzzer décrit pour la premiére fois Cryptosporidium muris, un
parasite extracellulaire observé sur des coupes histologiques de glandes gastriques de souris.
En 1912, il observe chez ce méme animal une espéce plus petite, au développement confiné a
I'épithélium de l'intestin gréle, qu'il nomme Cryptosporidium parvum (Tyzzer, 1912). Il s’agit
bien d’especes distinctes car les oocystes sont de forme et taille différentes. En plus, C. muris
est localisé au niveau des glandes gastriques alors que C. parvum est localisé dans
I’épithélium intestinal (Guyot et al., 2001). Tyzzer décrit aussi des stades sexués et asexues
chez le parasite, ainsi qu’un attachement aux cellules épithéliales gastriques de 1’hote par le
biais d’une organelle spécialisée. Il détaille alors les caractéristiques permettant d’établir un
nouveau genre de sporozoaires apparenté aux Coccidies : Cryptosporidium (Tyzzer, 1910).
Bien que Tyzzer, sans microscopie électronique, n‘ait pu observer la localisation précise de
Cryptosporidium, il a conclu que le parasite, qu’il pensait localisé en dehors de la cellule héte,
se nourrissait de cette derniere grace a l'organe d'adhésion. Il a fallu attendre les études
utilisant la microscopie électronique en 1978 pour que l'existence des oocystes soit confirmée
(Pohlenz et al., 1978). La détection d’oocystes dans les selles est alors devenue la méthode
principale de diagnostic de la cryptosporidiose.
Chez la volaille, la cryptosporidiose fut décrite pour la premiere fois en 1929 (Tyzzer, 1929)
et ce n'est qu'aprés un demi-siecle que la maladie est observee et rapportée au niveau des
bourses de Fabricius de poulets (Fletcher et al., 1975).
En 1955, Slavin découvre I’importance pathogénique du genre : Cryptosporidium meleagridis
est associé a une maladie clinique provoquant diarrhée et faible mortalité chez la dinde. Le
parasite est cependant resté ignoré ou considéré comme un organisme commensal jusqu'a sa
reconnaissance par les vétérinaires dans les années 70 ou il fut tenu pour responsable
d'épidémies de diarrhées parfois mortelles dans les élevages des jeunes veaux (Panciera et
al.,1971 ; Pohlenz et al.,1978 ; Angus, 1983). En effet, on retrouve le genre Cryptosporidium
dans I’intestin de veaux diarrhéiques, ce qui confirme le role pathogene potentiel du parasite.

En 1986, une nouvelle espece, C. baileyi, colonisant la bourse de Fabricius et I'appareil

-



respiratoire des poulets, est décrite par Current et al. Les stades de développement de la
plupart des parasites ont été trouvés dans les microvillosités des entérocytes de l'iléon et, plus
tardivement, dans les entérocytes du cloaque et de la bourse de Fabricius.

En 1999 enfin, C. galli est décrit dans le proventricule de la poule par Pavlasek. Les oocystes
sont structurellement similaires a ceux de Cryptosporidium baileyi, mais en plus d'étre
beaucoup plus grands que ceux de C. baileyi, ces oocystes infectent le proventricule et non
pas les voies respiratoires. Les oocystes sont transmis avec succes des poulets aux poulets, et
sont également observés dans une grande variété d'oiseaux exotiques et sauvages (ordre des
Passériformes, Phasianidae, Fringillidés et Ictéridés). Des analyses moléculaires et
phylogénétiques de I'ARNr 18S, HSP70, et loci de génes d'actine démontrent que cette espéece
est génétiquement distincte de toutes les especes connues et génotypes de Cryptosporidium et,
par conséquent, a été nommeé C. galli.

1.2. Classification

Méme si le genre Cryptosporidium est maintenant bien reconnu par les scientifiques, la
taxonomie du parasite au sein de ce genre souléve encore de nombreuses discussions. La
classification des cryptosporidies, établie par Levine (1985), encore utilisée de nos jours, est
présentée dans le tableau 1.

Les organismes du genre Cryptosporidium sont des eucaryotes unicellulaires appartenant au
groupe monophylétiqgue des alveolés (Morrison, 2009). Les alvéolés, dont la plupart
appartiennent aux sous-groupes des ciliés, dinophytes et apicomplexes, possedent tous des
vesicules sous-membranaires appelées alvéoles (Gould et al. 2008). Ils ont des modes de
nutrition tres divers, allant de la photo-autotrophie a la prédation, au parasitisme
intracellulaire et a la mixotrophie (Gould et al., 2008). En effet, les apicomplexes, dont font
partie les différentes espéces de Cryptosporidium, comprennent des parasites obligatoires
pour la plupart des cellules animales (Gould et al., 2008). Plusieurs apicomplexes sont
pathogenes pour les humains et les animaux domestiques, engendrant par exemple la malaria,
la toxoplasmose et la coccidiose (Adl et al., 2005). Etant donné la difficulté a différencier les
apicomplexes sur la base de leur morphologie, ces derniers ont été définis en quatre groupes
distincts (coccidies, grégarines, haemosporidiens et piroplamides), a partir de caracteéristiques
phénotypiques telles que 1’association a leurs hotes ou vecteurs et leurs sites d’infection.
Aujourd’hui, cette classification utilitaire n’est plus considérée représentative des relations
évolutives existant entre les différents organismes du groupe des apicomplexes (Morrison,

2009). Plus de 300 genres dans plus d’une soixantaine de familles ont été reconnus sur la base
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d’analyses phylogénétiques faites principalement a partir des séquences de nucléotides du
géne ARNr 18S (Morrison, 2009). Il n’existe toujours pas de phylogénie intégrant a la fois les
caracteres phénotypiques et génotypiques (Morrison, 2009).

La famille des Cryptosporidiidae ne renferme que le genre Cryptosporidium et se caractérise,
parmi les autres coccidies, a la fois par lI'absence du stade sporocyste et de spécificité vis-a-vis
de I'n6te, par des microgametes aflagellés et par un développement juste au-dessous de la
membrane superficielle de la cellule, dans une vacuole parasitophore, avec une localisation

intracellulaire mais extracytoplasmique (Gjerde, 1986).

Tableau 1 : Taxonomie et classification de Cryptosporidium spp. (O'Donoghue, 1995)

Classification Nom Caractéristiques biologiques

Présence d'un complexe apical. Toutes les espéces sont

Phylum Apicomplexa parasites

. Reproduction asexuée et sexuée, avec formation
Classe Sporozoasida P

d'oocystes
e Cycle de développement comprenant une ou plusieurs
Sous-classe Coccidiasina y , pp ] Pr P
mérogonies, gamétogonie et sporogonie
Ordre Eucoccidiorida Mérogonie présente chez les vertébreés
. Développement indépendant de la microgamie et de la
Sous-ordre Eimeriorina PP P g

macrogamie

Cycle homoxéne. Développement du parasite sous la
Famille Cryptosporidiidae | membrane de la cellule hote. Microgametes sans flagelles.
Sporogonie chez I'hote
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1.3. Especes du genre Cryptosporidium
La taxonomie du genre n’est toujours ni complétement établie ni acceptée par I’ensemble des
chercheurs, et le nombre exact d'espéces qui le composent n'est toujours pas clairement établi.
C. parvum, une espece commune et peu spécifique, a longtemps été considérée comme
I’'unique espece responsable de la cryptosporidiose chez 1’homme et chez les autres
mammiferes (Fayer et Xiao, 2008). Or, on sait aujourd’hui qu’il existe plusieurs espéces
différentes, voire génotypes, pouvant engendrer la pathologie chez ’homme et les animaux.
Ce n'est qu'au début des années 80 que la cryptosporidiose a fait une bruyante émergence en
pathologie humaine apres I'apparition du syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) qui
lui a conféré un regain d'actualité. La cryptosporidiose cause principalement des problémes

diarrhéiques pouvant entrainer la mort chez des hotes généralement immunodéficients.

X



Apres la découverte initiale de Cryptosporidium, plus de 50 ans se sont écoulés pendant
lesquels le parasite était généralement confondu avec d'autres genres d'Apicomplexa,
particulierement les membres du genre coccidien Sarcocystis. Parce que beaucoup d'espéeces
de Sarcocystis ont des oocystes avec des parois minces qui rompent souvent, excrétant des
sporocystes libres et que chaque sporocyste contient quatre sporozoites, comme
Cryptosporidium, une variété d'especes a été faussement assignée a ce genre (Anderson et al.,
1968 ; Bearup, 1954 ; Dubey et Pande, 1963 ; Duszynski, 1969). Des études ultrastructurales
ultérieures, cependant, ont appuyé des études de microscopie précédentes et ont réaffirmé les
étapes endogenes de Cryptosporidium qui possede une organelle unique (Hampton et Rosario,
1966 ; Jervis et al., 1966 ; Vetterling, 1971). Cette organelle, plutét que l'oocyste, est la
caractéristique clé qui définit actuellement le genre et la famille (Upton, 2000), mais cela a en
réalité été un composant integral de la définition taxonomique de la famille depuis au moins
1961 (Levine, 1961, 1980, 1985).

Aprés la reconnaissance de vraies différences entre Cryptosporidium et Sarcocystis, le faux
concept de spécificité d'hote strict (Pellerdy, 1965) a été appliqué a Cryptosporidium spp.
Cela a mené a la creation de nouvelles espéces incluant C. agni chez le mouton, C. anserinum
chez l'oie, C. bovis chez le veau, C. cuniculus chez le lapin, C. garnhami chez I'nhomme et C.
rhesi chez le singe (Barker, 1974 ; Bird, 1981 ; Inman et Takeuchi, 1979 ; Levine, 1980 ;
Proctor et Kemp, 1974). Des études de transmission ont démontré que des cryptosporidies
isolées d'animaux différents peuvent frequemment étre transmises d'une espece a une autre, ce
qui a conduit a nommer I'espece en se basant sur I'hdte d'origine et I'introduction de beaucoup
d'entre les nouvelles espéces de Cryptosporidium comme étant C. parvum. Cependant,
pendant une période bréeve, des études de transmission trés limitées ont été utilisees comme la
preuve de la nature mono-spécifique du genre Cryptosporidium, aboutissant a l'utilisation
répandue du nom C. parvum pour les parasites de toutes les sortes de mammiferes, y compris
I'homme. Plusieurs Cryptosporidium nommés pendant ou avant cette période, comme C.
meleagridis chez la dinde (Slavin, 1955), C. wrairi chez le cochon d'Inde (Vetterling et al.,
1971) et C. felis chez le chat (Iseki, 1979), ont cependant réchappé a cause des différences
biologiques démontrées vis-a-vis des especes C. parvum et C. muris. Plus récemment,
plusieurs autres Cryptosporidium ont aussi été nommés, comme C. baileyi chez les oiseaux
(Current et al., 1986) et C. saurophilum chez les lézards (Plutzer et Karanis, 2007), tous basés
sur des différences biologiques avec les autres especes de Cryptosporidium. En 2010,
Traversa met en évidence une nouvelle espéce de Cryptosporidium infectant les tortues, qu’il

appelle Cryptosporidium ducismarci (Traversa, 2010).
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Cependant, cette non-spécificité d'héte n'est clairement démontrée que chez les mammiféres
et n'existerait pas de facon aussi nette dans d'autres classes de vertébrés, ainsi qu'entre celles-
ci. En effet, le passage de cryptosporidies issues d'oiseaux aux mammiferes, et vice-versa,
s'avere trés difficile et généralement les essais se soldent par des échecs. De plus, les
différences de taille et de site de développement ont finalement conduit a admettre que le
genre Cryptosporidium renferme plusieurs espéces. En 2008, le genre Cryptospridium
comportait 18 especes dont plus de 40 génotypes différents (Xiao et Ryan, 2008) avant que
Power et Ryan (2008) décrivent Cryptosporidium macropodum, une nouvelle espéce, chez le
kangourou gris (Macropus giganteus) et Una et al. (2008) Cryptosporidium fayeri chez le
kangourou roux (Macropus rufus). Cryptosporidium ryanae et Cryptosporidium xiaoi (Fayer
et Santin, 2009) ont aussi été décrits, ainsi que d'autres espéces dénommées
Cryptosporidium deer-like. Cryptosporidium ubiquitum, enfin, est retrouvé chez I'animal et
I'hnomme (Fayer et al., 2010).

Bien que plus de 20 espéces de ces parasites aient été décrits sur la base de lI'animal-héte chez
lequel elles ont été isolées, la spécificité d'hdte comme critere de spéciation apparait mal
fondée puisque certaines especes ont perdu une telle speécificité. La definition et
I'identification des espéces du genre sont en changement permanent avec, en plus, de
nouvelles espéeces fondées sur des criteres moléculaires. Actuellement, il existe 22 espéces
validées (tableau 2) : C. hominis trouvé principalement chez I'hnomme (antérieurement connu
comme C. parvum de type 1), C. parvum trouvé chez I'hnomme et d'autres mammiferes
(antérieurement connu comme C. parvum de type 2), C. andersoni et C. bovis chez les bovins,
C. canis chez le chien, C. muris chez la souris, C. felis chez le chat, C. wrairi chez le cobaye,
C. suis chez le porc, C. fayeri chez le kangourou rouge, C. macropodum chez le kangourou
gris, C. meleagridis chez la dinde et I'hnomme, C. baileyi chez le poulet, C. galli chez la poule
adulte et certains oiseaux sauvages, C. varanii chez les varans émeraudes, C. serpentis chez
les serpents et Iézards et C. molnari chez le poisson. Chez les animaux de production, C.
parvum, C. andersoni, C. baileyi et C. meleagridis ont été enregistrés comme agents de

morbidité et de foyers de maladie.

1.4. Especes affectées et localisation
Bien que l'on ait proposé de nombreux noms d'espéces en fonction de l'identité de I'n6te, la
plupart des isolats de Cryptosporidium de mammiferes, y compris les isolats humains, sont
similaires a C. parvum tel que décrit par Tyzzer (1912). Vingt deux especes sont actuellement
reconnues (Egyed et al., 2003 ; Thompson et al., 2007 ; Xiao et al., 2004 ; Fayer et al., 2008 ;
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Jirku et al., 2008 ; Power et Ryan, 2008 ; Ryan et al., 2008). Les principales especes de

cryptosporidies observées jusqu'a présent, dont certaines non validées par 1’International Code

of Zoological Nomenclature (Xiao et al., 2004), sont décrites dans le tableau 2, ainsi que leurs

dimensions et les hotes habituels chez lesquels elles sont retrouvées.

Tableau 2 : Espéces de Cryptosporidium, dimensions et hotes majeurs (Slapeta, 2009)

Espece Dimensions oocyste (um) | Hote principal | Lieu de I'infection
C. andersoni 7,4 x5,5 Bovin Estomac

C. baileyi 6,3 x5,2 Poulet Trachée, BF, cloaque
C. bovis 4,9x4,6 Bovin Intestin

C. canis 48x7,2 Chien Intestin gréle
P. cichlidis* 4,0x3,5 Poisson Estomac

C. cuniculus 5,9 x5,3 Lapin Intestin

C. fayeri 49x4,3 Kangourou Intestin

C. felis 4,6 x4,0 Chat Intestin gréle
C. fragile 6,2 x5,5 Crapaud Estomac

C. galli 8,3x6,3 Poulet Proventricule
C. hominis 4,9 x5,2 Humain Intestin

C. macropodum 4,9x5,4 Kangourou Intestin

C. meleagridis 50x4,4 Dinde, humain Intestin

C. molnari 4,7x45 Dorade Estomac

C. muris 8,4 x6,2 Souris Estomac

C. nasorum 4,3x3,3 Poisson Intestin

C. parvum 4,9x4,4 Bovin, humain Intestin gréle
C. pestis 50x4,5 Bovin Intestins

P. reichenbachklinkei* 2,4 x 3,2 Poisson Estomac

C. ryanae 3,7x3,1 Bovin Intestin

C. saurophilum 50x4,7 Lézard Intestin, cloaque
C. scophthalmi 4,4x39 Poisson Intestin

C. serpentis 6,2x5,3 Reptile Estomac

C. struthionis - Autruche Caecum

C. suis 4,6 x4,2 Sanglier Intestin gréle
C. ubiquitum 50x4,6 Mammiferes -

C. viatorum - Humain Intestin

C. wrairi 54x4,6 Cochon d’inde Intestin gréle
C. xiaoi 39x34 Ovin -




*Le genre Piscicryptosporidium a été érigé par Paperna et Vilenken (1996) par opposition a
celui de Cryptosporidium. Deux especes ont été incluses dans la description, P.
reichenbachklinkei et P. cichlidaris (Paperna et Vilenken, 1996). Ces especes ont, a l'origine,
été publiées comme Cryptosporidium reichenbachklinkei et Cryptosporidium cichlidaris
(Jirku et al., 2008), avec le commentaire que le genre était considéré comme un synonyme de
Cryptosporidium.

On considere que certains des 40 génotypes de Cryptosporidium habituellement décrits
pourraient représenter des espéces différentes. La classification actuelle des génotypes de
Cryptosporidium serait donc sujette a modifications.

2. Pathogenése et cycle de vie

Le cycle de vie de Cryptosporidium comporte de multiples étapes semblables a celles des
coccidies entériques. 1l se déroule chez un seul hote et comporte six grandes étapes (figure 1) :
1- Le dekystement (ou excystation) au cours duquel les sporozoites sont libérés d'un oocyste
enkysté ;

2- La schizogonie (ou mérogonie) au cours de laquelle se produit la reproduction asexuée ;

3- La gameétogonie au cours de laquelle se forment les gameétes ;

4- La fecondation du macrogameétocyte par un microgamete pour former un zygote ;

5- La formation des parois de l'oocyste ;

6- La sporogonie au cours de laquelle se forment les sporozoites dans l'oocyste (Current,
1986).

-
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Figure 1 : Cycle de vie des cryptosporidies (CDC, 2009)

Cryptosporidium nécessite un hote pour la survie et la reproduction (Mansfield et Gajadhar,
2004 ; Kim et al., 2005). Toutes les especes de Cryptosporidium subissent un développement
endogene qui aboutit a la production d'un stade enkysté relargué dans les excréments de leur
hote (Fayer et al., 2000). Cryptosporidium a un cycle complexe, comprenant les étapes de
reproduction sexuée et asexuee (Smith et al., 2007 ; Thompson et al., 2007). Apres ingestion,
I'excystation d'oocystes viables se produit : 4 a 6 um pour l'espéce intestinale, légerement plus
grands pour l'espece gastrique. Les sporozoites contiennent des organites apicaux (rhoptries,
micronemes et granules denses), chacun avec des structures distinctes et les fonctions
nécessaires a l'invasion de la cellule héte (Blackman et Bannister, 2001). Les granules denses
sécrétent leur contenu sur la surface du zoite et stimulent la modification de la cellule héte
pendant l'invasion (Blackman et Bannister, 2001 ; Huang et al., 2004). La décharge apicale
des protéines de rhoptries et micronémes fournissent des sites d'ancrage pour l'adhérence a la
cellule héte. Un effet cytopathique direct n'a pas été observé (Blackman et Bannister, 2001).
Les mécanismes de la pénétration de la cellule héte et de I'inclusion sont encore mal compris.
Toutefois, Cryptosporidium est connu pour avoir la possibilit¢ de réarrangement de la
membrane cellulaire héte a l'aide de facteurs actine-polymérases (Elliot et Clark, 2000) et
susceptible d'étre induite par le parasite (Sibley, 2004). Le parasite se niche dans une vacuole
parasitophore, qui est connectée a la cellule hote par une membrane (Tzipori et Ward, 2002).

