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Introduction

Cryptosporidium est un protozoaire apicomplexa qui infecte le tube digestif ou/et le tractus
respiratoire des oiseaux, reptiles, poissons et mammiferes dont I'homme. Plusieurs espéces au sein
du genre Cryptospridium sont actuellement connues infectantes pour les différentes especes
animales. Ce protozoaire a un cycle évolutif monoxene qui se déroule entre le milieu extérieur et
I'néte infecté dont ce dernier élimine des oocystes directement sporulés qui représentent les

éléments infectants pour les animaux sains.

La maladie parasitaire engendrée par ce parasite est actuellement bien étudiée chez les ruminants et
I'nomme. La cryptosporidiose des ruminants est une infection des jeunes animaux (agneaux,
chevreaux, veaux) durant la période néonatale se caractérisant par I'apparition des diarrhées plus ou
moins severes provoquant des pertes économiques considérables dans les élevages bovins et petits
ruminants. La distribution géographique de ces parasitoses chez les ruminants est mondiale, elle est
cosmopolite et ubiquiste. L'impact de l'infection cryptosporidienne est aussi important sur la santé

publique particulierement pour les sujets immunodéprimés.

La cryptosporidiose en élevage ovin et caprin est une parasitose du trés jeune animal dont la
contamination des nouveau-nés peut se dérouler dans les premieres heures voire les premiers jours
aprés la naissance. Plus de trois especes de Cryptosporidium ont été isolées chez les petits
ruminants, parmi elles, Cryptosporidium parvum reste l'espéce la plus pathogéne et la plus
impliquée dans le déclenchement de la cryptosporidiose des agneaux et des chevreaux
particulierement dans les grandes exploitations. Les diarrhées et éventuellement la mortalité
représentent les principaux signes cliniques de l'infection généralement durant la seconde semaine
de vie, tandis que, les adultes excretent les oocystes du parasite a bas bruit sans aucun signe

clinique.

En Algérie, cette parasitose reste mal connue et sous estimée chez les petits ruminants (ovins),
méme chez ’homme et chez les autres espéces animales. A cet effet, nous visons dans cette étude,
I'évaluation de la prévalence (taux global) des ovins excréteurs des oocystes de Cryptosporidium
en quelques élevages localisés dans la région de B.B.A et Mila. Ainsi, I'étude de I'influence de

certains facteurs liés a I'animal sur cette excrétion parasitaire fait I'objet de notre travail.

11
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I .Généralités sur les cryptosporidies

I.1. Historique

En 1907, Tyzzer met en évidence pour la premicre fois les oocystes d’un protozoaire dans les

feces de la souris de laboratoire. 1l le nomme Cryptosporidium muris (Tyzzer, 1907).

En 1910, Tyzzer propose la création d'un nouveau genre nommé Cryptosporidium afin de
classer C. muris. Il décrit son cycle parasitaire et pense que ce protozoaire vit attaché a I'épithélium

des glandes gastriques de la souris de laboratoire (Tyzzer, 1910).

En 1912, le méme auteur décrit une autre espece Cryptosporidium parvum, dont la
morphologie est différente de celle de C. muris et se développe dans l'intestin gréle de la souris
(Tyzzer, 1912).

En 1925, Triffit decrit le parasite chez le serpent a sonnette (Crotalusconfluens) et le nomme
Cryptosporidium crotali (Triffit, 1925).

En 1955, Slavin décrit une nouvelle espece chez le dindon : Cryptosporidium meleagridis
(Slavin, 1955). L’infection est associée a une diarrhée aigué chez le dindon, ce qui laisse supposer le

role pathogéne des cryptosporidies (de Graaf et al., 1999 ; O’Donoghue, 1995).

En 1971, Panciera et al., signalent pour la premiere fois un cas de cryptosporidiose clinique
chez une génisse agée de 8 mois (Panciera et al., 1971). La maladie est associée & une diarrhée
chronique en l'absence d'isolement d'autres agents entéropathogénes (Fayer, 2004 ; Bourgouin,
1996). La méme année, (Vetterling et al) décrivent Cryptosporidium wrairi chez le cobaye
(Vetterling et al., 1971).

