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Introduction

Cryptosporidium est un parasite coccidien, qui infecte le tube digestif de plusieurs
espéces animales incluant les mammiféres, oiseaux, poissons, reptiles et amphibiens.
Ce protozoaire présente un cycle évolutif monoxene (direct), qui se déroule entre I'nbte
infecté et le milieu extérieur. Aprés plusieurs phases de multiplication du parasite dans
les cellules intestinales (développement particulier : intracellulaire mais extra-
cytoplasmique), I'néte infecté élimine dans l'environnement des éléments parasitaires
directement infectants pour d'autres hétes, caractérisant les oocystes sporulés de

Cryptosporidium (Fayer, 2010; Valigurova et al,. 2008)

Au sein des protozoaires particulierement les Apicomlexa, ces parasites font partie de
la famille de Cryptosporididae, dans laquelle un seul genre Cryptosporidium est
connu. Au sein de ce dernier genre, l'arrivée et 'avancement des approches de la
biologie moléculaire permet [identification de plusieurs especes parasitaires
spécifiques et bien adaptées chez les difféerents hétes animaux. Cependant, en raison
de la description des nouvelles especes et la découverte continue de nombreux
génotypes, la taxonomie du genre Cryptosporidium est toujours en discussion

(Slapeta, 2013).

Les cryptosporidies surtout I'espece Cryptosporidium parvum, sont connus parmi les
agents entéro-pathogenes les plus impliqués dans le déclenchement des diarrhées
néonatales chez les animaux, particulierement les jeunes ruminants (veaux, agneaux,
chevreaux). Ces parasites en association ou non avec d'autres agents entéro-
pathogenes d'origine virale ou bactérienne, engendrent dans les exploitations des
ruminants des pertes économiques considérables liees a la morbidité et méme la

mortalité des nouveau-nés (Morin, 2002).
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Actuellement, le risque zoonotique de Cryptosporidium spp. est bien démontré et les
cryptosporidies sont connus comme étant des agents entéro-pathogenes émergents.
L'hnomme connu par sa réceptivité spécifique a I'espéce Cryptosporidium hominis, est
infecté aussi par d'autres espéces d'origine animal surtout Cryptosporidium parvum.
Dans différents pays développés et méme en voie de développement, linfection par
ces deux derniéres especes a été associée a des épisodes diarrhéiques chez des
personnes immunocompétentes et des individus immunodéficients comme les sidéens

(Slapeta, 2013 ; Xiao, 2010)

L'épidémiologie de la cryptosporidiose incluant la prévalence, facteurs de risque,
caractérisation moléculaire des especes et génotypes infectants et détermination des
variations génétiques au sein de ces derniers et I'évaluation du risque zoonotique, ont
eté bien documentés chez certaines especes animales surtout les ruminants, les
oiseaux et méme chez le porc. Par contre, peu de données sont actuellement
disponibles sur I'épidémiologie de cette maladie parasitaire chez les équidés. De plus,
en Algérie un nombre trés limité d'études sur la cryptosporidiose animale a été publie.
A cet effet, notre étude a pour objectifs, l'estimation de la prévalence de
Cryptosporidium spp. chez les chevaux et chez l'espece asine et l'étude des
variations du taux d'infestation en fonction de certains facteurs particulierement l'age
des animaux. A cet effet, des techniques usuelles de diagnostic de la cryptosporidiose
et des techniques avancées de la biologie moléculaire ont été utilisées pour identifier
les especes ou génotypes infectants et pour I'évaluation du role zoonotique des équidés
dans la dissémination des cryptosporidies. En parallele de la recherche des
cryptosporidies, d'autres parasites particulierement les microsporidies ont été aussi

identifiées par ces approches moléculaires.
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1. Généralités sur les cryptosporidies

1.1. Historique

Entre 1907 et 1912, Tyzzer met en évidence les oocystes d'un nouveau coccidien dans
les glandes gastriques et l'intestin gréle de la souris de laboratoire. Il décrit son cycle
parasitaire et pense qu'il vit attaché a I'épithélium des glandes gastriques et de l'intestin
gréle. En se basant sur le site d'infection et la morphologie du parasite, Tyzzer classifie
ce protozoaire en deux especes distinctes ; Cryptosporidium muris pour les oocystes
isolés dans les glandes gastriques et Cryptosporidium parvum pour les oocystes

isolés dans l'intestin gréle (Tyzzer, 1907, 1910, et 1912).

Les criteres utilisés pour identifier et nommer les espéces de Cryptosporidium ont été
basées initialement sur I'n6te spécifique, la localisation des stades endogénes et la
morphologie des différents stades endogénes et exogenes du parasite. La spécificité
d'hote a été appliquée pour la dénomination de certaines espéces de Cryptosporidium
comme les oocystes isolés dans les féces des ovins ont été nommeés C. agni (Barker et
Carbonell, 1974). Le parasite isolé dans les feces humaines a été nommeé C. garnahmi

(Bir, 1981) ou C. enteriditis (Qadripur et Klose, 1985).

Toutefois, il manquait des données taxonomiques qui pouvaient clairement distinguer
ces especes de toutes les autres (morphologie, biologie et/ou données moléculaires),
elles devenaient des dénominations non valides. La morphologie des oocystes restait
insuffisante pour distinguer d'une espéce a une autre, a lI'exception des parasites avec

des larges et petits oocystes (Fayer, 2010).

Depuis 1970 jusqu'a 1990, seule I'espece Cryptosporidium muris a été considérée

comme le parasite de la muqueuse gastrique avec des oocystes plus larges. Tandis
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gue, l'autre espece Cryptosporidium parvum considérée comme infectante de la
muqueuse intestinale des mammiféres avec des petits oocystes (Tzipori et al., 1980).
Durant cette période, les oocystes isolés chez les différentes especes animales et
méme I'homme, ont été identifiés et publiés comme C. parvum, C. parvum like ou tout

simplement Cryptosporidium (Fayer, 2010).

Le rbéle pathogene des cryptosporidies a été signalé chez le dindon infesté par des
oocystes de Cryptosporidium, ayant présenté des troubles diarrhéiques séveres

(Slavin, 1955).

Chez les bovins, le premier cas clinique de la cryptosporidiose a été observé chez une
génisse agée de 8 mois (Panciera et al., 1971), dont la maladie est associée a une
diarrhée chroniqgue en l'absence d'isolement d'autres agents entéropathogenes

(Bourgouin, 1996 ; Fayer, 2004).

En 1976, deux cas de cryptosporidiose humaine ont été révélés chez une fille agée de
3 ans et un adulte 4gé de 39 ans (Meisel et al., 1976; Nime et al.,, 1976). Suite a
l'apparition de SIDA, les rapports associés aux agents pathogenes opportunistes, ont
été concentrés particulierement sur la cryptosporidiose humaine, dont Casemore et al
(1985) ont rapporté 159 cas d'infection chez des patients immunocompétents et 71 cas

chez des sujets immunodéficients.
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Tableau 1:Historigue des découvertes des différentes espéces de Cryptosporidium.

Année Espéce décrite Hote Références
1907 Cryptosporidium muris souris de laboratoire Tyzzer
1912 Cryptosporidium parvum | souris de laboratoire Tyzzer
1925 Cryptosporidium crotali serpent a sonnette Triffit
1955 Cryptosporidium dindon Slavin

meleagridis
1971 Cryptosporidium wrairi cobaye Vetterling et al.
1976 Cryptosporidiose clinigue | homme Meisel et al, Nime et
1979 Cryptosporidium felis chat domestique |Sagi(i
1980 | Cryptosporidium serpentis | serpent Levine
1986 Cryptosporidium baileyi poussin Current et al.

Ensuite, plusieurs espéeces et génotypes de Cryptosporidium ont été décrits chez les

différentes especes animales, ainsi que la détermination du réle pathogene de ce

protozoaire particulierement chez les bovins et 'homme.

1.2. Taxonomie et classification

Cryptosporidium est un protozoaire coccidien qui appartient au phylum Apicomplexa,

a la classe de Sporozoasida et a la famille Cryptosporididae qui comporte un seul

genre (tableau 2).

L'avenement des techniques de la biologie moléculaire permet une taxonomie précise
dont plusieurs espéeces de Cryptosporidium sont actuellement reconnues valides chez

les différentes especes animales. Egyed et al (2003) ont proposé que seules les
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especes de Cryptosporidium acceptables, celles qui sont étudiées
morphologiquement, biologiquement et elles disposent des informations génétiques.
Xiao et al (2004b) ont publié le consensus pour les conditions minimales pour la
validation d'une nouvelle espece de Cryptosporidium, dont ils ont indiqué des donnés
morphologiques pour les oocystes, caractérisation génétique (détermination par
multilocus si possible), identification des hotes infectés naturels et expérimentales, et

l'adhésion aux regles de I'l.C.Z.N. Tout ceci a été supporté par Jirku et al (2008).

Tableau 2 : Classification et taxonomie de Cryptosporidium spp (O’Donoghue, 1995).

Classification Caractéristiques

Royaume : Protozoa Organisme unicellulaire

Phylum : Apicomplexa Présence d'un complexe apical

. Reproduction asexuée et sexuée avec formation
Classe : Sporozoasida

d'oocystes
Sous/classe : Cycle biologique comporte la mérogonie, gamogonie et
Coccidiosina sporogon.ie

Ordre : Eucoccidiorida  |Mérogonie présente

Développement indépendant de la microgamie et la

Sous/ordre : Eimeriorina )
macrogamie

Famille :

. Cycle monoxéne comporte 04 sporozoites nus
Cryptosporididae y P P

Genre: Cryptosporidium |Un seul genre
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Actuellement, au moins 26 especes et plus de 50 génotypes au sein du genre
Cryptosporidium sont reconnus et identifiés chez les mammiféres dont I'homme,
oiseaux, reptiles, amphibiens et poissons (Slapeta, 2013; Kvac et al., 2013a).
Cryptosporidium parvum est considéré comme une multi espéce complexe, dont la
plupart des génotypes isolés chez les différentes especes animales ont été reconnus
comme des variations génétiqgues de cette espece. Deux génotypes majeurs de C.
parvum ont été identifiés dans plusieurs études moléculaires: le génotype humain isolé
chez 'homme et celui des bovins isolé chez les ruminants et 'homme (Peng et al., 1997;
Xiao et al.,, 1999a; Fayer, 2010). Le génotype bovin a été déja rédécrit comme C.
parvum par Upton et Current (1985), Tandis que le génotype humain a été nommé C.
hominis (Morgan-Ryan et al., 2002).Les données moléculaires récentes ont montré que
certaines espéces ont été initialement connues valides pour certains animaux
(C.parvum, C muris, C. meleagridis) et d'autres ont été considérées comme des
génotypes, mais durant ces derniéres années, elles sont étudiées et reclassées comme
des especes spécifiques et séparées chez certains hotes(tableau 3)(Plutzer et Karanis,
2009; Fayer, 2010; Xiao, 2010). Par exemple, chez le chien, Cryptosporidium parvum
dog génotype a été considéré comme une espéece valide, nommée Cryptosporidium
canis (Fayer et al., 2001), ainsi chez le porc, pig genotype | et Il ont été reclassés
comme deux nouvelles espéces appelées Cryptosporidium suis et Cryptosporidium

scrofarum (Ryan et al., 2004a; kvac et al., 2013b).

A ce jour, la taxonomie et le nombre des especes du genre Cryptosporidium sont
toujours en discussion. Certains auteurs particulierement Jan Slapeta a proposé de
renommer C. parvum particulierement (bovine genotype) comme C. pestis (nouvelle
espece) et de retenir le non C. parvum pour mouse genotype | (Slapeta, 2006).
Cependant, cette proposition a été sérieusement critiquée et refusée par Xiao et al

(2007a), qui ont indiqué que C. pestis est invalide en raison que la description de cette
7
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nouvelle espece (ré-nomination du C. parvum bovine genotype) ne répond pas aux
conditions citées préalablement (Xiao et al., 2004b; Jurki et al., 2008), permettant la
validation des espéces au sein du genre Cryptosporidium. Aussi, le terme C. parvum
a été rarement utilisé pour la description de ces parasites jusqu'au 1985, quand Upton et
Current (1985) font une taxonomie compléte par la ré-description des oocystes isolés
chez le veau et des patients sidéens infectés par des souches bovines, qui ont été
considérés comme l'espéce C. parvum. Cette taxonomie a été en accordance avec les
régles de I'l.C.Z.N et a été acceptée par la plupart des chercheurs (avant 1985, pas de
publication concernant C. parvum, mais depuis cette année, plus de 3000 articles ont

été publiés sur cette espece).

Jan Slapeta (2007, 2011) a répondu a cette critique et a montré que l'appellation
Cryptosporidium pestis est en accordance avec le code de I.C.Z.N et le nom C.
pestis est valide pour remplacer C. parvum bovine genotype. Le probleme est accentué
lorsque Ren et al (2012) ont réalisé une étude morphologique, biologique et génétique
détaillées sur le "mouse genotype I|" et l'ont classé comme une nouvelle espéce
nommée Cryptosporidium tyzzeri. Cependant, Slapeta (2012) a accentué le débat sur
linvalidité de cette espece proposée par Ren et al (2012), car cette appellation C.
tyzzeri a été utilisée par Levine en 1961 pour Cryptosporidium spp chez le poussin,
décrit a l'origine par Tyzzer en 1929. Slapeta a suggéré que l'appellation C. tyzzeri
proposée par Ren et al (2012) est un homonyme primaire et synonyme juniore par

rapport au C. tyzzeri Levine (1961).

A cet effet, C. tyzzeri a été considéré comme une espéce invalide (Slapeta, 2012,
2013). La validation de cette derniere espece est confirmée par Xiao et al (2012) et
acceptée dans les récentes publications concernant le génotypage de Cryptosporidium

spp chez la souris (Kvac et al., 2013a).
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Au sein de certaines espéces et génotypes de Cryptosporidium, les techniques de la
biologie moléculaire permettent la détermination des variations génétiques qui sont
connues sous le terme anglais "subtype families".Contrairement a l'identification des
différentes espéces et génotypes, effectuée par le séquencage du gene codant pour
SSU de I'ADNr (small subunit ribosomal DNA), la détermination de ces "subtype
families" est réalisée par le séquencage et l'analyse des séquences du géne codant

pour une glycoprotéine de surface appelée GP 60 (Xiao, 2010; Feng et al., 2011).

Actuellement, l'isolement des subtypes est limité chez 9 espéces et 4 génotypes de
Cryptosporidium. La terminologie initiale pour designer ces différents subtypes a été
développée par Sulaiman et al (2005) et actualisée aujourd'hui par plusieurs auteurs.
Des numéros romains |, II, I, IV, V, VI, VII, VIII, IX, X, XI, XllI, et XIIl ont été utilisés pour
nommer les subtypes appartenant au C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C.
fayeri, C. cuniculus, horse genotype, C. wrairi, ferret genotype, C. tyzzeri, mink
genotype, opossum genotype I, C. ubiquitum et hedgehog genotype (C. erinacei)
respectivement (Sulaiman et al., 2005; Xiao, 2010; Feng et al., 2011; Dyachenko et al.,

2010; Laatamna et al, 2013 ; Li et al, 2014).
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Tableau 3 : Différentes génotypes reclassés comme des nouvelles espéces valides.

Génotypes et I'animal héte

Nouvelle espéce décrite

Références

Dog genotype chez le chien

Cryptosporidium canis

Fayer et al(2001)

"C. parvum human genotype"
ou geénotype |, génotype H
(homme)

Cryptosporidium
hominis

Morgan-Ryan et al
(2002)

Pig genotype | chez le porc

Cryptosporidium suis

Ryan et al (2004a)

C. Bovine genotype B

Cryptosporidium bovis

Fayer et al (2005)

Marsupial genotype | chez le
kangourou

Cryptosporidium fayeri

Ryan et al (2008)

Marsupial genotype Il chez le
kangourou

Cryptosporidium
macropodum

Power et Ryan (2008)

Cervine genotype chez les

mammiféres

Cryptosporidium
ubiquitum

Fayer et al (2010)

Deer like genotype chez les
bovins

Cryptosporidium ryanae

Fayer et al (2008)

Cryptosporidium bovis-like
genotype or C.bovis des ovins

Cryptosporidium xiaoi

Fayer et Santa (2009)

Rabbit genotype chez le lapin

Cryptosporidium

Robinson et al (2010)

cuniculus
Mouse genotype | chez la| Cryptosporidium tyzzeri Ren et al (2012)
souris
Nouveau génotype chez Cryptosporidium Elwin et al (2012b)
I'nomme viatorum

Pig genotype Il chez le porc

Cryptosporidium
scrofarum

Kvac et al (2013b)

Hedgehog chez

I'hérisson

genotype

Cryptosporidium
erinacei

Kvac et al (2014b)

Plusieurs génotypes reconnus infectants pour différents hotes sont actuellement ré-

décrits comme des nouvelles especes au sein du genre Cryptosporidium.

10
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Tableau 4 : Différentes espéces de Cryptosporidium connues chez les différents hétes

animaux.

Espece Hobte majeur Sites d'infection Références
C. hominis homme Intestin gréle Morgan-Ryan et al (2002)
C. parvum Bovin, homme Intestin gréle Tyzzer (1912)
C. muris souris Estomac Tyzzer(1907)
C. suis porc Gros et petit Ryan et al (2004a)

intestin
C. felis chat Intestin gréle Iseki (1979)
C. canis chien Intestin gréle Fayer et al (2001)
C. wrairi Cobaye Intestin gréle Vetterling et al (1971)
C. bovis bovin Intestin gréle Fayer et al (2005)
C. andersoni bovin Caillette Lindsay et al (2000)
C. kangourou Intestin Power et Ryan (2008)
macropodum
C. fayeri kangourou N D Ryan et al (2008)
C. ryanae bovin N D Fayer et al (2008)
C. xiaoi ovin Intestin Fayer et Santa (2009)
C. ubiquitum bovin, autres Intestin Fayer et al (2010)
hotes
C. cuniculus lapin Intestin gréle Robinson et (2010)
C. tyzzeri souris Intestin gréle Ren et al (2012)
C. viatorum homme N D Elwin et al (2012b)
C. scrofarum porc Intestin Kvac et al (2013b)
C. meleagridis dindon Intestin Slavin (1955)
C. baileyi poule Intestin Current et al (1986)
C. galli poule Proventricule Pavlasek (1999) et Ryan et
al (2003c)
C. fragile amphibien Estomac Jurki et al (2008)
C. serpentis serpents, lézards Estomac Levine et al (1980)
C. varanii lézard Estomac Pavlasek et al (1995)
C. poissons Estomac et intestin | Alvarez-Pellitero et al (2004)
scophthalmi
Alvarez-Pellitero et Sitja-Boba

C. molnari Poissons Estomac (2002)

11
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1.3. Morphologie et cycle évolutif

Cryptosporidium compléte son cycle évolutif chez un seul héte, dont tous les stades
(asexués et sexués) se déroulent chez ce dernier. Donc, il est de type direct et

monoxéne (De Graaf et al., 1999; O’'Donoghue, 1995; Xiao et Fayer, 2008).

Le cycle biologique des cryptosporidies comporte deux phases; une phase interne
(endogéne), qui se déroule a l'intérieur de I'organisme de I'animal infesté et une phase
externe caractérisée par I'élimination dans le milieu extérieur des éléments parasitaires

infectants (Naciri et al., 2007).

Durant la phase interne, quatre étapes essentielles se succedent; l'excystation,

mérogonie, gamogonie et sporogonie (De Graaf et al., 1999; Naciri et al., 2007).

Dans l'environnement, I'animal infecté élimine des oocystes sporulés (chacun contenant

guatre sporozoites) qui seront infectants pour d'autres hétes sains (Naciri et al., 2007).

12
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Intestinal
epithelial cells

Sporozoites
7 .

d

4

Resistant
oocyst

Faeces

Figure 1: Cycle évolutif de Cryptosporidium spp (Smith et al., 2007).
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1.3.1. Phase endogéne

Microscopiquement, les stades endogenes de développement de Cryptosporidium
sont les plus petits en comparaison avec ceux des autres sporozoaires infectant le
tractus intestinal. Presque, tous ces différents stades se déroulent sur la surface apicale
des cellules épithéliales (O’Donoghue, 1995). La localisation des stades de
développement des cryptosporidies dans I'épithélium de I'héte infecté a fait I'objet de
spéculations durant plusieurs années. Cryptosporidium est considéré comme un
parasite intracellulaire mais extracytoplasmique, car durant son attachement sur les
cellules épithéliales, le stade invasive et mobile n'entre jamais dans le cytoplasme de la
cellule hoéte (Barta et Thompson, 2006; Valigurova et al., 2008). Les processus
d'invasion de ce protozoaire et son attachement sur la surface de la cellule héte ont été
étudiés de maniére extensive surtout chez les especes de Cryptosporidium infectant

le tractus intestinal (Valigurova et al., 2008).

Ingestion of
A oocysts
@ $ Gut Lumen
Excystation

@ \A Ghdmg—b Attachment » Invasion __, Type | Meront

Apical motility (Trophozoite)
SRS OO O D acs, =
surace A SRR R D e e
Y . . ] 0 v XA N U -\\,;"‘
|
Basal - : . ; 2
surface
B THIN-WALLED
OOCYST v THICK-WALLED 3 EXITS
INGESTION OOCYST HOST

TROPHOZOITE MICROGAMONT
(microgametes)

OF OOCYSTS ZYGOTE
"T MACROGAMONT

Asexual Cycle Sexual Cycle

TYPE | TYPE Nl
MERONT MERONT

Figure 2 : Différentes phases du cycle évolutif de Cryptosporidium spp (O'hara et

Chen, 2011).
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1.3.1.1. Sites d’infection

Cryptosporidium envabhit les cellules du tractus intestinal principalement I'intestin gréle,
mais d’autres sites intestinaux sont aussi infestés comme le caecum et le colon (Euzéby,
1987; Naciri et al., 2007; O’Donoghue, 1995). Le parasite ne vit pas dans les cellules
épithéliales elles méme, mais a la surface des entérocytes infectées particulierement
dans la bordure en brosse de ces derniéres (Euzéby, 1987; Tzipori et Ward, 2002). Le
protozoaire affecte non seulement le revétement épithélial du tractus intestinal, mais
celui de I'estomac et bien que plus rarement celui des voies respiratoires notamment
chez les oiseaux et celui des voies hépatobiliaires et pancréatiques chez 'homme

(Euzéby, 1987).