La, il est protége contre I'environnement hostile intestinal et il est approvisionné par la cellule




hote en énergie et nutriments par le biais d'un organite chargeur, qui est unique parmi les
Apicomplexa (Tzipori et Ward, 2002). D'autres étapes sont décrites chez Cryptosporidium
andersoni et C. parvum, qui subissent la multiplication par le biais d'un processus de
reproduction sexué impliquant la fusion bout a bout de deux ou plusieurs parasites (Hijjawi et
al., 2002 ; Rosales et al., 2005). Si ce processus est avéré et vérifié par des études plus
étendues, celui-ci aurait des implications majeures de notre compréhension de la biologie de
Cryptosporidium, sa génétique et sa transmission. Bien que Cryptosporidium ait été largement
étudié au cours des dernieres décennies, peu de choses sont connues sur les interactions hote-
pathogéne. L'apoptose de la cellule héte pourrait étre influencée par des stades parasitaires
intra et extracellulaires, avec inhibition ou promotion, indiquant un déréglement de

I'expression génétique de la cellule (Mele et al., 2004).

3. Immunité

L'exposition des antigénes de sporozoites déclenche une réponse immunitaire chez les
mammiferes immunocompétents (Riggs, 2002 ; Singh et al., 2005). Les défenses
immunitaires sont représentées par les anticorps et les cellules T (Riggs, 2002 ; Singh et al.,
2005). Une excrétion elevée d'interleukines et de I'interféron gamma (IFNy) a été observée au
cours des étapes initiales de I'infection (Riggs, 2002 ; Singh et al., 2005). Robinson et al.
(2001) ont montré une réponse muqueuse IFNy-indépendante, par des niveaux accrus d'IL-15,

suggerant l'activation de la réponse immunitaire innée.

4. Spécificité d'hote chez les oiseaux

La classification taxonomique de Cryptosporidium est illustrée dans le tableau 1. Un
Cryptosporidium de poulet a été décrit par Tyzzer (1929), qui a trouve le parasite dans
I'épithélium caecal. Le parasite fut nommé C. muris car il ressemblait morphologiqguement a
sa description antérieure de Cryptosporidium dans I'épithélium gastriqgue des souris de
laboratoire. Levine (1961) a changé le nom du parasite aviaire en C. tyzzeri pour désigner la
description originale de Tyzzer, mais plus tard le méme Levine (1984) changea de nouveau le
nom en C. meleagridis aprés le rapport par Slavin (1955) de cryptosporidiose chez les
dindons. La relation entre C. meleagridis et C. muris reste a déterminer (Levine, 1985). Les
organismes isolés de la bourse de Fabricius de poulets ont été nommés C. baileyi (Current et
al., 1986). Parce que les oocystes de C. baileyi sont plus grands que les oocystes de C.

meleagridis et que C. baileyi n'infecte pas la caille, on a pensé qu'au moins trois especes de
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Cryptosporidium infectent les oiseaux (Current et al., 1986), ce qui s’est avéré exact avec la
découverte de C. galli.

Les cryptosporidies sont détectées chez plus de 30 espéces d'oiseaux appartenant aux ordres
Ansériformes, Charadriiformes, Colombiformes, Galliformes, Passeriformes, Psittaciformes
et Struthioniformes (Goodwin et al., 1981 ; Tsai et al., 1983 ; Glisson et al., 1984 ; Lindsay et
al., 1991).

4.1. Especes de Cryptosporidium chez les oiseaux
C. meleagridis est décrit pour la premiére fois chez la dinde (Meleagris gallopavo) par Slavin
(1955), et ensuite détecté chez beaucoup d'espéces aviaires et mammiféres (Morgan et al.,
2000 ; Abe et Iseki, 2004 ; Hajdusek et al., 2004 ; Pagés-Manté et al., 2007 ; Ryan et Xiao,
2008). Il est décrit chez de nombreuses espéces aviaires comprenant la dinde, le perroquet, la
poule, le cocktail et la perdrix a pieds rouges (O’Donoghue et al., 1987 ; Morgan et al., 2000 ;
Sréter et Varga, 2000 ; Darabus et Olariu, 2003 ; Abe et Iseki, 2004 ; Huber et al., 2007 ;
Pages-Manté et al., 2007 ; Soltane et al., 2007).
Cest la troisieme espéce en prévalence qui infecte I'hnomme (Chalmers et al., 2002 ; Leoni et
al., 2006). Des sous-types de C. meleagridis sont rapportés chez I'homme et les oiseaux,
fondés sur ’analyse des génes de I’ARNr (Glaberman et al., 2001).
Cryptosporidium baileyi, décrit chez les poulets par Current et al. (1986), est I'espéce la plus
commune rapportée dans la vaste diversité des espéces aviaires, a 1’exception du colin de
Virginie. C'est un petit parasite qui se développe dans les microvillosités de la bordure en
brosse des cellules épithéliales (Current et Blackburn, 1990). La plupart des especes aviaires
sont susceptibles (Lindsay et Blackburn, 1990). Les sites de prédilection incluent le cloaque,
la bourse de Fabricius (Current et al., 1986) et le tractus respiratoire (Dhillon et al., 1981),
provoquant parfois de la diarrhée (Gorham et al., 1987). La résistance a I'infection dépend de
I'dge des oiseaux et de l'immunité acquise (Current et al., 1986 ; Lindsay et al., 1988),
principalement induite par les stades asexués du parasite : sporozoites et mérozoites (Mead et
al., 1988)
C. galli, retrouvé dans le proventricule des poules par Pavlasek (1999, 2001) est décrit ensuite
avec des données moléculaires par Ryan et al. (2003). C'était probablement I'espece
découverte dans le proventricule du pinson par Blagburn et al. (1990) et nommée C.
blagburni (Morgan et al., 2000). L’analyse d’ARNr de C. galli et de C. blagburni montre qu'il
s'agit bien de la méme espéce (Ryan et al., 2003). Des infections naturelles par C. galli sont

rapportées chez le pinson, le poulet, la caille, le gros-bec de pin, le perroquet, le flamant, le




cardinal capuchonné rouge et le hornbill de rhinocéros (Pavlasek, 1999 et 2001 ; Ryan et al.,
2003 ; Ng et al., 2006).

Quatre autres génotypes aviaires (I a 1V) sont décrits chez plusieurs espéces d'oiseaux, en se
basant sur I’analyse de I’ARNr (Ng et al., 2006 ; Merieles et al., 2006). Quatre génotypes sont
également décrits chez I'oie du Canada (Xiao et al., 2002 ; Zhou et al., 2004 ; Jellison et al.,
2004). Un genotype est décrit chez la bécasse des bois (Ryan et al., 2003 ; Ng et al., 2006).
D'apres Ryan (2010), il existerait actuellement dix génotypes de Cryptosporidium aviaires.
Les premieres études d'identification des nouveaux génotypes de Cryptosporidium chez les
oiseaux ont eté menées chez les canards noirs et les bernaches du Canada. Ces oiseaux
présentaient une affection intestinale. Cependant, le diagnostic génétique n'était pas
compatible avec l'une des espéces de Cryptosporidium précédemment décrites chez les
oiseaux infectés. Ainsi, les nouveaux Cryptosporidium sont nommés génotype canard et
génotypes oie I, II, Il et IV.

Un nouveau génotype a aussi été identifié chez la bécasse eurasienne (Morgan et al., 2001 ;
Ryan et al., 2003 ; Jellison et al., 2004).

Une étude de la cryptosporidiose chez l'autruche a démontré que méme si l'agent causal
présente des oocystes semblables a ceux de C. meleagridis, celui-ci n'est pas capable
d'infecter d'autres especes d'oiseaux tels que les poulets, dindes et cailles (Meireles et al.,
2006). Cette nouvelle cryptosporidie a été nommée genotype autruche ou génotype IlI.

Une autre étude par Ng et al. (2006) identifie trois autres génotypes de Cryptosporidium
(génotypes I, 11 et 1V) qui infectent les oiseaux en captivité. En outre, deux especes de
Cryptosporidium qui normalement infectent les mammiféres, Cryptosporidium muris et
Cryptosporidium andersoni, sont identifiées chez la bernache du Canada (Graczyk et al.,
1996). C. hominis et C. parvum sont également décrits chez les oiseaux mais leur impact est
mal connu. Zhou et al. (2004), Graczyk et Cranfield (1998) et Nakamura et al. (2009)
retrouvent Cryptosporidium parvum chez les oiseaux sauvages, et concluent que, en plus de
l'augmentation de la diversité génétique des especes hdtes aviaires de Cryptosporidium, ceux-

ci propagent l'infection en excrétant des oocystes dans I'environnement.

4.2. Localisation dans I’organisme
Chez les oiseaux, la cryptosporidiose se manifeste principalement sous deux formes cliniques,
respiratoire (Macon et Hartley, 1980 ; Dhillon et al., 1994) et intestinale (Doster et al., 1979 ;
Goodwin et Krabill, 1989 ; Lindsay et al., 1990). Des études prouvent qu'elle peut également

se manifester en tant que maladie rénale et peut méme étre mortelle (Latimer et al., 1992).
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Dans la forme respiratoire chez les oiseaux, le parasite peut infecter le naso-pharynx, les
sinus, le larynx, la trachée, les bronches, les poumons, les sacs aériens et la conjonctive
(Sréter et Varga, 1999). D'autre part, dans la forme digestive, Cryptosporidium baileyi est
retrouvé dans les glandes salivaires et cesophagiennes, le proventricule, l'intestin, le caecum,

le colon, le cloaque et la bourse de Fabricius (Xiao et al., 2004).

5. Transmission

5.1. Transmission entre oiseaux et mammiferes
Les études expérimentales de transmission montrent que C. meleagridis peut infecter le poulet
de chair, le canard, la dinde, le veau, le porc, le lapin, le rat et la souris (O’Donoghue, 1995 ;
Akiyoshi et al., 2003 ; Darabus et Olariu, 2003 ; Huang et al., 2003). De facon générale, le
taux d'infectiosité et de virulence de C. meleagridis pour les mammiféres est semblable a
celui de C. parvum (Akiyoshi et al., 2002). Une infection naturelle par C. meleagridis est
rapportée chez un chien en République Tcheque (Hajdusek et al., 2004).
La transmission expérimentale de C. baileyi a des oiseaux (caille japonaise, canard
domestique, oie, faisan, perdrix chukar et dinde) est suivie d'infection et parfois de
symptomes, excepté chez le colin de Virginie (Current et al., 1986 ; Lindsay et al., 1987,
1989 ; Lindsay et Blagburn, 1990 ; Cardozo et al., 2005).

5.2. Transmission a ’homme (risque zoonotique)

Bien que l'infection cryptosporidienne chez les espéces aviaires ne présente pas une menace
vis-a-vis des humains, excepté avec C. meleagridis, les études de transmission prouvant que
ces espéces de Cryptosporidium sont spécifiques pour leurs hotes (Lindsay et al., 1986 ; O
Donoghue et al., 1987 ; Graczyk et Cranfield, 1998), les oiseaux peuvent cependant agir en
tant que vecteurs mécaniques de certaines cryptosporidies et peuvent en rejeter des oocystes
dans les eaux de surface, barrages et étangs (Howe et al., 2002).

Parmi les trois especes de Cryptosporidium aviaires (meleagridis, baileyi et galli), seule C.
meleagridis, qui infecte dindes et perroquets, est une menace zoonotique connue (Graczyk et
al., 1996 ; Awad el Kariem et al., 1997).
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6. Caractéeres biologiques et morphologiques

6.1. Cycle évolutif
Le cycle évolutif de Cryptosporidium, schématisé dans la figure 2 établie par Smith et al.
(2007), possede quelques particularités, décrites plus loin, qui les distinguent des autres
membres des Apicomplexa, en particulier les coccidies.
D'apres Current (1986), 80% des oocystes ont une paroi épaisse et sont éliminés dans les
selles, et 20% ont une paroi fine facilitant I'excystation dans la lumiére intestinale et sont
responsables du pouvoir d'auto-infection du parasite.
Cette possibilité d'auto-infection, ainsi que le recyclage des mérontes de premiére génération,
jouent un réle crucial dans la pathogénie de l'infection chez les sujets immunodéficients. Ils
expliquent, en effet, pourquoi ces derniers peuvent avoir une maladie persistante en I'absence
de réinfection orale et pourquoi, dans les infections massives, des sites extra-intestinaux
(appareil respiratoire, canaux biliaires, etc.) sont également infectés.
Contrairement aux coccidies, I'excystation peut avoir lieu en l'absence de sels biliaires et
d'enzymes pancréatiques, notamment la trypsine (Tzipori, 1983 ; Fayer et al., 1984 ;
Reducker et al., 1985). Tel phénoméne est expliqué par le fait que cet enzyme est responsable
de la dégradation du corps de Stieda du sporocyste chez le genre Eimeria permettant ainsi la
libération des sporozoites (Current, 1989).
Il est a noter que le stade sporocyste est inexistant chez le genre Cryptosporidium.
L'incubation des oocystes dans de I'eau a 37°C et a pH 7,6 (Tzipori, 1988), ainsi que le stress
hypotonique (Fayer et al., 1984) ont été suggérés comme des mécanismes possibles
intervenant dans le désenkystement.
Le cycle de vie de Cryptosporidium differe donc de celui d'Eimeria. Les étapes
intracellulaires sont limitées a la région microvillaire de la cellule hote et les oocystes, qui
sporulent dans les cellules de I'néte, sont relargués dans les selles. Deux types d'oocystes sont
formés, a paroi mince ou épaisse. L'oocyste a paroi mince se rompt et déverse des sporozoites
qui peuvent pénétrer les cellules adjacentes et réinitialiser lI'infection. Les oocystes a paroi
épaisse passent dans les selles et peuvent transmettre I'infection a d'autres hétes. En outre,
Cryptosporidium peut envahir I'épithélium de la muqueuse d'une variété de tissus, y compris

les intestins, les voies respiratoires, le cloaque, le proventricule et la bourse de Fabricius.
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Figure 2 : Cycle évolutif de Cryptosporidium spp. (Smith et al., 2007)

Toutes les phases du cycle monoxene se produisent chez I'hote :

- Excystation ou sortie active des sporozoites de I'oocyste,

- Schizogonie ou mérogonie (multiplication asexuée),

- Gamogonie ou développement sexue,

- Sporogonie, aboutissant a la formation d'oocystes sporulés, rejetés avec les feces dans le

milieu extérieur, directement infectants pour le poulet ou pour toute autre espéce d'oiseau.

6.1.1. Excystation
Les oocystes ingérés ou inhalés excystent, libérant les sporozoites qui vont envahir les

cellules épithéliales de I'appareil respiratoire ou de l'intestin.

6.1.2.  Schizogonie
Le sporozoite dans la cellule épithéliale se différencie en un trophozoite facilement
reconnaissable par son unique gros noyau proéminent. Puis, par divisions nucléaires, le
parasite se multiplie, donnant naissance a un schizonte de premiere génération qui renferme 8

mérozoites. Ces merozoites | se fixent a des entérocytes voisins et initient une deuxieme
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génération de schizontes ou redonnent des schizontes I. Ce recyclage des mérozoites de
premiere génération est une des particularités du cycle de Cryptospridium.
Les schizontes Il matures renferment 4 mérozoites. Ces mérozoites Il vont initier la

gamogonie ou développement sexué.

6.1.3. Gamogonie
Les microgamontes ou gamontes males produisent 16 microgamétes non flagellés qui
entourent un gros résidium homogéne attaché a la base de la vacuole parasitophore. Des
microgametes peuvent étre observés, attachés a la membrane de la cellule hdte, couvrant un
macrogamete.
Les macrogamétes ou gametes femelles se transforment aprés pénétration d'un microgaméte.
Apres fécondation, le cytoplasme devient granuleux et un gros globule central apparait. Le
zygote donne naissance a deux types d'oocystes qui sporulent avant d'étre émis dans la
lumiere intestinale, contrairement aux Eimeria. Deux types d'oocystes sont formés :
- Quelques-uns (20%) ont une membrane fine qui se rompt facilement, libérant les sporozoites
qui réinfectent alors de nouvelles cellules. La présence de ces oocystes auto-infectants a
membrane fine et le recyclage des mérozoites I peuvent expliquer les infections intestinales
qui durent jusqu'a 21 jours.
- La plupart ont une membrane épaisse et passent, sporulés, non altérés, dans les feces. De

forme ovoide, I'oocyste constitue la forme de résistance et de dissémination du parasite.

6.2. Particularités du cycle évolutif de C. baileyi
Le cycle de C. baileyi posséde un troisieme type de mérontes a 8 mérozoites qui vont initier la

gamogonie. Ceux-ci sont de petite taille et beaucoup moins mobiles que les mérozoites I.

6.3. Particularités du cycle évolutif de C. meleagridis
L’oocyste non sporulé, libre dans la lumiére intestinale, sporule dans les fientes de dindons

infectés naturellement ou expérimentalement (Lindsay et al., 1989).

6.4. Particularités du cycle évolutif de C. galli
A la différence des autres espéces aviaires, les étapes du cycle de vie de C. galli se
développent dans les cellules épithéliales du proventricule et non dans le tractus respiratoire
ou les intestins (Pavlasek, 1999, 2001).
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6.5. Relation entre parasite et cellule hote
Les stades évolutifs des cryptosporidies (figure 3) se localisent dans la bordure en brosse des
cellules épithéliales de I'n6te. La position intracellulaire mais extra-cytoplasmique n'est plus
guere discutée et s'explique par I'étude de l'attachement du sporozoite a la cellule hote.
Le parasite se développe dans une vacuole parasitophore délimitée par une enveloppe. Cette
vacuole dérive directement des microvillosités cellulaires comme [l'atteste son mode de
formation. De plus, l'existence d'un glycocalyx, similaire en surface de I'enveloppe
parasitophore et des villosités, confirme cette hypothese (ltakura et al., 1985 ; Marcial et
Madara, 1986).
Le contact étroit entre la cellule héte et le parasite apparait en microscopie électronique sous
forme d’une bande électro-dense, de structure périodique, et d'une zone de fusion (collier
électro-dense). Une bande fibreuse est généralement visible a proximité de cette zone de
contact (Fayer et al., 1990).
A la base de l'organisme infectieux, on peut observer une structure lamellaire formée par des
replis de la membrane parasitaire. Cette structure augmente la surface de contact entre le
parasite et la cellule parasitée, favorisant les échanges. Cet organite, assurant
vraisemblablement la fonction de nutrition du parasite (bien que cette hypothése n‘ait jamais
été vérifiée), est nommé organite de nutrition (Fayer et al., 1990).
Les meérozoites pleinement formés, ainsi que les corps résiduels des microgamétocytes et des
microgametes matures, se séparent parfois de I'organite de nutrition généralement attaché au
parasite (trophozoite, corps résiduel des mérontes) (Fayer et al., 1990).
Des sporozoites ont également été retrouves plus profondément dans le cytoplasme de cellules
M des plaques de Peyer sur des cobayes et dans des macrophages sous-jacents (Marcial et
Madara, 1986). De méme, chez l'oiseau, des cryptosporidies sont observées a plusieurs
reprises phagocytées par des macrophages, suggérant un réle de la phagocytose comme

moyen de défense de lI'organisme (Gardiner et al., 1988 ; Nakamura et Abe, 1988).

.



Figure 3 : Différents stades évolutifs vus en microscopie électronique (Fayer et al., 1986)
: Trophozoite qui commence a étre entouré de sa membrane parasitophore

: Trophozoite

: Méronte de type | avec 8 mérozoites préts a étre libérés dans la lumiére intestinale

: Méronte de type Il avec 4 mérozoites

: Microgamonte

: Macrogamonte

. Zygote

I & m mogoO w >

: Oocyste.

7. Morphologie des stades parasitaires
La microscopie électronique permet de différencier les stades et de préciser les caractéres

morphologiques de Cryptosporidium (figure 3).

7.1. Oocystes
Parmi les Apicomplexa, les oocystes de Cryptosporidium sont les plus petits. Ils sont
sphériques a ovoides et contiennent quatre sporozoites libres (absence de sporocystes)
agencés autour d'un corps résiduel mesurant un micron de diameétre. Le micropyle et les
granules polaires, qui caractérisent les coccidies, ne sont pas retrouves (Reese et al., 1982 ;
Uni et al., 1987). La paroi est lisse, composee de deux membranes séparées par un espace

clair et contient une suture qui se dissout durant I'excystation (figures 4 et 5).
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Figure 5 : Oocyste en microscopie électronique (Jae-Ran Yu, 2003)

7.2. Sporozoites
Ils sont en forme de croissant, avec une partie antérieure gréle et une partie postérieure
arrondie, et renferment un noyau proéminent au niveau du tiers postérieur (figure 6). Douze
microtubules sub-pelliculaires sont observés sur des sections transversales (Fayer et al., 1986
; Uni et al., 1987).
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Figure 6 : Sporozoite en microscopie électronique (Slapeta et Keithly, 2004)

7.3. Trophozoites
Ils sont caractérisés par un grand noyau (1-1,3 W) contenant un gros nucléole, par la présence
d'un organite de nutrition bien développé et par I'absence du complexe apical qui caractérise
les sporozoites et les mérozoites (figure 7) (Fayer et al., 1986 ; Uni et al., 1987).

Figure 7 : Trophozoite en microscopie €électronique (Jae-Ran Yu, 2003)
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7.4. Mérontes
Au fur et a mesure de sa maturation, le trophozoite s’arrondit pour se transformer en méronte
(figure 8). Les mérontes de type | (et de type Il chez Cryptosporidium baileyi) contiennent 8
mérozoites disposés autour d’un corps résiduel dans lequel le noyau est souvent peu visible.
Les mérontes de type Il renferment 4 mérozoites (Chermette et Boufassa-Ouzrout, 1988 ;
Fayer et al., 1990).

 adenn 20iMsn.

Figure 8 : Méronte de type | en microscopie électronique (Jae-Ran Yu, 2003)

7.5. Mérozoites
Dans le méronte, les mérozoites sont attachés par une de leurs extrémités au corps résiduel,
remplissant la méme fonction que les sporozoites (figure 9). Leur structure est trés semblable,
avec le méme complexe apical. Des différences de mobilité sont signalées entre les différentes
générations de mérozoites. Les mérozoites de type I s’averent les plus mobiles, ils parcourent

plus de 4 fois leur longueur en moins de 2 secondes (Current et al., 1986).
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Figure 9 : Mérozoite en microscopie électronique (Jae-Ran Yu, 2003)

7.6. Macrogamontes
Ils sont caractérisés par la présence de granules d'amylopectine qui les différencient des
trophozoites (figure 10) et par la présence d'une vacuole et d'un grand noyau excentrique
(Fayer et al., 1986).

Figure 10 : Macrogamonte en microscopie électronique ((Jae-Ran Yu, 2003)
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7.7. Microgamontes
Ils sont rarement observés a cause probablement de leur vie bréve (figure 11). Ils renferment
14 & 16 microgameétes aflagellés et un corps résiduel (Tzipori, 1988).

Figure 11 : Microgamonte renfermant les microgametes (Fayer et al., 1986)

8. Symptomes liés a I'infestation cryptosporidienne chez I'oiseau

La cryptosporidiose chez le poulet provoque essentiellement une maladie respiratoire. Elle est
commune chez les oiseaux immunodéprimés et souvent rencontrée lors d'infections virales.
Aprés une période d'incubation de 3 a 5 jours, les signes respiratoires sont représentés par des
difficultés respiratoires, avec bouche ouverte, éternuements et ronflement. La distension des
sinus est parfois observée.

Les signes intestinaux incluent diarrhée, diminution de gain de poids et de conversion
alimentaire.

La morbidité peut atteindre 40% et la mortalité 10% avec la maladie respiratoire.

9. Lésions post mortem
Dans la forme respiratoire, les muqueuses de la trachée et les sinus présentent un exsudat

mousseux. La pneumonie est parfois observée, les alvéoles contenant un mucus épais.
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Dans la forme intestinale, il y a épaississement de la muqueuse de l'intestin gréle moyen et
terminal, qui devient péle et distendue, avec un fluide mucoide et des gaz donnant un aspect

bulleux au contenu intestinal.

10. Diagnostic

Les signes cliniques et lésions macroscopiques et la démonstration des étapes du cycle de vie
associés aux lésions dans les tissus sont des éléments peu évocateurs. lls simulent aussi bien
une coccidiose intestinale, une mycose ou, pour la forme respiratoire, une affection virale ou
bactérienne.

Les symptdmes et lésions rencontrés dans les infections par Cryptosporidium spp. ne sont pas
suffisamment spécifiques pour permettre de porter un diagnostic clinique différentiel valable.
Il est donc nécessaire que celui-ci soit parasitologique ou biologique. Différentes techniques
de coloration permettent de detecter Cryptosporidium spp. a partir des différents
prélevements. Neanmoins, la technique de référence est la coloration de Zielh-Neelsen
modifiée, sur frottis obtenus directement ou aprés des techniques de concentration (Henriksen
et Pohlenz, 1981). Les cryptosporidies apparaissent alors en rose foncé ou rouge, contrastant
avec le reste des matiéres fécales colorées en vert. Des tests immunologiques ont aussi été mis
en place afin de diagnostiquer I’infection : une capture de copro-antigenes est possible par la
technique ELISA, ou un marquage des cryptosporidies par un anticorps spécifique couplé a
un fluorochrome (IFA). Toutefois, I’avénement des techniques moléculaires comme la PCR
permet d’obtenir une meilleure sensibilité. Ces tests permettent aussi de faire la distinction

entre les différentes espéces du parasite (Sunnotel et al., 2006).

11. Traitement et contréle

Pres de 200 molécules thérapeutiques ou de prévention des agents antimicrobiens, y compris
des composés anti-protozoaires, anticoccidiens et autres antibiotiques a large spectre, et méme
des vermifuges, ont été testés contre l'infection a Cryptosporidium chez les humains et les
animaux (Fayer, 1993 et 1997 ; Tzipori, 1998), mais seuls quelques-uns, aminoglycosides,
macrolides et ionophores, halofuginone et nitazoxanide, ont montré une activité détectable
(McDonald et al., 1990 ; Blagburn et al., 1991 ; Rehg, 1991 ; Villacorta et al., 1991 ; Fayer et
Ellis, 1993 ; Fictenbaum et al., 1993 ; Leméteil et al., 1993 ; Rehg, 1993 ; Tzipori, 1998).

Peu de rapports de cryptosporidiose aviaire mentionnent si les médicaments anticoccidiens
étaient présents dans les aliments ou s'ils ont été utilisés pour la thérapie (Fayer et al.,

1997). Des médicaments largement utilisés pour le traitement et la chimioprophylaxie dans
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l'industrie de la volaille, halofuginone, lasalocide, maduramicine, monensin, narasin,
salinomycine, semduramicine, ionophores, sulfamides, tétracyclines, amprolium, diclazuril,
toltrazuril, extraits d'ail ont été testés contre la cryptosporidiose chez les poulets, mais aucun
n'a suffisamment réduit l'intensité de I'infection (Glisson et al., 1984 ; Hoerr et al., 1986 ;
Lindsay et al., 1987 ; Lindsay et Blagburn, 1990 ; Varga et Sréter, 1996 ; Varga et al., 1994,
1995 ; Sréter et al., 1999). Comme lefficacité du toltrazuril est de 52% a la dose
recommandée, ce médicament, combiné a d'autres mesures de contrble, peuvent cependant
contribuer a réduire l'impact de la cryptosporidiose (Sréter et al., 1999).

On peut donc considérer qu'actuellement, aucune chimiothérapie efficace n'est disponible
pour le traitement de la cryptosporidiose aviaire (Lindsay et Blagburn, 1990 ; Ryan et Xiao,
2008).

Les méthodes de contrble courantes contre cette affection se basent essentiellement sur la
prévention des infections ou la limitation des dégats.

Divers traitements ont été développés pour controler la maladie chez I'humain : halofuginone,

azithromycine, paromomycine, nitazoxanide.

Traitements expérimentés chez les oiseaux

En aviculture, et en médecine vétérinaire de maniere générale, diverses molécules ont été
testées avec des résultats souvent mitigés. Sréter et al. (2002) ont mené deux batteries de tests
pour étudier l'efficacité prophylactique de deux antibiotiques disponibles commercialement,
I'enrofloxacine et la paromomycine. L'efficacité de l'enrofloxacine est de 52% a la dose
recommandée, efficacité qui n'est pas modifiée en doublant la dose. Au niveau recommande,
la paromomycine réduit l'excrétion d'oocystes de 67-82% chez les oiseaux, montrant
I'efficacité la plus élevée de tous les médicaments testés contre la cryptosporidiose aviaire. Le
gain de poids des poulets traités a la paromomycine est presque identique a celle des oiseaux
de contrdle non infectés, non traités, indépendamment du dosage, indiquant I'absence de
toxicité. Bien que la paromomycine ne soit pas enregistrée pour une utilisation chez les
oiseaux, elle peut étre utile dans le contréle de la cryptosporidiose dans certains élevages
d'oiseaux, en combinaison avec les procédures sanitaires et de désinfection (Sréter et al.,
2002). Le traitement par la paromomycine seule ou en combinaison avec l'azithromycine
pendant plusieurs semaines n'a pas entrainé une amélioration clinique de la cryptosporidiose
respiratoire et est donc considéré comme n'ayant aucun effet bénéfique dans ce syndrome de

la maladie (van Zeeland et al., 2008).
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Les médicaments comme [I'halofuginone, la salinomycine, le lasalocide ou le monensin
n'empéchent pas les infections a C. baileyi chez les poulets, mais le traitement a
I'nalofuginone retarde la mise en place d'infections a C. baileyi de la bourse de Fabricius et du
cloaque, mais pas de la trachée (Lindsay et al., 1987 ). L'anticoccidien triazinone, dérivé du
diclazuril et toltrazuril, ont méme réduit le gain de poids avec la dose appliquée chez les
poulets (Sréter et al., 2002). Ces résultats pourraient étre dus aux effets toxiques des
medicaments & des concentrations trop élevées. Les triazinones sont autorises pour le
traitement de la coccidiose du poulet puisque les doses recommandées n'ont pas d'effets
negatifs importants.

Les traitements spécifiques n'ayant pas encore démontré pleinement leur efficacité, les

mesures de prévention et d'hygiéne restent le meilleur moyen de lutter contre cette parasitose.

12. Prophylaxie
12.1. Prophylaxie médicale

Comme la chimiothérapie, la chimio-prophylaxie s’est avérée peu efficace. L utilisation des
anticoccidiens dans les élevages aviaires n’empéche pas I’apparition de la cryptosporidiose.
Ainsi, le Halofuginone, qui baisse la colonisation du tube digestif par les cryptosporidies,
n’empéche ni ’infection ni I’excrétion d’oocystes (Lindsay et al., 1987)

Par contre, I'infection intestinale et/ou respiratoire par C. baileyi peut stimuler chez les poulets
de chair une réponse immunitaire suffisante pour débarrasser les muqueuses infectées des
parasites et pour rendre 1’hote résistant a I’infection intestinale ou respiratoire suivante par les
oocystes des mémes especes. L'inoculation orale ou intra-tracheale de poulets de chair agés de
8 a 14 jours provoque une infection massive des muqueuses exposées pendant 14-16 jours
puis une élimination rapide des parasites. Chez les poulets guéris d'infection primaire, des
titres élevés d'anticorps sériques spécifiques a C. baileyi peuvent étre détectés, et ces oiseaux
présentent une réaction d'hypersensibilité retardée aux antigénes d'oocystes de C. baileyi. Les
études de laboratoire suggerent que l'immunité acquise peut protéger des poulets de chair
contre la cryptosporidiose pendant plusieurs semaines. Des études sont nécessaires pour

identifier les antigenes de Cryptosporidium qui peuvent étre utilisés dans les vaccins.

12.2. Prophylaxie sanitaire
Le but de la prophylaxie sanitaire est de lutter contre les diverses causes favorisant la
contamination et d'agir sur les facteurs de réceptivité et de sensibilité. Cette lutte passe par des

mesures souvent classiques et efficaces pour un grand nombre de maladies.
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Les conditions d'élevage influent sur la circulation du parasite et peuvent donc favoriser la
contamination.

Le respect des régles d'hygiéne en élevage (nettoyage, vide sanitaire entre les lots,
désinfection des locaux et du matériel a la vapeur d'eau chaude en surpression, respect des
densités maximales) permet de limiter la circulation du parasite lorsqu'il est présent dans
I'élevage. De méme, la qualité de l'alimentation et I'ambiance générale de I'élevage sont des
facteurs qu'il convient de maitriser.

La diminution du pouvoir infestant des cryptosporidies consiste a détruire les oocystes dans le
milieu extérieur. Cette décontamination de I’environnement est rendue difficile par la
résistance des oocystes. La désinfection des locaux et des matériels s'effectuera avec des
protocoles reconnus efficaces contre les cryptosporidies :

- Fumigation au formol ou a I’ammoniaque a 50% (diminution de l'excystation) ou a
I'nypochlorite de sodium a 50% qui permet de détruire plusieurs oocystes mais pas la totalité.
- Eventuellement utilisation de la dessiccation et du pouvoir des UV pour le matériel.

- Exposition a des températures élevées : 1 minute a 72°C ou 5 minutes a 64°C (Lindsay et
Zajac, 2004 ; Derouin et al., 2002).

Ainsi, un épisode de diarrhée chez des colins de Virginie a été jugulé aprés désinfection et

exposition du matériel au soleil pendant 3 jours.

13. Epidemiologie
13.1.  Répartition géographique
Les cryptosporidies des oiseaux sont des parasites cosmopolites, dont la répartition est

mondiale. Elles sont retrouvées chez les oiseaux dans tous les continents.

13.2.  Sources de parasites
La forme infestante naturelle de Cryptosporidium est l'oocyste rejeté a l'extérieur de
l'organisme infecté, principalement par les fientes et les sécrétions respiratoires (Fayer et al.,
1990). Ces oocystes sont en effet directement contaminants et permettent de reproduire la
maladie chez les animaux exposés (Glisson et al., 1984 ; Itakura et al., 1985 ; Pavlasek, 1987
; Zwart et al., 1987).

.



13.3.  Mode de contamination
13.3.1.  Contamination directe
La contamination directe est réalisée a partir des congénéres d'une méme espece, malades ou
porteurs sains ou par des individus d’espéces différentes, en raison de l'absence de spécificité
étroite des cryptosporidies. Le role des porteurs sains est tres important étant donné le nombre
considérable d'infections subcliniques rapportées.
De plus, les animaux agés, qui ne déclarent que rarement la maladie sous une forme clinique,
représentent une source de parasites pour les jeunes individus. Cependant, le risque de
mélange d'ages est beaucoup plus rare dans I'élevage avicole que dans les autres espéces,

exception faite des élevages de reproducteurs.

13.3.2.  Contamination indirecte
Elle est rendue possible par la grande résistance des oocystes cryptosporidiens dans le milieu
extérieur. Ce mode de contamination utilise des supports variés : litiere, locaux et materiels

d'élevage, alimentation et eau de boisson, personnel (O'Donoghue, 1995).

13.4.  Voies de contamination
Le mode principal de contamination est la voie orale. Cependant, chez les oiseaux, la voie
respiratoire revét une grande importance, en particulier pour Cryptosporidium baileyi qui ne
provoque de signes cliniques que lorsqu'il est inoculé par cette voie (Current et al., 1986 ;
Blagburn et al., 1987 ; Lindsay et al., 1987 et 1988).
Lors d'infections expérimentales, de nombreuses voies d'inoculation ont été essayées, avec un
développement des cryptosporidies dans des localisations variables. Ceci montre que les
cryptosporidies ont une faible spécificité d'organe et peuvent se développer dans bon nombre
des sites ou elles ont pu parvenir.
Une voie hématogene, permettant d'expliquer ces localisations ainsi qu'un développement
dans l'appareil respiratoire lors d'infection expérimentale par voie orale, a été suspectée.
Cependant, une étude conduite chez le poulet a montré que l'injection d'oocystes par voie
intraveineuse ne permettait le développement de Cryptosporidium dans aucun organe
(Lindsay et al., 1987). L'extension par contiguité semble donc étre I'hypothese la plus
vraisemblable.
Le développement des cryptosporidies dans l'appareil respiratoire, lors d'inoculation par voie
orale, toujours tardif, est expliqué, par certains auteurs, par une contamination aérienne

concomitante a partir des fientes. De méme, quelle que soit la voie d'inoculation, on retrouve
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Cryptosporidium baileyi dans le cloaque et la bourse de Fabricius. Ceci est
vraisemblablement dl a une ingestion des sécrétions respiratoires ou conjonctivales (Lindsay
et Blagburn, 1986).

13.5.  Facteurs favorisant la contamination
Les conditions d'élevage des animaux influent sur la circulation des cryptosporidies au sein de
I'exploitation et favorisent donc la contamination. En effet, lI'absence ou l'insuffisance de
curage de la litiére, de nettoyage et de désinfection des locaux, de vide sanitaire entre les lots
successifs, entrainent le maintien du parasite dans le troupeau. De méme, une densité
excessive, relativement fréquente en élevage avicole, assure une propagation plus aisée de la
maladie.
L'augmentation du nombre d'élevages infectés dans certains pays serait due a I'extension de la
pratique de la litiere accumulée en élevage avicole (Goodwin et al., 1990).
Dautres auteurs signalent de mauvaises conditions sanitaires lors d'épisodes de
cryptosporidiose (Fletcher et al., 1982 ; Mason et Hartley, 1980 ; Goodwin, 1989 ; Sironi et
al., 1991).
Les conditions climatiques et géographiques sont parfois suspectées de favoriser la
contamination. Une augmentation des cryptosporidioses durant I'hiver, par rapport aux autres
saisons, est rapportée par Goodwin et Brown (1988), ainsi qu'une différence significative dans
la prévalence de la cryptosporidiose entre les différentes régions. Cependant, ces différences
ne sont pas expliquées, et le manque de données empéche de conclure sur l'influence du

climat et de la localisation géographique.

14.  Résistance des cryptosporidies
Les oocystes cryptosporidiens sont trés résistants dans le milieu extérieur. De nombreux

agents physiques et chimiques ont été testés avec peu de résultats satisfaisants.

14.1.  Résistance aux agents physiques
Les études de laboratoire montrent que les oocystes restent viables en solution aqueuse
pendant plus de 3 mois a température ambiante (15-20°C) et pendant plus d'un an a 4°C
(Chermette et Boufassa-Ouzrout, 1988).
Le pouvoir infectant est perdu gréace a l'action de la chaleur, soit au moins 30 minutes a 65°C
(Tzipori, 1983 ; O'Donoghue, 1995). Le froid cause également des dommages aux oocystes,

méme en présence de cryo-protecteurs (Campbell et al., 1982 ; Lindsay et Blagburn, 1990).
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La dessiccation et la chaleur humide sont également efficaces (Anderson, 1986). L'action des
rayons ultraviolets est encore mal connue méme si elle est parfois utilisée pour desinfecter

I'eau de boisson ou, de fagon empirique, le matériel d'élevage.

14.2.  Résistance aux agents chimiques
La plupart des désinfectants couramment utilisés dans les laboratoires ou les elevages sont
inefficaces, excepté lI'ammoniaque a 5% el le formol a 10% agissant pendant au moins 18
heures (Campbell et al., 1982), lI'ammoniaque a 50% et, dans une moindre mesure,
I'nypochlorite de sodium a 50% avec un temps de contact de 30 minutes (Sundermann et al.,
1987).