1.3.1.2. Excystation

Une fois les oocystes sont ingérés, ils subissent le phénoméne de I'excystation dans le
tractus gastro-intestinal en libérant les quatre sporozoites mobiles et infectants (figure 3). Il
a été rapporté que ce phénomene est déclenché sous l'action de plusieurs facteurs
incluant la bile, certaines enzymes (trypsine, pepsine, protéinase K), pH, température et
dioxyde de carbone (O’Donoghue, 1995; O'hara et Chen, 2011). Aussi, le processus
d'excystation dépend probablement des molécules dérivées de parasite comme la cystine
protéase, arginine aminopeptidase, phospholipase A2 et d'autres protéines de structure
(O'hara et Chen, 2011). Les sprozoites infectants s'évadent a travers d'une fente
provoquée par la dissolution d'une structure spécifique localisée dans la paroi oocystale.
Cette opération débute par une fragilisation mécanique de la paroi dans la partie antérieure
du tube digestif, puis en anaérobiose, se compléte par I'action de la bile (Euzéby, 1987;
O’Donoghue, 1995). Cependant, selon d'autres auteurs (Morin, 2000; Harris et Petry,
1999), la destruction de la paroi oocystale ne semble pas étre provoquée par l'action des

facteurs cités precédemment et permettrait d'expliquer les points suivants :

15
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e La sensibilité accrue des jeunes veaux (deux semaines d’age) a l'infection, qui
sont dépourvus de conditions citées préalablement ; la pepsine est tres secondaire pour
le jeune veau, sa production vers deux semaines d’age est encore pratiquement
négligeable. L’activité protéolytique de la trypsine et la chymotrypsine est notable chez le
foetus de trois semaines avant la mise bas, mais elle s’effondre a la naissance, puis
augmente de nouveau progressivement, il y a donc un déficit d’action protéolytique
durant les premiers jours de vie. De plus, le colostrum contient des inhibiteurs de

protéases en relation avec la protection des immunoglobulines.

e L'infection des sites extra-intestinaux comme le tractus respiratoire et les voies

hépatobiliaires.

e Le phénomene d’auto-infection, ou les oocystes endogénes qui s’éclatent dans

l'intestin gréle sans subir I'action de la bile et les enzymes protéolytiques

Sporozoite

Paroe cocystale

Figure 3 : Un sporozoite excystant de I'oocyste (microscopie électronique a

transmission) (Petry et Harris, 1999).
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1.3.1.3. Stade de trophozoite et formation de la vacuole parasitophore

Apres le phénomeéne d'excystation, les sporozoites libres se déplacent dans la lumiére
intestinale vers les cellules épithéliales grace a des mouvements de reptation par
contraction de leur systeme microtubulaire (Euzéby, 1987) (figure 4). Durant une phase
précoce d'invasion, les sporozoites infectants s'attachent sur la surface apicale des
cellules épithéliales (entérocytes ou cellules gastriques) particulierement les

microvillosités (bordure en brosse).

Microvillosité entérocytaire

Glycocalyx entérocytaire

Complexe apical

Sporozoite infectant

Figure 4 : Début de l'infection de la cellule intestinale par les sporozoites (Laboratoire

HOECHST ROUSSEL VET, 2000).

Le contact entre la partie apicale du sporozoite infectant et la bordure en brosse de la
cellule héte induit une modulation au niveau de la membrane de cette derniere. A ce
niveau, la membrane cellulaire perd ses microvillosités naturelles et forme une
membrane circulaire bien serrée encerclant la partie apicale du sporozoite (Valigurova et

al., 2008) (figure 5).
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Sporozoite

Vacuole de formation de 'organite de
nutrition

Disque électrodense

Figure 5: Un sporozoite au début de l'invasion de la cellule hote (microscopie

électronique a transmission) (Tzipori et Griffiths, 1998).

Cette membrane augmente sur le long du sporozoite. Le développement du bord de
cette membrane est souvent irrégulier et ensuite enveloppe le parasite, ce qui aboutit &
la formation du sac parasitophore. La formation de la vacuole parasitophore est
complétée dans diverses parties du sporozoite et non nécessairement dans sa proximité

distale (figure 6). A ce stade, il ya la formation du trophozoite (Valigurova et al., 2008).

Vacuole parasitophore

Trophozoite

Disque électrodense

Enveloppe parasitophore

Figure 6:Trophozoite dans son enveloppe parasitophore (microscopie électronique a

transmission) (Peeters et Villacorta, 1995).
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1.3.1.4. Mérogonie

Les trophozoites formés subissent une reproduction asexuée par schizogonie
(mérogonie) pour former les mérontes. La division cellulaire des trophozoites par
endopolygenie donne naissance a des mérontes de type I, dont chaque méronte
contient 8 mérozoites de type | (mérozoites de premiére génération), qui sont libérés
aprés la destruction de la vacuole parasitophore (figure 7). Aprés maturation des
mérontes, les mérozoites de premiere génération infectent d'autres cellules épithéliales
en se transformant a nouveau en trophozoites pour donner naissance (apres division
cellulaire) a des mérontes de type Il, dont chacun comporte 4 mérozoites de type Il (ou
deuxieme génération) (figure 8). Aprés maturation des mérontes de type Il, Les
mérozoites de deuxieme génération sont libérés pour entrer en reproduction sexuée
(Tzipori et Ward, 2002; O'hara et Chen, 2011). Les mérozoites de type | peuvent se
multiplient plusieurs fois (intensifient l'infection) en formant des mérontes de type |
avant la formation de la mérogonie de type Il; phénomene de retro-infection (O'hara et

Chen, 2011).

Figure 7: Schizogonie de premiére génération (méronte de type |) avec 8 mérozoites

(Tzipori et Ward, 2002).
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Figure 8: Schizogonie de deuxieme génération (méronte de type Il) avec 4 mérozoites

(Tzipori et Ward, 2002).

1.3.1.5. Gamogonie

Par un mécanisme mal connu, les mérozoites de type Il, aprés invasion cellulaire,
produisent des microgamétocytes males et macrogamétocytes femelles. Les
microgamétocytes subissent une division nucléaire pour donner (chacune) naissance a
16 microgametes males. La division nucléaire n'est pas observée chez les
macrogameétocytes femelles qui accumulent des réserves lipidiques et
polysaccharidiques, puis se transforment en macrogameéte qui reste attachée a la

surface épithéliale.

Figure 9 : Microgamétocyte méle avec formation des microgametes (Tzipori et Ward,

2002).
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Figure 10 : Macrogamete mature attachée a la surface épithéliale (Tzipori et Ward,

2002).

Les microgameétes sont libérés des microgamétocytes et fusionnent avec les
macrogametes, d'ou la fécondation de ces dernieres. Cette fécondation aboutit a la
formation d'un zygote fertile qui est localisé sur la surface épithéliale (bordure en
brosse) et entouré par la membrane parasitophore (Tzipori et Ward, 2002; O'hara et

Chen, 2011).
1.3.1.6. Sporogonie

Les zygotes fertiles issus de l'union des gamétes males et femelles subissent deux
phases de reproduction asexuée pour donner naissance a des oocystes sporulés
contenant chacun 4 sporozoites nus et falciformes. A cet effet, la sporulation est

endogene (Tzipori et Ward, 2002; O'hara et Chen, 2011).
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Figure 11 : Zygote issu de la fécondation des gamétes femelles par les gamétes males

(Tzipori et Ward, 2002).

80 a 90 % des oocystes formés a la lumiére intestinale sont a paroi épaisse et sont
éliminés dans le milieu extérieur avec les matieres fécales (O'hara et Chen, 2011). Le
reste des oocystes présentent une paroi mince et peuvent rompre in situ (dans la
lumiére intestinale) en libérant les quatre sporozoites, qui débutent un nouveau cycle

chez I'animal infecté ; c'est le phénomene d'auto-infection (O'hara et Chen, 2011).

Figure 12 : Zygote avec formation des sporozoites (oocyste sporul€) (Tzipori et Ward,

2002).
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La période prépatente de Cryptosporidium est comprise entre 2 a 14 jours chez la
plupart des espéeces animales domestiques. La période patente est variable en fonction

des différents hétes et peut durer plusieurs jours a plusieurs mois (O’Donoghue, 1995).

1.3.2. Phase externe

Cette phase est caractérisée par I'élimination dans I'environnement des éléments
parasitaires via les feces des hoétes infectés. Les oocystes éliminés dans le milieu
extérieur sont sporulés et directement infectants pour d'autres hote (Tzipori et Ward,
2002; Naciri et al., 2007). Les oocystes représentent une forme de résistance, de
dissémination et de transmission des cryptosporidies. Les oocystes peuvent survivre
plusieurs mois dans les effluents, les lisiers, sur les patures et contaminent aussi les
eaux de surface et les eaux souterraines par lessivages des eaux pluviales (Naciri et

al., 2007).

Contrairement aux autres coccidies, le cycle du genre Cryptosporidium présente

certaines caractéristiques qui ne peuvent étre observées que chez ce dernier genre :

* La mérogonie de type | peut s'amplifier plusieurs fois par reproduction asexuée avant

d’entamer la mérogonie de type IlI; c'est le phénomene de retro-infection.

* La formation des oocystes a paroi fine qui peuvent rompre dans l'intestin et libérer les
sporozoites, qui commencent a leur tour un nouveau cycle ; c'est le phénomene d'auto-

infection.

Ces deux phénoménes sont probablement a I'origine de la persistance et la chronicité
de linfection chez les hbtes, sans nouvelles expositions a des oocystes exogenes

(O’'Donoghue, 1995; Tzipori et Ward, 2002).
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* La localisation particuliere du parasite sur la surface épithéliale des cellules infectées
(intracellulaire mais extracytoplasmique) : cette position n'est observée que chez les
cryptosporidies et explique en grande partie l'incapacité de nombreuses substances
meédicamenteuses a stopper ou diminuer le développement parasitaire chez I'héte

infecté (Chartier, 2003; Morin, 2002).

* La sporulation endogene et ['élimination dans I'environnement des éléments

parasitaires directement infectants.

2. Epidémiologie de la cryptosporidiose

L'épidémiologie de la cryptosporidiose a été bien documentés chez certaines espéeces
animales surtout les ruminants, les oiseaux et méme chez le porc. Par contre, peu de
données sont actuellement disponibles sur I'épidémiologie de cette maladie parasitaire

chez d'autres espéces animales.

2.1. Cryptosporidiose du cheval

La cryptosporidiose des équidés a été rapportée pour la premiere fois aux USA chez
des poulains immunodéficients (Snyder et al., 1978).Contrairement ce qui a été
documenté sur la cryptosporidiose chez certaines espéces animales comme les
ruminants et chez I'homme, peu d'études ont été menées sur la prévalence, les
espéeces et/ou génotypes de Cryptosporidium infectant les chevaux et leur risque
zoonotique. Plus de 30 enquétes sur la cryptosporidiose du cheval ont été conduites
aux USA, Canada, Nouvelle Zélande, I'Europe incluant la Pologne, République
tchéque, grande Bretagne, Italie et Suisse, moyen orient et I'Algérie (Laatamna et al.,

2013). Seulement, quelques rapports ont été supportés par des données moléculaires.
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Dans la plupart des études publiées sur la cryptosporidiose du cheval, les
cryptosporidies ont été mis en évidence par les techniques de coloration et des essaies
immunologiques. Certaines études, dans lesquelles ces derniéres méthodes ont été
utilisées dans la détection de Cryptosporidium dans les féces des chevaux, ont
rapporté une prévalence trés faible variant de 0 a 4, 6 % (Atwill et al., 2000; Johnson et
al., 1997; Bray et al., 1997; De souza et al., 2009; Forde et al., 1997; Burton et al.,
2010). D'autres enquétes ont signalé une prévalence élevée variant entre 12 % et 28 %
(Mahdi et Ali, 2002; Coleman et al., 1989; Olson et al., 1997; Marques, 2010 ; Xiao et

Herd, 1994).

Comme chez les autres espéces animales, la prévalence de la cryptosporidiose du
cheval est variable en raison de l'implication de certains facteurs qui peuvent étre a
l'origine de chiffres différents, obtenus a travers de plusieurs enquétes. Des facteurs
liés a I'animal particulierement I'age des chevaux, d'autres liés a I'échantillonnage, les
techniques de diagnostic utilisées et méme probablement a I'espéce de
Cryptosporidium en cause. L'influence des techniques de mise en évidence des
cryptosporidies dans les feces des chevaux a été observée dans certains rapports, ou
les technigues immunologiques (IFD) sont plus sensibles que les méthodes usuelles de
coloration. A leur tour, les techniques de la biologie moléculaires sont plus sensibles

gue les méthodes immunologiques (Jex et al., 2008a; Veronesi et al., 2010).

L'action pathogéne de Cryptosporidium chez les chevaux particulierement chez les
poulains est actuellement mal connue. La cryptosporidiose maladie a été documentée
pour la premiere fois chez des poulains de race arabe atteints d'un syndrome
d'immunodéficience (Snyder et al., 1978) et a été associée systématiquement avec ce
syndrome dans diverses études (Mair et al., 1990; Bjorneby et al., 1991; Perryman et

Bjorneby, 1991). Cependant, l'implication des cryptosporidies dans l'apparition des
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diarrhées chez des poulains nouveau-nés immunocompétents a été révélée dans
nombreux rapports (Grinberg et al., 2003, 2008, 2009).Cryptosporidium a été associé
avec certains agents entéropathogénes (coronavirus, rotavirus, salmonelles, clostridies)
dans le déclenchement du syndrome diarrhéique (Coleman et al., 1989; Netherwood et

al., 1996).

Peu de données moléculaires sont disponibles sur les espéeces ou génotypes infectant
le cheval et leur risque zoonotique (Laatamna et al., 2013). La premiére caractérisation
moléculaire des cryptosporidies isolés dans les féces des équidés a été décrite en
République tcheque chez deux poulains sauvages (Prezewalski's wild horse foal),
vivant dans un parc zoologigue (Ryan et al., 2003b). Le premier poulain a été infecté
par un génotype nommeé en anglais "horse genotype", considéré comme spécifique
pour les équidés. L'autre poulain a été infesté par les oocystes de Cryptosporidium
parvum (Ryan et al., 2003b). Depuis lI'année 2003, l'identification du horse genotype
n'a été rapportée que récemment dans deux différentes enquétes. Aux USA, par
l'analyse RFLP et le séquencage du gene SSU rDNA, Burton et al (2010) ont obtenu
chez des poulains infectés des isolats identiques (horse genotype) aux isolats
détectés en République tchéque par Ryan et al (2003b). Récemment en ltalie, le
génotype du cheval a été identifié chez 11 poulains. Les séquences nucléotidiques
appartiennent au horse genotype ont présenté une identité élevée avec l'isolat obtenu
en République tchéque (Caffara et al., 2013). La plupart des autres études moléculaires
ont rapporté l'infection du cheval par l'espéce Cryptosporidium parvum (Ryan et al.,
2003b; Chalmers et al., 2005b ; Hajdusek et al., 2004; Imhasly et al., 2009 ; Grinberg et
al., 2003, 2008, 2009; Veronesi et al., 2010 ; Caffara et al., 2013). Récemment, des
chevaux adultes originaires de I'Algérie ont été infectés par un génotype inhabituel,

celui de I'nérisson (Cryptosporidium hedgehog genotype) (Laatamna et al., 2013).

26



Partie bibliographique

Aucune étude particulierement moléculaire n'a été menée chez les équidés sauvages et

méme chez les anes.

Parmi les 9 études moléculaires de génotypage de Cryptosporidium spp chez les
chevaux, seulement 5 rapports ont déterminé les subtypes des especes et génotypes
détectés chez les animaux infectés. Grinberg et al (2008) ont identifié le subtype
[laA18G3R1 de C. parvum dans les féces des poulains infectés. Ryan et al (2003b) ont
obtenu le subtype VIaA11G3 du horse genotype. Aux USA (New York), les isolats de
Cryptosporidium horse genotype ont été identifies comme VIaA14G2 (Burton et al.,
2010). En Italie, Caffara et al (2013) ont révélé le subtype VIaA15G4. Ce dernier a été
isolé chez le veau dans l'Irlande du nord (Thompson et al., 2007). Les subtypes de
Cryptosporidium hedgehog genotype originaires de I'Algérie ont été déterminés

comme XlllaA22R9 (Laatamna et al., 2013).

En Irlande du nord, Thompson et al (2007) ont isolé le génotype équin (horse
genotype) chez des jeunes veaux. Le méme génotype a été détecté dans les eaux

usées en chine (Feng et al., 2009).

Actuellement, le réle zoonotigue des équidés dans la transmission de la
cryptosporidiose humaine est mal connu (Laatamna et al., 2013). Le génotype du
cheval (horse genotype) a été impliqgué dans l'infection humaine chez deux cas, I'un
aux USA (New Mexico) et l'autre en grande Bretagne. Le premier cas est une fille
caucasienne agée de 18 ans, ayant présenté des diarrhées pendant 14 jours associées
avec d'autres symptomes (fievre, anorexie, nausées) (Xiao et al., 2009). Le deuxieme
cas ayant aussi présenté des troubles diarrhéiques, révélé chez une femme
immunocompétente agée de 30 ans, vivant dans une région rurale située dans le Nord-
Ouest de la grande Bretagne (Robinson et al., 2008). Etant donner dans la littérature

l'implication de Cryptosporidium parvum dans la plupart des cas humains a travers le
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monde, l'isolement de cette espece dans diverses études (Grinberg et al., 2008;
Chalmers et al., 2005b; Veronezi et al., 2010) permet de considérer les chevaux comme
un réservoir potentiel de Cryptosporidium pour I'hnomme et ces animaux peuvent

contribuer a la contamination environnementale par des cryptosporidies zoonotiques.

2.2. La cryptosporidiose chez les autres espéeces animales

Chez les bovins, en plus de limplication de C. parvum, linfection est engendrée
principalement par 3 autres espéces incluant C. andersoni, C. bovis et C. ryanae
(Xiao, 2010; Amer et al., 2013; Ye et al., 2013; Do Couto et al., 2013). D'autres espéces
ont été détectées occasionnellement comme C. suis, C. felis, C. muris et C. hominis
(Bornay-Llinares et al., 1999; Geurden et al., 2007; Smith et al., 2005). C. parvum
apparait comme étant le plus impliqué dans la cryptosporidiose maladie chez les jeunes

veaux.

L'espéce ovine est actuellement infectée principalement par trois especes de
Cryptosporidium incluant C. parvum, C. xiaoi et C. ubiquitum (Fayer et Santa, 2009;
Fayer et al., 2010; Ye et al., 2013; Imre et al., 2013; Navarro-i-Martinez et al., 2007;
Quilez et al., 2008a; Castro-Hermida et al., 2011; Geurden et al., 2008; Paoletti et al.,
2009; Caccio et al., 2013; Robertson et al., 2010; Diaz et al., 2010; Majewska et al.,
2000; McLauchlin et al., 2000; Leoni et al., 2007; Pritchard et al., 2007; Chalmers et
al.,2002; Elwin et Chalmers, 2008; Mueller-Doblies et al., 2008; Sweeny et al., 2011,
2012; Shen et al., 2011). Cependant, d'autres especes et génotypes ont été identifies
occasionnellement chez les ovins dans différents pays a travers nombreuses études

moléculaires comme C. hominis, C. andersoni, C. scrofarum, C. Fayeri, C. suis,
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sheep genotype | et Sheep genotype Il (Connelly et al., 2013; Giles et al., 2009; Ryan

et al., 2005; Sweeny et al., 2011; Fiuza et al., 2011; Santin et al., 2007).

La cryptosporidiose ovine est comparable a celle des veaux, ou l'infection se développe
surtout chez des jeunes agneaux agés moins d'un mois. La maladie est tres grave chez

les agneaux dés I'age de 3 a 4 jours (Morin, 2002; Picoux, 2004).

Peu de données moléculaires sont actuellement disponibles concernant les especes de
Cryptosporidium infectant les caprins (Rieux et al., 2013). Cryptosporidium parvum
représente l'espece la plus impliqguée dans les infections des jeunes animaux (Geurden
et al., 2008; Quilez et al., 2008a), mais d'autres especes incluant Cryptosporidium
xiaoi et Cryptosporidium ubiquitum ont été isolées dans des récentes études (Cama

et al., 2008; Diaz et al., 2010; Rieux et al., 2013).

La cryptosporidiose porcine a été décrite pour la premiere fois aux USA (Bergeland,
1977; Kennedy et al., 1977). Actuellement, deux espéces de Cryptosporidium sont
adaptées pour le porc domestique et sauvage ; Cryptosporidium suis et
Cryptosporidium scrofarum (Ryan et al., 2003a; Ryan et al., 2004a; Kvac et al.,
2013b). D'autres especes comme C. parvum, C. hominis, C. meleagridis, C. muris et
C. tyzzeri ont été révélées infectantes naturellement ou par des infections

expérimentales (Kvac et al., 2012).

Chez l'espece canine, les oocystes de Cryptosporidium ont été identifiés chez
différentes espéces de carnivores et la prévalence observée a été généralement faible
en comparaison avec celle révélée chez les autres espéces animales particulierement
les ruminants (Feng, 2010). Le chien domestique (Canis familiaris) est infecté par

Cryptosporidium canis, reconnue préalablement comme un génotype canin (Fayer et
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al., 2001). Cette espece a été détectée aussi chez le coyote (Canis latrans) et le

renard rouge (Vulpes vulpes) (Trout et al., 2006).

Chez le chat, l'isolement de Cryptosporidium félis a été rapporté dans plusieurs pays
comme I'USA, Australie, Colombie, Brésil et Japon (Mtambo et al., 1995; Fayer et al.,
2006; Santin et al.,2006; Thomaz et al., 2007; Palmer et al.,2008 ; Ballweber et al.,
2009; Yoshiuchi et al., 2010; FitzGerald et al.,, 2011). Le chat a été aussi infecté
occasionnellement par Cryptosporidium muris (Santin et al., 2006; Pavlazek et Ryan,

2007; FitzGerald et al., 2011).

Chez les oiseaux, Cryptosporidium a été identifié chez plus de 30 espéces aviaires
dans le monde entier. Parmi les trois espéeces de Cryptosporidium adaptées aux
oiseaux; C. meleagridis, C. baileyi et C. galli, chaque' une peut infecter différents
types d'oiseaux, mais different entre elles selon les hotes et le site d'infection (Pavlasek,
1999, 2001; Fayer, 2010; Ryan, 2010). Aussi, différents génotypes ont été révélés
infectants pour les oiseaux (Ryan, 2010; Qi et al., 2011). 5 distincts génotypes nommeés
avian genotype |, II, lll, IV et V ont été identifies chez certaines especes d'oiseaux
(Meireles et al., 2006; Ng et al., 2006; Abe et Makino, 2010; Qi et al., 2011). Aux USA,
guatre génotypes nommeés goose genotype I, II, lll et IV ont été isolés chez I'oie (Xiao
et al., 2002b; Jellison et al., 2004; Zhou et al., 2004). Respectivement, Chez le canard
noir et la bécasse des bois, deux génotypes ont été isolés par Morgan et al (2001) et
Ryan et al (2003b). Dans la future, Ces génotypes peuvent étre classés comme des
especes valides, une fois des données biologiques et morphologiques sont disponibles

(Fayer, 2010; Ryan, 2010; Qi et al., 2011).

Autres especes non adaptées comme C. hominis, C.parvum, C. serpentis, C. muris
et C. andersoni ont été aussi détectées chez un petit nombre d'oiseaux (Ryan et al.,

2003b; Zhou et al., 2004; Ng et al., 2006; Plutzer et Tomor, 2009).
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Le lapin est infecté par I'espece Cryptosporidium cuniculus décrite par Inman et
Takeuchi (1979). Cette espece présente un risque zoonotiqgue assez important pour
I'homme (Slapeta, 2013). Des cas d'infection humaine ont été rapportés en grande

Bretagne (Chalmers et al., 2009b, 2011).

Les cryptosporidies des reptiles ont été rapportés approximativement chez 80 espéces
de serpents, lézards et tortues (Graczyk, 2008). Deux espéces de Cryptosporidium
sont adaptées aux reptiles; C. serpentis a localisation gastrique et C. varanii a
localisation intestinale (Xiao et al., 2004a; Pavlasek et al., 1995; Koudela et Modry,

1998; Pavlasek et Ryan, 2008; Fayer, 2010).

Chez les poissons, Relativement peu de données sont disponibles sur la taxonomie,
épidémiologie, pathologie, différents hotes et le risque zoonotique des cryptosporidies
(Zanguee et al., 2010). Actuellement deux especes de Cryptosporidium sont
reconnues infectantes pour les poissons; Cryptosporidium molnari chez les deux
poissons gilthead sea bream (Sparus aurata) et European sea bass (Dicentrarchus
labarx) et Cryptosporidium scophthalmi chez le turbot (scophthalmus maximus)
(Alvarez-pellitero et Sitja-Bobadilla, 2002; Alvarez-pellitero et al.,, 2004).
Cryptosporidium molnari se développe préférentiellement dans les cellules
épithéliales de la muqueuse gastrique (Alvarez-pellitero et Sitja-Bobadilla, 2002). Par
contre, Cryptosporidium scophthalmi se développe dans lintestin distal et rarement

dans les cellules épithéliales de I'estomac (Alvarez-pellitero et al., 2004).

En plus des deux espéces citées, différents types de poissons sont infectés par 8
génotypes différents nommeés piscine genotype "1, 2, 3, 4, 5, 6,7, 8" et certains autres

especes comme C. parvum, C. hominis, C. xiaoi et C. scrofarum (Ryan et al., 2004b;
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Murphy et al., 2009; Reid et al., 2010; Zanguee et al., 2010; Morine et al., 2012, Koinari

et al., 2013).

2.3. Cryptosporidiose humaine et risque zoonotique

Six (06) principales espéces de Cryptosporidium ont été responsables pour la plupart
des cas de la cryptosporidiose humaine incluant C. hominis, C. parvum, C.
meleagridis, C. viatorum, C. felis et C. canis (Caccio et al., 2002 ; Xiao et Feng, 2008;
Xiao, 2010; Xiao et al., 2007b ; Elwin et al., 2012b). Parmi ces espéces, C. hominis et
C. parvum sont les plus impliqués dans les infections humaines particulierement dans

les pays développés (figue 13).

Aussi, dautres espéces et génotypes de Cryptosporidium ont été isolés
occasionnellement chez 'hnomme incluant C. muris, C. suis, C. scrofarum, C. tyzzeri,
C. fayeri, C. andersoni, C. ubiquitum, C. cuniculis, hedgehog, horse, skunk et
chipmunk | genotypes (Guyot et al.,, 2001; Xiao et al., 2002a; Palmer et al.,2003;
Robinson et al., 2008; Xiao et Feng, 2008; Xiao et Ryan, 2008; kvac et al., 2009b; Xiao,
2010, Xiao et al., 2009; Chalmers et al., 2009a; Waldron et al., 2010; Insulander et al.,

2013; Slapeta, 2013; Raskova et al.,2013; Kvac et al., 2014a).

Cryptosporidium viatorum a été connu comme un nouveau génotype identifieé chez
des personnes anglaises ayant présenté des signes gastro-intestinaux et qui ont

effectué un voyage entre l'inde et grande Bretagne (Elwin et al., 2012a).

Ensuite ce génotype a été classé aprés une étude morphologique, biologique et
génétique comme une nouvelle espece spécifique a I'homme (Elwin et al., 2012b). Cette
espece a été aussi détectée chez deux patients suédois ayant effectué un voyage vers
Kenya et Guatemala (Insulander et al., 2013). Le site d'infection de Cryptosporidium
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viatorum et son épidémiologie de transmission reste aujourd’hui mal connus (Slapeta,

2013).

La distribution de C. hominis et C. parvum chez 'homme est variable selon les régions
géographiques. En Europe, les deux espéces sont communes dans les cas d'infection,
en moyen orient, C. parvum domine et dans le reste des pays du monde
particulierement les pays développés, C. hominis représente habituellement I'espéce la

plus impliqguée dans la cryptosporidiose humaine (Xiao, 2010).

La contamination humaine par ces deux dominantes especes a €été associée a une

transmission d'origine alimentaire (aliments, eaux) et a une transmission interhumaine

ou d'origine animale (Xiao et Ryan, 2008; Xiao, 2010).
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Figure 13: L'importance zoonotique des différentes especes de Cryptosporidium

(Slapeta, 2013).
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3. Pathogénie de la cryptosporidiose

Les mécanismes par lesquels Cryptosporidium provoque des troubles diarrhéiques
sont mal connus. (Tzipori et Ward, 2002). Le principal site d'infection par les
cryptosporidies est représenté par l'intestin gréle, mais le parasite peut se développer
dans d'autres parties de l'intestin, tractus gastrique et sites extra-intestinaux. Il a été
rapporté que chez des patients sidéens, les diarrhées séveres sont liées a des infections
dans lintestin gréle par rapport aux infections localisées dans les autres parties
intestinales comme le colon par exemple. L'absence de développement des
cryptosporidies dans l'intestin gréle peut conduire a une diarrhée intermittente ou a une

infection asymptomatique (Chalmers et Davies, 2010).

Les interactions initiales entre le parasite et la cellule héte, qui sont caractérisées par
l'attachement, I'invasion et la formation de la vacuole parasitophores, représentent les
premiers événements de la pathogénie de la cryptosporidiose. Ces interactions sont
facilitées par l'intermédiaire de certaines organelles appartiennent au parasite (rhoptries,
micronémes et granules denses), qui secrétent certaines protéines permettant la fixation
du parasite (phénoméne d'attachement) et l'invasion de la cellule héte (Tzipori et Ward,
2002). Cette invasion cellulaire est limitée a la bordure en brosse des entérocytes et
conduit au déplacement des microvillosités et a I'abrasion de la surface épithéliale, ce
qui entraine un changement de l'architecture des villosités intestinales, leur atrophie et
leur destruction, hyperplasie cellulaire (cryptes glandulaires),l'infiltration des cellules
mononuclées dans lamina propria et aussi l'altération de la perméabilité de la barriére
intestinale et des modifications dans le flux d'ions (Chalmers et Davies, 2010; Naciri et
al., 2007). En culture cellulaire, il a été montré que les cryptosporidies sont impliqués
dans un phénomeéne d'apoptose cellulaire (Griffiths et al., 1994; Laurent et al., 1997;

Ojcius et al., 1999).
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L'aspect osmotique, inflammatoire et sécrétoire de la diarrhée provoquée par l'action des
cryptosporidies ont été bien étudiés, mais les mécanismes impliqués restent mal
connus. Cependant, il s'agit d'un phénomene multifactoriel consistant en l'effet du
parasite et ses produits sur la surface épithéliales et la réponse immunitaire de I'héte
infecté. Ce phénoméne conduit a une malabsorption et a une hypersécrétion. La
réponse immunitaire particulierement a médiation cellulaire (LT CD4+), qui joue un role
important dans la défense contre les cryptosporidies a été associée a la pathogénie de
l'infection (Chalmers et Davies, 2010). Aussi, l'augmentation de la perméabilité
intercellulaire et la réaction inflammatoire dans lamina propria contribuent a une diarrhée

sécrétoire via les cytokines et les neuropeptides.

Les diarrhées profuses permettent la présomption de la présence et l'implication des
endotoxines, mais in vitro, I'évidence de l'activité de ces molécules n’a été pas observée

(Chalmers et Davies, 2010).

Les troubles hydro-électrolytiques caractérisés par un dysfonctionnement des
entérocytes ont été bien démontrés chez des porcs infectés expérimentalement, ou il y a
diminution de I'absorption du Na+ due a un émoussement des villosités et augmentation
de la sécrétion du Cl- provoquée par I'hyperplasie des cryptes cellulaires (Argenzio et

al., 1990).

Toutes les altérations et les perturbations observées au niveau de la bordure en brosse
sont a l'origine d'une diminution de surface d'absorption, diminution de I'absorption des
eaux, électrolytiques et nutriments, augmentation des secrétions et une diminution des
capacités enzymatiques. Tout ceci aboutit a une malabsorption, mal nutrition et a

l'apparition de la diarrhée (Chalmers et Davies, 2010).
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4. Symptémes et Iésions de la cryptosporidiose

4.1. Symptdémes

Cryptosporidium est considéré comme un agent entéropathogene important chez les
bétails. Ce protozoaire joue un rbéle majeur dans le déclenchement du syndrome
diarrhéique néonatal chez différentes espéces animales particulierement les ruminants.
Chez les bovins, les signes cliniques sont variables et dépendent principalement sur les
espéces infectantes et le statut immunitaire de I'néte. L'espece Cryptosporidium
parvum apparait la plus pathogéne et les veaux dgés moins d'un mois sont les plus
sensibles a l'infection. La maladie est caractérisée souvent par des diarrhées jaunes de
nature liquide, déshydratation, anorexie, douleur abdominale, morbidité et méme la
mortalité avec des pertes économiques considérables au sein des élevages bovins. Les
bovins adultes sont généralement des porteurs asymptomatiques (Do Couto et al., 2013,

Tomazic et al., 2013).

Méme observation chez les petits ruminants, ou les agneaux et les chevreaux sont
atteints des diarrhées associées a des signes cliniques généraux comme l'apathie,
dépression, anorexie, douleur et géne abdominale. Les féces diarrhéiques présentent
une couleur jaune avec une consistance pateuse ou de nature liquide. La diarrhée
persiste généralement 3 a 5 jours, mais dans des cas séveres, elle peut rester 7 a 15
jours. L'infection clinique est accompagnée d'une importante excrétion parasitaire dans
les feces. Les animaux atteints ont souvent une perte de poids et un retard de

croissance (Noordeen et al., 2012).

Aussi, les signes diarrhéiques engendrés par les cryptosporidies ont été rapportés chez
d'autres especes animales comme des porcelets, jeunes carnivores, poulains et méme

des hérissons.
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Pour 'homme, nombreux rapports ont été publiés sur la clinique de l'infection aussi bien
chez des sujets immunocompétents que chez des individus immunodéficients. Chez des
personnes immunocompétentes, Cryptosporidium provoque une diarrhée intense mais
limitée. La survenue de la diarrhée a été documentée dans le monde entier chez des
différentes classes d'age. Cependant, les enfants particulierement ceux agés moins de
deux ans sont les plus touchés et les plus sensibles. Les diarrhées peuvent survenir
brutalement et elles sont généralement de nature liquide et volumineuse, méme peuvent
contenir du mucus (Casemore, 2000). D'autres symptomes peuvent étre associés a la
diarrhée incluant douleur abdominale, nausées, vomissement, gonflement abdominal,
production de gaz, fievre, anorexie, malaise, fatigue et perte de poids parfois
considérable. La toux a été rapportée dans certains cas, mais son origine n'a été pas
expliqguée. Typiquement, le pus et le sang ne sont pas présents dans les selles

diarrhéiques (Chalmers et Davies, 2010).

Les signes cliniques particulierement la diarrhée restent habituellement trois semaines
avant de disparaitre spontanément, surtout si les réponses immunitaires sont stimulées.
Certains patients peuvent développer une diarrhée chronique durant un mois ou plus.
L'excrétion des oocystes peut se continuer 1 a 15 jours apres la disparition des troubles

diarrhéiques (Chalmers et Davies, 2010).

Contrairement aux personnes immunocompétentes, les sujets immunodéficients comme
les sidéens et des patients atteints du cancer du sang, souffrent des diarrhées
prolongées et chroniques avec parfois des effets graves. L'extension de l'infection est
observée presque sur I'ensemble du tractus gastro-intestinal (pancréas, vésicule biliaire)
et dans le systeme respiratoire (bronches). Des pertes de poids importantes peuvent

étre associées aux diarrhées chroniques. Chez les patients HIV, La cryptosporidiose a
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été associée avec d'autres maladies bactériennes et mycosiques (Chalmers et Davies,

2010).

4.2. Lésions

L'infection du tractus intestinal par les cryptosporidies se traduit particulierement par des
lésions microscopiques. Au plan macroscopique, aucun élément lésionnel
pathognomonique n’est signalé (Chartier, 2003). A l'autopsie, les lésions observées
signent d’une entérite et de colite (Bourgouin, 1996). Le contenu intestinal est plus ou
moins liquide avec un caecum et un colon souvent distendus. Parfois, une inflammation
hémorragique dans le dernier tiers de l'iléon associée a une hypertrophie des ganglions

mésentériques sont observées (Chartier, 2003).

Au plan microscopique, les lésions sont surtout présentes dans la partie terminale de
l'intestin gréle (Chartier, 2003). Elles sont caractérisées par l'atrophie et la fusion des
villosités, un raccourcissement et une abrasion des microvillosités. Egalement, une
nécrose des entérocytes, une hyperplasie des cryptes glandulaires, une métaplasie des
cellules épithéliales et une infiltration plus ou moins importante de lamina propria par des
cellules inflammatoires (macrophages, €osinophiles et lymphocytes) (Bourgouin, 1996;

Chartier, 2003; O.I.E., 2005).

Chez des patients sidéens, d'autres altérations comme des lésions bronchiques,
dilatation des voies biliaires, pancréatite, cholécystite, cholangite sclérosante, sténose
du canal biliaire terminal et cirrhose des voies biliaires, peuvent étre associées a

I'infection extra-intestinale par les cryptosporidies (Chalmers et Davies, 2010).
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5. Diagnostic

La recherche des cryptosporidies dans les feces des animaux infestés est réalisée par
plusieurs techniques, dont certaines sont considérées comme des méthodes de routine
applicables dans la plupart des laboratoires de parasitologie (figure 14). Ces techniques
consistent en des méthodes d'enrichissement (flottation, sédimentation) et surtout des
technigues de coloration permettant la mise en évidence des oocystes de
Cryptosporidium, sans détermination des différentes espéces et génotypes infectants.
En plus de ces techniques, d'autres moyens ont été développés en se basant sur des
réactions immunologiques permettant la détection des antigénes des cryptosporidies
dans les matieéres fécales des hétes infestés. Citant par exemple la technique E.L.I.S.A
et I.LF, sans identification des especes ou génotypes de Cryptosporidium. L'arrivée et le
développement de la biologie moléculaire permettent de résoudre plusieurs problémes
en domaine de diagnostic de la cryptosporidiose animale et humaine, d'une part par
l'obtention des résultats mieux que ceux obtenus par les autres techniques et d'autre

part par la détermination des especes et génotypes en cause.

5.1. Techniques d'enrichissement

Ces méthodes consistent en la séparation et la concentration des parasites dans un
faible volume de matieres fécales a partir d'un volume initial élevé. Aucune méthode de
flottation ou de sédimentation n’est spécifique pour la recherche des oocystes de
Cryptosporidium (O.LE., 2005). Plus souvent, ces techniques sont associées avec

des méthodes de coloration pour la mise en évidence du parasite dans les feces.
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5.1.1. Technique de flottation

L'utilisation d'un milieu liquide plus dense que les oocystes du parasite a concentrer
permet aux oocystes de remonter a la surface du liquide, ensuite ils sont récupérés et
détectés selon une méthode appropriée. Plusieurs solutions denses sont utilisées dans
ce principe de flottation : solution au saccharose et au sucrose, solution de chlorure de
sodium, solution de sulfate de zinc et solution d’iodomercurate de potassium. Pour un
liquide de flottation utilisable en diagnostic, lorsque la morphologie et la morphométrie
sont les facteurs limitants, le milieu de suspension ne doit pas seulement étre plus
dense que l'objet flottant, mais doit ne pas produire de rétraction qui rendrait I'objet
méconnaissable (O.l.E., 2005). Parmi ces techniques, la flottation au sucrose est la
méthode de référence. En plus de son caractéere quantitatif, sa sensibilité est plus
élevée que les techniques de coloration avec un seuil de détection de 4000 O.P.G.

(Morin, 2002).

5.1.2. Technique de sédimentation

Cette méthode est basée sur l'utilisation des liquides de mélange comme formol/éther
ou formol/acétate d’éthyle. Elle est souvent associée a une centrifugation des
prélevements analysés, ou les parasites seront plus rapidement déposés, tendant a
lamélioration du rondement de cette technique (O.l.LE., 2005).Un examen
microscopique direct du préléevement concentré est réalisé pour visualiser les oocystes
de Cryptosporidium. Cependant, la lecture directe reste difficile a réaliser, nécessitant
un ceil exercé. Parmi les techniques d’enrichissement par sédimentation, celle de
Ritchie simplifiée par Allen et Redly utilisant le formol / éther, qui sera décrite dans notre
partie expérimentale. Le seuil de détection fournis par la sédimentation est de I'ordre de

10000 a 500000 O.P.G. (Morin, 2002).
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5.2. Techniques de coloration

Nombreuses méthodes de coloration ont été utilisées pour la mise en évidence des
cryptosporidies dans les feces des différentes espéces animales et 'nomme, dont
certaines ont été développées spécifiquement pour détecter les oocystes fécaux de ce

protozoaire.

5.2.1. Coloration de Ziehl Neelsen modifiée

Cette technique est considérée comme la coloration de référence pour la mise en
évidence des cryptosporidies. Il existe plusieurs types de cette coloration, tel que celle
modifiée par Henriksen et Pohlenz (1981), qui sera utilisée et décrite dans notre travail

expérimental.

5.2.2. Coloration a ’auramine phénol

Cette technique de coloration consiste en [l'utilisation d’'un fluorochrome composé
d’auramine et de phénol. Les frottis préparés soit par les techniques d’enrichissement,
soit directement sont colorés avec ce réactif. Ensuite, une phase de décoloration avec
I'alcool acide et une contre coloration par le permanganate de potassium succedent a la
coloration des lames. La lecture se fait avec un microscope a épifluoréscence (O.l.E.,

2005).
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5.2.3. Coloration de Heine

Décrite par Heine en 1982, elle est basée sur l'utilisation d'un colorant de fuschine de
Ziehl pour préparer les frottis fécaux. Les frottis préparés sont examinés a l'aide d'un
microscope a contraste de phase. Cette méthode est douée d’un caractére semi-
guantitatif et le nombre d’oocystes est compté par champ microscopique. Une note de 0
a 5 est attribuée : 0 : (absence d’oocystes) ; 1 : (moins d’un oocyste par champ) ; 2 : (1-

10 oocystes) ; 3 : (11-20 oocystes) ; 4 : (21-30 oocystes); 5 : (plus de 30 oocystes).

Autres techniques de coloration comme celle de dimethyl sulphoxide carbol fuschine,
carbol analine methyl violet et la coloration de Giemsa ont été utilisées aussi pour la

mise en évidence des oocystes de Cryptosporidium.

Les techniques de coloration apparaissent simples, peu onéreuses, mais requierent un
ceil exerceé, nécessitent beaucoup de temps, elles sont caractérisées par une relative
subjectivité de la lecture, pouvant entrainer des défauts de spécificité et s‘Taccompagner
d’une faible sensibilité et un résultat de type qualitatif, sans détermination des especes

et génotypes (Jex et al., 2008a).

5.3. Techniques immunologiques

Les méthodes immunologiques peuvent offrir certains avantages par rapport aux
techniques de coloration pour la détection des oocystes de Cryptosporidium et le
diagnostic de la cryptosporidiose. Ces technigues sont basées sur l'utilisation des
anticorps polyclonaux ou monoclonaux capables de reconnaitre les antigenes de
surface des cryptosporidies dans les feces ou dans des échantillons environnementaux
(Jex et al., 2008a). Ces anticorps sont conjugués aux différents marqueurs comme des

enzymes (technique E.L.I.S.A) ou des substances fluorescentes (technique de I'l.F)
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La méthode E.L.IS.A. a été utilisée pour révéler les oocystes des cryptosporidies et/ou
leurs antigénes dans les feces des bovins et 'homme. Elle utilise des anticorps
monoclonaux dirigés contre un antigene de surface de poids moléculaire de 20 kda.
Cette technique apparait plus simple que I'observation microscopique et reste un test

de confirmation par rapport aux techniques de coloration (EI Shewy et al., 1994).

L’immunofluorescence directe a le méme principe que celui de 'E.L.IS.A. Elle dispose
des anticorps spécifiques du genre et des épitopes de surface des cryptosporidies, qui
sont marqués avec un fluorogene. La fixation des anticorps avec les antigénes des
oocystes est révélée par la visualisation sous un microscope particulier la substance
fluorescente en cas ou les cryptosporidies sont présents dans I'échantillon analysé

(O.1.E., 2005).

D’autres techniques immunologiques ont été développées pour la recherche des
cryptosporidies dans les feces, notant la technologie d’agglutination au latex, qui est
basée sur l'utilisation des particules microsphéres de latex sensibilisées par des
anticorps anticryptosporidiens obtenus a partir des lapins hyperimmunisés par des
oocystes de Cryptosporidium. L'avantage de cette technique consiste en d’autre part
de la mise en évidence des parasites dans les féces, la détection des fragments et des
antigénes pariétaux. En outre, elle est utilisée pour la recherche de ces parasites dans
l'eau apres filtration (Tee et al., 1993). Ainsi, 'hémaagglutination passive vise a la
détection des oocystes et leurs antigenes dans les féces surtout des veaux. Elle
implique l'utilisation des hématies sensibilisées par des anticorps anticryptosporidiens,

dirigés contre les antigénes de surface des cryptosporidies. Cette technique apparait

simple et objective (Farrington et al., 1995).

44



Partie bibliographique

Les techniques immunologiques restent plus sensibles et plus spécifiques que les
méthodes d'enrichissement et de coloration. De plus, elles permettent la quantification

des parasites dans les échantillons analysés (Jex et al., 2008a).

5.4. Cytométrie de flue

Il s'agit d'une autre méthode de détection des oocystes des cryptosporidies. Cette
technique a été adoptée et évaluée pour la premiéere fois par Vesey et al (1991). Elle
permet la mise en évidence et la quantification des cryptosporidies particulierement
dans les eaux. Des développements récents apportés a cette approche permettant la
détection et la quantification des sporozoites dans des cultures cellulaires, ce qui aide a
la connaissance de la dynamique de l'infection et méme a la quantification des cellules

infectées (Jex et al., 2008a).

5.5. Les méthodes de reconnaissance de I’acide nucléique

En raison de la capacité limitée des méthodes de coloration, les techniques
immunologiques et méme les autres méthodes pour une identification spécifique des
cryptosporidies, plusieurs techniques basées sur la connaissance de l'acide nucléique
du parasite ont été développées et évaluées pour la détermination des espéces de
Cryptosporidium, la mise en évidence des variations génétiques chez ces différentes
especes et un diagnostic spécifique de la cryptosporidiose humaine et animale (Jex et

al., 2008a; Smith et al., 2006).

Ces techniques sont basées essentiellement sur I'amplification spécifique par réaction

PCR d'un ou plusieurs génes, qui font partie de I'ADN du Cryptosporidium.
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Plusieurs marqueurs ont été ciblés par différents types de PCR et autres méthodes

moléculaires (Tableau 5).

L’amplification de certains génes permet seulement l'identification des especes ou
génotypes de Cryptosporidium éventuellement présents dans les féces ou les
prélevements d'eaux, et d'autres genes sont spécifigues pour la détermination des
subtypes qui représentent des variations génétiques au sein des espéeces et génotypes

(Caccio et al., 2005).
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Figure 14 : Certaines approches utilisées dans la détection et la quantification de

Cryptosporidium spp (Jex et al., 2008a).
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Figure 15 : Certains types de techniques moléculaires permettant I'identification des

especes, génotypes et subtypes de Cryptosporidium (Jex et al.,

20084a).
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Tableau 5 : Différentes techniques moléculaires et leurs principales applications

(Caccio et al., 2005).