15.  Réceptivité et sensibilité

Les facteurs favorisant la receptivité et/ou la sensibilité aux cryptosporidies sont liés a I'hote,
au parasite et a des agents extérieurs. Ainsi, lI'espece, I'age, I'état immunitaire des oiseaux, le
climat, les conditions d'élevage, I'hygiene, le mode d'élevage, lI'alimentation, les affections
intercurrentes, les thérapeutiques utilisées sont citées, mais aussi lI'espece de cryptosporidie en

cause, son pouvoir infectant et la dose inhalée ou ingérée.

15.1.  Espece hote

Bien que la répartition des cryptosporidies soit trés large dans les especes aviaires, la
sensibilité a I'infection differe fortement suivant I'espéce cible. En effet, outre les spécificités
d'héte différentes des espéeces de Cryptosporidium affectant les oiseaux, on observe des
différences dans I'expression clinique de la maladie. Ainsi, lors d'inoculation de
Cryptosporidium baileyi par voie intra-trachéale, les poulets et dindons déclarent de graves
signes de maladie respiratoire entre le 12éme et le 18éme jour post-inoculation, souvent
accompagnés de mortalité (Lindsay et al., 1988 ; Goodwin et Brown, 1990)

Dans les mémes conditions, les canards expriment des signes cliniques entre le 5éme et le
14eme jour post-inoculation et présentent des Iésions respiratoires du méme type. Cependant,
I'intensité des symptémes et des lésions est beaucoup plus modérée. De plus, l'excrétion des
oocystes dure moins longtemps (Lindsay et al., 1989), et le nombre de parasites retrouvés

dans les organes est plus faible (Rhee et al., 1995).
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15.2. Age
Classiquement, on décrit la cryptosporidiose comme une maladie du jeune animal, mais non
néo-natale. Bon nombre de cas rapportés de cryptosporidiose dans les élevages la situent entre
2 et 8 semaines chez le poulet (Fletcher et al., 1975 ; Itakura et al., 1984, 1985 ; Tarwid et al.,
1985 ; Pavlasek et Palkovic, 1986 ; Goodwin, 1988 ; Goodwin et Brown, 1988 ; Goodwin et
al., 1988 ; Rhee et al., 1991 ; Goodwin et Walman, 1994 ; Goodwin, 1995 ; Goodwin et al.,
1996 ; Kichou et al., 1996), et chez le dindon (Slavin, 1955 ; Glisson et al., 1984 ; Tarwid et
al., 1985 ; Woodmansee et al., 1988 ; Erganis et Kaya, 1990) et chez le faisan (Wittington et
Wison, 1985 ; Randall, 1982 ; Sironi et al., 1991).
On note cependant quelques cas ou les animaux sont plus agés, parfois méme lors d'épisodes
graves, chez le poulet de 70-80 jours avec une morbidité de 90% (Fernandez et al., 1990) et
chez le poulet de 4 mois présentant de I'amaigrissement, de l'abattement et des signes de
détresse respiratoire (Nakamura et Abe, 1988).
C. meleagridis est décrit naturellement chez la dinde agée de 30 jours (Tacconi et al., 2001).
L’étude de transmission croisée montre que les oocystes de C. galli sont infectieux au 9éme
jour d’age et non au 40éme jour pour le poulet (Pavlasek, 2001). Par contre, les colins de
Virginie déclarent souvent la maladie tres jeunes, avec des épisodes de diarrhée profuse a
partir de 1'dge d’un jour (Ritter et al., 1986).
Quelques cas de cryptosporidiose clinique sur des oiseaux adultes sont décrits (Goodwin et
Krabill, 1989 ; Bauck, 1991), mais il semblerait qua l'instar des mammiferes, le portage
asymptomatique soit fréquent (Gadajhar, 1994). Cependant, les enquétes permettant d'étayer
cette hypothése manquent, et il serait intéressant de rechercher les cryptosporidies sur des

oiseaux adultes et en particulier dans les élevages de reproducteurs.

15.3.  Statut immunitaire
Dans l'espece humaine, il existe une relation tres nette entre I'état immunitaire de I'n6te et
I'évolution de la cryptosporidiose (Chermette et Boufassa-Ouzrout, 1988). Chez les oiseaux,
bien qu'il semble plus difficile a établir, le méme lien est réel et maintenant bien admis. Le
facteur age et le facteur immunité sont liés et interviennent de fagcon concomitante. De méme,
I'interaction des cryptosporidies avec des virus immunodépresseurs (virus de la maladie de
Gumboro, virus de la maladie de Marek, réovirus) exacerbe I'effet pathogene des

cryptosporidies (Naciri et al., 1989).
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15.4.  Thérapeutiques
L'effet des thérapeutiques immunosuppressives est mal connu du fait de leur faible utilisation
dans I'élevage aviaire. Une antibiothérapie prolongée a une action intense sur le systeme
immunitaire, caractérisée par une diminution du nombre de plasmocytes dans le tube digestif

et risque donc de faciliter le développement des cryptosporidies (Silim et Rekik, 1992).

15.5.  Espece parasitaire et voie d'inoculation

Chez le poulet, Cryptosporidium baileyi ne provoque des troubles importants que lorsqu'il est
inoculé par voie intra-trachéale. Son inoculation par voie orale n'entraine que la multiplication
du parasite dans le tube digestif et la bourse de Fabricius, sans induire de signes cliniques
(Blagburn et al., 1987 ; Rhee et al., 1995).

Les troubles diarrhéiques observés sont dus a Cryptosporidium meleagridis (Lindsay et
Blagburn, 1990), et vraisemblablement a une autre espece de Cryptosporidium chez les
cailles, dont le développement s'accompagne d'une diarrhée sévere conduisant a la mort par

déshydratation.

15.6.  Dose infectante
Seulement 100 oocystes peuvent déclencher I’infection intestinale aprés une inoculation orale,
ou des infections respiratoires apres inoculation intra-trachéale (Current, 1990).
Les expériences realisées chez le poulet indiquent que lorsque la dose augmente, la période
prépatente diminue (Levy et al., 1988 ; Taylor et al., 1994 ; Rhee et al., 1995). De méme,
I'excrétion des oocystes est plus importante avec une dose forte (Levy et al., 1988). Ainsi,
l'augmentation de la dose infectante provoque une infection plus précoce et plus durable mais

sans entrainer de différences dans l'expression clinique ou lésionnelle.

15.7.  Conditions d'élevage
Les conditions d'élevage ont une influence déterminante sur I'état de résistance aux maladies
des animaux. Premierement, une hygiene défectueuse, outre qu'elle favorise la contamination,
fragilise les animaux par l'installation d'affections bactériennes ou virales et compromet leur
état immunitaire. Le non respect ou la mauvaise pratique des prophylaxies médicales va
évidemment dans le méme sens. Deuxiémement, la qualité et la quantité de Il'alimentation
distribuée influe directement sur la résistance et I'état immunitaire des animaux. Ainsi, il est
démontré que des carences prolongées en vitamine E, sélénium et acides aminés essentiels

engendrent une immunodépression sévere (Silim et Rekik, 1992).
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Enfin, une mauvaise ambiance générale de I'élevage (température, hygrométrie, densité,
intensité de la lumiére, bruits, etc.) conditionne I'apparition d'un état de stress particulierement
défavorable. Les oiseaux sont tres sensibles au froid, le r6le de la température est donc
particulierement important. Ainsi, le froid réduit I'immunité a médiation cellulaire et le

transfert de I'immunité passive (Silim et Rekik, 1992).

16.  Pathogeénie

La pathogénicité de Cryptosporidium varie selon I'espéce du parasite en cause et le type, I'age
et I'état immunitaire de I'hdte (Xiao et al., 2004). Le premier cas de maladie est rapporté par
Tyzzer en 1929 chez le poulet. L'infection est ensuite observée chez plusieurs espéces dont le
pinson, l'oie domestique, la caille et le dindon chez lesquels le parasite est associé a une
morbidité et une mortalité importantes, surtout chez les animaux &gés de 1 a 11 semaines
(Proctor et Kemp, 1974 ; Mason et al., 1980 ; Randall, 1982 ; Gardiner et al., 1988 ; Goodwin
et al., 1989). Les cryptosporidies étant trés fréquemment associées a d'autres agents
pathogenes, il a été pendant longtemps difficile de déterminer leur rdle propre et par
conséquent de définir leur pouvoir pathogéne.

16.1.  Pathogénie des manifestations intestinales
Lors d’affections naturelles, la cryptosporidiose se manifestant par de la diarrhée, les lésions
suivantes sont couramment decrites :
- Destruction des microvillosités,
- Atrophie et fusion des villosités,
- Hypertrophie des cryptes,
- Régénération de I'épithélium cylindrique en un épithélium cuboide (Goodwin, 1988 ;
Goodwin et al., 1988 ; Goodwin et Brown, 1989 ; Ozkul et Aydin, 1994)
Les lésions observées provoquent une diminution de la surface d'absorption, responsable

d'une malabsorption, facteur de diarrhée.

16.2.  Pathogénie de I'infection de la bourse de Fabricius
L'infection de la bourse de Fabricius pourrait étre due a la relation anatomique étroite entre
celle-ci et l'intestin chez le poulet. En effet, la situation anatomique de la bourse de Fabricius,
prés du cloaque, pourrait la prédisposer a l'infection. Les principales Iésions observées sont
les suivantes :

- Hyperplasie et hypertrophie épithéliale,
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- Infiltration modérée de la lamina propria,

- (Edéme inter-folliculaire,

- Déplétion lymphocytaire (Fletcher et al., 1975 ; Randall, 1982 ; Tham et al., 1982 ;
O'Donoghue et al., 1987 ; Gorham et al., 1988 ; Nakamura et Abe, 1988 ; Goodwin et Brown,
1989 ; Fernandez et al., 1990 ; Sironi et al., 1991 ; Kichou et al., 1996).

16.3.  Pathogénie des manifestations respiratoires
Les lésions observées a tous les niveaux du tractus respiratoire, lors d’infections naturelles,
expliquent assez bien les symptémes décrits (Goodwin et al., 1988 ; Nakamura et Abe, 1988 ;
Kichou et al., 1996). La lumiere de la trachée, des bronches et des capillaires aériens est
remplie de débris cellulaires, de cryptosporidies et de mucus. La disparition des cils et I'exces
de mucus conduisent a une panne de l'escalator mucociliaire, responsable de I'accumulation
des débris dans la lumiére. L'encombrement bronchique en résultant explique les symptomes
de maladie respiratoire observés (dyspnée, toux, éternuements, rales). Un syndrome
pulmonaire résulte de l'atteinte des voies respiratoires supérieures ou inférieures (Sréter et
Varga, 2000).
I semble que l'infection puisse demeurer a I'état subclinique chez les animaux domestiques et
que, dans des conditions de stress ou dans toute situation diminuant I'efficacité du systeme
immunitaire, elle puisse se réactiver (Thompson et al., 2007).
L’infection respiratoire peut produire une variété de signes cliniques selon les emplacements
particuliers impliqués. Il peut y avoir aérosacculite, pneumonie, sinusite ou conjonctivite,
avec toux, dyspnée, écoulement nasal et mortalité. La cryptosporidiose respiratoire peut étre

tout a fait commune dans certaines régions du monde.

17. Interactions avec les autres agents pathogenes

Des bactéries, virus, champignons et parasites sont cités par divers auteurs comme étant
responsables soit de complications secondaires, soit de déclencheurs de Iaffection
cryptosporidienne, soit encore d'agents immunodépresseurs facilitant I'infection et/ou

I'apparition des signes cliniques et des Iésions. Parmi ceux-ci :

17.1.  Bactéries
- Escherichia coli (Glisson et al., 1984 ; Itakura et al., 1984 ; Tarwid et al., 1985 ; Randall,
1982 ; Goodwin, 1988 ; Lindsay et al., 1991)
- Salmonella (Lindsay et al., 1991)
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- Pasteurella (Glisson et al., 1984 ; Goodwin et al., 1988)
- Chlamydia (Latimer et al., 1992)
- Mycoplasma (Randall, 1982).

17.2.  Virus
- Maladie de Marek (Fletcher et al., 1982 ; Goodwin, 1988, Naciri et Mazzella, 1988 ;
Goodwin, 1995)
- Maladie de Gumboro (Barton et al., 1992 ; Kichou et al., 1996)
- Maladie de Newcastle (Goodwin et al., 1988 ; Lindsay et al., 1991 ; Goodwin et al., 1996).

17.3.  Champignons
- Aspergillose (Nakamura et Abe 1988 ; Barton et al., 1992)
- Candidose (Lindsay et al., 1991 ; Latimer et al., 1992).

17.4.  Parasites
- Eimeria (Slavin, 1955, Goodwin, 1988 ; Nakamura et Abe, 1988)
- Hexamita (Sironi et al., 1991)
- Syngamus (Sironi et al., 1991).

18. Immunité chez les oiseaux

18.1.  Immunité humorale
Lors de cryptosporidiose, la présence d'anticorps circulants (IgA, 1gG et IgM) est mise en
évidence (Tzipori et Campbell, 1981 ; Current et Snyder, 1988). Les anticorps apparaissent 4
a 9 jours apres inoculation expérimentale et atteignent leur taux maximal entre 14 et 28 jours
apres inoculation (Hatlkin et al., 1993 ; Naciri et al., 1994).
La réponse est plus rapide et plus intense chez les oiseaux inoculés a 14 jours par rapport a
ceux inoculés a 1 ou 7 jours, du fait que leur systéme immunitaire est plus mature (Hatlkin et
al., 1993).

18.2.  Immunité cellulaire
L'envahissement des épithéliums digestifs et respiratoires par les cryptosporidies est suivi d'un
afflux de cellules inflammatoires dans la lamina propria. Cette infiltration d’hétérophiles, de
lymphocytes et de cellules plasmatiques témoigne de lI'importance des réactions cellulaires

dans la lutte contre l'infection.




L'observation de cryptosporidies phagocytées dans des macrophages aussi bien chez les
mammiferes (Marcial et Madara, 1986) que chez les oiseaux (Gardiner et al., 1988 ;
Nakamura et Abe, 1988) laisse a penser que la phagocytose pourrait jouer un rdle dans la

résistance a l'infection.

19. Tableau clinique et lésionnel

19.1. Maladie respiratoire
Les signes cliniques sont généralement représentés par des rales, de la toux, des éternuements
et de la dyspnée.
Cryptosporidium baileyi semble étre associé a une pathologie respiratoire chez le poulet
(Current et al., 1986), chez la caille (Tham et al., 1982) et chez le dindon (Tarwid et al.,
1985). L'infection se manifeste par une trachéite et une bronchite. Un excés de mucus dans la
trachée (et parfois les sinus) est la principale lésion macroscopique rencontrée. Une
aerosacculite peut étre présente, de méme que des lésions de pneumonie.
Les lésions microscopiques des tissus respiratoires sont caractérisées par une hyperplasie
épithéliale, un exsudat muco-cellulaire, de la déciliation et un épaississement de la muqueuse

dd a une infiltration de cellules inflammatoires.

19.2.  Entérite
Des enterites cryptosporidiennes sont décrites chez le poulet (Goodwin et al., 1988). L'intestin
gréle et le ceecum sont distendus par du gaz et un liquide aqueux grisatre. Les lésions
microscopiques sont représentées par de l'atrophie villositaire, une hyperplasie des cryptes et
une infiltration de la lamina propria.
A l'autopsie, l'intestin gréle apparait distendu par un contenu liquide blanchatre ou grisatre et
par des gaz. Des lésions similaires sont parfois retrouvees dans le cecum. Les lésions
microscopiques consistent en :
- Atrophie et fusion des villosités,
- Disparition des microvillosités,

- Infiltration de la lamina propria par des cellules inflammatoires.

19.3.  Proventricule
L’histopathologie de proventricules de pinsons infectés montre une nécrose et de
I’hyperplasie épithéliales des cellules glandulaires, liées a un grand nombre d’oocystes de C.

galli attachés a la surface épithéliale des cellules glandulaires (Morgan et al., 2001).
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19.4.  Atteinte rénale
L'atteinte de I'appareil urinaire par les cryptosporidies est rapportée chez le poulet (Nakamura
et Abe, 1988). Les épithéliums des tubes collecteurs, des tubes contournés et des uretéres sont
hypertrophiques et hyperplasiques. Le tissu interstitiel est infiltré par des cellules

inflammatoires.

20.  Lacryptosporidiose chez diverses espéces

20.1.  Cryptosporidiose du poulet
La cryptosporidiose du poulet se manifeste le plus souvent sous une forme respiratoire
(Goodwin et al., 1996 ; Kichou et al., 1996). Les atteintes digestives (Kichou et al., 1996) ou
rénales (Nakamura et Abe, 1988) sont moins fréquemment signalées. L'animal affaibli souffre
d'une diarrhée tres liquide, verdatre, et sa croissance est interrompue. D'autres agents
pathogenes sont souvent présents (Eimeria, colibacilles) et le rdle des cryptosporidies en tant

que cause de la maladie reste donc incertain.

20.2.  Cryptosporidiose du dindon
Chez le dindon, la forme la plus couramment rapportée est la forme respiratoire (Glisson et
al., 1984 ; Tarwid et al., 1985). La maladie liee a I'infection entérique semble rare. Il peut y
avoir aérosacculite, pneumonie, sinusite ou conjonctivite, avec toux, dyspnée, jetage nasal et
mortalité. Le cryptosporidiose respiratoire peut étre tout a fait commune dans quelques
régions du monde.
Il est a noter que le dindon est I'néte de référence de Cryptospridium meleagridis soupgonné

d'étre a l'origine des épisodes d'entérites cryptosporidiennes chez les oiseaux.

21.  Diagnostic
21.1.  Diagnostic ante mortem
Ce type de diagnostic fait appel a des techniques de concentration et de coloration a partir des

matieres fécales.

21.1.1. Concentration des oocystes
Plusieurs techniques sont disponibles pour montrer la présence d'oocystes dans les matiéres
fécales, les plus sensibles faisant appel a la centrifugation pour concentrer les éléments

parasitaires, suivie d'une coloration (O'Donoghue, 1995). Pour le diagnostic de routine, on
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utilise une flottaison ou une centrifugation dans une solution sucrée saturée ou dans une
solution de formol et d'éther, ce qui permet I'extraction des lipides des matiéres fécales. Une
centrifugation a 500 g pendant au moins 10 minutes est suggérée, étant donné la faible taille
des organismes a concentrer (O'Donoghue, 1995).

Au microscope a lumiere, les oocystes apparaissent dans la solution de sucrose comme de
petites structures rondes a cytoplasme rosé et contenant quelques granules foncés.

D'autres méthodes de concentration sont parfois utilisées : techniques de flottaison au sulfate

de zinc, avec une solution de chlorure de sodium saturée ou a I'iodo-mercurate de potassium.

21.1.2.  Coloration
Les meilleures techniques sont celles qui colorent le parasite lui-méme plutdt que celles avec
lesquelles le parasite apparait en contraste de phase.

21.1.2.1. Coloration de Ziehl-Nielsen modifiée
La coloration de Ziehl-Neelsen modifiée par Polack est une technique simple et rapide a
réaliser. Elle permet en outre une lecture facile. Elle permet la mise en évidence des oocystes
coccidiens. Elle est particulierement recommandée pour la mise en évidence des Kkystes
de Cryptosporidium qui se différencient des autres oocystes par leur tres petite taille. C’est
une technique non spécifique mais sensible et d’interprétation facile. Les oocystes sont

colorés en rouge ou en rose sur fond vert ou bleu.

21.1.2.2. Coloration acide rapide de Kinyoun

Cette méthode est trés proche des colorations de Ziehl-Nielsen, rapide, sensible et spécifique.
Le temps de décoloration s’avére en étre le point délicat qu’il est important de maitriser
(Latimer et al., 1988 ; Current, 1990).