Gene
d'amplification

Type d'essaie

Principale
application

18S rDNA

Hsp70

COWP

Actin

B-Tubulin

GP60

Microsatellites

Minisatellites

Extrachromosomal
double-stranded
RNA

PCR, nested PCR, sequencing, PCR-RFLP,
real-time PCR, microarray

PCR, nested PCR, sequencing, real-time
PCR, microarray

PCR, nested PCR, sequencing, PCR-RFLP,
microarray

PCR, nested PCR, sequencing

PCR, nested PCR, sequencing, PCR-RFLP

PCR, nested PCR, sequencing

PCR, nested PCR, sequencing, fragment
typing

PCR, nested PCR, sequencing, fragment
typing

Reverse transcriptase, PCR, sequencing,
heteroduplex mobility assays

Identification des
espéces et génotypes

Identification des
especes et génotypes

Identification des

espéces et génotypes

Identification des
especes et génotypes

Identification des
espéces et génotypes

Détermination des
subtypes

Détermination des
subtypes

Détermination des
subtypes

Détermination des
subtypes
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Les techniques moléculaires sont plus sensibles que les tests conventionnels et
immunologiques pour détecter les oocystes fécaux et méme qui sont présents dans les
échantillons hydriques. La sensibilité des méthodes publiées est évaluée entre 1 et 106
oocystes. Ces techniques sont souvent restreintes a des laboratoires spécialisés

(O.1.E., 2005).

5.6. Epreuves sérologiques et épreuves d’immunité cellulaire

La cryptosporidiose est souvent une maladie du nouveau-né et a moins qu’il n’y ait
suffisamment de preuves pour exclure la présence d’oocystes infectants, les épreuves
sérologiques ne présentent aucun avantage. Elles peuvent étre utilisées pour des
études épidémiologiques : la plupart sont basées sur des tests E.L.I.S.A, utilisant
différents extraits aqueux d'oocystes de Cryptosporidium parvum. Les épreuves
d'immunité cellulaire n’apparaissent pas avoir d’avantages spécifiques et ne sont pas

disponibles (O.I.E., 2005).
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1. OBJECTIFS

Notre enquéte a visé I'estimation de la prévalence de Cryptosporidium spp. chez la
population équine (chevaux et anes) et I'étude de linfluence de certains facteurs
(incluant I'age, sexe et le statut Clinique) sur les variations de cette prévalence chez les
animaux étudiés. Ainsi, le principal but de ce travail est l'investigation sur les especes
et/ou génotypes de Cryptosporidium éventuellement infectants pour les chevaux et les
anes, par l'utilisation des techniques avancées de la biologie moléculaire et I'évaluation

du réle zoonotique des équidés dans la dissémination des cryptosporidies.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Description et caractéristiques des élevages étudiés

Les élevages des chevaux concernés dans cette étude sont représentés
essentiellement par la grande ferme située dans la Wilaya de Tiaret (jumentrie de
Tiaret) et certains centres hippiques situés dans la Wilaya d'Alger. Les prélevements
n’ont pas pu étre effectués sur tout I'effectif de chaque élevage, sauf pour les élevages
ou l'acceés était facile. Des élevages privés de chevaux, répartis dans certaines zones
rurales localisées dans deux Wilayas (Sétif et Bordj Bou Arreridj) ont été inclus aussi
dans notre enquéte. La récolte des prélevements chez les anes a été également

réalisée dans les régions rurales localisées dans les deux Wilayas précédentes.

La ferme localisée dans la région de Tiaret est une grande jumentrie en Afrique et parmi
les plus importantes fermes dans le monde. Ce centre national comprend
approximativement un cheptel de 267 chevaux (juments, poulains, étalons) et consiste

en un élevage de reproduction, qui produit chaque année entre 45 et 50 poulains de
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race pur sang arabe et barbe. Cette jumentrie est le principal fournisseur des chevaux
pour les autres centres du pays en maintenant le model et le type original a travers un
capital génétique de grande valeur. Le systéme d'élevage dans cette jumentrie est
combiné entre le paturage et la stabulation et tout dépend de la saison. En été, les
juments et les poulains passent toute la nuit en pature et entrent leurs boxes la matinée
du lendemain. Durant les autres saisons, ils paturent le matin et retournent a leurs
boxes le soir. Les étalons surtout utilisés dans l'accouplement sont maintenus pour la

plupart du temps dans leurs boxes et sortent durant la période de coit.

Les poulains sont maintenus dans des boxes individuels avec leurs méres (chaque box
comporte une jument avec son poulain) pendant la période qui s'étend de la naissance
jusqu'a I'age de 6 mois (correspondant au sevrage). Ensuite, les poulains sont isolés de
leurs méres et sont regroupés en pair (chaque boxe contient deux poulains) dans des
boxes spécifiques de sevrage (age de 6 mois jusqu'a un an). A partir de I'age d'un an,
les poulains sont maintenus dans des boxes individuels. Les conditions d'hygiéne dans

cette jJumentrie sont assez acceptables dans la plupart des boxes.

Les autres élevages localisés dans la Wilaya d'Alger sont des centres équestres, dont
le nombre des chevaux est variable d'un élevage a un autre. Les animaux sont
maintenus dans des boxes individuels et sont utilisés particulierement dans I'équitation,
la course et la saute des obstacles. Les mesures hygiéniques dans ces centres

hippigues sont acceptables.

Dans les zones rurales, les chevaux sont élevés traditionnellement avec d'autres
animaux (bovins, ovins, caprins, poules, chiens) et sont surtout de race pur sang arabe

et barbe (détermination de la race seulement par observation). Les anes prélevés vivent
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aussi a proximité des animaux cités préecédemment, dont certains sont utilisés comme
des moyens de travail, de transport et de service. Généralement, les animaux paturent
durant I'été, le printemps et a moindre degré I'automne. Durant I'hiver, les chevaux sont
maintenus dans des boxes spécifiques ou dans les batiments d'élevage des ruminants.

Les anes sont souvent entravés dans des boxes spécifiques.

La localisation des élevages, les zones rurales étudiées et le nombre de prélevements
récoltés sont rapportés dans la figure 16 et les tableaux 6 et 7 (le numéro de chaque
élevage ou zone rurale est mentionné a la fois dans la carte géographiques et dans les

tableaux).
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Figure 16: Distribution géographique des élevages des chevaux et les zones rurales

étudiées (la figure a été établie par Corel Draw X5).
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Tableau 6 : Zones rurales et nombre de prélevements effectués.

Zone rurale

Nombre de prélévements
effectués

TWANNE (14)
SADRATA (9)

OULED SI HMED (24)
RMAILN (15)

OULED AMARA (11)
OULED TABANE (20)
TIXTARE et ses environs (16)
OULED THLIJANE (12)
OULED BRAHEME (13)
OULED HANACHE (21)
BOUGBISSE (8)
OULED BOUNAB (6)
DJRABAA (7)

BIR CHHAME (10)
AYADATE (23)

OULED M'HALA (19)
ZMALA (22)
ELKHARBA (18)
OULED BOUTARA (17)

LAWAZI (5)

3 chevaux et 3 anes

3 anes

4 anes et 3 chevaux

2 chevaux et 4 anes

29 anes et 8 chevaux

23 anes

2 chevaux et 13 anes

6 chevaux et 3 anes

7 chevaux et 28 anes

1 ane

3 anes

6 chevaux

5 chevaux

5anes

3 chevaux et 1 ane

3anes

1llchevaux et 1 ane

7 chevaux

5 chevaux

2 chevaux
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Tableau 7: Elevages collectifs et nombre de prélevements effectués.

Elevage Nombre de préllévements
effectués

Jumentrie de Tiaret (1) 184

Centre de kharouba (2) 15

Centre de kharouba (3) 33

Centre de kharouba (4) 55

2.2. Animaux et collecte des échantillons de féces

Au total, 481 échantillons (357 chevaux et 124 anes) de feces ont été récoltés au

niveau des différents élevages et régions rurales décrits préalablement.

Les chevaux prélevés au niveau de la jumentrie de Tiaret sont représentés par

différentes catégories d'age (juments, pouliniéres, étalons, poulains males et femelles).

Ces chevaux sont de race pur sang arabe et barbe. Par contre, dans les centres

hippiques d'Alger, les chevaux prémevés sont des adultes (juments et étalons) de

différentes races (pur sang arabe, barbe, races étrangeres comme selle francais, selle

anglais, poney).
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Fermes Age des animaux Nombre

Jumentrie de Tiaret (1) | Poulains (< 2ans) 110
adultes 74

Centre de kharouba (2) | Poulains (< 2ans) 0
adultes 15

Centre de kharouba (3) | Poulains (< 2ans) 0
adultes 33

Centre de kharouba (4) | Poulains (< 2ans) 0
adultes 55

poulains (<2ans) 15

Chevaux adultes 55

Régions rurales jeunes (< 2ans) 10
Anes adultes 114

Les chevaux et les anes prélevés dans les régions rurales sont surtout des animaux
adultes, excepté, les feces de quelques poulains et jeunes anes ont été obtenus. La
race des chevaux apparait comme pur sang arabe et barbe, mais celle des anes est

indéterminée.
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Sur l'ensemble des poulains a4gés moins de 2 ans, 99 sont agés moins de 6 mois et
26 sont superieurs a 6 mois. Aussi, pour les jeunes anes agés moins de 2 ans, 8 sont

moins de 6 mois et 2 sont superieurs a 6 mois.

Tableau 9 : Sexe des chevaux et des anes préleves.

Fermes Sexe des animaux Nombre
Jumentrie de Tiaret (1) male 74
femelle 108
Centre de kharouba (2) male 6
femelle 9
Centre de kharouba (3) male 19
femelle 14
Centre de kharouba (4) male 34
femelle 16
chevaux male 15
Régions femelle 54
rurales male 10
Anes femelle 110

Remarque : le sexe de 12 sujets (8 chevaux et 4 anes) n'a été pas déterminé.
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L'ensemble des animaux examinés n'ont pas présenté de diarrhée au moment de la

récolte de leurs matiéres fécales.

Figure 17 : Jument dans son box, elevée dans la jumentrie de Tiaret.
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Figure 19 : Ane élevé dans une région rurale.
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Figure 20 : Cheval paturant a proximité des ovins dans une région rurale

2.3. Techniques de préléevement

Les feces des chevaux sont récupérées directement du rectum des animaux ou sur le

sol juste apres la défécation des chevaux. Par contre, les matieres fécales des anes ont

7z

été obtenues pour la plupart des cas sur le sol. Les féces de 4 ou 5 anes ont été

[N

récupérées directement du rectum. Noter que, seules les feces fraiches ont ét
retenues dans les zones rurales. Les prélevements ont été déposés dans des pots,
hermétiquement fermés et étiquetés et ont été mis dans une glaciere et conservés dans

une température de réfrigération (+4 C°) jusqu’a leur analyse microscopique.

L'échantillonnage a été réalisé une seule fois pour chaque animal et une partie de
chague échantillon a été conservée dans le bichromate de potassium (2,5 %) a +4 C°

pour I'analyse moléculaire.
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Chaque préléevement a été identifié par une étiquette collée au pot. Les informations
sont résumées dans une fiche de renseignement ou figurent :

*Pour chaque animal : age, sexe, race, nature des selles (selles diarrhéiques ou non,
diarrhée auparavant)

*Pour chaque élevage : état d’hygiene, type d’élevage, nombre des animaux.

2.4. Techniques d’analyses des prélévements

L'analyse des échantillons de féces a été réalisée dans le laboratoire de Parasitologie
Mycologie de I'Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d'Alger et dans linstitut de
parasitologie, République tcheque, pour I'étude moléculaire. Les prélevements fécaux

ont subis deux types d’analyses :

* L'analyse de routine (examen microscopique) pour la mise en évidence de

Cryptosporidium spp.

* L'analyse moléculaire pour la détection des espéces et /ou génotypes et subtypes de

Cryptosporidium.

2.4.1. L'analyse de routine (examen microscopique)

Tous les échantillons ont été analysés pour la recherche des oocystes de
Cryptosporidium spp par l'utilisation de la technique de concentration formol-éther
(Ritchie simplifiee par Allen et Redly) et la coloration de Ziehl Neelsen modifiée

spécifique pour les cryptosporidies.
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2.4.1.1. Technique de concentration de Ritchie simplifiée par Allen et Redly

Elle permet de concentrer les oocystes de Cryptosporidium dans un petit volume de

matieres fécales par rapport au volume total analyseé.

*Mode opératoire

- 5 a 6 grammes de féeces sont déposés dans un verre a pied conique. Si la quantité
obtenue au moment des préléevements est minime, 1 a 3 grammes suffisent pour
réaliser la technique.

- Verser dans le verre a pied conigue un volume de formol (10 %), 2 a 3 fois supérieur a
la quantité de faces déposées (le formol a 10 % est préparé a partir d’'une solution
formolée de 37 %).

- Agiter le tout a l'aide d'un agitateur en verre, jusqu'a l'obtention d’une solution
homogene.

- Laisser la solution décanter quelques secondes pour I'obtention d’'un surnageant
dépourvu de gros débris.

- Verser directement une quantité de ce surnageant dans les 2/3 du volume d’un tube
conique en plastique. Si la quantité du surnageant ne suffit pas pour remplir les 2/3 du
volume du tube, cette quantité doit étre versée complétement dans ce dernier.

- Ajouter un volume d’éther équivalent au 1/3 du volume total du tube dans le cas ou la
guantité du surnageant ajouté représente 2/3 du volume du tube. Si le tube est
complétement rempli, on doit laisser un espace d’environ 1 cm de I'ouverture du tube
qui permet I'émulsion de matiéres fécales pendant I'agitation du tube.

- Préparer plusieurs tubes de la méme maniere (chacun de ces tubes correspond a un

prélevement unique).

62



Partie expérimentale

- Peser les tubes pour équilibrer avant la centrifugation.

- Centrifuger a 2500 tours/m pendant 3 a 5minutes.

- Aprés la centrifugation, on obtient dans chaque tube, 04 couches qui sont du haut vers
le bas (Figure 21) :

* Une couche d’éther de couleur jaune constituée de graisse

* Un anneau composé de gros débris

* Une couche aqueuse

* Le culot dans lequel les éléments parasitaires se sont concentrés

- Jeter le surnageant composé des 03 couches superficielles et garder le culot.
- A r'aide d’une pipette pasteur, bien mélanger le culot et aspirer quelques gouttes pour

préparer les frottis puis appliquer la coloration de Ziehl Neelsen modifiée.
2.4.1.2. Technique de coloration de Ziehl Neelsen modifiée

La technique de coloration utilisée dans notre étude est celle modifiée par Henriksen et
Pohlenz (1981). Cette méthode de coloration est spécifique pour la mise en évidence
des oocystes des cryptosporidies dans les matiéres fécales ou tout autre produit

corporel (ex : liquide trachéal).

* Mode opératoire

- Confection d’un frottis : sur une lame bien dégraissée, on dépose a l'aide d’une pipette
pasteur une goutte du culot obtenu par la technique de concentration. Ensuite, a l'aide
d’'une autre lame, on étale la goutte le long de la lame.

- Laisser le frottis sécher a l'air.

- Fixation du frottis dans le méthanol pur pendant 5 minutes.
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- Laisser sécher a l'air.

- Colorer par la fuschine phéniquée de Ziehl pendant une heure.

- Rincer la lame sous I'eau de robinet (tout en faisant attention de ne pas décoller le
frottis).

- Décoloration avec I'acide sulfurique a 2 % pendant 20 secondes.

- Rincer sous I'eau de robinet.

- Colorer avec le vert de Malachite (5 %) pendant 5 minutes.

- Rincer sous I'eau de robinet.

- Sécher a l'air.

- La lecture du frottis coloré se fait au grossissement x 40, puis x 100 avec I'huile
d'immersion

- La lecture doit se faire sur toute la surface du frottis coloré.

Les oocystes de Cryptosporidium sont colorés en rouge vif ou rose sur un fond vert.
Le degré et la proportion de couleur varient avec les oocystes. En outre, les structures
internes prennent le colorant de fagon variable. Certains peuvent apparaitre vides alors
que d’autres peuvent contenir les éléments en croissant caractéristigues des
sporozoites. Les oocystes de Cryptosporidium apparaissent sous la forme de disque
de 4 a 6 um de diametre. Les levures, Certaines spores de bactéries et les débris

fécaux se colorent également en rouge vif ou rose.

La présence d'un seul oocyste sur toute la surface de la lame suffit pour considérer le
prélevement comme positif (animal infecté).Les échantillons négatifs doivent étre

déclarés comme "aucun oocyste de cryptosporidies n’est observé" (O.1.E., 2005).
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Figure 21 : Culot obtenu apres la

technique de concentration

Figure 22 : Une goutte de culot

destinée a la confection d’un frottis

Figure 23 : Frottis de feces

Figure 24 : Frottis obtenu apreés la

coloration avec la fuschine de Ziehl

Figure 25 : Frottis obtenu apreés la coloration avec le vert de Malachite
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2.4.2. L'analyse moléculaire

La recherche des cryptosporidies par les technigues de la biologie moléculaire passe
par plusieurs étapes, qui nécessitent l'utilisation des appareils spécialisés et des
réactifs spécifiqgues. Ces étapes commencent par l'extraction de I'ADN du parasite
éventuellement présent dans les échantillons prélevés et se terminent par le
séquencage de I'ADN positif et I'analyses des séquences d’ADN obtenues. Tous nos

échantillons récoltés ont été analysés par ces méthodes moléculaires.
2.4.2.1. Extraction de I'ADN

200 a 400 mg de feces ont été homogénéisés par "bead disruption” en utilisant le
FastPrep®-24 instrument (Biospec Products, Bartlesville, OK, USA) (Figure 26) et
I'ADN total a été extracté avec un Kit commercial d'isolation QlAamp® DNA Stool Mini

Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) en suivant les instructions du fabricant.
* Mode opératoire
- Peser 200 a 400 mg de féces dans un tube safe-lock a 2 ml

- Ajouter le "glasse beads" avec 1,4 ml de solution lysis buffer P dans le tube, ensuite

mixer par vortex et faire la disruption avec une vitesse maximale pendant 2 minutes.
- Incubation du tube a 95 C° pendant 10 minutes.

-Centrifuger les prélevements a 20000 g (14000 rpm) pendant 1 minute.
- Pipeter tout le surnagent obtenu, dans un tube InviAdsorb-tube, vortex 15 secondes,
incubation a température ambiante pendant une minute, centrifuger a 20000 g (14000

rpm) pendant 3 minutes.
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- Pipeter tout le surnagent dans un nouvel tube microcentrifuge, centrifuger a 20000 g
(14000 rpm) pendant 3 minutes.

- Pipeter 25 ul de la protéinase K dans un nouvel tube microcentrifuge a 1,5 ml, ajouter
400 pl du surnagent, vortex 15 secondes.

- Incubation a 70 C° pendant 10 minutes.

- Ajouter 400 pl du binding buffer P, vortex 15 secondes

- Appliquer la lyse compléte dans un spin filter +tube, incubation a température
ambiante pendant une minute et centrifuger a 20000 g (14000 rpm) pendant 1 minute.
-Eliminer la collection du tube, ajouter 500 pl de solution WASH | dans le spin filter

membrane, centrifugation a 20000 g (14000 rpm) pendant 1 minute.

- Eliminer la collection du tube, ajouter 800 pl de solution WASH Il dans le spin filter
membrane, centrifugation a 20000 g (14000 rpm) pendant 1 minute.

- Eliminer la collection du tube et centrifuger a 20000 g (14000 rpm) encore une fois
pendant 3 minutes.

- Transférer le spin filter dans un nouvel tube microcentrifuge, ajouter 200 ul de
Elution buffer D ( incubée préalablement a 70 C°), incubation a température ambiante
pendant 3 minutes, centrifuger & 6000 g ( 8000 rpm) pendant une minute pour séparer

I'ADN.

L'ADN extracté de tous les prélévements est conservé dans des eppendorfs a -20 C° et

utilisé lors de la réaction PCR.
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*Matériel utilisé

-FastPrep®-24 instrument (bead disruption), centrifugeuses de haute performance,

vortex, lampes ultraviolets pour la décontamination, incubateurs, micropipettes de

bonne qualité.

sl ]
=l

Figure 27 : Lampe UV pour la
Figure 26 : Instrument FastPrep®-24

décontamination

Figure 28 : vortex, centrifugeuse de haute performance, micropipettes, incubateur

et lampe UV

68



Partie expérimentale

2.4.2.2. L'amplification de I'ADN par PCR

Nous avons utilisé au cours de notre manipe la PCR nichée ou (nested PCR), qui est
plus sensible et plus efficace que la PCR simple. La PCR nichée se déroule en deux

temps : PCR primaire et PCR secondaire.

Pour déterminer la présence éventuelle des especes et/ou génotypes de
Cryptosporidium, nested PCR a été performée par I'amplification du fragment du géne
codant pour I'SSU de I'ADNr (small subunit of ribosomal DNA). L'amplification du
fragment du gene codant pour GP60 (glycoprotéine de surface 60) a été développée

pour l'isolement des subtypes des especes et/ou génotypes de Cryptosporidium.

*Amplification du géne SSU de I'ADNr

Approximativement une longueur de 830 bp du fragment du gene codant pour SSU de

I'ADNTr, a été amplifiée par nested PCR selon (Jian et al., 2005).

Deux phases de la PCR nichée (PCR primaire et PCR secondaire) ont été achevées
par l'utilisation des amorces spécifigues du genre Cryptosporidium (des amorces
spécifiqgues de la PCR primaire F1 et R1 et des amorces spécifiques de la PCR
secondaire F2 et R2). L'amplification est réalisée dans le thermocycleur et la réaction
PCR (soit primaire ou secondaire) comporte 35 cycles, dont chaque cycle consiste en
trois phases: phase de dénaturation (94 C° pendant 45 secondes), phase dhybridation

(55 C° pendant 45 secondes) et phase d'extension (72 C° pendant 60 secondes).
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Aussi, l'amplification est précédée par une phase initiale de dénaturation (94 C°
pendant 3 minutes) et terminée par une phase finale d'extension (72 C° pendant 7

minutes) (figure 17).

Le mélange de PCR (Master mixe) pour chaque échantillon contient les éléments cités
dans le tableau (9) avec la quantité utilisée pour chaque réactif. Nous avons inclus dans
chaque analyse un contrdle positif (Cryptosporidium suis et Cryptosporidium

andersoni) et un contrdle négatif (I'eau de PCR).

*Amplification du gene Gp 60 (glycoprotéine de surface 60)

Une longueur approximative de 830 bp du fragment du géne codant pour la
glycoprotéine de surface 60 a été amplifiée par nested PCR en utilisant des amorces
spécifiques du genre (AL3531let AL3535 dans la PCR primaire et AL3532 et AL3534

dans la PCR secondaire) selon (Alves et al., 2003).

Ainsi, l'amplification (soit primaire ou secondaire) comporte 35 cycles avec des
variations de température dans la seconde phase de chaque cycle : phase de
dénaturation (94 C° pendant 45 secondes), phase d'hybridation (50 C° pendant 45

secondes) et phase d'extension (72 C° pendant 60 secondes).

L'amplification est précédée par une phase initiale de dénaturation (94 C°pendant 3
minutes) et terminée par une phase finale d'extension (72 C° pendant 7

minutes)(figure18).

Le mélange de PCR (Master mixe) pour chaque prélevement est celui utilisé dans
amplification du gene codant pour SSU de I'ADNr avec des variations dans les

amorces (tableau 10).
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Nous avons inclus dans chaque analyse un contréle positif (Cryptosporidium

hominis) et un contréle négatif (I'eau de PCR).

*Amplification d'autres genes

Trois autres genes incluant COWP (fragment de longueur de 384 bases), TRAP-C1

(523 bases) et HSP70 (277 bases) ont été amplifiés par Nested PCR (méme protocole

cité préalablement).

L'amplification a été limitée a certains échantillons positifs pour le géene SSU de I'ADNr.

Tableau 10 : Composition du mélange de PCR (Master mixe) pour chaque échantillon.

CRYPTOSPORIDIUM (Amplification du gene SSU de I'ADNr)

PCR Primaire PCR Secondaire

H20 | ... 12,30 H20 | ... 13,10
MgCI2 (25 mM) 1,2 MgCI2 (25 mM) 1,2
10x buffer | ............... 2,00 10x buffer | ............... 2,00
DNTP 10 mM 0,40 DNTP 10 mM 0,40
Forward 10 uM 0,40 Forward 10 uM 0,40
Reverse 10 uM 0,40 Reverse 10 uM 0,40
BSA (10 mg/ml) 0,80 BSA | |,
Taq (2 U/1pl) 0,50 Taq (2 u/1pl) 0,50
polymérase polymérase

DNA | .. 2,00 DNA | 2,00
Total | ...l 20,00 Total | ... 20,00
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*|dentification moléculaire de Microsporidia

Au cours de la recherche et l'isolement des cryptosporidies par les techniques
moléculaires, un autre parasite (Microsporidia) a été identifié par I'utilisation du méme
protocole de la PCR nichée avec des variations de température et du temps dans les
phases des cycles de la réaction PCR. L'identification de ces microorganismes a été
réalisée par I'amplification du fragment ITS (internal transcribed spacer) du géne

rRNA.

La recherche des microsporidies a concerné deux principales espéces incluant

Encephalitozoon cuniculus et Entérocytozon bieneusi.

La réaction PCR a été réalisée par I'utilisation des amorces spécifiques d'espéce pour
Entérocytozon bieneusi et de genre pour Encephalitozoon spp. Contrairement aux
cryptosporidies, ou tous les échantillons de feces (481) ont été amplifiés, seulement
343 prélévements ont été analysés, uniquement par PCR pour la mise en évidence

d'Encephalitozoon spp et Entérocytozon bieneusi.

2.4.2.3. Electrophorése

Tous les produits ampliffiés, issus de la PCR secondaire de Cryptosporidium spp et
Microsporidia ont été fractionnés en champs de gel d'agarose a 2 % avec 0.2mg/ml
de bromide d'ethidium. Ensuite, les amplicons ont été visualisés sous la lumiere
ultraviolet.18 pl de chaque produit de la PCR secondaire ont été utilisés dans le gel

d'agarose avec un 5ul de I'ADN marqueur (DNA lader).
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2.4.2.4. Purification de I'ADN

Les produits de la PCR secondaire positifs au Cryptosporidium spp en électrophorese
(fragment du gel positif) ont été coupés de gel d'agarose et ont été mis dans des
eppendorfs. La purification de I'ADN positif a été réalisée par I'utilisation d'un "MinElute

gel extraction kit" en suivant les instructions du fabricant.

- Ajouter 400 pl de Tampon QG au eppendorf comportant le fragment du gel d'agarose,

qui contient 'ADN positif.

- Incubation a 50 C° pendant 10 minutes, puis a température ambiante pour 2 a 3

minutes.

- Transférer la solution dans un tube a spin filter

- Centrifuger le tube pendant une minute

- Eliminer le contenu du tube et garder le filtre

- Ajouter dans le méme tube 500 pl Tampon QG

- Centrifuger encore une fois le tube pendant une minute

- Eliminer le contenu du tube et garder le filtre

-Ajouter 750 ul de Tampon PE

- Incubation a température ambiante pour 2 a 5 minutes, Centrifuger pendant une

minute

-Eliminer le contenu du tube et garder le filtre
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- Centrifuger encore une fois pendant une minute

- Transférer le filtre dans un eppendorf et ajouter 30 a 50 pl de solution "Elution EB"

- Incubation a température ambiante pour une minute et centrifuger pendant une

minute.

- Récupération de L'ADN.

2.4.2.5. Séquencage, analyses et phylogénie des séquences

Les produits de la PCR secondaire purifiés (ADN purifié a partir des échantillons
positifs) ont été séquencés par l'intermédiaire de ABI BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit and ABI 3730XL sequence analyser (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Le séquencage préalablement précédée par la quantification de I'ADN, a été
performé en double direction par I'utilisation des amorces de la PCR secondaire. Les
séquences nucléotidiques obtenues (pour les deux genes SSU et GP 60) ont été
éditées et alignées avec elles par lutilisation du programme ChromasPro 1.5
(Technelysium, Pty, Ltd.). L'alignement avec les séquences de références
téléchargées initialement de la base des donnés génétiques (GenBank), a été effectué

par le ClustalX 2.0.6.

Les ajustements de l'alignement ont été réalisés manuellement pour enlever les gaps
artificiels par l'intermédiaire du programme Bio Edit. L'analyse phylogénique a été
étudiée par le programme TREECON. Le joint Neighbour et le maximum likelihood des
arbres phylogéniques ont été construits. Toutes les positions ambigies ont été

enlevées de chaque paire de séquences. La fiabilité des branches de [l'arbre
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phylogénique a été évaluée par bootstrap analysis avec 1000 pseudo-replicates,
associées a des valeurs supérieures a 50 % rapportées. Les phylogrammes ont été
dessinés par lutilisation de MEGA 5 et ont été ajustés par lintermédiaire de

CorelDraw X5.

3. Analyses statistiques

Nos résultats sont traités par le logiciel «<Excel STAT 2007 ». Trois tests ont été utilisés
pour analyser ces résultats : le test khi deux d’indépendance, la correction de Yates et

le test de Fisher exact.

Ces tests traitent des résultats de nature qualitative et permettent la comparaison des
résultats en fonction des différents parametres étudiés dans notre investigation. lls sont
basés sur la calcule des valeurs théoriques a partir de nos valeurs observées sur le
terrain pour donner un seuil de signification (valeur P) qui représente I'élément clé de

cette comparaison.
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4. RESULTATS
4.1. Observation de Cryptosporidium spp par microscopie

Les oocystes de Cryptosporidium spp apparaissent colorés en rouge vif ou rose sur

un fond vert. Le degré et la proportion de couleur varient avec les oocystes.

Figure 31: Oocystes de Cryptosporidium spp observés par la coloration de Ziehl

Neelsen modifiée chez les anes (G x100).

Figure 32 : Oocystes de Cryptosporidium spp observés par la coloration de Ziehl

Neelsen modifiée chez les chevaux (G x100).
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4.2. Lecture de Cryptosporidium spp en électrophoréese

L'ADN des échantillons positifs migre en méme niveau que les contréles positifs (830
bp). Les contrles négatifs (I'eau de PCR) permettent de contréler les réactions
d'amplification par l'observation de l'absence des traces d'ADN dans les bandes

correspondantes.

Figure 33: Nested PCR de Cryptosporidium spp chez les chevaux par I'utilisation des
amorces spécifiques du genre et la visualisation des produits en gel d'électrophorese
avec l'ethidium bromide sous la lumiere ultraviolet. (Bande A et B : prélevements
positifs, bande C et D : contrdles positifs, bandes E : contrdle négatif (eau de PCR),

bande F : DNA lader (ADN marqueur).
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Figure 34 : Nested PCR de Cryptosporidium spp chez les anes par l'utilisation des
amorces spécifiques du genre et la visualisation des produits en gel d'électrophorese
avec l'ethidium bromide sous la lumiere ultraviolet. (Bande A, B, C : prélevements
positifs, bande D et E : contrdles positifs, bandes F : contréle négatif (eau de PCR),

bande G : DNA lader (ADN marqueur).
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4.3. Prévalence globale de l'infection par Cryptosporidium spp

Le taux d'infestation par les cryptosporidies chez I'ensemble des animaux examinés a
été estimé par les deux techniques. Sur le nombre total des équidés prélevés, 29 cas
étaient positifs par microscopie et 13 cas par la PCR nichée, ce qui correspond un taux

d'infestation de 6,02 % (29/481) et 2,70 % (13/481) respectivement (figure 23 et 24).

Tableau 11: Prévalence globale de Cryptosporidium spp chez les chevaux et les

anes.
Animaux Nombre de Nombre de cas Nombre de cas
prélevements positifs (%) par positifs (%) par
microscopie PCR nichée
Chevaux 357 26 (7, 28 %) 9 (2, 52 %)
Anes 124 3 (2, 41 %) 4 (3, 22 %)
Total 481 29 (6, 02 %) 13 (2, 70 %)

Statistiquement, la comparaison entre la prévalence globale chez la population équine
obtenue par l'observation microscopique et celle obtenue par les techniques de la

biologie moléculaire a montré une différence significative (p < 0,05).
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Figure 35 Figure 36
B % de cas positifs % de cas négatifs B % de cas positifs % de cas négatifs
6% 2,70 %

4 f

Figure 35 et 36 : Taux d'infestation global de Cryptosporidium spp chez les équidés

par microscopie (figure 35) et par nested PCR (figure 36).

Figure 37 Figure 38
B % de cas positifs % de cas négatifs B % de cas positifs % de cas négatifs
7,28% 2,52%

92,72 % ’ \ 97,48 % ’

Figure 37 et 38 : Taux d'infestation de Cryptosporidium spp chez les chevaux par

microscopie (figure 37) et par nested PCR (figure 38).

Chez les chevaux, le taux d'infestation a été 7,28 % (26/357) par microscopie et 2,52 %
(9/357) par lI'amplification PCR (figure 37 et 38).Parmi 26 cas positifs par coloration,
seulement 6 cas sont postifs par PCR et parmi 9 chevaux positifs par PCR nichée, 3
cas (deux adultes et un poulain agé plus de 6 mois) ont été négatifs par l'observation

microscopique.
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Chez les anes, I'examen microscopique et la PCR nichée ont révélé respectivement un
taux d'infestation de 2, 41 % (3/124) et 3,22 % (4/124) (figure 39 et 40). Les 3 cas qui
sont positifs par la coloration, ils sont négatifs par PCR et un seul cas (jeune) a été

positif par nested PCR, mais négatif par microscopie.

Figure 39 Figure 40
% de cas positifs % de cas négatifs B % de cas positifs % de cas négatifs
2,41 % 3,22%

97,59 % ’ '|| 96,78 % I"

Figure 39 et 40 : Taux d'infestation de Cryptosporidium spp chez les anes par

microscopie (figure 39) et par nested PCR (figure 40).

La comparaison statistique entre le taux d'infestation obtenu chez les chevaux par
microscopie (association entre concentration et coloration) et celui obtenu par PCR, a
révélé une différence significative (P < 0,05). Chez les anes, aucune différence
significative n'a été observée entre les deux techniques dans la détection des

cryptosporidies dans les feces.

4.4. Prévalence de l'infection par Cryptosporidium spp selon I'age des animaux

Par microscopie, parmi 135 jeunes équidés examinés (agés moins de 2 ans),

seulement 12 poulains ont été infectés, ce qui correspond un taux de 8,88%. Chez
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'ensemble des chevaux et des anes adultes, I'observation microscopique a noté un

taux d'infestation de 4, 91 % (17/346). Aucune différence significative (P> 0,05) n'a été

observée dans lisolement des cryptosporidies par la technique de coloration chez

'ensemble des jeunes et des adultes examinés. La réaction PCR a montré seulement 4

cas positifs (3 poulains et 1 jeune ane) chez les jeunes (2,96 %) et 9 cas positifs (6

chevaux et 3 anes) chez les équidés adultes (2,60%). Comme I'examen microscopique,

aucune différence significative (P> 0,05) n'a été révélée par la PCR nichée entre le taux

d'infestation chez les jeunes et celui des adultes.

Tableau 12 : Prévalence de Cryptosporidium spp selon I'age des chevaux et des

anes.
Animaux Nombre de Nombre de cas Nombre de cas
prélevements positifs (%) par positifs (%) par PCR
microscopie
125 12/125 (9, 6%) 3/125 ( 2,4 %)
Poulains
agées <2 ans
Chevaux
Adultes 232 14/232 (6,03%) 6/232 (2,58%)
Jeunes agés 10 0/10 (0,0 %) 1/10 (10%)
<2ans
Anes
Adultes 114 3/114 (2,63%) 3/114 (2,63%)
Jeunes 135 12/135(8, 88 %) 4/135 (2, 96 %)
équidés
Total
Adultes 346 17/346 (4, 91 %) 9/346 (2, 60%)
équidés
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Chez les chevaux, I'analyse statistique a montré une différence non significative entre le
taux d'isolement des cryptosporidies chez les poulains 4gés moins de 2 ans et celui

chez les adultes, quelque soit la méthode utilisée.

Tableau 13 : Prévalence de Cryptosporidium spp chez les poulains et les jeunes

anes agés moins de deux ans.

Age % par microscopie | % par PCR nichée
Inferieurs & 6 mois 12/99 (12, 12%) 2/99 (2, 02 %)
Poulains agés < 2ans
Supérieurs a 6 mois | 0/26 (0%) 1/26 (3,84)
Inferieurs a 6 mois 0/8 (0,0 %) 1/8 (12,5 %)
Anes ageés < 2ans
Supérieurs a 6 mois | 0/2 (0,0 %) 0/2 (0,0 %)

Par I'examen microscopique, les poulains agés moins de 6 mois sont plus infectés que
ceux agés plus de 6 mois (différence significative). Cependant, les résultats sont

presque identiques par PCR.

Chez les anes, I'échantillonnage trés faible rend les analyses statistiques difficiles a
réaliser. Cependant par les deux techniques, I'application du test Fisher exact a montré

gue les jeunes sont infectés indifféremment par rapport aux adultes.

84




Partie expérimentale

10,00%
9,00%
8,00%
7,00%
6,00%
5,00%
4,00%
3,00%
2,00%
1,00%
0,00%
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équidés équidés
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B Nombre de cas positifs (%) par microscopie B Nombre de cas positifs (%) par PCR

Figure 41 : Distribution du taux d'infestation de Cryptosporidium spp selon I'age des

animaux.

4.5. Prévalence de l'infection par Cryptosporidium spp selon le sexe des

animaux.

Le nombre total des méles infestés a été 13 cas par I'observation microscopique et 4

cas par la réaction PCR. Parmi 311 femelles examinées, 16 cas ont été positifs par

microscopie et 9 cas par PCR.
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Tableau 14: Prévalence de Cryptosporidium spp selon le sexe des chevaux et des

anes.

Nombre de Nombre de cas | Nombre de
Animaux prélevements | positifs (%) par | cas positifs
microscopie (%) par PCR

males 148 13 (8, 78%) 4 (2,70 %)

Chevaux femelles 201 13 (6,64 %) 5 (2,48 %)

Males 10 0 (0%) 0(0%)

Anes femelles 110 3 (2,72 %) 4 (3,36%)

males 158 13 (8, 22 %) 4 (2, 53%)

Total femeles 311 16 (5, 14%) 9 (2,89 %)
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Figure 30
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Figure 42 : Taux dinfestation de Cryptosporidium spp chez les équidés males et

femelles par les deux techniques.

Aucune différence significative n'a été observée dans l'isolement des cryptosporidies en

fonction du sexe chez I'ensemble des équidés examinés.

Figure 43 Figure 44
H Male ®Femelle ® Male Femelle
8.78% 3.36%
2.72%

2.70% 2.48%

"_Q'QQ%_I \ 0.00% ‘ ' ]

% de cas positifs
par PCR

e y

% de cas positifs

% de cas positifs par microscopie

par PCR

% de cas positifs
par microscopie

Figure 43 et 44 : Taux d'infestation de Cryptosporidium spp chez les deux sexes des

chevaux (figue 43) et des anes (figure 44) par les deux techniques.
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Par les deux techniques de diagnostic utilisées, aucune différence significative n'a été
notée dans lisolement des cryptosporidies chez les chevaux en fonction du sexe.

Méme observation a été constatée chez les anes.

4.6. Prévalence de l'infection par Cryptosporidium spp selon la présence ou

I'absence des diarrhées

Tous les chevaux prélevés au niveau des élevages de Tiaret et de Kharouba n'ayant
pas présenté des signes diarrhéiques au moment de la récolte des féces et méme 15
jours auparavant. Chez les chevaux et les anes récoltés dans les régions rurales, aucun
animal n'a été signalé diarrhéigue au moment du prélevement des féces, a l'exception
d'une anesse ayant présenté une diarrhée liquide. A cet effet, limplication des

cryptosporidies chez les animaux infectés n'a été pas associée avec des diarrhées.

4.7. Distribution géographique de chevaux et des anes infectés

Les équidés infectés particulierement par les techniques moléculaires sont répartis sur
quatre régions situées dans deux wilayas (Tiaret et Bourdj Bou Arréridj) (figure 45).
7 cas positifs de chevaux ont été isolés dans la jumentrie de Tiaret (N°1 dans la carte)
et aucun cas n'a été détecté dans les autres fermes collectives (élevages de Kharouba)
situées dans la Wilaya d'Alger (N°2, 3, 4 dans la carte). Statistiquement, il peut étre
difficile d'évaluer l'influence du type d'élevage sur la répartition des cas positifs en
raison de l|'échantillonnage faible observé dans certaines fermes. Cependant, la

comparaison statistique entre deux fermes avec un échantillonnage élevé (élevage de
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Tiaret et centre de Kharouba 4) a montré une différence significative (P= 0.03). Donc,

tous les chevaux infectés ont été trouvés au niveau de la ferme de Tiaret.

Un cas positif chez les anes a été détecté dans la région rurale Bougbisse (N°8 dans la
carte). Dans les régions rurales Ouled Brahem (N°13) et Textere (N°16), 'infection a été
observée aussi bien chez les chevaux que chez les anes (un cheval et deux anes dans

la région Ouled Brahem, un cheval et un ane dans la région de Texter).

Algiers

@ regative areas \ \ ,
() donkeys positive areas v /

horses positive areas

\

@ horses and donkeys positive areas

MOROCCO
TUNISIA

Figure 45 : Répartition géographique des cas positifs de Cryptosporidium spp chez

les chevaux et les anes.
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4.8. Caractérisation moléculaire de Cryptosporidium spp

4.8.1. Séquencage de I'ADN positif et obtention des séquences nucléotidiques

Le séquencage de I'ADN des cas positifs a été performé en double direction par
l'utilisation des Kits spécifiques et les amorces de la PCR secondaire. Le séquencage
est réalisé par un appareil spécifique (sequence analyser), qui permet la visualisation
de I'ADN sous forme d'un chromatogramme. La lecture de ce dernier se fait par un
programme spécifique chromasPro. La figure 34 représente le chromatogramme de
I'AND positif (fragment de 48 bp), dont chaque onde avec sa couleur correspond a un
nucléotide.

L'ensemble des nucléotides obtenus constitue une séquence initiale qui sera analysée
pour donner une séquence finale (figure 35), qui représente I'espece ou le génotype de

Cryptosporidium identifié.

Ul

Figure 46 : Séquencage de I'AND positif par l'intermédiaire d'ABI BigDye Terminator

v3.1 Cycle Sequencing Kit and an ABI 3730XL sequence analyser (Applied Biosystems,
Foster City, CA) et la lecture de la séquence par le programme ChromasPro (fragment

de 48 bp).
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> [karim SSU 765 (1).fasta - 765 bp] gi|464907985|gh|KC305647.1| Cryptosporidium sp. hedgehog genotype

isolate M1029 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence —

GGTGACTCATAATAACTTTACGGATCACATTAAATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGA
CGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCT
GAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATGCAGGGAGGTAGT
GACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTAT
CAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCA
GTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTAATAATTTATATAAAATATTTTAATGAATATTTATATAATATTAACA
TAATTCATATTACTATATTTTTTAGTATATGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGCATATG
CCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAAGATTTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATT
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAAT
GCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACC
GTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCAA

Figure 47 : Séquence finale d'un cas positif, obtenue aprés I'analyse de la séquence
initiale par des programmes bioinformatiques et déposée dans la base des données

génétiques (GenBank).

La séquence finale est obtenue aprés l'analyse de la séquence initiale par des
programmes bioinformatiques comme ClustalX et Bio Edit. Elle représente
'amplification par Nested PCR d'un fragment (longueur = 830bp) du gene codant pour
SSU rDNA. La longueur du fragment obtenu apres l'analyse est de 765 bp, qui
correspondent le nombre des nucléotides. Ensuite, Cette séquence finale est déposée
dans une base des données génétiques (GenBank) sous un numéro d'acces par lequel

elle est reconnue.

4.8.2. Identification des especes et /ou de génotypes de Cryptosporidium

L'analyse des séquences nucléotidiques du gene codant pour SSU rDNA, obtenues a

partir des prélevements positifs, permet [lidentification de différents types de
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Cryptosporidium ; "Cryptosporidium hedgehog genotype, Cryptosporidium
parvum, Cryptosporidium hominis et Cryptosporidium muris". La détermination de
ces derniers génotypes et especes a été réalisée par la comparaison des séguences
nucléotidiques obtenues dans notre étude avec des séquences de références déposées

dans les bases de données génétiques comme Genbank.

Tableau 15: Especes et génotypes de Cryptosporidium identifiés.

Animaux Espéces ou génotypes infectants Nombre de cas
Cryptosporidium hedgehog 4
Chevaux genotype
Cryptosporidium parvum 3
Cryptosporidium hominis 1
Cryptosporidium muris 1
Anes Cryptosporidium parvum 1
Cryptosporidium muris 1
Total 11

Les chevaux ont été révélés infectés par 3 espéces différentes et un seul génotype,
dont 4 cas (3 juments et un étalon) ont été infectés par le génotype de I'hérisson
(Cryptosporidium hedgehog genotype), 3 cas par Cryptosporidium parvum (un
poulain et 2 juments), un cas (poulain) par Cryptosporidium hominis et un autre cas

(poulain) par Cryptosporidium muris.

Chez les anes, parmi les quatre cas positifs par I'amplification PCR, le séquencage des
produits de la PCR secondaire a été obtenu seulement avec succés en deux cas. Ces

deux dernies ont été identifiés comme C. parvum et C. muris chez deux anesses.
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4.8.2.1. Comparaison entre les séquences obtenues et les séquences de

référence

Les séquences d'ADN du gene codant pour SSU rDNA des différentes especes et

génotypes identifiés dans notre étude ont été comparées avec des séquences de

référence publiées dans différentes études et déposées dans la base de données

génétiques GenBank sous des numéros d'acces. Les résultats sont mentionnés dans

le tableaul6.

Tableau 16: Identité des espéces et génotypes isolés chez les équidés infectés.

Origine des %de
Animaux Espéces ou génotypes Séquence de isolats de similarité
infectants référence référence
(numéro d'acces)
Cryptosporidium QG214078, QG214082, Hérisson 99,2-
hedgehog genotype QG259137,0G259141 99,8%
Chevaux | Cryptosporidium parvum AF093493 Bovine
100%
Cryptosporidium hominis AF093492 Humaine
99,44%
Cryptosporidium muris EU245045 rat
(souche RNG66) 100 %
Cryptosporidium parvum AF093493 Bovine 100 %
Anes Cryptosporidium muris 100 %
(souche TS03) EU245043 rat
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Les séquences du gene SSU de I'ADNr des cas positifs de Cryptosporidium
hedgehog genotype isolés chez les chevaux ont présenté une similarité comprise
entre 99,2-99,87% (figure 48) avec des séquences de référence du méme génotype
(numéro d'accés en GenBank: QG214078, QG214082, QG259137, QG259141),
originaire des cas dinfection de ['hérisson. Les isolats identifié<s comme
Cryptosporidium parvum et Cryptosporidium muris ont une identité de 100 % avec
les isolats de références AF093493 et EU245045 des deux especes respectivement

(figure 49 et 51).