La coloration a froid de Kinyoun est une technique de coloration a la fuchsine basique.
Kinyoun a décrit sa méthode a froid en 1915. Toutefois, il s'agissait essentiellement d'une
méthode de concentration a I'eau de Javel, ce qui explique probablement le nombre plus
important de résultats positifs par comparaison a la coloration de Ziehl-Neelsen. A la
différence de Ziehl-Neelsen (chauffage jusqu'a production de vapeur), dans cette coloration
on ne chauffe pas, on utilise un colorant comprenant une concentration élevée de fuchsine
basique (3,1%) et de phénol (6,25%), ce qui permet de colorer seulement pendant 5 min sans

chauffer. L’avantage de cette coloration a froid réside dans sa rapidité d'exécution. Avec cette
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technique, les oocystes sont péles et la coloration manque de contraste : elle n'est pas a
conseiller en routine, il est préférable d'utiliser la coloration de Ziehl-Neelsen a chaud.

21.1.2.3. Coloration de Heine
Cette méthode est fiable et rapide a mettre en ceuvre mais présente un inconvénient majeur :

sa lecture est tres limitée dans le temps (Current, 1990).

21.1.3.  Technique de flottaison d’Anderson
C'est une technique de flottaison en solution saturée de saccharose, qui comporte une dilution
des feces dans I'eau, une filtration sur gaze et une centrifugation. Le culot est ensuite repris en
liquide de flottaison composé de saccharose (50 g), de phénol (0,65 g) et d'eau (32 ml). Le

mélange est de nouveau centrifugé et le surnageant recueilli sur des lames pour observation.

21.1.4. Technique a I'auramine O
Comme pour la technique de Kinyoun, le temps de décoloration est délicat mais assure une
lecture plus facile, tous les autres élements des selles se trouvant décolorés. Un microscope a

fluorescence est nécessaire pour la lecture.

21.2.  Diagnostic post mortem
Le diagnostic de la cryptosporidiose est initialement basé sur l'identification des stades
endogenes par un examen histologique dont I'intérét est de localiser les zones infectées et

d'évaluer I'étendue des lésions.

21.2.1.  Diagnostic histologique
Les coupes histologiques d'organes (intestin, bourse de Fabricius, cloaque, trachée),
classiquement fixées au liquide de Bouin ou au formol a 10% puis colorées au Giemsa, a
I'hnématoxyline-éosine ou au bleu de toluidine, permettent d'observer les parasites (2a5u) a la
surface des cellules épithéliales (Naciri, 1989).
Une coupe histologique sous le microscope optique révele que :
- Dans la bourse de Fabricius des poulets, le parasite entraine une hyperplasie de I'épithélium,
une infiltration modérée du chorion sous-jacent par des cellules inflammatoires de types
lymphocytaire et plasmocytaire et une atrophie des follicules bursaux qui sont remplacés,
dans certaines zones, par du tissu fibreux (Kichou et al., 1990).

- Dans l'appareil respiratoire, les changements histopathologiques sont représentés par une
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métaplasie de la muqueuse des bronches et de la trachée, une déciliation et une infiltration par
des lymphocytes, des cellules plasmatiques et des histiocytes (Dhillon et al., 1981 ; Randall,
1982 ; Itakura et al., 1984 ; Travis et al., 1990).

21.2.2. Examen de raclage
Cet examen concerne plusieurs organes comme I’intestin (iléon), le cloaque et la bourse de
Fabricius. Sur certains organes, des empreintes (ou calques) permettent également de mettre
en évidence les cryptosporidies (Naciri et Mazzella, 1988).
La technique consiste a réaliser un frottis mince puis une fixation au méthanol pendant 5 mn
apres séchage. Les étalements séchés a I'air et fixés au méthanol peuvent étre conservés a

température ambiante pendant au moins 6 mois avant coloration.
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Deuxieme partie : étude expérimentale

1. Objectifs

Les objectifs de I'étude sont la recherche de Cryptosporidium chez le poulet de chair et la
dinde dans quelques élevages des régions d'Alger et de Boumerdes, I'estimation de la
prévalence de l'infection dans les élevages objets de I'enquéte, et la recherche de corrélations
entre l'infection et d'éventuels signes cliniques et Iésionnels, ainsi qu'avec des facteurs
favorisants. Les critéres pris en considération sont les paramétres d'ambiance (température,
lumiére, hygrométrie), I'état de la litiére, ainsi que l'observation des pratiques d'élevage, ceci
dans le but de déterminer les facteurs associés a l'infection cryptosporidienne.

Un autre objectif est de déterminer, parmi diverses techniques, une méthode simple pour
I'identification des cryptosporidies. De nombreuses méthodes sont en effet utilisées par divers
auteurs pour l'identification des parasites, dont la spécificité et la sensibilité sont tres
variables. Le choix parmi celles-ci est conditionné, entre autres, par la disponibilite des
produits et la simplicité du procédé. Une meéthode conventionnelle est entreprise afin
d’identifier 1’espéce parasitaire a partir du lieu d’isolement, des organes affectés et des

caractéres morphométriques. Une comparaison est établie avec d'autres techniques.

2. Matériel et méthodes
2.1. Matériel
2.1.1. Elevages

Les animaux prélevés en vue des diverses analyses appartiennent a des élevages situés
principalement dans les régions de Boumerdes et Alger. Ceux-ci ne sont pas expressément
sélectionnés ou échantillonnés sur quelque paramétre que ce soit, mais choisis en fonction de
la fraicheur des cadavres parvenant au laboratoire d'anatomo-pathologie, dans le cadre des
cliniques aviaires. Les batiments d'élevage a partir desquels ils sont issus sont représentatifs
des modes de construction les plus courants dans notre pays, c'est-a-dire le plus souvent sans
respect des normes universellement admises en la matiere.

Ainsi, 5 élevages de poulets de chair logés en batiment conventionnel et 5 autres élevés en
hangar sous serre sont enquétés. Pour ce qui concerne la dinde, 3 élevages en batiment

classique et 8 hangars sous serre sont concernés par I'étude.

.



Les constructions sous serre sont faites a base d'arceaux (photo 1), habituellement utilisés
dans l'agriculture, couverts par des films plastiques doublés de roseaux qui, selon le point de

vue des eleveurs, serviraient pour l'isolation.

Photo 1 : Vue extérieure d'une serre utilisée en élevage avicole (photo personnelle)

Au démarrage, les techniques d'élevage des dindes sont proches de celles qui sont préconisées
dans la littérature et par les instituts de sélection (photo 2).

Photo 2 : Dindonneaux sous éleveuses a la premiere semaine (photo personnelle)
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Cependant, dés la troisieme ou quatrieme semaine, certaines dérives sont observées,
concernant en particulier la densité, I'nygiéne des mangeoires et des abreuvoirs, ainsi que

I'aération (photos 3 et 4).

Photo 4 : Cheptel de dindes en fin d'élevage (photo personnelle)

2.1.2. Matériel de laboratoire
2.1.2.1. Technique de Ritchie simplifiée
Pour la technique de Ritchie simplifiée, le matériel suivant est utilisé :
- Verres a pied conique,
- Agitateur en verre,

- Lames porte-obijet,

E



- Lamelles 22 x 22 mm,

- Balance électrique,

- Pissette,

- Pipette Pasteur,

- Tubes coniques en verre avec bouchon en caoutchouc,

- Centrifugeuse,

- Microscope optique.

Ainsi que les réactifs suivants :

- Eau formolée a 10% (100 ml de formol pur dans 900 ml d’eau distillée),
- Ether diéthylique.

2.1.2.2. Coloration de Ziehl-Neelsen modifiée
Pour la coloration de Ziehl-Neelsen, les matériel et réactifs suivants sont utilisés :
- Lames bien dégraissées (avec un mélange alcool-éther),
- Bacs a coloration,
- Pinces,
- Minuterie,
- Microscope optique.
Et pour les réactifs et autres produits :
- Eau de robinet,
- Méthanol pur,
- Fuchsine phéniquée de Ziehl modifiée, préparée au laboratoire, composée d'une solution
A (10 ml d'un mélange de fuschine basique 15 g et d'éthanol a 95% 100 ml) et d'une solution
B (90 ml d'un mélange phénol 5 g et eau distillée 100 ml). Le mélange est laissé a reposer et
filtré avant emploi.
- Acide sulfurique a 2%, préparé au laboratoire a l'aide de 196 ml d’cau distillée et 4 ml
d’acide sulfurique concentré. L’acide est versé goutte a goutte dans I’eau.
- Vert de malachite a 5%, préparé avec 5 g de poudre de vert de malachite et 100 ml d'eau

distillée. Le réactif est laissé reposer et filtré avant emploi.

2.1.2.3.  Autres matériels
- Glacieére pour I’acheminement des prélevements vers les laboratoires,
- Pots en plastique propres pour les prélevements de matiéeres fécales,

- Etiquettes autocollantes pour inscrire les renseignements,
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- Gants.

2.1.3. Echantillonnage

Un nombre total de 297 sujets est collecté au hasard, fraichement morts ou moribonds, dont
204 poulets et 93 dindes, issus de 21 élevages en batiment dur ou sous serre, respectivement
13 et 8, situés dans les régions d’Alger et Boumerdes. Il s'agit de 10 élevages de poulets de
chair, dont 5 élevés en batiments conventionnels, et 11 élevages de dindes dont 3 seulement
en batiments classiques.

Des prélevements de fientes, fraichement recueillis dans 8 élevages, sont également examinés
chez la dinde en cas de présence de diarrhée dans 1’¢levage, habituellement sans mortalité.

Une fiche technique de renseignements est établie pour chaque élevage concerné.

2.1.4. Protocole de prélevement

Les prélevements sont realisés, au cours de l'autopsie, directement sur les cadavres des
animaux sacrifiés ou morts depuis moins de 6 heures. Le moment de la mort est indiqué par le
propriétaire, mais aussi apprécié visuellement sur la fraicheur du cadavre. En outre, ’age, le
type de production et la date du prélevement sont enregistrés, ainsi que, dans la mesure du
possible, les symptomes (présence ou absence de diarrhée, bruits respiratoires) et les lésions
observées.

Les fientes sont prélevées dés leur émission spontanée, acheminées a + 4°C a I’Ecole
Nationale Supérieure Vétérinaire d’ Alger, et conservées jusqu’a leur analyse parasitologique.
Une partie des autres prélevements est aussi conservée a + 4°C pour des travaux ultérieurs.
Aprés autopsie, une partie des organes est prélevée : iléon, cloaque, bourse de Fabricius et
trachée. Une premiere section de ces organes est réservée pour les études histologiques, fixées
au formol a 10% et conservées a température ambiante. Une deuxiéme portion est sectionnée

longitudinalement pour réaliser les frottis.

2.2. Methodes
2.2.1. Techniques utilisées pour la mise en évidence du parasite
2.2.1.1. A partir des fientes
Deux techniques sont utilisées pour la recherche des oocystes de Cryptosporidium a partir des
fientes. Il s’agit de la technique de concentration de Ritchie simplifiée par Allen et Ridley
(Gati, 1992) suivie de la technique de coloration de Ziehl-Neelsen modifiée par Henriksen et

Pohlenz (1981), technique connue pour sa spécificité et sa sensibilité.
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Les frottis des prélévements de fientes sont donc analysés apres concentration par la méthode
de Ritchie. Les lames sont fixées dans le méthanol, puis colorées par la méthode de Ziehl-
Nielsen modifiée. La lecture des lames se fait aux grossissements 40 puis 100. Les oocystes
de Cryptosporidium apparaissent comme des éléments ronds a ovoides, de 4-6 pm de
diametre, colorés en rouge vif, parfois en rose (photo 5).

Le matériel utilisé pour la technique d’enrichissement de Ritchie simplifiée est composé de
verres a pied coniques, agitateurs en verre, lames porte-objet, portoirs, balance électrique,
pissette, pipette Pasteur, tubes coniques en verre, centrifugeuse et microscope optique. Les
produits employés sont I'eau formolée a 10% et 1’éther diéthylique.

Le matériel pour la coloration de Ziehl-Neelsen modifiée est composé de lames, bacs a
coloration, pinces, minuterie et microscope optique. Les produits sont le méthanol pur, la
fuchsine phéniquée de Ziehl modifiée, le vert de malachite et I'acide sulfurique a 2%.

Photo 5 : Oocystes de Cryptosporidium en microscopie optique (photo personnelle)

2.2.1.2. A partir des organes
Un frottis de muqueuse est réalisé a partir des organes, apreés ouverture a I’autopsie. A I’aide
du bord d’une lame, la muqueuse est raclée énergiquement. A 1’aide d’une autre lame, un
frottis est confectionné, laissé sécher a I’air, fixé par le méthanol, puis coloré suivant la méme
technique que précédemment. Le frottis a I’avantage de pouvoir étre réalisé jusqu’a 36 h post
mortem. Le matériel utilisé pour réaliser les frottis est composé de bistouri, ciseaux et lames.
Les produits sont le méthanol pur, la fuchsine phéniquée de Ziehl modifiée, le vert de
malachite, I'acide sulfurique a 2% et un microscope optique. La lecture des lames se fait aussi

aux grossissements 40 puis 100. Les oocystes de Cryptosporidium, comme pour les




feces, sont des éléments ronds a ovoides, de 4-6 um de diametre, colorés en rouge vif, parfois

en rose.

2.2.2. Description des techniques
2.2.2.1. Technique de Ritchie simplifiée par Allen et Ridley
C’est une technique polyvalente réalisée systématiquement, pour chaque prélevement,
diarrhéique ou pas. C’est une méthode diphasique (physico-chimique), qui met en jeu la
balance hydrophile-lipophile du parasite. Elle découle de celle de Telemann (1908) qui diluait
les selles dans un mélange égal d’éther et d’acide chlorhydrique.

Mode opératoire

1. Déposer 3 & 5 grammes de selles dans un verre a pied conique.

2. Verser dans le verre a pied un volume d’eau formolée a 10%, 2 a 3 fois superieur a celui
des selles.

3. Agiter a I’aide d’un agitateur en verre jusqu’a obtention d’une dilution homogene.

4. Laisser decanter 1 a 2 minutes pour éliminer les gros débris fécaux.

5. A I'aide d’une pipette Pasteur, aspirer une partie du surnageant et verser dans un tube
conique en verre I'équivalent de 2/3 du volume total a émulsionner.

5. Ajouter un volume d’éther correspondant a 1/3 du volume total a émulsionner.

6. Boucher le tube en prenant soin de laisser un espace vide pour le liquide, d’environ 1 cm,
pour permettre I’émulsion.

7. Agiter le tube vigoureusement pendant une minute.

8. Peser les tubes pour equilibrer avant centrifugation.

9. Centrifuger a 400 g (2.500 tours / minute) pendant 5 minutes.

Apreés centrifugation, le contenu du tube se répartit en 4 couches qui sont, de haut en bas :

- Une couche éthérée chargée en graisses.

- Une couche épaisse sous forme d’anneau, constituée de gros débris.

- Une couche aqueuse.

- Un culot dans lequel sont concentrés les éléments parasitaires.

10. Jeter énergiquement le surnageant et garder le culot.
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Lecture

Prélever une goutte du culot a I’aide d’une pipette Pasteur aprés homogénéisation, déposer sur
une lame, mélanger avec une goutte de lugol, couvrir d’une lamelle et examiner a 1’objectif 10
puis 40 pour la recherche des ceufs d’helminthes, de Cryptosporidium et/ou éventuellement de

kystes de protozoaires .
2.2.2.2. Technique de Ziehl-Neelsen modifiée par Henriksen et Pohlenz
C’est la technique de coloration de référence utilisée pour I’identification spécifique des

cryptosporidies.

Mode opératoire

a. Confection du frottis fécal :

Le frottis doit &tre mince et adhérent a la lame. Il est réalisé a partir du culot de centrifugation
de la méthode de Ritchie simplifiée décrite précédemment.

A T’aide d’une pipette Pasteur, 1 ou 2 gouttes du culot de centrifugation sont prélevées apres
une légere homogénéisation. Sur deux lames bien degraissées et numeérotées par grattage (a
I’aide d’un diamant de préférence, pour une bonne reconnaissance ultérieure), la goutte est
déposée a I'une des extrémités de la lame, et mise en contact avec le bord d’une autre lame.
La goutte diffuse sur le bord de la lame par capillarité, elle est ensuite étalée sur toute la
surface de la lame, d’une maniére continue en zigzag, sans revenir au point de départ. Un
frottis mince est alors obtenu, avec plusieurs épaisseurs, ¢’est le cas d’un bon frottis. Celui-ci

est laissé sécher a I’air durant une nuit.

b. Fixation, coloration du frottis :
- Fixer le frottis au méthanol pendant 5 minutes.
- Laisser sécher a I’air ou par agitation.
- Colorer dans une solution de fuschine phéniquée pendant 60 minutes.
- Rincer a I’eau du robinet.
- Différencier avec une solution d’acide sulfurique a 2% pendant 20 secondes pour décolorer
et éliminer les débris et les autres micro-organismes.
- Rincer a I’eau du robinet.
- Contre-colorer avec une solution de vert de malachite a 5% pendant 5 minutes. Tout est
coloré en vert sauf les cryptosporidies qui gardent la coloration rouge.

- Rincer a ’eau du robinet.
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- Laisser sécher a I’air ou par agitation.

La lecture se fait au microscope, a l'objectif 40 puis 100 a immersion.

Cette technique permet de visualiser nettement les oocystes de Cryptosporidium, qui sont
colorés par ce procédé en rouge vif, parfois en rose, sur un fond vert. Ce sont des éléments
ronds a ovoides, de 4-6 pum de diamétre en moyenne, a paroi épaisse. Dans le cytoplasme, on
retrouve une zone centrale ou latérale plus claire, non colorée, qui correspond au corps
résiduel (reliquat oocystal). En périphérie ou au centre, des granulations noiratres au nombre
de quatre ou plus, correspondent aux sporozoites (photo 6).

La lecture se fait sur toute la surface de la lame, de haut en bas et de gauche a droite.

Photo 6 : Oocystes de Cryptosporidium colores par la technique de Ziehl-Neelsen (photo

personnelle)

2.2.3. Examen histopathologique

Pour Tl'histologie, les différents organes prélevés (trachée, intestin, bourse de Fabricius,
proventricule) sont fixés au formol a 10%, colorés a l'aide de I'hématoxyline-éosine et
examinés au microscope a grossissement 40.

Cet examen sert, d’une part, a confirmer les cas positifs détectés par la technique de Ziehl-
Neelsen modifiée, et retrouver d'éventuels cas positifs non révélés par cette derniére et,
d’autre part, pour étudier les lésions histologiques a ’origine de la mort de l’oiseau et
l'association d’autres agents pathogenes éventuels. Cependant, la limite principale de ce
procéde est la période post mortem, qui ne doit pas dépasser six heures avant sa réalisation, en
raison de l'autolyse cellulaire qui génerait la lecture. Les tissus, aprés fixation, sont
déshydratés et inclus a la paraffine dans des blocs congus a cet effet. Des coupes de 4 a 5 um
sont confectionnées, colorées ensuite par la technique habituelle a 1’hématoxyline-éosine. La

lecture se fait au microscope optique, au grossissement 40 pour observer le parasite (4-5 pm)




et les Iésions, puis au grossissement 100 pour distinguer les stades du développement

parasitaire au sein de la muqueuse.

2.2.4. Mesure de I’oocyste
La détermination des dimensions oocystales se fait a travers un micrometre oculaire (photo 6)
inséré dans le microscope, aux grossissements 40 puis 100.
Pour déterminer la valeur au micrométre pour chaque objectif :
- x divisions de I’oculaire = y um au niveau du micrometre-objet.
- Une division oculaire = y/x pm.
- Le chiffre retrouvé est arrondi a la classe supérieure ou inférieure.
- Des mesures répétées des mémes éléments présents dans un seul prélevement sont

effectuées.

2.2.5. Analyses statistiques
Le test ¥° est utilisé pour les analyses statistiques. Le résultat est significatif lorsque p < 0,05.
L’intervalle de confiance fournit I’étendue des valeurs dans lesquelles on s'attend a trouver la
valeur réelle de I’indicateur étudié, avec une probabilité donnée. Ainsi, I’intervalle de
confiance & 95% serait p + 2 ¢ ol o = Ypg/n (Toma et al., 2001), ou p est le pourcentage
déterminé sur I’échantillon n de la population, et q le complément a 100% du pourcentage

déterminé.

.



3. Résultats

3.1. Prévalence globale de Cryptosporidium dans les élevages
Au total, sur les 297 sujets examinés, 122 hébergent des cryptosporidies, soit une prévalence
globale de 41,1% (tableau 3), dont 79 poulets sur 204 (38,7%) et 43 dindes sur 93 (46,2%).

Tableau 3 : Prévalence de la cryptosporidiose dans les élevages

Espéce | Nombre de prélévements | Nombre de positifs | Prévalence (%0)
Poulet 204 79 38,7
Dinde 93 43 46,2
Total 297 122 41,1

3.2. Prévalence de Cryptosporidium par tranche d’age

Les tranches d’age, subdivisées arbitrairement en dizaines de jours, montrent une évolution
croissante, puis décroissante, de I’infection cryptosporidienne (tableau 4). La décroissance
survient au-dela de 30 jours pour le poulet, et au-dela de 40 jours pour la dinde.

A jeune age, durant la premiére décade, la prévalence de I’infection est relativement faible, de
9% pour le poulet et 12,5% chez la dinde. Elle augmente ensuite brutalement jusqu'a un pic
observé a 21-30 jours pour les poulets et a 21-40 jours pour la dinde, avant de diminuer

progressivement chez les deux espéces.

Tableau 4 : Prévalence de I’infection en fonction de 1’dge

Age (j) | Total Poulets | Positifs Dindes | Positives
1-10 79 55 5 (9%) 24 | 3(12,5%)
11-20 | 67 49 | 23 (46,9%) 18 9 (50%)
21-30 | 56 37 | 28 (75,7%) 19 | 14 (73,7%)
31-40 | 44 30 | 13 (43,4%) 14 | 11 (78,6%)
41-50 | 29 17 6 (35,3%) 12 | 4(33,3%)
51-60 | 22 14 4 (28,6%) 8 2 (25%)
Total | 297 204 | 79 (38,7%) 93 | 43 (46,2%)




La figure 7 permet une visualisation plus précise de I'évolution de I'infection chez les deux
espéces étudiées :
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Figure 7 : Variation de la prévalence en fonction de I'dge des animaux

3.3. Variation de la prévalence en fonction des méthodes utilisées
Les examens histologiques concernent la trachée, la bourse de Fabricius, l'intestin et le
proventricule.
Le prélevement est considéré comme positif lorsqu'une cryptosporidie est retrouvée.
Les frottis sont réalisés sur la trachée et 'intestin.

Seules les fientes de dindes sont étudiées.

Tableau 5 : Présence de cryptosporidies révélée par les différentes analyses

Espéce | Histologie Positifs Frottis Positifs Fientes | Positifs
219 179
Poulet 612 408 0 0
(35,8%) (43,9%)
) 111 9
Dinde 279 186 87 (46,8%) 33
(39,8%) (27,3%)

A T’histologie des divers organes, 35,8% des prélevements analysés chez le poulet se révélent
positifs a I’infection cryptosporidienne.

Chez le dindon, 39,8% des organes analysés sont infectés (tableau 5).
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L’analyse des frottis effectués sur trachées et intestins de ces mémes animaux révelent des
prévalences supérieures aux précédentes : 43,8% chez le poulet et 46,8% chez le dindon.

Les dindes diarrhéiques présentent 27,3% de matieres fécales positives a la coloration de
Ziehl-Neelsen modifiée.

3.4. Fréquence des localisations de Cryptosporidium
Le tableau 6 montre que I'iléon représente l'organe le plus infecté par Cryptosporidium, soit
une fréquence moyenne de 51,4%, avec une différence appréciable, mais non significative,
entre les deux espéces considérées : 54,3% pour la poule et 48,5% pour la dinde.
La bourse de Fabricius des poulets est infectée pour 47,5% des cas autopsiés.
La trachée, quant a elle, ne présente que 23,9% de cas positifs sur I'ensemble des
prélévements examinés, 25,2% chez le poulet et 22,5% chez la dinde (tableau 6).

Tableau 6 : Fréquence des localisations des cryptosporidies

Localisation Trachee lléon Bourse de Fabricius
Espece Poulet | Dinde | Poulet | Dinde Poulet
Par espéce 25,2% | 22,5% | 48,5% | 54,3% 47,5%
Total 23,9% 51,4% 47,5%
3.5. Fréquence des localisations en fonction de I’examen réalisé

La comparaison des résultats obtenus sur les différents organes étudiés révele des différences
importantes entre ’examen histologique et celui des frottis réalisés sur les ileons de poulets
(tableau 7) : 36,8% de positifs a I'histologie contre 60,3% pour les frottis. Les différences sont
moins importantes lorsqu’il s’agit de la trachée : 23% pour I’histologie contre 27,4% pour les
frottis chez le poulet.

Chez la dinde, la trachée révéle des taux de positivité largement inférieurs a I’histologie : 9,7
contre 35,5% pour les frottis. L'iléon dévoile des taux d'infection éleveés, ainsi que des
différences importantes, tant vis-a-vis de I'espéce poule qu'entre les types d'examen : 83,9%
pour les frottis (60,3% chez la poule) contre 24,7% pour I'histologie (36,8% chez la poule).
Les bourses de Fabricius ne sont prélevées que chez les poulets, et étudiées a 1’histologie.

Celle-ci permet de retrouver 47,5% de poulets infectés par les cryptosporidies.
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Au total, I'examen des frottis permet de retrouver plus de cas d'infection chez le poulet (43,8%

contre 29,9% pour l'histologie), et encore plus chez la dinde (59,7% contre 17,2% pour

I'histologie), ce qui rejoint les résultats observés dans les différents organes.

Tableau 7 : Variation de la localisation en fonction du type d’examen

Organe Poulet | Histologie + Frottis + Dinde | Histologie + Frottis +

Trachée 204 47 (23%) 56 (27,4%) 93 9 (9,7%) 33 (35,5%)

[1éon 204 75 (36,8%) || 123 (60,3%) 93 23 (24,7%) | 78 (83,9%)

B.F. 204 97 (47,5%) - - - -

Total 111

408 122 (29,9%) | 179 (43,8%) 186 32 (17,2%)

(hors BF) (59,7%)

3.6. Variation de la prévalence en fonction de la saison

La saison n'a apparemment pas d'influence sur les taux d'infection a cryptosporidies puisque
la difference n'est statistiquement pas significative, bien que les taux retrouvés en été soient
nettement inférieurs a ceux observés durant le reste de I'année : respectivement 7 et 4% chez
le poulet et la dinde durant I'été, contre des moyennes de 24 et 13% le reste de I'année (tableau
8).

Tableau 8 : Variation de la prévalence au cours de I'année

Saison Poulets | Positifs (%0) Dindes | Positifs (%0)
Automne 55 24 34 11
Hiver 65 26 29 13
Printemps 61 22 19 15
Eté 23 7 11 4
Total 204 79 93 43




3.7. Variation en fonction du type de batiment d’élevage

Les prélevements sont effectués soit dans des batiments traditionnels, construits en dur, soit &
partir de hangars sous serre, de plus en plus répandus car de conception peu co(teuse, rapides
a installer, mais dont les inconvénients, envisagés dans la discussion, ne sont pas
negligeables.

Ainsi, 167 poulets proviennent de 15 élevages sous serre, tandis que 37 sont prélevés dans 5
batiments classiques. De méme, 8 élevages sous serre fournissent 75 dindes, tandis que les 18
autres sont prélevées dans 3 constructions en dur.

Les prélevements révélés positifs sont nettement en faveur des batiments construits en dur
(tableau 9) puisqu'ils représentent 11 et 8% pour ces derniers, respectivement chez le poulet et
la dinde. Dans les hangars sous serre, ces taux sont de 58% parmi les poulets prélevés et 35%

parmi les dindes.

Tableau 9 : Type de batiment et prévalence de l'infection cryptosporidienne

Batiment Poulets Positifs Dindes Positifs
d'élevage | Elevages | Prélevements | (%0) Elevages | Prélévements | (%0)
Sous

15 167 58 8 75 35
serre
Classique 5 37 11 3 18 8

3.8. Variation de la prévalence en fonction de la région d*étude
En considérant la wilaya dans laquelle les prélevements sont effectues, celle de Boumerdes
fournit 52% de positifs parmi les poulets et 31% parmi les dindes, tandis que les pourcentages
de positifs a la cryptosporidiose dans la wilaya d'Alger sont de 28 et 12% respectivement chez

le poulet et la dinde (tableau 10).

Tableau 10 : Variation de la prévalence en fonction de la région d'étude

Région Poulets | % positifs Dindes | % positifs
Boumerdes 127 52 62 31
Alger 77 28 31 12
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3.9. Dimensions des oocystes

Les oocystes de Cryptosporidium sont identifiés en tant que spheres de forme ovoide (5 + 1
um), colorés en rose lumineux sur un fond vert pale (photo 7). La charge d'oocystes est
minime, approximativement 5 oocystes par glissiére, lorsque les prélevements sont réalisés a
partir de la litiere (mélange des fientes d’oiseaux sains et d'oiseaux malades). Les bactéries et
levures prennent une coloration rouge terne uniforme et de tailles différentes des oocystes de
Cryptosporidium.

Pour les examens de raclage, le degré d’infestation est important pour les lames positives. Les
cryptosporidies apparaissent rondes a ovoides, de 4-6 um, rouge vif sur fond vert. Leur
cytoplasme est granuleux, avec un centre souvent plus clair. Tous les autres éléments sont
colorés en vert. Les coccidies sont également de couleur rouge vif, mais elles sont beaucoup

plus grosses.

Photo 7 : Cryptosporidies colorées par la méthode de Ziehl-Neelsen (photo personnelle)

3.9.1. Chez le poulet
Le tableau 11 montre les différentes dimensions obtenues a partir de 26 lames positives issues
de trachées et de 37 lames provenant de cloaques. Concernant la trachée, 9 lames contiennent
des oocystes de dimensions moyennes, de 6,2 X 4,6, et un rapport longueur/largeur égal a
1,34. Sept lames présentent des oocystes mesurant 6,1 x 4,5 et un rapport longueur/largeur de
1,35. Quant aux 13 autres lames, elles se situent a 6,3 x 4,6, avec un rapport longueur/largeur
égal a 1,36.
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Tableau 11 : Mesure des oocystes et espéce correspondante chez le poulet

o Nombre de Mesures de Longueur/ | Fourchette OIE Espece

rgane

: lames I’oocyste (p) largeur (W) suspectée
9 6,2 X 4,6 1,34

Trachée 7 6,1 x4,5 1,35 5,6-6,3 x 4,5-4,8 C. baileyi
13 6,3 x4,6 1,36
9 6,4 x 4,7 1,36

Cloaque 21 6,3 x 4,6 1,36 5,6-6,3 x 4,5-4,8 C. baileyi
7 6,2 x4,5 1,37

Pour ce qui est du cloaque, 37 lames positives au parasite sont mesurées, donnant 9 lames
établies a 6,4 x 4,7, avec un rapport longueur/largeur de 1,36, et 21 lames avec des
dimensions de 6,3 x 4,6 et un rapport égal a 1,36. Enfin, 7 lames renferment des oocystes
mesurant 6,2 x 4,5 donnant un rapport de 1,37. Les dimensions, aussi bien que les rapports
longueur/largeur, correspondent aux valeurs usuelles fournies par I'OIE (2005) pour

Cryptosporidium baileyi.

3.9.2. Chez la dinde
Le tableau 12 montre les différentes mesures obtenues a partir de 41 lames positives issues
d'iléons de dindes, dont 9 avec des moyennes de 5,9 x 4,9 et un rapport longueur/largeur de
1,2, et 14 lames dont les mesures des oocystes sont de 5,8 x 4,7, soit un rapport de 1,23,
correspondant aux dimensions des oocystes de C. meleagridis.
Quant aux 6 lames restantes, leurs dimensions sont de 6,2 x 4,6 et un rapport égal a 1,34, ce

qui correspond aux oocystes de C. baileyi.




Tableau 12 : Mesure des oocystes et espéces suspectées chez la dinde

o Nb de | Dimensions | Longueur/ | Fourchette OIE Espéce
Prelevement ,
lames (%) largeur (W) suspectée
9 5,9x4,9 1,20 4,5-6 x 4,2-5,3 | C. meleagridis
Iléon 14 58 x4,7 1,23 4,5-6 x 4,2-5,3 | C. meleagridis
6 6,2 X 4,6 1,34 5,6-6,3 x 4,5-4,8 C. baileyi
13 6,0 x 4,9 1,22 4,5-6 x 4,2-5,3 | C. meleagridis
Fientes 10 59x4,8 1,22 4,5-6 x 4,2-5,3 | C. meleagridis
9 6,2 X 4,6 1,34 5,6-6,3 x 4,5-4,8 C. baileyi

Pour les fientes diarrhéiques issues des animaux vivants (élevages de dindes), 13 lames
montrent des oocystes mesurant 6,0 x 4,9, et un rapport longueur/largeur de 1,22, et dix autres
lames présentent des dimensions de 5,9 x 4,8, avec un rapport longueur/largeur de 1,22,
mesures correspondant a celles de C. meleagridis.

Enfin, 9 lames se situent a 6,2 x 4,6, donnant un rapport longueur/largeur égal a 1,23,

compatibles avec les mesures fournies par I'OIE (2005) pour C. baileyi.

3.10. Lésions
3.10.1. Macroscopiques
Les principales Iésions digestives observées chez les animaux positifs a Cryptosporidium sont
représentées par une entérite catarrhale avec distension intestinale par un contenu liquide

blanchatre ou jaunatre a grisatre (photos 8 et 9).
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Photo 8 : Entérite et distension intestinale (photo personnelle)

ey

Photo 9 : Entérite et typhlite chez la dinde (photo personnelle)

Le caecum est dilaté et rempli par un liquide grisatre a brunatre, mousseux (photo 10)
(Fletcher et al., 1982 ; Goodwin et Brown, 1989 ; Whiteman et Bickford, 1989 ; Zylan et al.,
2008).




Photo 10 : Caeca de dinde remplis de liquide mousseux (photo personnelle)

3.10.2. Histologiques

L’histologie montre la présence du parasite dans les cellules épithéliales, avec les différents
stades d’évolution dans la cellule hote. Les Iésions les plus fréqguemment observées sur les
oiseaux atteints (dindes et poulets) sont celles décrites classiqguement par divers auteurs
(Fletcher et al., 1982 ; Goodwin et al., 1990). Il s’agit principalement d’atrophie villositaire,
disparition des microvillosités, hypertrophie des cryptes glandulaires et infiltration de la
lamina propria par des cellules inflammatoires (photos 11 et 12). D’autres lésions non
spécifiques, hémorragiques notamment, sont aussi rencontrées.

Photo 11 : Villosités atrophiques et infiltration lymphoide de I'iléon (photo personnelle)
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Photo 12 : Cryptosporidies et infiltration de la bourse de Fabricius (photo personnelle)
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4. Discussion

4.1. Meéthode de prélévement

41.1.  Elevages

Les prélevements sont réalisés au hasard, sans échantillonnage préalable, en prenant soin de
ne choisir que les sujets vivants, ou morts depuis peu, car certaines des techniques de mise en
évidence du parasite ne peuvent étre utilisées au-dela de quelques heures : six heures pour
I'histopathologie.
Les batiments de provenance des poulets et des dindes sont ciblés en fonction de la
disponibilité des éleveurs ou de la sollicitation de ceux-ci pour diagnostiquer les affections
sévissant au sein de leur élevage.
Les deux types de logement, conventionnel et sous serre, sont choisis afin de déterminer
I'interférence entre I'hygiéne et le taux d'infection cryptosporidienne. En effet, les hangars les
moins bien tenus de ce point de vue sont ceux qui ne répondent pas aux normes, I'hygiéne
étant habituellement un corolaire du respect des regles de construction. De plus, l'isolation,
élement déterminant dans l'obtention d'une ambiance adéquate pour les poussins, est
irréalisable dans une construction sous serre.
L'élevage des dindes est plus délicat que celui des poulets de chair ; ce sont des animaux
sensibles a I'humidité, au froid et au déséquilibre alimentaire. Pourtant la grande majorité des
dindes est ¢élevée dans des batiments non conventionnels, qui peuvent contenir jusqu’a 2.000
oiseaux qui passent toute leur vie dans ces hangars surchargés, sombres et ou I’environnement
est appauvri. La surcharge est telle que lorsque les dindes atteignent leur poids d’abattage, on
peut a peine apercevoir le sol. De plus, les dindes élevées intensivement sont contraintes de
vivre sur une litiere qui bien souvent devient humide et sale et produit un gaz a trés forte
odeur d’ammoniaque. Or celle-ci a un réle important dans I'élevage et sa dégradation peut
occasionner l'apparition de troubles respiratoires et locomoteurs. Il n’est donc guére
surprenant que beaucoup d’oiseaux souffrent de problémes digestifs et respiratoires. Certaines
dindes sont élevées dans des serres avec des fenétres. Ces hangars ont donc un éclairage et
une ventilation naturels. Toutefois, en régle générale, la aussi les oiseaux sont confinés dans

des densités importantes, dans un environnement toujours trés appauvri.

4.1.2. Preléevements
Les organes prélevés sont ceux décrits par la plupart des auteurs comme lieux d'élection
privilégiés des cryptosporidies des oiseaux : iléon, cloaque, bourse de Fabricius et trachée. A

localisation préférentiellement intestinale, les cryptosporidies sont, en effet, également




retrouvees au niveau de I'appareil respiratoire (Hoerr et al., 1978 ; Brady et al., 1984 ; Ma et
al., 1984 ; O' Donoghue et al., 1987), de la vésicule biliaire (Pitlik et al., 1983 ; Gross et al.,
1986), des canaux pancréatiques (Kovatch et White, 1972 ; Hawkins et al., 1987) et de la
bourse de Fabricius (Randall, 1982 ; Fletcher et al., 1975).

4.2. Techniques de laboratoire utilisées
4.2.1. Technique de Ritchie

De nombreuses techniques de flottation existent et celle décrite par Weber et al. (1992) est la
plus utilisée en laboratoire pour la recherche d’oocystes dans les selles des humains.
Cependant, cette technique est assez lourde et essentiellement réalisée dans des laboratoires de
référence posseédant un matériel relativement sophistiqué car cet auteur associe une technique
de flottation au sucrose a une mise en €vidence des oocystes par coloration a ’auramine-
phénol ou en immunofluorescence (Chartier et al., 2002).

La méthode de Ritchie, par contre, est une technique classique de concentration des ceufs de
parasites, nécessitant peu de moyens. Ce procéde permet d'augmenter la sensibilité de la
recherche des formes kystiques et des ceufs.

Les formes végétatives ne peuvent plus étre mises en evidence aprés concentration, ce qui
permet de ne détecter que ce qui est recherché, c'est-a-dire les oocystes pour ce qui concerne

notre étude.