L'isolat de Cryptosporidium hominis détecté chez un poulain est apparenté au
Cryptosporidium hominis de référence AF093492 (similarité de 99,44%) (figure 50)
et au Cryptosporidium cuniculus de référence FJ262724 (similarité de 99,3%). Le
génotypage de cet isolat réalisé par d'autres génes (COWP, HSP70, TRAP-C1) a
permis la confirmation de la présence de Cryptosporidium hominis chez le poulain

infecté.
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Seq 1
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Seq 2
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Seq 2
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412

421

472

481

532

541

592

601

652

661

712

721

766

781

————————— GGTGACTCATAATAACTTTACGGATCACATTAAATGTGACATATCATTCAA

FEErrrrrrrrrrr e e e et e e e e e e e e e
AATATAATTGGTGACTCATAATAACTTTACGGATCACATTAAATGTGACATATCATTCAA

GTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAA

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAA

CGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGA

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
CGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGA

AGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATGCAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACA

FEEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATGCAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACA

ATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTAT

FEEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
ATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTAT

CAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATAT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e e e e e e e e e
CAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATAT

TAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTAATAATTTATATAAAATA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
TAAAGTTGTTGCAGTTAARAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTAATAATTTATATAAAATA

TTTTAATGAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTATATTTTTTAGTATATG

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TTTTAATGAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTATATTTTTTAGTATATG

AAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGC

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e e e
AAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGC

ATGGAATAATATTAAAGATTTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTA

FEEEEEEEEr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
ATGGAATAATATTAAAGATTTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTA

ATAGGGACAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTA

FEEEEEEErr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
ATAGGGACAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTA

AAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTT
PR rrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e
AAGGCAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTT
AGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCAA- -~~~
Frrrrrrrrrrrrrrrrr et e e et e e e e e e e e e
AGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCAACTAGAG
-- 765
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Figure 48 : Alignement entre la séquence de Cryptosporidium hedgehog genotype

obtenue dans notre étude (Seq_1) (longueur 765 bp) et une séquence de référence

(Seq_2) (longueur 782 bp avec un numéro d'acces en GenBank QG259141).
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449
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509

781

569

841

629

901

CTCGACTTTATGGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAGAACCAATATAATTGGTGACTCAT

———————————————————————————————— ATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTT

FEEEEEEEEEr e e e e
AATAACTTTACGGATCACATTAAATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTT

TAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGAT

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
TAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGAT

TCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAAT

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAAT

TACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTT

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrr e e e e e e e e e
TACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTT

TGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTG

FEEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTG

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAA

FEErrrrrrrrrrrrrerr e e et e e e e e e e e e
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAA

AAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTAATAATTTATATAAAATATTTTGATGAATATTTATAT

FErrrrrrrrrrrrrrrrr et e et e e e e e e e e e e
AAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTAATAATTTATATAAAATATTTTGATGAATATTTATAT

AATATTAACATAATTCATATTACTATATATTTTAGTATATGAAATTTTACTTTGAGAAAA

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
AATATTAACATAATTCATATTACTATATATTTTAGTATATGAAATTTTACTTTGAGAARA

TTAGAGTGCTTAAAGCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAAGAT

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TTAGAGTGCTTAAAGCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAAGAT

TTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGCA

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrr et e e e e e e e
TTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGCA

TTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAA

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAA

GCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCA

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e et e e e e e e
GCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCA
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GATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGC-—————-—-—————————————————————

FEEEEEErrr e e e el
GATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCAACTAGAGATTGGAGGTTGTTCCTTAC

GGATCA 1746
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Figure 49 : Alignement entre la séquence de Cryptosporidium parvum obtenue dans

notre étude (Seq_1) (longueur 720 bp) et une séquence de référence (Seq_2) (longueur
1746 bp avec un numéro d'acces en GenBank AF093493).
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568

839

628

899

ACTCGACTTTATGGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAGAACCAATATAATTGGTGACTCA

————————————————————————————————— ATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCT

FEEEEEEEEE e el
TAATAACTTTACGGATCACAATTAATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCT

TTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGA
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e et e e e e e e
TTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGA

TTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
TTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAA

TTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTT

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTT

TTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCT

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrr e e e e e e e e e
TTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCT

GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAA

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAA

AAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTAATAATTTATATAAAATATTTTGATGAATATTTATA

FEEEEEEErr e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTAATAATTTATATAAAATATTTTGATGAATATTTATA

TAATATTAACATAATTCATATTACTATTTTTTTTAGTATATGAAATTTTACTTTGAGAAA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr  rrrrr e e e e e e
TAATATTAACATAATTCATATTACTATTTTTT--AGTATATGAAATTTTACTTTGAGAAA

ATTAGAGTGCTTAAAGCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAAGA

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
ATTAGAGTGCTTAAAGCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAAGA

TTTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGC

Frerrrrrrrr rrrrrrrrrrrrrrrr e
TTTTTATCTTTTTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGC

ATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAA

Frerrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrr et e e e e e e e
ATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAA

AGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTGGGGGATCGAAGACGATC

FEEEEEEErr e et e e e e e e e e e e e e e e
AGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGT TAGGGGATCGAAGACGATC
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FECEEEEEEE e et e er e et
AGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCAACTAGAGATTGGAGGTTGTTCCTTA

AGGATCA 1745
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Figure 50 : Alignement entre la séquence de Cryptosporidium hominis obtenue dans

notre étude (Seq_1) (longueur 720 bp) et une séquence de référence (Seq_2) (longueur
1745 bp avec un numéro d'acces en GenBank AF093492).
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664
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1]
AACCAATGAGCTTGGTGATTCATAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATC

ATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGAC

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
ATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGAC

GGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATC

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrr e errrrr e e e e e e e e
GGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATC

TAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAA

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAA

ATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTAC

FEEEEEEEEr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
ATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTAC

GAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGC

FErrrrrrerrrrrrrrr et e e e e et e e e e e e
GAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGC

GTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATCTATA
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e et e e e e e e
GTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATCTATA

ATATTACTAAGGTATATATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATATTTCTAAATATATA

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e e e e e e e e e
ATATTACTAAGGTATATATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATATTTCTAAATATATA

GGAAACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCA

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GGAAACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCA

GCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGG

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrrer e e e e e e e
GCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGG

TTAATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTG

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrr et e e e e e e e e
TTAATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTG

TTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAA

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
TTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAA

GTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTAT-CC-—-———

FEEEEEErrrr et e e et e e et e e e e e e et e e
GTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTA

GAGATTGGAGGTTGTTCCT 799
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Figure 51 : Alignement entre la séquence de Cryptosporidium muris obtenue dans

notre étude (Seq_1) (longueur 717 bp) et une séquence de référence (Seq_2) (longueur

799 bp avec un numéro d'acces en GenBank EU245045).
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4.8.2.2. Analyses phylogéniques des séquences obtenues par rapport aux

séquences de références.

Les analyses phylogéniques des séquences d'ADN des différents génes d'amplification
ont été obtenues par l'utilisation de logiciel bioinformatigue TREECON. Pour plus de
précision concernant la détermination des espéces ou génotypes infectants, différents
arbres phylogéniques de chaque gene ont été construits pour montrer la liaison entre
les séquences obtenues dans notre enquéte et les séquences de références. Nos
isolats de Cryptosporidium hedgehog genotype représentés dans la figure 52 par
les numéros (M1029, M1045, M1046, M1047) sont étroitement liés aux isolats de
référence du méme génotype originaire de I'hérisson (numéro d'accés en GenBank :

GQ259140, GQ214081, GQ214085).
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Figure 52: Relations phylogénétiques entre Cryptosporidium hedgehog genotype
obtenu dans notre étude (numéros en surbrillance) et autres especes de
Cryptosporidium (gene Gp 60). L'arbre est construit du maximum de vraisemblance

(probabilité = -17,475, 61) avec Kimura modele a 2 paramétres.
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Figure 53 : Arbres phylogéniques (Neighbour-joining) représentant les relations
évolutives entre Cryptosporidium spp et génotypes, y compris ceux détectés dans
notre étude (numéros en surbrillance), déduits a partir d'un fragment partiel de génes
(A) : SSU (743 positions de base dans I'ensemble de données finales), (B) COWP (384
positions de base dans I'ensemble de données finales), (C) TRAP-C1 (523 positions de
base dans I'ensemble de données finales), (D) GP60 (859 positions de base dans
I'ensemble de données finales) et (E) HSP70 (277 positions de base dans I'ensemble
de données finales). Kimura modeéle a 2 parametres a été utilisé dans tous les arbres.
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Les séquences nucléotidiques des cas positifs, identifiess comme Cryptosporidium
parvum sont représentées dans l'arbre phylogénique (figure 53, section A et D) par
les numéros (14172,14247, 14248, 12251). Ces séquences sont étroitement liées aux
séquences de références déposées sous le numéro d'accés AF093493 pour le gene

SSU rDNA et AY262034 pour le gene GP 60.

L'échantillon 14168 identifi€ comme Cryptosporidium muris chez l'ane (souche
TS03) est étroitement en relation avec lisolat de référence EU245043 pour le gene
SSU rDNA. L'échantillon 12347 identifié comme la souche RN66 du Cryptosporidium
muris chez le cheval est également trés lié a la séquence de référence EU245045

(figure 53, section A).

L'isolat identifié comme Cryptosporidium hominis est montré dans la figure 41 sous le
numéro 12328 dans tous les arbres phylogéniques. Pour le géne SSU rDNA (section
A), cet isolat est étroitement lié au Cryptosporidium cuniculus (numéro d'acces
FJ262724) et au Cryptosporidium hominis (AF093492). Pour le gene Gp 60 (section
D), cet isolat est lié surtout aux subtypes de Cryptosporidium cuniculus (Vb-Rabbit-
FJ262734). Cependant, I'amplification de cet échantillon par d'autres génes (section B,

C, E) aindiqué que cet isolat est étroitement lié¢ au Cryptosporidium hominis.

4.8.3. Détermination des subtypes des espéces et de génotypes de

Cryptosporidium

L'analyse des séquences nucléotidiques du gene codant pour Gp 60, obtenues a partir
des prélevements positifs en SSU rDNA, permet la détermination des différents

subtypes cités dans le tableau 17.
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Tableau 17: Subtypes des espéces et de génotypes de Cryptosporidium identifiés.

Animaux | Espéces ou génotypes infectants Subtypes

Cryptosporidium hedgehog genotype Xllla A22R9

Chevaux Cryptosporidium parvum lla A16G1R1
Cryptosporidium hominis IkKA15G1
Anes Cryptosporidium parvum lla A16G1R1

L'analyse des séquences nucléotidiqgues du gene Gp60 de Cryptosporidium
hedgehog genotype permet la détermination de la famille Xllla, le nombre de
trinucléotides répétés de type TCA dans les quatre cas positifs a été 22 (figure 54 en
jaune), suivi par 9 répétitions des trinucléotides de type ACATCA (figure 54 en rouge).

Ceci permet l'identification du subtype Xllla A22R9.

Xllla A22R9 de Cryptosporidium hedgehog genotype
TAAGGATGTTTCTGTTGAGGGCTCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATC
ATCATCATCATCA HORICAACRICARCAICARCATCARCATCARCATCARCATCARCATCARGANGA A CTGCC
GCACCAGCTCAAAATAAGGCAGGAACTACAGAAGGTGAAGGTGAAGGAGAGGAGGTGGAAGGCGGTCAAA
GTTCTAGTGGTACTGAATCTTCTGGCAGCCAGGACAGTGAGGGAAGTGAGGGAAGTGAAGGAAGTGAGGGA
AGTGAAGACGGTGCCCAAGCCACTACTGCTTCCGAATCCACTACAACTCAAGGTAGTGACGCAGCTACCGTTT
CCACAGAAGCTACTCCAAAGAAAGAGTGCGGTACTTCATTTGTTATGTGGTTCGGGGAGGGTGTTCCAGTTGC
AACTTTGAAGTGTGGCGATTATACTATGGTCTATGCACCAGAAAAGGACAAAACAGATCCCGCACCAAGATAT
ATCTCTGGTGAAGTAAAGGATGTATCCTTCCAAAAAGAAGGTGATAGTACAATTAAAATCAAGATCGAAGATA
AGGAGTTCAATTCTCTCTCTACTAACTCAAGCACTCCAACTGAAAATAACGGATCTGCGGGCAAGGTTTCATC
AAGATCAAGAAGATCGCTCTCAGAGGAAACTAGTGAAACTGCTGCAACCGTCGATTTGTTTGCCTTCACCCTT
GATGGTGGTAAAAGAATTGAAGTTGCTGTACCAAGAGTCGAAGATGCATCCAAAAGAGACAAGTACAGTTTG
GTTGCAGACAATAAGCCTTTCTATACCGGCACAAACAGCGGCACTACTAATGGTGTCTACAAGTTGAATGAGG
ACGGAGACTGGT

Figure 54: Séquence de subtype A22R9 appartient a la famille Xllla de

Cryptosporidium hedgehog genotype.
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lla A16G1R1 de Cryptosporidium parvum.
GCTCATCAIBEBTCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCAACATCAACCGTCGCACCAGCA
AATAAGGCAAGAACTGGAGAAGACGCAGAAGGCAGTCAAGATTCTAGTGGTACTGAAGCTTCTGGTAGCCAG
GGTTCTGAAGAGGAAGGTAGTGAAGGCGATGGCCAAACTAGTGCTGCTTCCCAACCCACTACTCCAGCTCAA
AGTGAAGGCGCAACTACCGAAACCATAGAAGCTACTCCAAAAGAAGAATGCGGCACTTCATTTGTAATGTGG
TTCGGAGAAGGTACCCCAGCTGCGACATTGAAGTGTGGTGCCTACACTATCGTCTATGCACCTATAAAAGACC
AAACA

bY

Figure 55: Séquence de subtype A16G1R1 appartient a la famille Ila de

Cryptosporidium parvum.

Les subtypes isolés de I'espéce Cryptosporidium parvum font partie de la famille lla.
Au niveau de la région de répétition des trinucléotides du gene Gp 60, le nombre de
répétions TCA a été 16 (figure 55 en jaune) avec une seule répétition des

trinucléotides de type TCG (figure 55 en rouge) et ACATCA (figure 55 en bleu).

Ika A15G1 de Cryptosporidium hominis.
GCTCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCA-TCATCATCAACAACAACCGTTGCACCAGCTTCA
AATAAGGCAAGAAATGCAGAGGAAGAAGGAAAGATCGATGAAGGCAGTCAAAGTCCTAGTGATGTTCCTGGA
TCTTCTGACAGTCAAGACACTGAAGAAAGTGAGGACAGTACTCAATCTAGTGCTGCTGCTGATTCCCAAACTT
CTGCTCCAGCTCAAGAATCCGAGAAAACCGAATCCACAGAAACTGCTCCAAAGGAAGAGTGCGGTACTTCAT
TTGTTATGTGGTTTGGAGAGGGTGTTCCAGTTGCAACTTTGAAGTGTGGTGACTATACTATGGTCTATGCACCA
GAAAGTGGCAAAACA

Figure 56: Séquence de subtype A15G1l appartient a la famille lka de

Cryptosporidium hominis.

Pour I'espéce Cryptosporidium hominis, le nombre de répétions des trinucléotides
TCA a été 15 (figure 56 en jaune) avec une seule répétition des trinucléotides de type
TCG (figure 56 en rouge), ce qui identifie un nouvel subtype appartient a la famille 1k

A15G1.
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4.9. Caractérisation moléculaire de Microsporidia

Chez les chevaux, parmi 219 échantillons analysés, 19 cas ont été détectés positifs au
Microsporidia, dont 15 cas (6,8 %) ont été infectés par Entérocytozoon bieneusi et 4
cas (1.8%) par Encephalitoozon spp. Chez les anes, deux cas (1,6 %) ont été
positifs, aussi bien pour Entérocytozoon bieneusi et Encephalitoozon spp.
Statistiqguement, le taux d'infection par les microsporidies ne varie pas significativement
en fonction de I'age, sexe et le systeme d'élevage chez les chevaux et méme chez les

anes pour les deux premiers facteurs (age, sexe) (tableau 18).

Chez les chevaux, le taux d'infestation par les microsporidies est plus élevé (8,67 %) en
comparaison avec le taux d'isolement des cryptosporidies (2,52 %). Chez les anes, les
deux parasites ont été isolés avec une méme prévalence (3,22 %). Contrairement aux
cryptosporidies, le type d'élevage n'a pas d'influence sur la variation de la prévalence
de linfection par Microsporidia dans les différentes fermes étudiées. Comme
Cryptosporidium, I'excrétion des microsporidies par les chevaux et les anes infectés
n'a été pas associée avec l'apparition des diarrhées surtout chez les jeunes chevaux.
Tous les chevaux infectés par Entérocytozoon bieneusi et Encephalitoozon spp ont
été négatifs au Cryptosporidium (absence de coinfection). Méme constatation a été
observée chez les anes, dont l'infestation par les cryptosporidies est absente chez les

guatre cas infectés par les deux especes de Microsporidia.

L'analyse des séquences nucléotidiques obtenues aprés I'amplification du fragment ITS
du géne codant pour rRNA a révélé la présence de I'espéce Encephalitoozon cuniculi
avec trois génotypes distincts: génotype | (chez deux chevaux), génotype Il (chez

deux anes et un cheval) et génotype Il (chez un cheval).
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Tableau 18 : Variation du taux d'infection par les microsporidies en fonction de I'age,

sexe et le systeme d'élevage des chevaux et des anes préleves.

Microsporidia
© Variable Nombre de Nombre des O.R. p-value
g prélevements cas positifs
< (%)
sexe
Male 98 8(8.2) 0.89 0.5024
Female 121 11 (9.1)
Age
. >3 ans 147 10 (6.8) 0.51 0.1258
3
E <3 ans 72 9(12.5)
O >6 mois 26 2
< 6 mois 46 7
élevages
collectifs 149 12 (8.1) 0.79 0.4036
Regions rurales 70 7 (10.0)
sexe
Male 11 0 (0.0) ND 0.6863
Female 113 4 (3.5)
Age
§ >3 ans 114 4 (3.5) ND 0.6167
< <3 ans 10 0 (0.0)
>6 mois 2
<6 mois 8

ND : non déterminé

P-value: valeur p de signification

108



Partie expérimentale

Chez les chevaux, l'analyse phylogénique (figure 57) des séquences nucléotidiques

obtenues a partir des cas infectés par Entérocytozoon bieneusi a montré la présence

de 8 génotypes, dont 4 sont considérés comme des nouveaux génotypes (horse 12,

13, 14, 15 dans la figure 57). Aussi, les deux anes infectés ont éte identifies comme des

nouveaux génotypes (numéros B1250 et B1203 dans la figure 57).

0.02 s&hluuov‘yslle

69

— horse 11 [JQ804979]

}—— horse 8 [JQB04976)
— horse 10 [JQB804978]
- B1208 - horse 12
H isolate8 [AF348476)
81203 - donkey 1
66 B962 - horse 13
horse 7 [JQB04975]
6ZL— horse 6 [JQB04974]
81260 -D
D [AF 101200}
Perul3 [EFD14429]
Perut15 [EF014431)
horse 5 [JQB04973]
EbpC [AF076042)
PLED 1l [DQ425108]
B [AF101198]
Newtype S [AYS45809]

horse 1 [GQ406053)

horse 9 [JQ804977]

g

B1268 - horse1
asl B1261 - horse1
B1267 - horse1
B1269 - horse1
B1263 - horse1
B1266 - horse1

C [AF101199]
B1255 - horse 14
B1256 - horse 14
88

WildBoar6

EbpD [AFO76043]
4 CZ3 [GU198951]
B1258 - C23
B1257 - CZ3

" PIEb X| [DQB885587]
—E BEB4 [AY331008)

Peru 16 [EF014427]

B1297 - horse 15

CEbD [EF139198]

100~ B1250 - donkey 1

S7 [FJ439683)

horse 3 (JQBO4271)

—— P1Eb VIl [DQB85584)

49«1&:

p— WI1 [AY237
— PtEb XII [DQ885588]

PtED I1X [DQBB5585)

209)

S —

1 BERG [EU153584]

gorilla 3 [JQ837797]

horse 2 [GQ406054]
B1262 - horse 2

Figure 57: Arbre phylogénique représentant I'évolution des relations entre les

génotypes d’Enterocytozoon bieneusi, y compris ceux détectés dans notre étude

(numéros en surbrillance), déduits de I'ensemble de la région nucléotidique ITS.
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5. DISCUSSION

5.1. Prévalence globale de Cryptosporidium spp

La prévalence globale de Cryptosporidium spp obtenue chez la population équine est
de 6, 02 % par microscopie et de 2, 70 % par les techniques de la biologie moléculaire.
En raison de la premiére découverte des cryptosporidies chez l'espéce asine en
Algérie avec un taux d'infection de 2,41 % et 3,22 % par I'examen microscopique et la
PCR nichée respectivement, la discussion de nos résultats est limitée a ceux obtenus
chez les chevaux, bien sdr avec des études préalablement publiées. Chez les chevaux,
le taux d'infestation a été 7,28 % par les techniques de coloration et 2,52 % par
I'approche moléculaire. Dans la plupart des rapports publiés sur la cryptosporidiose du
cheval, les cryptosporidies ont été mis en évidence par les techniques de coloration et
des essaies immunologiques. Certaines études, dans lesquelles ces derniéres
méthodes ont été utilisées dans la détection de Cryptosporidium dans les féces des
chevaux, ont rapporté une prévalence tres faible en comparaison avec le taux
d'infestation obtenu dans notre étude. Au Brésil, De souza et al (2009) ont examiné
396 chevaux par I'utilisation combinée des techniques de concentration et de coloration
(bleu de méthyléne-safranine), les oocytes ont été révélés seulement chez 3 chevaux
avec une prévalence de 0,75%. Un taux d'infestation de 0,33 % (1/300) a été rapporté
dans une étude utilisant des méthodes immunologiques, menée en Colorado (USA)
par Forde et al (1997). Respectivement, Dans trois différentes régions aux USA (Sierra
Nevada, Californie, est de Californie et ouest de Nevada), Atwill et al (2000), Johnson
et al (1997) et Bray et al (1997), ont montré I'absence des cryptosporidies dans les
feces analysées par des techniques immunologiques (IFID et IFD), ce qui correspond a
une prévalence apparente nulle (0%). Cependant, certaines enquétes ont déclaré des

taux d'infection comparables (proches) a celui obtenu dans notre enquéte. En New
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York (USA), une étude visant la recherche des cryptosporidies par des méthodes
immunologiques chez 349 chevaux, a révélé 16 cas positifs avec une prévalence de
4,6 % (Burton et al., 2010). En grande Bretagne, Sturdee et al (2003) par une étude
longitudinale s'étend sur une période de 5 ans et visant la mise en évidence de
Cryptosporidium spp par la technique de concentration formol-éther et la coloration
de Ziehl Neelsen modifiée, ont obtenu une prévalence de 8,9% (37/416). En ltalie,
Veronesi et al (2010) ont révélé un taux d'infestation de 8 % par l'utilisation de I'IFD.
Dans une étude menée en Pologne sur 106 chevaux, Majewska et al (1999) ont
rapporté par la coloration de Ziehl Neelsen modifiée, une prévalence de 9,4 %. En
outre, quelques rapports ont montré une prévalence apparait plus élevée que celle
observée dans notre étude. Au Brésil, parmi 90 prélévements de féces des chevaux
examinés par la coloration de Ziehl Neelsen modifiée, 27 cas ont été trouveés positifs au
Cryptosporidium (un taux d'infection de 27,9 %) (Marques, 2010). Une prévalence de
17 % a été signalée au Canada dans I'étude d'Olson et al (1997), qui ont examiné 35
chevaux par la technique de concentration et I'immunofluorescence directe. En Iraq,
Mahdi et Ali (2002) ont observé une prévalence de 12 % (3 cas positifs parmi 25
chevaux examinés) par I'utilisation des techniques d'enrichissement et de coloration.
Méme constatation a été observée en Louisiana (USA) par le rapport de Coleman et al
(1989), dans lequel les oocystes ont été détectés par la technique de flottation avec
une prévalence de 14 %. D'autres études ont révélé un taux d'infestation global plus

élevé par rapport aux nos résultats (Xiao et Herd, 1994; Cole et al., 1998).