4.2.2. Coloration de Ziehl-Neelsen

Au départ, le diagnostic de l'infection était fonde sur la démonstration de I'organisme dans les
coupes histologiques. Henriksen et Pohlenz (1981) ont étudié une coloration différentielle de
l'organisme dans les frottis, en utilisant des techniques couramment utilisées dans le
laboratoire de bactériologie et découvert que les techniques d'acido-résistance convenaient
pour différencier les teintes. La technique de coloration de Ziehl-Neelsen a été la premiére
technique de coloration a étre utilisee régulierement dans ce sens. La technique repose sur le
principe que les oocystes peuvent étre colorés avec la fuchsine et conservent le colorant
pendant I'étape de décolorisation par l'alcool. Diverses autres méthodes de coloration directe
ont été développées, telles que celle a I'Auramine-O (Casemore et al., 1985).

Parmi les nombreuses modifications de la technique de Ziehl-Neelsen, celle proposée par
Henriksen et Pohlenz (1981) est devenue la méthode de référence pour la détection des

oocystes de Cryptosporidium. Elle colore environ 60% des oocystes présents dans un
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échantillon microscopique (Lechat et al., 1987), ce qui est suffisant lorsqu'on recherche la
présence et non la quantification des parasites.

Dans notre étude, tout préléevement présentant au moins une cryptosporidie est considéré
comme positif. La coloration de Zielh-Neelsen est donc tout a fait en adéquation avec les
objectifs assignés a lI'enquéte.

4.3. Anatomo-pathologie et histologie
Cryptosporidium spp. sont a I’origine d’infections intestinales fréquentes chez le poulet de
chair. La cryptosporidiose & C. baileyi est une maladie de 1’épithélium de la bourse de
Fabricius et du cloaque du poulet, bien que la trachée et la conjonctive soient des sites
d’infection mais a un moindre degré. La cryptosporidiose a C. baileyi du poulet n’entraine pas
de lésions graves ou de signes manifestes de la maladie. L’atrophie des villosités, le
raccourcissement des microvillosités et 1’élimination des entérocytes sont les modifications
pathologiques majeures associées a la maladie, lésions observées dans la plupart des
échantillons positifs de notre étude.
La cryptosporidiose respiratoire a C. baileyi du poulet peut entrainer une morbidité élevée et
occasionnellement de la mortalité. La maladie est associée a du reniflement et de la toux,
suivis par une extension de la téte pour faciliter la respiration (Goodwin et al., 1987).
Cependant, la concomitance possible, et fréquente, avec d'autres agents pathogenes ne permet
pas de distinguer I'effet de I'un ou l'autre de ces agents. C'est pourquoi il a fallu rechercher la
destruction des cils et I’hyperplasie, 1’épaississement de la muqueuse et 1’élimination d’un
exsudat mucocellulaire dans les voies aériféeres, modifications pathologiques majeures
associées a la maladie du poulet de chair (Current, 1997). La cryptosporidiose a C. baileyi de
la dinde est similaire a celle du poulet.
La cryptosporidiose a C. meleagridis est une maladie iléale de la dinde et d’autres volailles, et
de ’homme. Elle peut provoquer une diarrhée sévére, souvent observée lors de notre enquéte.
L’atrophie des villosités, I’hyperplasie des cryptes et le raccourcissement des microvillosités
sont les modifications pathologiques majeures a rechercher afin de les associer a la maladie
(Current, 1997).
La cryptosporidiose a C. galli est une maladie du poulet et de la caille (Antunes et al., 2008).
A la différence du cycle évolutif de C. meleagridis et de C. baileyi, les stades du cycle se
développent dans les cellules épithéliales du proventricule.
Des cryptosporidioses respiratoires et intestinales ont été signalées chez la caille élevee

industriellement, dues a une espéce non parfaitement décrite (Cryptosporidium sp.) dont les
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oocystes sont plus petits que ceux de C. baileyi et ne sont pas infectants pour le poulet et la
dinde. Les modifications pathologiques sont similaires a celles décrites pour les
cryptosporidioses respiratoires et intestinales du poulet a C. baileyi (Current, 1997).

4.4, Dimension des oocystes
La morphologie est un composant important du diagnostic parasitologique. Ni les techniques
de coloration ni celles de fluorescence ne peuvent déterminer les espéces de cryptosporidies si
les dimensions des oocystes sont comprises entre 4 et 6 um (OIE, 2005).
Habituellement, deux espéces infectent le poulet et la dinde (C. baileyi et C. meleagridis) et
une troisieme espece non nommée infecte la caille (Cryptosporidium sp.). C. galli, parasite du
proventricule, est moins fréqguemment retrouvé (Antunes et al., 2008 ; Da Silva et al., 2010) et
surtout décrit chez les passereaux, plus rarement chez le poulet (Pavlasek, 1999, 2001).
Pour de nombreuses espéces de Cryptosporidium, les dimensions et la forme des oocystes
sont similaires, rendant tres difficile, voire impossible, 1’identification spécifique basée sur la
morphométrie au microscope optique en raison du chevauchement des dimensions.
Les oocystes de C. galli (8,0 - 8,5 x 6,2 - 6,4 um) sont plus grands que ceux de C. baileyi et
de C. meleagridis. Les fourchettes fournies par I'OIE (2005) donnent les mesures suivantes :
- 5,6-6,3 x 4,5-4,8 W pour C. baileyi
- 4,5-6,0 x 4,2-5,3 4 pour C. meleagridis
- 8,0-8,5 x 6,2-6,4  pour C. galli.
Il est ainsi difficile de différencier C. baileyi de C. meleagridis sur la seule base de la
dimension des oocystes. L'espece affectée, ainsi que leur localisation dans l'organisme,
peuvent cependant étre d'un certain intérét pour aider a les distinguer, ce qui est expérimenté

dans cet essai.

4.5. Discussion des résultats
45.1. Prévalence globale de I’infection dans les élevages
Pendant de nombreuses années, la cryptosporidiose aviaire a été considérée comme une
maladie opportuniste. Cependant, les nouvelles données indiquent que cette maladie
parasitaire est un probleme grave dans le secteur de la volaille (de Graaf et al., 1999). La
cryptosporidiose est trés répandue dans les élevages de poulets (Sréter et VVarga, 2000), ce qui
est le cas dans notre étude puisque 41,1% des sujets examinés presentent l'infection. Le

pouvoir pathogene des cryptosporidies augmente lorsque coexiste I'infection par des agents
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immunosuppresseurs ou des voies respiratoires, ou lorsque les oiseaux sont vaccinés contre
d'autres pathogenes (de Graaf et al., 1999).

Sur les 297 sujets examinés, 122 hébergent des cryptosporidies, ce qui représente une
prévalence globale de 41,1%. La prévalence chez la dinde est supérieure a celle retrouvée
chez le poulet (46,2% vs 38,7%), probablement en raison de la durée de vie économique plus
courte chez ce dernier. Ces prévalences sont plus importantes que celles trouvées aux USA
par Woodmansee et al. (1988) chez la dinde, 33,8% par examen coproscopique, au Maroc par
Kichou et al. (1996), 24% chez le poulet, en utilisant la microscopie, et en Italie par Floretti et
al. en 1991 (26,7%). En Corée, Rhee et al. (1991) retrouvent seulement 15% de poulets
positifs, en utilisant la technique de flottation de Sheather, la technique de coloration de
Kinyoun modifiée et la coloration acide de Giemsa. Ces différences, parfois tres grandes,
montrent ’importance de la présence des cryptosporidies dans les élevages de la région
étudiée, due principalement au non respect des normes d’¢levage et au climat, favorable a la
survie du parasite du fait de la chaleur combinée a une humidité relativement importante.

Nos résultats sont, par contre, comparables a ceux rapportés chez le poulet de chair aux USA
par Goodwin et al. (1996), ou le parasite est retrouvé dans 41% des lots examinés, avec un
taux de parasitisme de 10 a 60%, et en URSS par Pavlasek et al. (1989), avec un taux
d’infection compris entre 38 et 100%.

Dans un autre contexte, la preuve sérologique de l'infection a Cryptosporidium est trouvée
dans 88% des poulets testés en Ecosse (Tzipori et Campbell, 1981) et chez 30% des poulets
aux Etats-Unis (Snyder et al., 1988). Ceci démontre l'ubiquité de ces agents puisque les
épreuves sérologiques révelent le passage et non la présence effective du parasite a I'intérieur
de I'néte. Cette ubiquité est vraisemblablement révélée dans notre étude par des conditions
hygiéniques et sanitaires favorables a l'infection.

Jusqu'a 27% des poulets excrétent des oocystes de Cryptosporidium pour Ley et al. (1988), et
6,4% des recherches histologiques de laboratoire révelent un diagnostic microscopique de
cryptosporidiose pour Goodwin et Brown (1988). Dans cette derniere enquéte,
Cryptosporidium est le deuxiéme protozoaire le plus communément retrouvé lors d'infections
diagnostiquées histologiquement chez les poulets.

Cette grande dispersion des résultats obtenus dans les différentes études, y compris la présente
enquéte, peut avoir diverses explications :

- Les résultats concernent différentes espéces d'oiseaux et de classes d'age non comparables.
Les jeunes oiseaux sont plus réceptifs a I'infection cryptosporidienne et montrent donc des

prévalences plus élevées.
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- Les données proviennent de méthodes d'analyse différentes : examens histologiques,
coprologiques ou méme sérologiques, qui peuvent étre plus ou moins révélatrices de I'impact
réel de l'infection.

- Certaines analyses font suite a une manifestation clinique dans un élevage (c'est le cas de la
majorité des analyses histologiques), d'autres ont comme but d'enquéter sur la prévalence des
cryptosporidies dans les élevages. Dans notre cas, les oiseaux ne sont sacrifiés que lors de
suspicion de maladie.

- Les effectifs d’animaux examinés sont treés variables, de quelques dizaines a plusieurs
milliers, avec des densités importantes pour ces derniers, ce qui peut avoir un impact sur la
transmission du parasite.

- Les conditions hygiéniques et climatiques sont tres différentes d'une région a une autre,
voire d'un élevage a un autre. L'ubiquité de ces parasites est, dans cette mesure, déterminante.

Les prévalences obtenues dans la présente étude peuvent étre considérées comme relativement
élevées, les commentaires suivants détaillant les différents paramétres intervenant dans ces

résultats.

45.2. Prévalence par tranche d'age
La variation des prévalences observées dans les differentes classes d’age des poulets et des
dindes decrit une courbe parabolique (figure 7).
Ces résultats sont similaires a ceux de nombreuses études, entre autres ceux rapportés par
Kichou et al. (1996) qui observent la maladie chez les animaux agés de 26 a 50 jours, et ceux
obtenus par Goodwin et Brown (1988) chez des poulets agés entre 17 et 52 jours. En effet,
I’infection a Cryptosporidium spp. survient chez les jeunes poulets agés de moins de 11
semaines et la maladie n’a jamais été rapportée chez les animaux adultes (Itakura et al., 1984 ;
Fayer et Ungar, 1986).
L’examen révele I’existence d’une différence significative entre les différentes catégories
d’age, avec une incidence élevée chez les poulets agés entre 21 et 30 jours (75,7% en
moyenne) pour le poulet, et entre 21 et 40 jours (76%) pour la dinde. De nombreux auteurs
aboutissent a des résultats similaires (Goodwin et Brown, 1988 ; Ley et al., 1988).
Kichou et al. (1996) ne retrouvent pas de cryptosporidies chez les sujets agés entre 1 et 26
jours. lls expliquent ces résultats par l'immunité passive des animaux qui possédent
probablement des taux d’anticorps maternels contre Cryptosporidium suffisants pour
contrecarrer I’infection a cet age. Ce n'est pas le cas dans la présente étude puisque, aussi bien

dans les deux espéces aviaires, des taux d'infection relativement élevés sont retrouvés chez les
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trés jeunes oiseaux, particulierement chez la dinde : 12,5% des animaux agés entre 1 et 10
jours et 50% des sujets agés de 10 a 20 jours hébergent des cryptosporidies. Chez le poulet,
aux mémes ages, 9 et 49% des poussins, respectivement, sont porteurs de cryptosporidies. La
cryptosporidiose est connue comme maladie des jeunes mais non néonatale. La présence des
parasites dans l'environnement des animaux & trés jeune age est généralement l'indice d'une
mauvaise désinfection et d'une conduite sanitaire défaillante. Cependant, les cryptosporidies
sont tres résistantes dans le milieu extérieur et peu de substances sont efficaces pour détruire
leurs oocystes (Bryant et al., 1992).

D'apres Rose et Slifko (1999), ce protozoaire est un des microorganismes les plus difficiles a
détruire par les désinfectants usuels. La majorité de ceux qui sont utilisés couramment pour
décontaminer les locaux n'ont pas d'efficacité sur les oocystes, méme lorsqu'ils sont appliqués
sur des périodes de temps trés longues et a de fortes concentrations (Pokorny et al., 2002).
Seuls une exposition a des températures elevees (1 minute a 72°C ou 5 minutes a 64°C)
(Lindsay et Zajac, 2004 ; Derouin et al., 2002) ou un contact prolongé a de I’ammoniaque 5%
ou du formol 10% (Barr, 1997 ; Derouin et al., 2002) détruisent les oocystes. Ces méthodes
ne sont pas utilisées en désinfection classique. Seules les unités d'élevage de grande

importance utilisent I'eau chaude en premiere intention.

45.3. Variation en fonction des méthodes d*analyse

L'examen histologique est pratiqué sur la trachée, la bourse de Fabricius, l'ileon et le
proventricule tandis que les frottis sont réalises uniquement sur la trachée et l'intestin.

A l'analyse des résultats obtenus par les différentes méthodes, il est relevé des disparités
importantes entre ceux obtenus a I'histologie et ceux observés sur frottis, nonobstant le site
d'infection. Des différences comparables, 81,5 et 85% pour le poulet et la dinde
respectivement, sont observées entre ces deux techniques.

Sur les sections histologiques, les formes schizogoniques et sexuées présentent une faible
coloration a la technique d’Henriksen et Pohlens, contrairement aux stades finaux qui
arborent une tonalité plus nette et correspondent aux oocystes. Ces derniers sont observés
tant6t accolés a la surface de l'entérocyte tantdt en dehors de celle-ci. Une fois que leur
maturation est achevée, ceux-ci se détachent de leurs sites respectifs et se retrouvent ainsi
libérés dans la lumiere de l'organe infecté et entremélés avec les constituants du contenu
intestinal, ce qui permet de les détecter plus aisément. Cependant, en général la sensibilité de

cette technique est faible, d'ou, en raison de leur petite taille et de leur rareté dans certains
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échantillons, les oocystes peuvent étre ignorés ou confondus avec des cellules de levure (De
Waal, 2012), ce qui peut engendrer des résultats par exces ou par défaut.

Les matieres fécales de dinde sont positives dans 27,3% des cas, bien moins que les résultats
obtenus par I'histologie ou I'examen des frottis. Ces différences sont cependant cohérentes vu
que les feces sont récoltées sur parquet correspondant a un ensemble d'animaux et
représentent donc la moyenne approximative d'un cheptel, tandis que les organes ne sont
prélevés que sur des animaux morts ou malades et sacrifiés en vue d'une autopsie. Cela
indique que les cryptosporidies se retrouvent principalement chez des oiseaux affaiblis, que
ces parasites soient responsables primaires de I'affection ou présents en tant qu'agents de
surinfection (Gati, 1992 ; Huang et al., 2003 ; Ma et al., 1984 ; Morgan et al., 2000 ; Rhee et
al., 1998 ; Umemiya et al., 1989).

45.4, Fréquence des localisations de Cryptosporidium

L'ileon est l'organe le plus fréeqguemment infecté par les cryptosporidies, quelle que soit
I'espéce animale considerée. La dinde présente une différence plus importante entre les
localisations digestive (54,3%) et respiratoire (22,5%). C. meleagridis, dont I'hdte habituel est
la dinde, est connu pour présenter un tropisme intestinal alors que C. baileyi se développe au
niveau de la bourse de Fabricius, du cloaque, de l'intestin et de la trachée et provoque
principalement des symptomes respiratoires (Goodwin et al., 1987). Or C. baileyi est plus
rarement retrouve chez la dinde (Blagburn et al., 1987 ; Current, 1986 ; Hoerr et al., 1987 ;
Lindsay et al., 1987D).

La bourse de Fabricius représente la deuxiéme localisation préférentielle chez le poulet, soit
une fréquence de 47,5%. La trachée, quant a elle, ne représente que 23,9% de I'ensemble des
cas examinés. Itakura et al. (1984) rapportent que les organes les plus souvent atteints par
Cryptosporidium spp. sont la bourse de Fabricius (85%), le tractus respiratoire (41%) et
I'intestin (11%), observations tres éloignées des résultats obtenus dans notre étude.

A partir des résultats concernant I'iléon, C. meleagridis pourrait étre considéré comme le
principal agent d'infection, parmi les cryptosporidies, dans les élevages étudiés. Par ailleurs,
C. meleagridis est principalement retrouve chez le dindon ; sa présence exclusive chez cette
espéce animale, considérée comme son héte habituel, est fréquente (Gharagozlou et al.,
2006). Cependant, 47,5% des bourses de Fabricius de poulets hébergent des cryptosporidies.
Cet organe étant une cible privilégiée de C. baileyi, la conclusion précédente devient délicate
a soutenir pour cette espece animale. Les infections mixtes existent tant chez les animaux
(Maikai et al., 2011) que chez ’homme (Xiao et Feng, 2007). Chez le poulet, Wang et al.
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(2011) ont signalé, par des techniques moléculaires, des cas d’infections mixtes chez un
méme individu avec C. baileyi et C. meleagridis. Il importe alors que les systemes
d’identification et de sous-typage des espéces soient capables de les identifier afin de porter
un diagnostic exact et des informations fiables (OIE, 2008). De méme, 1’existence possible de
C. baileyi au niveau de I’intestin gréle, au méme titre que C. meleagridis (Xiao el al., 2004),
fait que des cas d’infections mixtes peuvent exister au sein d’un méme individu, ce qui
expliquerait certains des cas retrouvés dans notre étude. La présence de ces cas au sein d’un
méme élevage aggrave la cryptosporidiose qui va se manifester a la fois par un syndrome
respiratoire pour C. baileyi et digestif pour C. meleagridis. L’association de ces deux
syndromes est en effet signalée par plusieurs auteurs (ltakura et al., 1984 ; Kichou et al.,
1996), mais sans déterminer les espéces en cause.

45.5. Frequence des localisations en fonction de la méthode d'analyse

Les bourses de Fabricius ne sont pas concernées par cette étude comparative car prélevées
uniquement chez le poulet et examinées exclusivement a I'histologie, ce qui a permis de
révéler 47,5% de positivité chez cette espéce.

Pour les autres sites d'infection, les résultats obtenus par les deux méthodes, histologie et
examen des frottis, sont tres différents. Cette différence est plus importante a lI'examen des
iléons qu'a celui des trachées, pour les deux especes animales étudiées. Ainsi, hormis la
différence minime (23 vs 27,4%) observée pour les trachées de poulets, les écarts sont
particulierement importants entre les résultats obtenus a I'examen des frottis et a I'histologie.
Cette variation est retrouvée par d'autres auteurs (Kichou et al., 1996 ; Tzipori et Campbell,
1981) mais a des degrés moindres.

L'histopathologie est habituellement utilisée afin de confirmer les cas positifs aux techniques
rapides et rechercher de nouveaux individus porteurs de Cryptosporidium non dépistés
provenant d'un méme élevage reconnu positif, et étudier les Iésions associées. Ceci suggere
que I'histologie serait une technique plus sensible. Pour Kichou et al. (1996), I'histopathologie
a permis de confirmer la présence du parasite au niveau de 40 bourses parmi les 41 positives a
l'auramine-O. Ceci fait de [I'histologie la méthode de choix pour la détection de
Cryptosporidium au niveau de la bourse et de la trachée. Cependant, au niveau de l'intestin,
seule la technique cytologique de coloration a l'auramine-O a permis la détection de
Cryptosporidium spp. (Kichou et al., 1996). Ceci pourrait étre expliqué par le fait que les
prélevements ont été effectués au niveau de [l'iléon, portion rapportée comme le site

préférentiel de Cryptosporidium dans le tube digestif (Chermette et al., 1989) alors qu'il est
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possible quau moment du préléevement, le parasite se situait a un niveau plus antérieur,
jéjunum, voire duodénum (Goodwin, 1989), et par conséquent Cryptosporidium serait plus
difficile a retrouver dans la muqueuse iléale. Ceci suggere la recherche de Cryptosporidium
au niveau de plusieurs parties du tube digestif pour des études ultérieures.