En se basant sur ces différents résultats, la prévalence de la cryptosporidiose chez le
cheval présente une variabilité en raison de limplication de certains facteurs qui
peuvent étre a l'origine de chiffres trés difféerents, obtenus a travers de plusieurs
enquétes. Notant, des facteurs liés a l'animal particulierement I'age des chevaux,

d'autres liés a I'échantillonnage, le moment des prélévements et les techniques de
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diagnostic utilisées et méme probablement a I'espece de Cryptosporidium en cause.
L'influence des techniques de mise en évidence des cryptosporidies dans les feces des
chevaux a été observée dans certains rapports, ou les techniques immunologiques
(IFD) sont plus sensibles que les méthodes usuelles de coloration (Veronesi et al.,
2010). Ceci, si on parle de la sensibilité des moyens de diagnostic de
Cryptosporidium, bien sur dans la littérature, les technigues de la biologie moléculaire
sont plus sensibles que les méthodes immunologiques, qui sont a leur tour plus
sensibles que les examens microscopiques de coloration (Jex et al., 2008a).
Cependant, dans notre étude, la PCR nichée a détecté chez les chevaux moins de cas
positifs (9 cas) par rapport a la coloration de Ziehl Neelsen modifiée (26 cas)
(différence significative). Donc, si on parle de terme de spécificité, les techniques de la
biologie moléculaire sont également plus spécifiques que les autres méthodes. En
plus, étant donner la capacité limitée de la coloration de Ziehl Neelsen en raison de la
confusion des oocystes de Cryptosporidium avec certains éléments comme certaines
spores de bactéries et les levures au moment de I'observation microscopique. Les
résultats de la prévalence de Cryptosporidium spp obtenus chez les anes ont indiqué
la sensibilité des techniques moléculaires par rapport aux méthodes de coloration.
Dans I'étude de Burton et al (2010), parmi I'ensemble des cas positifs par IFD, 3 cas
ont été négatifs par PCR-RFLP. L'auteur a rapporté qu'il s'agit d'une mineure
divergence entre les deux techniques et il est difficile de déterminer, si les 3 cas positifs
par IFD sont des faux positifs par celle-ci ou ces 3 cas sont des faux négatifs par PCR.
Dans notre enquéte, la présence des cas positifs par coloration mais négatifs par PCR
particulierement chez les anes, peut étre liee aux défauts de manipulations des
techniques moléculaires et méme a l'existence éventuelle des inhibiteurs de la réaction

PCR dans les feces analysées.
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En tous cas, l'utilisation des approches moléculaires pour estimer la prévalence de la

cryptosporidiose chez les équidés représente les moyens les plus fiables.

Etant donner le nombre faible des études concernant ['épidémiologie de la
cryptosporidiose du cheval en comparaison avec les différentes et les nombreuses
enquétes réalisées chez les autres especes animales trés particulierement les
ruminants, il est un peu difficile de déterminer l'influence de certains facteurs (age,
statut clinique, type d'élevage) sur les variations de la prévalence, préalablement
connus impliqués chez les ruminants. Beaucoup d'investigations sur la
cryptosporidiose des équidés sont nécessaires pour bien estimer la prévalence de la

maladie et comprendre les facteurs de variation de celle-ci a travers le monde.

5.2. Taux d'infestation par Cryptosporidium spp en fonction de I'dge des

animaux

Contrairement a ce qui a été documenté sur l'influence du facteur 4ge dans la variation
de la prévalence de la cryptosporidiose chez les ruminants (particulierement les
bovins), ou trées nombreuses études ont monté la présence des cryptosporidies avec
une forte prévalence chez les veaux nouveau-nés agés moins d'un mois. Chez les
équidés, le nombre limité de rapports sur la cryptosporidiose et sur l'implication de
certains facteurs (age, sexe, statut clinique, type d'élevage) dans la variation du taux
d'infestation par Cryptosporidium spp, a rendu difficilement une bonne connaissance
et une bonne estimation de cette variation particulierement en fonction de I'age des
chevaux. Chez l'espéce asine, aucune étude n'a été menée sur cette parasitose et la
détection d'un cas positif chez un ane agé moins de 6 mois représente la premiere mise
en évidence des cryptosporidies chez les jeunes animaux de cette espece équine.

Dans notre étude, le taux d'isolement des cryptosporidies chez les jeunes chevaux

113



Partie expérimentale

(poulains agés moins de deux ans) ne varie pas significativement avec celui observé
chez les adultes, malgré que le taux d'infestation chez les jeunes reste un peu élevé par
rapport aux adultes par la coloration de Ziehl et par PCR les résultats sont presque
identiques (voir tableau 12). Noter aussi, Par I'examen microscopique, les poulains
agés moins de 6 mois sont plus infectés que ceux agés plus de 6 mois (différence

significative), mais les résultats sont presque identiques par PCR.

Par PCR-RFLP, Burton et al (2010) ont isolé les cryptosporidies avec une prévalence
de 5,1 % (9/ 175) chez des poulains agés de 1 a 10 semaines contre 0 % (0/174) chez
les juments. Méme observation a été signalée par I'utilisation de I'immunofluorescence
direct, ou les poulains sont plus infectés que les juments (Burton et al., 2010). L'étude
de la prévalence de la cryptosporidiose selon I'age des chevaux a été bien rapporté par
Veronesi et al (2010), dont les poulains agés plus de 8 semaines sont les plus infectés
avec un taux d'infection de 23,33 %, suivis par les poulains agés de 0 a 8 semaines
avec un taux de 4,44 % et en fin les juments avec une prévalence de 3,33 %.
Cependant l'intensité de I'excrétion parasitaire a été observée chez les poulains agés
de 2 a 4 semaines. Ce ci supporte les résultats de Burton et al (2010), ou les poulains
sont plus infectés que les adultes. Aux USA, Cole et al (1998) ont effectué une étude
portant sur 40 poulains agés de 1 a 21 jours et sur 366 adultes. L'infection apparait
prédominante chez les poulains (prévalence varie de 1 a 15%) par rapport aux adultes
(taux d'infestation varie entre 0 et 10 %). Méme constatation a été obtenue dans I'étude
de Xiao et Herd (1994), ou des poulains non sevrés ont montré un taux d'infection élevé
variant entre 15 a 31%, un seul cas positif a été noté parmi 39 poulains sevrés et une
prévalence nulle a été observée chez poulains agés plus d'un an (0/46) et chez des

juments (0/71).
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Des résultats contradictoires ont été rapportés par Olson et al (1997), dont les chevaux
ageés plus de 6 mois sont plus infectés (21 %) par rapport aux poulains agés moins de 6
mois (10 %). Aussi, dans I'étude de Majewska et al (1999), les adultes apparaissent
plus touchés (10 %) que les poulains (0 %), mais le nombre de prélevements examinés

de ces dernies a été trés faible (6 poulains) par rapport aux adultes (100 chevaux).

Les autres études concernant la cryptosporidiose du cheval ont été portées uniquement
sur des chevaux adultes (Atwill et al., 2000 ; De souza et al., 2009 ; Majewska et al.,

2004 ; Mahdi et Ali, 2002; Marques, 2010 ; Sturdee et al., 2003).

Dans la plupart des études, Les cryptosporidies ont été isolés aussi bien chez les
poulains et chez les chevaux adultes (juments, étalons). L'implication de I'age dans la
variation de la prévalence de la cryptosporidiose et comme un facteur de risque et
méme dans l'intensité de I'excrétion parasitaire a été confirmée dans certains rapports
ou les poulains (période d'age de 0 a 6 mois) sont plus infectés que les adultes
particulierement les juments (Burton et al., 2010 ; Veronesi et al., 2010). Le taux élevé
de linfestation observé durant cette période reste mal expliqué et peut étre lié au
systeme immunitaire immature des poulains. Cependant, Olson et al (1997) ont
expliqué le taux d'infestation élevé observé chez les chevaux agés plus de 6 mois par
rapport aux poulains &gés moins de 6 mois par le fait que ces derniers peuvent étre
protégés par le lait de leurs mére et le risque tres faible de contamination par l'eau de

boisson.

Plus de rapports détaillés sur la variation de la prévalence selon I'age des chevaux

sont nécessaires pour illustrer cette situation.
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5.3. Pathogénécité de Cryptosporidium spp

Le pouvoir pathogéne des cryptosporidies chez les chevaux particulierement les
poulains est actuellement non clair. Certaines études incluant notre enquéte n'ont pas
montré une association entre l'excrétion des oocystes de Cryptosporidium et
l'apparition de la diarrhée chez les chevaux infectés (poulain et adultes) (De souza et
al., 2009 ; Laatamna et al., 2013, Majewska et al., 1999, 2004; Marques, 2010). La
cryptosporidiose clinique a été documentée pour la premiere fois chez des poulains de
race arabe atteints d'un syndrome d'immunodéficience (Snyder et al., 1978) et a été
associée systématiquement avec ce syndrome dans diverses études (Mair et al., 1990
; Bjorneby et al., 1991 ; Perryman et Bjorneby, 1991). Cependant, chez les poulains
immunocompétents, l'implication des cryptosporidies dans l'apparition des diarrhées a

été révelée dans nombreux rapports.

Certaines études métrent le point seulement sur la recherche et lisolement des
oocystes de Cryptosporidium dans les feces diarrhéiques des poulains nouveau-nés
(Perruci et al.,, 2011, Caffara et al., 2013). D'autres études (Lengronne et al., 1985;
Xiao et Herd, 1994; Burton et al., 2010) n'ont pas montré une association significative
entre I'occurrence de la diarrhée chez les poulains infectés et I'excrétion parasitaire en
raison surtout de linteraction commune des cryptosporidies avec d'autres agents
entéropathogénes (coronavirus, rotavirus, salmonelles, clostridies ) dans le
déclenchement du syndrome diarrhéique (Coleman et al, 1989 ; Austin et al, 1990 ;

Mair et al., 1990 ; Netherwood et al., 1996).

Le rbéle des cryptosporidies dans l'apparition des diarrhées chez les poulains a été
déterminé par la recherche combinée des oocystes de Cryptosporidium et dautres
agents entéropathogenes dans les feces des poulains agés entre 0 et plus de 8

semaines, ayant présenté des signes diarrhéiques (Veronesi et al., 2010). Dans cette
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étude, il a été signalé la seule implication des cryptosporidies dans la diarrhée
(absence de linteraction commune des cryptosporidies avec dautres agents
entéropathogenes), mais I'occurrence de l'infection ne varie pas significativement chez
les chevaux diarrhéiques et ceux d'apparence saine. Aussi, le niveau d'excrétion
parasitaire a été plus élevé chez les poulains agés moins de 8 semaines et ayant des
troubles diarrhéiques par rapport aux juments et les poulains agés plus de 8 semaines
n‘ayant pas des signes diarrhéiques. En Nouvelle Zélande, Grinberg et al (2003, 2008,
2009) ont confirmé le rbéle déterminant des cryptosporidies dans ['étiologie des
diarrhées néonatales chez les poulains. Des infections expérimentales réalisées chez
des poulains nouveau-nés, immunocompétents et dépourvus de colostrum par des
isolats de Cryptosporidium originaires de veaux, n'ont pas montré aucune pathologie
gastro-intestinale (absence des troubles diarrhéiques) (Tzipori, 1983). L'infection chez
les chevaux adultes (surtout juments et étalons) passe le plus souvent inapercue et
trés rares cas diarrhéiques associés a la présence des oocystes de Cryptosporidium

dans les féces ont été identifiés (Mckenzie et Diffay, 2000; De souza et al., 2009).

A la lumiere de ces différentes études et la disponibilité de quelques données
moléculaires, il semble probablement que la Pathogénécité de Cryptosporidium
dépend en partie des facteurs génétiques individuels et le statut immunitaire du
poulain, d'autre partie de la virulence des espéces ou génotypes et leurs subtypes
impliqués (Burton et al., 2010 ; Laatamna et al., 2013). En plus, comme chez les veaux
ou la cryptosporidiose est considérée comme une coinfection avec d'autres agents
entéropathogenes (rotavirus, salmonelles, Clostridium perfringens), elle peut
augmenter la sévérité du dommage gastro-intestinal, l'inflammation et les signes

diarrhéiques (Burton et al., 2010).
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5.4. Prévalence de Cryptosporidium spp en fonction des élevages

D'apres nos résultats obtenus particulierement dans les fermes collectives, les
cryptosporidies ont été isolés seulement dans la ferme de Tiaret. Aucun cas positif n'a
été observé, soit par microscopie, soit par PCR dans les centres hippiques d'Alger.
Des résultats similaires ont été obtenus dans I'étude de Veronesi et al (2010), dans
laquelle la prévalence de la maladie estimée dans 5 différentes fermes (variation entre
31,25 % et 0 % avec une différence significative) a été plus élevée dans une seule
ferme (31,25 %) par rapport aux autres. Les auteurs ont expliqué leurs résultats par le
systeme de management pratiqué dans les fermes et la complexité du cycle de
Cryptospridium (phénomene d'auto-infection). Méme constatation a été rapportée par
Majewska et al (1999), qui ont effectué leur enquéte dans 4 centres d'équitation, dont
la prévalence des cryptosporidies a été plus élevée dans deux centres. Les auteurs ont
signalé I'association de la cryptosporidiose équine avec des élevages particuliers, mais
ils n'ont pas donné des explications. Cette derniéere observation a été supportée par
Cole et al (1998), ou linfection apparait en relation avec des fermes particulieres.
Parmi 14 fermes récoltées, Burton et al (2010), ont isolé les cas positifs dans un seul
élevage et ont suggéré que la survenue de la cryptosporidiose chez les chevaux peut

étre liée a des élevages particuliers.

Des résultats contradictoires ont été obtenus par De souza et al (2009), qui ont
rapporté que le taux d'infestation par les cryptosporidies ne varie pas en fonction des
différents élevages étudiés. Dans cette derniére étude, il a été suggéré que
'occurrence de l'infection est surtout a liee a dautres facteurs comme ['état de mal

nutrition et les mauvaises conditions de certains chevaux.

Le systeme d'élevage pratiqué dans la jumentrie de Tiaret (contact des poulains avec

leurs méres durant la période d'allaitement, boxes groupant les poulains deux a deux
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durant le sevrage, mode de paturage) peut étre a l'origine de l'occurrence de
Cryptosporidium spp dans cette ferme par rapport aux autres centres hippiques, qui
adaptent un systeme d'élevage différent. Méme, on peut supposer le rble des
conditions hygiéniques et le faible entretien des chevaux dans la ferme de Tiaret par

rapport aux fermes de Kharouba dans la survenue de l'infection dans cette jumentrie.

Contrairement a la cryptosporidiose bovine ou linfluence du type d'élevage sur la
prévalence de la maladie a été bien documentée, beaucoup d'enquétes sur différents
systemes d'élevages des chevaux sont nécessaires pour montrer l'association entre ce

facteur et la cryptosporidiose équine.

5.5. Prévalence de Cryptosporidium spp en fonction du sexe

Dans notre étude, le sexe n'apparait pas comme un facteur influencant sur le taux
d'infestation par Cryptosporidium spp. Méme constatation a été observée aux USA
par Burton et al (2010). De souza et al (2009), ont indiqué que les males sont plus
infectés par rapport aux femelles (statistiquement avec une différence significative),
mais ils ont rendu cette différence a Iimplication d'autres facteurs comme
I'échantillonnage et les conditions hygiéniques (entretient) et sanitaires des chevaux.
La plupart des autres enquétes n'ont pas inclus le réle du facteur sexe des chevaux

dans la variation de la prévalence des cryptosporidies.

5.6. Caractérisations moléculaires de Cryptosporidium spp

5.6.1. Espéces et génotypes infectants

Peu d'informations et de données moléculaires sont actuellement disponibles sur les

especes ou génotypes infectant les équidés et leur risque zoonotique. Incluant les
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résultats obtenus dans cette enquéte, plus de 30 études réalisées dans différents pays
sur la cryptosporidiose équine, seulement 9 parmi elles ont été supportées par des
données moléculaires. Certains rapports ont permis la caractérisation moléculaire d'un
nombre important de cas positifs au Cryptosporidium spp et d'autres se sont limité
sur un ou quelques cas de chevaux infectés. La premiere caractérisation moléculaire
des cryptosporidies isolés dans les féces des équidés a été décrite en République
tchéque chez deux poulains sauvages (Prezewalski's wild horse foal), vivant dans un
parc zoologique (Ryan et al., 2003b). Le premier poulain agé de 12 jours a été infecté
par Cryptosporidium parvum. L'identification moléculaire a été réalisée par
I'amplification des deux génes codant pour SSU rDNA et HSP70. La séquence d'ADN
(HSP70) obtenue de cet isolat a présenté une Similarité prés de 100 % avec une
séquence de référence d'un isolat de Cryptosporidium parvum d'origine bovine.
L'analyse moléculaire effectuée aussi par I'amplification des deux génes précédents
chez le deuxiéme poulain agé de 161 jours, a identifié un nouveau génotype nommé
horse genotype. Ce dernier a été considéré comme un génotype spécifique aux
chevaux. La nouvelle séquence obtenue est apparentée a celle de C. wrairi (similarité
de 98.7% pour SSU et 99 % pour HSP70) et C. parvum mouse genotype (99,7 %
pour SSU et 97, 7 % pour HSP70). Les séquences nucléotidiques de ce génotype
équin sont déposées dans la base des données génétiques sous le numéro d'acces

(AY273770 pour SSU et AY 273774 pour HSP70) (Ryan et al., 2003b).

Durant notre enquéte, la caractérisation moléculaire des cas positifs a montré une
diversité génétique, dont 3 espéces et un génotype ont été détectés. Nos résultats
obtenus chez l'espéce asine représentent le premier rapport de l'occurrence de ce
protozoaire chez cet animal et la premiere description moléculaire des cryptosporidies
isolés. Les isolats identifies comme Cryptosporidium parvum ayant une identité de

100% avec lisolat de référence obtenu par Xiao et al (1999b) et déposé sous le
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numéro d'acces (AF093493). La séquence d'ADN révélée chez le poulain infecté par
Cryptosporidium hominis est étroitement liee a la séquence de référence de
Cryptosporidium hominis AF093492 (similarité de 99.44%) et de C. cuniculis
FJ262724 (similarité de 99.3%). L'amplification de cet échantillon par d'autres géenes
(COWP, HSP70, TRAP-C1l) permet la confirmation de Ila présence de
Cryptosporidium hominis. Les cas positifs au Cryptosporidium muris ont présenté
aussi une similarité de 100% avec les séquences de référence (EU245043,
EU245045). La détection de 4 sujets infectés par un génotype inhabituelle (hedgehog
genotype ou génotype de I'hérisson) a été réalisée par lI'observation d'une similarité
élevée au niveau des séquences nucléotidiques du gene SSU (99,2-99,8%) avec des
isolats de Cryptosporidium originaire de I'nérisson, qui disposent des informations
génétigues sous le numéro d'acces (QG214078, QG214082, QG259137, QG259141)
(Dyachenko et al., 2010). Trés récemment, grace aux €tudes morphologiques et
biologiques détaillées, supportées par des donnés moléculaires, ce génotype
(hedgehog genotype) a été rédécrit comme une nouvelle espéce nommeée

Cryptosporidium erinacei (Kvac et al., 2014b).

Dans une étude effectuée en République tchéque chez plusieurs espéces animales,
HajduSek et al (2004) ont isolé par caractérisation moléculaire des deux génes codant
pour SSU rDNA et COWP, I'espece Cryptosporidium parvum (bovine génotype) chez
3 chevaux infectés (Equus caballus). L'analyse phylogénique des séquences
obtenues dans ce rapport a monté une similarité élevée avec les séquences de
références de Cryptosporidium parvum AF093490 pour le gene SSU et AF266273
pour le gene COWP. Dans le centre de ['ltalie, le génotypage par lI'amplification du
gene COWP des cryptosporidies isolés chez 11 poulains et une jument, a révélé la
présence de Cryptosporidium parvum. Les isolats obtenus dans cette étude ne

disposent pas d'informations génétiques (Veronesi et al., 2010). Respectivement, deux
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poulains agés moins de 8 semaines en grande Bretagne et un poulain diarrhéique ageé
de 9 jours en Allemagne, ont été infectés par Cryptosporidium parvum (Chalmers et
al, 2005b ; Imhasly et al., 2009). Par l'analyse moléculaire du géne SSU rDNA et
méme du géne HSP70, Grinberg et al (2003, 2008, 2009) ont identifié
Cryptosporidium parvum comme espéce infectante chez des poulains nouveau-nés
atteints de troubles diarrhéiques. Les séquences nucléotidiques des isolats obtenus
sont indifférenciables de la séquence de référence pour Cryptosporidium parvum,

déposée sous le numéro d'acces AF093490.

Depuis l'année 2003, l'identification du génotype considéré comme spécifigue aux
chevaux (horse genotype) n'a été rapportée que récemment dans deux différentes
études. Burton et al (2010) par I'analyse RFLP et le séquencage du gene SSU rDNA,
ont obtenu chez 9 poulains infectés, agés de 1 a 10 semaines des isolats identiques
(horse genotype) a ceux obtenus en Républigue tchéque par Ryan et al (2003b)
(numéro d'acces FJ435963). Récemment en ltalie, Cryptosporidium parvum et
horse genotype ont été détectés chez 3 et 11 poulains respectivement (Caffara et al.,
2013). Les séquences nucléotidiques appartiennent au horse genotype (KC559776,
KC559777) ayant présenté une identité élevée avec lisolat obtenu en République

tchéque (Caffara et al., 2013).

Aussi, le génotype du cheval (horse genotype) a été isolé chez le veau dans I'lIrlande
du nord (Thompson et al., 2007) et dans les eaux usées en chine (Feng et al., 2009).
Les séquences d'ADN obtenues sont déposées sous le numéro d'acces

(FJ435964/18S, DQ648547/Gp60) pour le veau et (FJ153238) pour I'eau usée.

Le nombre limité des études moléculaires ne permet pas une bonne connaissance de
I'épidémiologie des especes ou génotypes de Cryptosporidium infectant les équidés.

Cependant, Cryptosporidium parvum représente la plus importante espéce, identifiee
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chez le cheval, contrairement a l'infection par horse genotype, qui reste mal connue.
L'identification de Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium muris et hedgehog
genotype (C. erinacei) pour la premiére fois en Algérie, indique que la spécificité
d'héte des cryptosporidies chez le cheval est plus large que celle déja pensée par les
chercheures, mais plus d'enquétes utilisant les outils moléculaires sont nécessaires
pour supporter ces résultats, pour bien comprendre cette spécificité d'hbte et

I'épidémiologie de la cryptosporidiose des équidés.

5.6.2. Détermination des subtypes des espéces et génotypes infectants

Actuellement, l'identification des subtypes réalisée par I'amplification et le séquencage
du géne codant pour GP60 est connue seulement chez 9 espéces et 4 génotypes de
Cryptospridium (voire partie bibliographique). La terminologie initiale pour designer
ces différents subtypes a été développée par Sulaiman et al (2005) et actualisée
aujourd’hui par plusieurs chercheurs. Les subtypes de Cryptosporidium parvum,
Cryptosporidium  hominis, horse genotype et hedgehog genotype
(Cryptosporidium erinacei) sont désignés par les numéros romains IlI, I, VI, Xl
respectivement. Initialement, la terminologie des subtypes de Cryptosporidium
hedgehog genotype a été connue sous le numéro romain VIl (Dyachenko et al.,
2010). Cependant, Lv et al (2009) ont utilisé le méme numéro pour nommer les
subtypes de Cryptosporidium wrairi. A cet effet, il n'est pas clair quelle publication
prend la priorité et il a été rapporté de continuer l'utilisation du numéro VII pour les
subtypes de I'espece Cryptosporidium wrairi et d'introduire une nouvelle désignation
XIII pour les subtypes de Cryptosporidium hedgehog genotype (Cryptosporidium

erinacei) (Laatamna et al., 2013).

123



Partie expérimentale

Parmi les 9 études moléculaires de génotypage de Cryptosporidium spp. chez les
chevaux, seulement 5 rapports ont déterminé les subtypes des espéces et génotypes
détectés chez les animaux infectés. Au cours de notre enquéte, nous avons isolé le
subtype 11aA16G1R1 de Cryptosporidium parvum, IkA15G1 de Cryptosporidium

hominis et XlllaA22R9 de Cryptosporidium hedgehog genotype.

Le subtype 11aA16G1R1 de Cryptosporidium parvum a été détecté chez les bovins
dans différents pays a travers plusieurs études moléculaires incluant Canada,
Slovénie, Serbie, Hongrie, Allemagne, pays bas, République tchéque et I'Argentine
(Trotz-williams et al., 2006 ; Soba et Logar, 2008 ; Misic et Abe, 2007; Plutzer et
Karanis, 2007; Broglia et al., 2008; Wielinga et al.,, 2008 ; Kvac et al., 2011;
Ondrackova et al., 2009; Del Coco et al., 2014). Chez 'homme, ce subtype a été aussi
révélé dans certains pays incluant 'USA, Slovénie et I'Inde (Feltus et al., 2006 ; Soba
et Logar, 2008 ; Gatei et al., 2007). A cet effet, I'espece bovine peut constituer une
source potentielle de ce subtype pour la contamination des chevaux et des anes vivant
dans les zones rurales étudiées, qui peuvent représenter a leur tour un risque

zoonotique important pour 'homme.

Grinberg et al (2008) ont identifié le subtype [1aA18G3R1 de Cryptosporidium
parvum dans les feces de poulains, des bovins et des cas humains. Chez I'homme,
laA18G3R1 a été détecté dans plusieurs rapports moléculaires (Waldron et al.,
2009,2011 ; Ng et al., 2010 ; O’Brien et al., 2008 ; Jex et al., 2008b, 2007; Zintl et al.,
2009 ; Chalmers et al., 2005a). Ce dernier subtype a été aussi isolé fréquemment chez
les bovins dans différents pays (Canada, Irlande du nord, Espagne, pays bas et
I'Australie) (Trotz-williams et al., 2006 ; Thompson et al., 2007 ; Quilez et al., 2008b ;

Wielinga et al., 2008; Ng et al., 2008, 2010; waldron et al., 2011).
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Concernant la détection du horse genotype chez les chevaux, Ryan et al (2003b), ont
obtenu le subtype VIaA11G3, Burton et al (2010) ont déterminé le subtype VIaA14G2
et Caffara et al (2013) ont révélé le subtype VIaA15G4. Ce dernier subtype a été isolé
chez le veau dans l'lIrlande du nord (Thompson et al., 2007). L'isolement du horse
genotype a été signalé chez deux cas humais, I'un en USA et l'autre en grande
Bretagne, dont les deux cas ont été identifiés comme VIbA13 (Xiao et al., 2009 ;

Robinson et al., 2008).

IKA15G1 représente un nouveau subtype de Cryptosporidium hominis, qui n'a été
jamais détecté chez les équidés. Aussi, la présence ou l'absence de ce subtype chez
I'hnomme et méme chez les autres animaux (ruminants) reste inconnue. Etant donner
dans la littérature l'isolement de Cryptosporidium hominis chez certains animaux
comme les petits ruminants et les bovins, on suggére la probabilité que ces dernies
animaux et méme I'homme sont a l'origine de ce subtype (sources et transmission
indirectes).Cependant, on exclue la probabilité de contamination direct par les bovins
et les ovins en raison que le poulain infecté par ce subtype vit & l'intérieure de la ferme

de Tiaret, qui ne comporte pas ces animaux.

Méme constatation pour le subtype XlllaA22R9 de Cryptosporidium hedgehog
genotype (C. erinacei) qui n'a été jamais identifié chez le cheval et méme chez
d'autres hétes. Cependant, en Allemagne, Dyachenko et al (2010) ont isolé chez
I'hérisson d'autres subtypes comme XlllaA22R11, XlllaA23R11 et XlllaA21R11 et en
République tchéque, trés récemment, Kvac et al (2014a) ont isolé le subtype
XlllaA20R10 chez I'homme, qui n'a été jamais identifi€ chez un autre hote.
L'observation de I'nérisson dans les boxes de sevrage dans la jumentrie de Tiaret

permet de suggérer la probabilité de contamination des chevaux par la nourriture

125



Partie expérimentale

souillée par les féces de cet animal. Cependant, la contamination aux lieux de paturage

est aussi possible.

5.6. 3. Risque zoonotique

Le rble zoonotigue des équidés dans la transmission de la cryptosporidiose chez
I'homme est mal connu. Etant donner dans la littérature (voir Xiao, 2010 et Xiao et
feng, 2008) limplication de Cryptosporidium parvum dans la plupart des cas
d'infection humaine a travers le monde, l'isolement de cette espece dans notre étude et
dans divers rapports (Grinberg et al., 2008 ; Chalmers et al., 2005b ; Veronezi et al.,
2010 ; Caffara et al., 2013) permet de considérer les chevaux comme un réservoir
potentiel de Cryptosporidium pour I'hnomme et ces animaux peuvent contribuer a la

contamination environnementale par ces cryptosporidies zoonotiques.

Le risque zoonotique du Cryptosporidium hedgehog genotype (Cryptosporidium
erinacei) qui n'a été isolé que chez I'hérisson et le cheval est tres mal connu
(Laatamna et al., 2013). Un seul rapport concernant linfection par cette nouvelle
espece chez un homme immunocompétent atteint de diarrhée a été publié trés
récemment en Répliqgue tcheque (Kvac et al., 2014a). Concernant l'historique de ce
cas diarrhéique, cet homme n'a pas entré en contact avec des chevaux ou des
hérissons. A cet effet, les auteurs ont rapporté que la source d'infection est inconnue.
Néanmoins, l'occurrence de cette nouvelle espéce chez I'hérisson, les chevaux et
I'hnomme indique une spécificité d'hodte plus large que celle déja pensée. L'intensité de
I'infection, les signes cliniques et la consistance des féces sont similaires a ceux
observés dans certains cas de cryptosporidiose humaine causée par
Cryptosporidium parvum. De plus, l'identification de l'infection chez une personne

immunocompétente souligne le potentiel zoonotique de Cryptosporidium hedgehog
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genotype (Cryptosporidium erinacei). Bien que, il est probablement que cette
espece peut étre transmis indirectement via I'alimentation ou lI'eau contaminée, mais

pas d'évidence de supporter cette voie de transmission (Kvac et al., 2014a).

Cryptosporidium muris a été détecté occasionnellement chez nombreux sujets
sidéens (risque zoonotique mineur) (Palmer et al., 2003 ; Slapeta, 2013). L'isolement
de cette espece chez les équidés apparait limité & notre enquéte et reste carrément
insuffisant pour considérer les chevaux comme un réservoir de cette espece

zoonotique.

Cryptosporidium hominis représente I'espéce spécifique pour 'homme et comme
Cryptosporidium parvum, considérée parmi les espéces les plus impliguées dans les
cas humains (Xiao et Feng, 2008). Il semble que l'isolement de cette espece chez les
chevaux (un seul cas avec détermination d'un nouveau subtype) est occasionnel et
beaucoup d'études moléculaires sont nécessaires pour la connaissance de
I'épidémiologie et I'évaluation de la prévalence réelle de Cryptosporidium hominis

chez les équidés.

Le génotype du cheval (horse genotype) a été impliqué dans l'infection humaine chez
deux cas en USA (New Mexico) et grande Bretagne. Le premier cas est une fille
caucasienne agée de 18 ans, ayant présenté des diarrhées pendant 14 jours,
associées avec d'autres symptomes (fievre, anorexie, nausées,...... ). La recherche
des cryptosporidies dans les selles diarrhéiques par les techniques moléculaires met
en évidence Cryptosporidium horse genotype. Cette personne travaille comme un
soignant dans une ferme des petits animaux domestiques (chattons, chiots, lapins,
hérisson, amphibiens, oiseaux, reptiles). Parmi ces animaux, certains ont montré des
signes diarrhéiques comme des chiots, lapins et des hérissons. La patiente n'a pas

voyage, n'a pas entré en contact avec des personnes infectées par les cryptosporidies
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et n'a pas visité ou travaillé dans d'autres fermes. La source de Cryptosporidium
horse genotype n'est pas claire, mais les résultats de I'enquéte épidémiologique
traditionnelle indiquent une source d'origine animale. En raison que la patiente vit en
contact avec plusieurs espéces animales et n'a pas entré en contact avec des
chevaux, la détermination de l'espece animale impliguée dans la transmission

zoonotique est impossible (Xiao et al., 2009).

Le deuxieme cas ayant aussi présenté des troubles diarrhéiques, a été révélé chez une
femme immunocompétente agée de 30 ans, vivant dans une région rurale située dans
le Nord-Ouest de la grande Bretagne. Cette femme a pratiqué la natation, a effectué un
voyage a I'étranger, dont la destination est inconnue et n'‘a pas entré en contact avec

des animaux pendant la période d'incubation (Robinson et al., 2008).

Selon ces deux rapports, le génotype du cheval peut présenter un risque zoonotique
important pour la santé publique dans les régions ou il est prévalent chez les animaux

et quand I'environnement favorise son transport et sa dispersion (Burton et al., 2010).

5.7. Comparaison entre Cryptosporidium et Microsporidia

La recherche des cryptosporidies par les techniques de coloration reste facile par
rapport aux microsporidies qui sont difficiles a mettre en évidence par I'examen
microscopique. A cet effet, I'application de la PCR est plus utile pour la détection de

ces microorganismes et pour bien estimer leur prévalence.

Chez les chevaux, le taux d'infestation par les microsporidies est plus élevé (8,67 %)
en comparaison avec le taux d'isolement des cryptosporidies (2,52 %). Chez les anes,
les deux parasites ont été isolés avec une méme prévalence (4 cas positifs parmi 124

anes examinés). Comme les cryptosporidies, l'age et le sexe des animaux
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n'apparaissent pas comme des facteurs influencant sur la variation du taux d'infection
par les microsporidies. Cependant, contrairement aux cryptosporidies, le type
d'élevage n'a aucune influence sur la variation de la prévalence de l'infection par les
microsporidies dans les différentes fermes étudiées. Comme les cryptosporidies, aucun
animal infecté par Entérocytozoon bieneusi ou Encephalitoozon spp n'ayant

présenté des signes diarrhéiques au moment de la récolte des feces.

Les rapports moléculaires documentés sur les microsporidies des chevaux restent
faibles par rapport aux études moléculaires sur les cryptosporidies. Chez les anes, la
caractérisation moléculaire des microsporidies représente la premiere étude chez cette

espéece animale.
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CONCLUSION

A la lumiére de ce travail, nous constatons que la cryptosporidiose des équidés est une
protozoose présentant une prévalence globale assez considérable chez la population
équine étudiée. Le taux d'infestation par Cryptosporidium spp. obtenu chez les
chevaux est aussi bien faible, comme il est élevé en comparaison avec d'autres
résultats de nombreuses enquétes menées dans différents pays. L'isolement du
parasite chez les anes dans Iés régions rurales représente le premier rapport de

l'infestation de cette espece animale par les cryptosporidies.

L'utilisation des techniques de la biologie moléculaire dans la recherche des
cryptosporidies chez les équidés représente des moyens fiables par rapport aux
méthodes usuelles de coloration pour une bonne estimation de la prévalence de cette

maladie parasitaire.

Les différents résultats de la prévalence de la cryptosporidiose du cheval, obtenus dans
notre enquéte et dans plusieurs études refletent l'influence de certains facteurs
particulierement I'age des chevaux et méme le type d'élevage. Dans la plupart des
études menées sur cette parasitose, le taux d'infestation le plus élevé est observé chez
les poulains &gés moins de 6 mois. Cependant, comme chez les ruminants surtout les
bovins, beaucoup d'études sont nécessaires pour arriver a comprendre l'influence de
ces facteurs (age, type d'élevage, statut clinique) sur la variation du taux d'infestation

par Cryptosporidium spp.

Contrairement a notre étude ou le développement de Cryptosporidium spp. chez les
chevaux particulierement les poulains n'a été pas associé avec des diarrhées,
l'implication de ce protozoaire en association ou non avec d'autres agents entéro-

pathogenes dans le déclenchement des diarrhées néonatales est déterminée.
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Au cours de notre étude, l'identification moléculaire de quatre espéces infectant les
chevaux (Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium
muris et Cryptosporidium erinacei) laisse actuellement la spécificité d'héte de
Cryptosporidium spp chez le cheval mal connue. Bien que, Cryptosporidium horse
genotype a été initialement considéré comme un génotype spécifigue pour les
chevaux. De plus, la plupart des études moléculaires ont révélé la susceptibilité du
cheval au Cryptosporidium parvum. L'infection des anes par Cryptosporidium
parvum et Cryptosporidium muris représente la premiere caractérisation moléculaire

des cryptosporidies isolés chez cette espece équine en Algérie.

La susceptibilité du cheval au Cryptosporidium parvum et Cryptosporidium horse
genotype, préalablement rapportés chez certains cas humains laisse considérer les
équidés comme un réservoir zoonotique pour I'homme. L'infection du cheval par
Cryptosporidium hominis avec la détermination d'un nouveau subtype posera
probablement la question du caractére anthropo-zoonotique de cette derniére espéce
chez les équidés. Le rble des équidés dans la dissémination des deux especes
zoonotiques incluant Cryptosporidium erinacei et Cryptosporidium muris reste
limité a notre enquéte et beaucoup d'investigations épidémiologiques supportées par

des données moléculaires sont nécessaires pour illustrer cette situation.

Des futures études épidémiologiques associées a I'utilisation des techniques avancées
de la biologie moléculaire sont nécessaires pour bien comprendre I'épidémiologie de la
cryptosporidiose équine incluant la prévalence et l'influence des facteurs de risque
(age, type d'élevage et conditions hygiénique, statut clinique) sur les variations de cette
prévalence, la susceptibilité des équidés aux espéces de Cryptosporidium et les
variations génétiques intraspécifiques, le potentiel (risque) zoonotique des équidés et
leur réle dans la contamination environnementale par des cryptosporidies pathogéenes

pour 'homme.
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ANNEXES

Tableau A : Comparaison statistique entre le taux d'isolement des cryptosporidies chez

la population équine obtenu par la technique de coloration et celui obtenu par PCR.

Test Khi deux

2 valeurs (ddl = 1)
Observées Théoriques | CHI?2 = 6.0952
29 21.00 Probabilité = 0.0136
13 21.00

Tableau B : Comparaison statistique entre le taux d'isolement des cryptosporidies chez

les chevaux obtenu par la technique de coloration et celui obtenu par PCR.

Test Khi deux

2 valeurs (ddl = 1)
Observées Théoriques | CHI?2 = 8.2571
1 26 17.50 Probabilité = 0.0041
2 9 17.50

Tableau C : Comparaison statistique entre le taux d'isolement des cryptosporidies chez

les anes obtenu par la technique de coloration et celui obtenu par PCR.

Test Fisher exact

Fréquences empiriques

Oui Non Totaux
Oui 3 4 7
Non 121 120 241
Totaux 124 124 248
NON!!! -
Y2 = 0.15 |
dl = 1 Fisher

p= 0.701412607 @ 0.5000
Donc n.s. n.s.



Correction de Yates

2 valeurs (ddl =1)

Observées | Théoriques | CHI?Z = 0.0000
1 4 3.50 Probabilité = 1.0000
2 3 3.50 Effectif insuffisant

Effectif insuffisant

Tableau D : Variation du taux d'infestation obtenu par la technique de coloration en

fonction de I'age des équidés.

Test Khi deux

2 valeurs (ddl =1)
Observées Théoriques | CHI?2 = 0.8621
12 14.50 Probabilité = 0.3532
17 14.50

Correction de Yates

Tableau E : Variation du taux d'infestation obtenu par la PCR en fonction de I'age des

2 valeurs (ddl = 1)

Observées | Théoriques | CHI? = 1.2308
1 4 6.50 Probabilité = 0.2673
2 9 6.50

Tableau F : Variation du taux d'infestation obtenu par la coloration en fonction du sexe

chez les équidés.

Test Khi deux

2 valeurs (ddl = 1)

Observees Théoriques | CHI?Z = 0.3103
13 14.50 Probabilité = 0.5775
16 14.50




Tableau G : Variation du taux d'infestation obtenu par PCR en fonction du sexe chez

les équidés.

Correction de Yates

2 valeurs (ddl = 1)

Observées | Théoriques | CHI? = 1.2308
1 4 6.50 Probabilité = 0.2673
2 9 6.50

Effectif insuffisant

Tableau H : Comparaison entre le nombre des cas positifs isolés dans la jumentrie de

Tiaret et centre de Kharouba 4.

Test Fisher exact

Fréquences
empiriques
Oui Non Totaux
Oui 7 0 7

Non 181 55 236
Totaux 188 114 302
NON!!! -
Y2 = 25.20 |
dl = 1 Fisher
p= b5.18125E-07 | 0.0347
Donc p<0,05 p<0,05



Résumé

Suite a une étude épidémiologique portant sur la cryptosporidiose équine, 481 échantillons de matieres
fécales (357 chevaux et 124 anes) ont été récoltés au niveau de la jumentrie de Tiaret, certains centres
hippiques situés dans la Wilaya d'Alger et plusieurs régions rurales localisées dans la Wilaya de Sétif et
Bordj Bou Arreridj. La mise en évidence des cryptosporidies a été réalisée par I'utilisation combinée des
méthodes usuelles de coloration (Ritchie simplifiée par Allen et Redly associée a la coloration de Ziehl

Neelsen modifiée) et des techniques de la biologie moléculaire (nested PCR et séquencage).

Chez la population équine, I'étude a montré une prévalence de 6,02 % par I'examen microscopique et
2,70 % par la réaction PCR. Chez les chevaux, Cryptosporidium spp a été isolé avec un taux
d'infestation de 7,28 % par coloration et 2,52 % par nested PCR. Respectivement, les deux techniques
ont révélé une prévalence de 2,41 % et 3,22 % chez les anes. Les poulains agés moins de deux ans ont
été infectés avec un taux de 9,6% par microscopie et 2,4 % par I'amplification PCR. Les chevaux adultes
ont présenté une prévalence de 6,03% et 2,58% par les deux techniques utilisées. Un jeune ane agé
moins de deux ans a été détecté positif par nested PCR et les anes adultes ont montré un taux
d'infestation de 2,63% par les deux méthodes de diagnostic. Dans les élevages collectifs prélevés au
niveau de la Wilaya de Tiaret et d'Alger, tous les chevaux positifs au Cryptosporidium spp ont été isolés
dans la jumentrie de Tiaret. L'infestation des chevaux et les dnes n'a été pas associée avec des

diarrhées.

Quatre espéces, C. parvum, C. muris, C. hominis et C. erinacei ont été identifiées chez les chevaux et
chez les anes pour les deux premiéres espéces par |'amplification et le séquencage du géne SSU rDNA.
L'étude des variations génétiques au sein de ces espéces de Cryptosporidium par lI'amplification et le
séquencage du géne Gp60 a montré la présence du subtype [laA16G1R1 de C. parvum, un nouveau
subtype (IkA15G1) de C. hominis et Xllla A22R9 de C. erinacei (préalablement connu comme
hedgehog genotype). Cette étude rapporte pour la premiéere fois, la prévalence de Cryptosporidium
spp chez les chevaux et les anes en Algérie et la premiére occurrence de C. erinacei, C. hominis et C.

muris chez les équidés.

Mots clés : Cryptosporidium spp, prévalence, nested PCR, séquencage, SSU, Gp60, chevaux, anes.



Abstract

Following an epidemiological study on equine cryptosporidiosis, 481 fecal samples (357 horses and 124
donkeys) were harvested at the stud of Tiaret, some equestrian centers situated in the capital Algiers and
several rural areas located in the province of Setif and Bordj Bou Arreridj. Cryptosporidium research has
been achieved using the conventional staining methods (Ritchie simplified by Allen and Redly, associated

with modified Ziehl Neelsen staining) and molecular tools (nested PCR and sequencing).

At the equine population, the study showed a prevalence of 6.02 % by microscopic examination and 2.70
% by PCR reaction. At horses, Cryptosporidium spp was isolated with an infestation rate of 7.28 % by
Ziehl Neelsen staining and 2.52 % by nested PCR. Respectively, both techniques revealed a prevalence
of 2.41 % and 3.22 % in donkeys. Foals less than two years of age were infected with a rate of 9.6 % by
microscopic observation and 2.4% by PCR amplification. Adult's horses showed a prevalence of 6.03 %
and 2.58 % by both techniques. One young donkey aged less than two years was found to be positive by
nested PCR and adults donkeys showed an infection rate of 2.63 % by both used methods. In collective
farms sampled at the province of Tiaret and capital Algiers, all positive horses were found in the stud of

Tiaret. The infections were not associated with diarrhoea.

Four species, C. parvum, C. muris, C. hominis and C. erinacei have been identified in horses and in
donkeys for the first two species by amplification and sequencing of the SSU rDNA gene. The study of
genetic variation within the identified species of Cryptosporidium by amplification and sequencing of the
Gp60 gene showed the presence of 11laA16G1R1 C. parvum subtype, a new subtype (IkA15G1) of C.
hominis and Xllla A22R9 of C. erinacei (previously known as hedgehog genotype).This study reports,
for the first time, the prevalence of Cryptosporidium spp in horses and donkeys from Algeria and the

first occurrence of C. erinacei, C. hominis and C. muris in equids.

Keywords: Cryptosporidium spp, prevalence, nested PCR, sequencing, SSU, Gp60, horses, donkeys.
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