4.5.6. Variation de la fréquence en fonction de la saison

Statistiguement, la saison n'a pas d'influence significative sur la prévalence de I'infection bien
que les taux observés soient trois fois moins importants durant la saison estivale. A l'opposé
de nos résultats, Goodwin et Brown (1988) observent une incidence de linfection a
Cryptosporidium plus faible durant les mois d'hiver en Géorgie, USA. Curieusement, les
explications invoquées par ces auteurs incluent les modes d'élevage et des pratiques de
biosécurité non optimales, ainsi que des facteurs environnementaux et climatologiques
locaux. Ces remarques, probablement liees a la présence du parasite et non a l'effet de la
saison, sont valables pour notre étude. D'apres Current et Garcia (1991), la prévalence serait
plus élevée pendant les mois les plus chauds et les plus humides.

Dans les régions objets de notre étude, la plupart des éleveurs évitent la période estivale
lorsqu'ils ne possédent pas les installations et le matériel adéquats : batiment conforme,
systéeme de pad-cooling, etc. Ainsi, seuls les élevages respectant un tant soit peu les normes
zootechniques et sanitaires demeurent en activité, ce qui expliquerait la diminution de la

prévalence de l'infection cryptosporidienne durant I'été.

45.7. Influence du type de batiment d*élevage

Lors de notre étude, la variation la plus significative, parmi les parametres étudiés, est
observée entre les deux types de batiment considerés.

Le type de batiment d'élevage, envisagé ici en tant que mode d'élevage, joue en effet un réle
fondamental dans la qualité de I'atmosphere régnant autour des animaux. Les facteurs de
stress les plus importants au cours de I'élevage sont d'ordres physique (bruits), climatiques
(température, humidité), sociaux (contact avec les congénéres et les manipulateurs, densité
élevée), comportementaux (manque d'exercice, compétition aux abreuvoirs et mangeoires) et
environnementaux (confrontation avec des événements nouveaux) (Hartung, 2006 ; Broom,
2003). Le microclimat présent dans le batiment d'élevage est un des facteurs les plus
importants a prendre en compte. En effet, un microclimat inadapté a la physiologie des
animaux peut provoquer un stress thermique. Beaucoup d’¢éléments sont nécessaires pour le

définir et I’évaluer, de nombreux facteurs entrant en jeu dans I’apparition de ce stress et dans
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la réaction des oiseaux. Au-dela de la menace que peut constituer ce stress pour le bien-étre
des animaux, il est aussi important de noter que les facteurs climatiques peuvent fragiliser les
oiseaux, augmenter le risque de dispersion de maladie et les risques sanitaires. Or il est
difficile de maintenir des conditions climatiques optimales dans une construction sous serre.

Les résultats obtenus dans cette étude (58 vs 11% pour le poulet et 35 vs 8% pour la dinde)
indiquent bien que les conditions sanitaires et zootechniques sont déterminantes dans
I'apparition et la transmission de l'infection cryptosporidienne, comme de tout autre type
d'infection. L’infection a Cryptosporidium permet d’expliquer l'origine de certains cas de
diarrhée dans 1'élevage, dont 1’étiologie était jusque-la inconnue, et qui ne cédent a aucun

traitement classique.

4.5.8. Région d'étude
La région de Boumerdes présente des taux de positivité supérieurs a ceux obtenus dans celle
d'Alger. Les explications possibles seraient relatives a la densité des élevages de volailles
dans cette wilaya, considéerée en effet comme une région avicole. L’aviculture est une activité
prédominante dans la région ; elle est pratiquée par plus de 1.500 aviculteurs dont 400 sont
structurés, selon la chambre d’agriculture de Boumerdes. La différence de prévalence de
I'infection cryptosporidienne entre les deux régions d'étude serait ainsi liée, au moins pour une
part, a cette capacité d'élevage. D'apres Mawdsley et al. (1995), les activités d'élevage a
l'origine de fortes concentrations de bétail constituent une source potentielle de
Cryptosporidium dans I'environnement. Les activités agricoles sont elles aussi responsables
de la présence de cryptosporidies dans le milieu car les eaux de ruissellement emportent des
effluents provenant des excréments d'animaux domestiques épandus, et peuvent ainsi de

retrouver dans les eaux de forage, frequemment utilisées en élevage avicole.

4.5.9. Dimensions des oocystes
4.5.9.1. Chez le poulet
Les valeurs retrouvées sont comprises dans la fourchette des données de référence OIE (2005)
pour les criteres morphométriques concernant I'espéce de cryptosporidie isolée des lieux
d’infection étudiées chez le poulet, Cryptosporidium baileyi. Chez le poulet, ce parasite est
fréquemment retrouvé dans I'ensemble de ces sites de prédilection (trachée, cloaque et bourse
de Fabricius), ce qui est le cas dans notre étude. Les mensurations correspondent a ce qui est
relaté par plusieurs auteurs pour ce qui est de C. baileyi isolé a partir de ces mémes organes

(Lindsay et al., 1989 ; Gati, 1992 ; Taylor et al., 2008). Plusieurs auteurs signalent que la
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cryptosporidiose du poulet se manifeste le plus souvent sous une forme respiratoire (Itakura et
al., 1984 ; Goodwin et al., 1996 ; Kichou et al., 1996). Par ailleurs, selon ces mémes auteurs,
C. baileyi est retrouvé systématiquement dans le cloaque et la bourse de Fabricius, et ce
quelle que soit la voie d’inoculation, orale, conjonctivale ou respiratoire. Cette particularité
est probablement due a une ingestion des sécrétions respiratoires ou conjonctivales (Lindsay
et Blagburn, 1986). La cryptosporidiose a C. baileyi est une maladie de I’épithélium de la
bourse de Fabricius et du cloaque du poulet, sans Iésions graves, parfois sans signes cliniques.
Par contre, la cryptosporidiose respiratoire a C. baileyi du poulet peut entrainer une morbidité
élevée et quelque mortalité qui devient importante s'il y a association avec d’autres
pathogénes.

Certains oocystes ont des dimensions dépassant les moyennes de référence mais qui
n’atteignent pas celles de C. galli, troisieme espéce d'importance chez les oiseaux, décrite
pour la premiére fois par Pavlasek (2004), localisée au niveau du proventricule, avec des
dimensions de 8,5-8,0 x 6,2-6,4, nettement plus grandes que C. baileyi.

Du point de vue de la santé publique, C. baileyi peut, dans certaines conditions particuliéres,
se transmettre a ’homme (Ditrich et al., 1991 ; Euzeby, 2002).

4.5.9.2. Chez la dinde

Les résultats concernant la dinde montrent des valeurs qui sont dans la fourchette des données
de référence OIE pour les criteres morphométriques pour les deux espéces habituellement
isolées des lieux d’infection étudiées chez la dinde (Lindsay et al., 1989 ; Gati, 1992 ; Taylor
et al., 2008). Cette localisation entraine une pathologie digestive parfois grave dans I’élevage.
Il est a noter que le dindon est I’hdte de référence de Cryptosporidium meleagridis,
soupconné d’étre a l’origine d'épisodes d’entérite chez les oiseaux (Mosele, 1998). La
cryptosporidiose a C. meleagridis est une maladie iléale de la dinde et d’autres volailles, ainsi
que ’homme. Les résultats des mesures qui correspondent a C. baileyi, retrouvées dans les
prélevements de I’iléon et des fientes, témoignent du fait que cette espece affecte les volailles
en causant une forme respiratoire associée a un syndrome intestinal avec diarrhée et faible
mortalité (Euzeby, 1987). La cryptosporidiose a C. baileyi de la dinde, bien que plus rare chez
cette espéce animale, est similaire a celle du poulet (OIE, 2005).

En raison de leurs grandes similitudes morphométriques, il est difficile de distinguer entre les
oocystes de Cryptosporidium meleagridis et ceux de la quatrieme espéce des galliformes,
Cryptosporidium sp. du colin de Virginie, en se basant sur la morphologie, car ce dernier se

trouve dans la fourchette 4,5-6,0 x 3,6-5,6, avec un rapport longueur/largeur de 1,00-1,63.
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Alors que C. meleagridis peut se transmettre a la caille, les études de transmission indiquent
que le parasite infectant les colins de Virginie est vraisemblablement une espece spécifique et
bien distincte (Mosele, 1998). La caille ne fait pas I’objet de notre étude.

Pour ce qui est de la santé humaine, Cryptosporidium meleagridis est un agent de zoonose. Il
est décrit chez des patients immunocompétents, ses oocystes sont indiscernables de ceux de
C. parvum par les méthodes classiques (OIE, 2005). Ces deux especes constituent la menace
zoonotique la plus significative.

Ce travail montre que toutes les mensurations donnent des valeurs qui sont dans la fourchette
des données de référence OIE pour les deux principales espéces isolées a partir des différents
organes étudiés. Ceci confirme la fiabilité de cette méthode pour le diagnostic précoce et de
routine de cette parasitose, aussi bien du vivant de I’animal que sur cadavre, et permet en
outre de poser un diagnostic rapide, de suspicion, de la cryptosporidiose a C. meleagridis et a

C. baileyi.

45.10. Lésions macroscopiques
Dans le présent travail, Cryptosporidium est le seul parasite recherché. Or, en pathologie
digestive, I’infection est souvent multifactorielle, ce qui explique la non-speécificité des
Iésions digestives observées, du fait que les oiseaux peuvent étre le plus souvent affectés a la
fois par plusieurs agents. De méme, il est difficile d'attribuer la diarrhée observée chez les
poulets aux cryptosporidies car l'infection du tractus intestinal par Cryptosporidium n'est pas
toujours accompagnée de signes cliniques (Randall, 1982 ; Itakura et al., 1985). Néanmoins,
le parasite peut étre seul pathogéne, comme il peut étre un agent de surinfection. Ceci est
démontré par divers travaux chez les oiseaux et chez les mammiféres. Pour Whiteman et
Bickford (1989), Cryptosporidium est a I’origine de troubles digestifs qui, cependant, ne
peuvent pas étre considérés comme spécifiques car d’autres agents pathogenes de I’intestin
sont également présents. Dans le méme contexte, Goodwin (1988) signale la cryptosporidiose
intestinale avec présence d’Eimeria et de bactéries, mais sans préciser I’espéce. Un autre cas
d’atteinte de I’intestin gréle (Goodwin, 1988) décrit des animaux faibles, souffrant d’une
diarrhée liquide, verdatre, avec croissance interrompue, mais d’autres agents pathogenes sont
présents (Eimeria, colibacilles, maladie de Marek) et le r6le des cryptosporidies en tant que
cause de la maladie est incertain. Gharagozlou et Khodashenas (1985) signalent des cas
d’entérite cryptosporidienne sur des poulets atteints d’une sévére diarrhée chronique, sans

qu’aucun autre agent pathogéne n’ait été retrouve.
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En général, chez le dindon tout comme chez le poulet, les interférences entérocoles les plus
souvent rapportées sont celles avec les virus : hépatite virale et réovirus (Wages et Ficken,
1988), les parasites : Eimeria tenella (Awadala et al., 1994), Hexamitia (Cooper et al., 2004)
et les bacteries : salmonelles, C. perfringens (Euzeby, 1987 ; Zylan et al., 2006). Enfin, une
étude en Espagne (Pagés-Mante et al., 2007) montre que C. meleagridis peut étre seul
pathogene et responsable d’épidémie, caractérisée par un syndrome digestif et respiratoire,
avec une forte mortalité (50%) et une morbidité de 70%.

Du point de vue macroscopique, les Iésions retrouvées, avec présence de cryptosporidies au
niveau du tube digestif, que ce soit chez le poulet ou chez le dindon, correspondent
globalement a celles décrites par plusieurs auteurs : entérite catarrhale, dilatation de 1’intestin
gréle par les liquides et les gaz ; le caecum est aussi dilaté par des liquides mousseux
(Fletcher et al., 1982 ; Goodwin et Brown, 1989 ; Whiteman et Bickford, 1989 ; Zylan et al.,
2008). Les mémes constatations sont faites pour les Iésions observées par Ozkul et Aydin
(1994) dont I’hyperhémie, la présence de liquide et de gaz au niveau de la lumiére intestinale.
Les Iésions caecales sont le plus souvent associées, comme rapporté par plusieurs auteurs
(Slavin, 1955 ; Goodwin, 1988) et observe lors de notre étude.

D'autres Iésions, spécifiques a d’autres pathologies, sont retrouvées, avec la présence du
parasite, telles celles liées a la coccidiose ou a la colibacillose. En effet, I’interférence avec les
pathogenes majeurs est souvent décrite chez les deux volatiles. Ozkul et Aydin (1994)
retrouvent, dans la cryptosporidiose intestinale, un examen microbiologique positif aux
colibacilles.

Concernant l'atteinte trachéale, dans les élevages de volailles ou l'infection cryptosporidienne
est observee associée a des problémes respiratoires, d'autres agents pathogénes sont souvent
mis en évidence, ce qui n'est pas le cas dans notre étude puisque seules les cryptosporidies
sont recherchées. L'affinité de C. baileyi pour les cellules épithéliales du tractus respiratoire a
été expérimentalement démontrée aprés inoculation par voies intra-trachéale ou intra-
péritonéale (Current et al., 1986 ; Lindsay et Blagburn, 1990).

Dans cette ¢étude, l’objectif principal porte sur I’identification expérimentale de
Cryptosporidium. Les autres agents n’ont pas fait I’objet d’une recherche complémentaire au
laboratoire. Le diagnostic est donc établi sur une base lésionnelle, dont certaines peuvent étre,
sinon pathognomoniques, du moins spécifiques, par exemple la colibacillose qui se

caractérise par la triade lésionnelle "aérosacculite-péricardite-périhépatite™.
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45.11. Lésions microscopiques

Les lésions histologiques observées sont celles classiquement décrites avec la présence du
parasite sur les cellules épithéliales. L’atrophie des villosités, I’hyperplasie des cryptes et le
raccourcissement des microvillosités sont les modifications pathologiques majeures associées
(OIE, 2005). Ces lésions témoignent de la pathogeénicité des cryptosporidies causant des
altérations épithéliales qui sont probablement le résultat soit d'atteinte directe de la cellule
épithéliale de I’hote, soit de perturbations indirectes causées aprés recrutement de cellules et
de cytokines pro-inflammatoires, soit des deux effets associés. Le résultat final serait la
diarrhée (Certad, 2008). Notre étude concerne des animaux morts ou moribonds, avec un taux
d’isolement qui est de 50 a 75% des sujets prélevés au sein d’un méme élevage. Tous ces faits
constituent des arguments valables pour confirmer la pathogénicité du parasite bien que les
autres agents n’aient pas €té recherchés.

Plusieurs auteurs signalent que la cryptosporidiose du poulet se manifeste le plus souvent sous
une forme respiratoire, avec presence systématique dans le cloaque et la bourse de Fabricius
(Itakura et al., 1984 ; Current et al., 1986 ; Goodwin et al., 1996 ; Kichou et al., 1996), ce qui
rejoint les résultats de la présente étude.
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Conclusion

La cryptosporidiose chez les volailles existe en Algérie avec une prévalence qui semble
importante. Dans les élevages étudiés, celle-ci est de 38,7% chez le poulet et de 46,2% chez le
dindon. La maladie est particulierement présente dans les élevages ou les conditions d'hygiéne
sont médiocres.

Ce travail a permis de démontrer I’importante des cryptosporidies dans les élevages de
volailles. Ceci laisse supposer que ces parasites sont soit des pathogenes primaires qui initient
la pathologie chez les oiseaux, soit des agents de surinfection. Ainsi, la localisation au niveau
de la bourse de Fabricius, fréquente avec C. baileyi, entraine une immunodépression
favorable au développement d’autres pathogeénes. Certains travaux laissent a penser que le
parasite posséderait une action immunosuppressive (Guy et al., 1987). Ce fait, qui semble
spécifique aux oiseaux, pourrait s’expliquer par la colonisation de la bourse de Fabricius par
les cryptosporidies et les modifications histologiques qu’elle implique (Kichou et al., 1996).
De méme, une immunodépression passagére due aux agents, méme vaccinaux (cas de la
maladie de Gumboro) profite au parasite qui se développe en conséquence, en aggravant alors
les lésions. Plusieurs études soutiennent cette hypothése (Abassi et al., 1997). En revanche,
Blagburn et al. (1991) n’ont décelé aucune interaction entre les cryptosporidies et le virus de
la maladie de Gumboro. Par contre, ils ont établi que la présence de colibacilles ou du virus
de la bronchite infectieuse accentuent la sévérité des lésions dues aux cryptosporidies. De
plus, certaines lésions classiques de maladies chez la volaille sont aussi présentes dans le cas
de la cryptosporidiose. Par exemple, 1’aérosacculite rencontrée dans les mycoplasmoses est
aussi engendreée par C. baileyi.

Plusieurs travaux de recherche comportant des modéles expérimentaux ont permis de veérifier
la pathogénicité des cryptosporidies, ainsi que la concomitance et la synergie d’action avec
plusieurs virus, bactéries, parasites, champignons, aggravant la cryptosporidiose. Cependant,
les études concernant ces interférences dans le cas d'infections naturelles sont encore
insuffisantes pour comprendre les mécanismes de synergie, qui demeurent encore obscures.
La forme respiratoire chez les poulets est souvent accompagnée de la forme intestinale. Dans
ces formes mixtes, des analyses plus fines, telles que les méthodes de biologie moléculaire,
seraient indiquées afin de rechercher la présence de plus d'une espece de cryptosporidie. Il est
en effet admis que des parasites différents sont a l'origine des formes respiratoire et digestive.
Enfin, quelques conclusions sont apparues lors de cette étude, dont certaines sont partagées

par nombre d'auteurs :




- La méthode du frottis est apparemment plus performante que I'histopathologie pour le
diagnostic de routine. La coloration des selles permet un diagnostic rapide mais peu
specifique de I'infection cryptosporidienne, et devrait donc étre complétée par une méthode de
sensibilité et de spécificité plus accentuées.

- L'arrét des anticoccidiens ne semble pas avoir un impact sur la fréquence de l'infection
puisque dans certains des élevages enquétés, des anticoccidiens sont régulierement utilisés, ce
qui ne modifie pas les résultats des analyses.

- D'autres études sont nécessaires pour identifier les espéces cryptosporidiennes en cause et
étendre a d'autres types d'élevage.

- Une recherche systématique du parasite devrait étre entreprise dans tous les cas de diarrhée
rebelle a tout traitement.

Du point de vue de I'aspect zoonotique, C. parvum et C. hominis sont responsables de plus de
90% des cas humains de cryptosporidiose dans la plupart des pays étudiés, le reste étant
attribué a C. meleagridis, C. canis et C. felis. Cependant, certaines régions, en particulier les
pays en développement, présentent une prévalence élevée de ces especes inhabituelles (Xiao
et Feng, 2008). A Lima (Pérou) et Bangkok (Thailande), C. meleagridis est aussi répandu
chez les humains que C. parvum, responsable de 10 a 20% des cas de cryptosporidiose
humaine (Gatei et al., 2002 ; Cama et al., 2007 et 2008). Cet aspect n'est pas considéré dans la
présente étude pour des raisons logistiques mais devrait étre pris en compte dans d'éventuelles

études ultérieures.
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