En 1976, Deux cas de cryptosporidiose humaine ont été déclarés pour la premiere fois, I'un
chez une jeune fille &gée de 3 ans et l'autre chez un adulte 4gé de 39 ans (Meisel et al., 1976 ; Nime
etal., 1976).

En 1979, Iseki décrit I'espéce Cryptosporidium felis chez le chat domestique (Catuscatus)
(Iseki, 1979).

En 1980, Levine décrit I'espéce Cryptosporidium serpentis chez le serpent (Levine, 1980).

12
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En 1985, Une infection abomasale par des oocystes de Cryptosporidium a été révélée chez
un bovin aux USA. Ces cryptosporidies présentent une similarité morphologique avec l'espece

Cryptosporidium muris isolée dans I'estomac de la souris de laboratoire par Tyzzer en 1907 (Morin,
2002).

En 1986, Current et al., décrivent I'espece Cryptosporidium baileyi chez le poussin (Gallus
gallus) (Current et al., 1986).

I.2. Taxonomie et systématique

Les cryptosporidies sont des protozoaires coccidiens qui appartiennent au phylum
apicomplexa (Tzipori et Ward., 2002 ; Euzéby, 1987).

La taxonomie des cryptosporidie proposée par Levine en 1980 est admise actuellement par la
majorité des auteurs (O'Donoghue, 1995 ; Tzipori et Ward, 2002) (tableau 1).

Tableau 1: Classification taxonomique de Cryptosporidium (O’Donoghue, 1995).

Classification Caractéristiques
Royaume : Protozoa Organisme unicellulaire
Phylum : Apicomplexa Présence d'un complexe apical
Classe : Sporozoasida Reproduction asexuée et sexuée avec formation d'oocystes

o Cycle biologique comporte la mérogonie, gamogonie et
Sous/classe : Coccidiosina

sporogonie

Ordre : Eucoccidiorida Mérogonie présente

Sous/ordre : Eimeriorina | Développement indépendant de la microgamie et la macrogamie

Famille : Cryptosporididae Cycle monoxéne comporte 04 sporozoites nus

Genre: Cryptosporidium Un seul genre

Depuis longtemps, plusieurs espéces de Cryptosporidium ont été proposées. La plus part de
ces especes ne sont pas acceptées par la majorité des taxonomistes (Morgan et al., 1999 ; Xiao et al.,

1999, 2000). Au début, 6 a 8 especes au sein du genre Cryptosporidium étaient reconnues comme
13
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valides : C. muris, C. parvum, C. félis et C. wrairi chez les mammiferes, C. meleagridis et C.
baileyi chez les oiseaux, C. serpentis chez les reptiles et C. nasorum chez les poissons (Fayer et al.,
2000 ; Xiao etal., 1999, 2000).

L'avenement des techniques de la biologie moléculaire a partir des années 90, a permis une
classification au sein du genre Cryptosporidium (Bourgouin, 1996 ; Fayer, 2004) et permis la

description de nouvelles espéces et la reclassification pour d'autres.

En 1999, plusieurs génotypes de C. parvum sont déterminés, et correspondent chacun a un
hote spécifique, comme le génotype humain pour I'nomme, le génotype porcin type | du porc et le
génotype canin spécifique du chien (Xiao et al., 1999).

En 2000, une nouvelle classification est établie avec 10 especes différentes, dont deux
espéces nouvellement décrites : C. andersoni chez les bovins et C. saurophilium chez les poissons
(Lindsay et al., 2000 ; kodela et Modry, 1998).

En 2001, une nouvelle espéce chez le chien, nommée C. canis, préalablement considérée

comme le génotype canin de C. parvum (Faye et al., 2001).

En 2002, le géenotype humain de C. parvum est considéré comme une espéce a part et
spécifique a I'nomme et nommée C. hominis (Morgan-Rayn et al., 2002). Durant la méme année,
une nouvelle espece a été décrite chez les poissons et nommée C. molnari (Alvorrz-pellitero et
Sitga-Bobadille, 2002).

En 2003, la description d’une troisiéme espéce chez les oiseaux et nommée C. galli (Ryan et
al., 2003).

En 2004, le génotype porcin de type | de C. parvum est considéré comme une nouvelle

espece spécifique du porc domestique, nommeée C. suis (Ryan et al., 2004).

En 2005, Fayer et al., décrivent une nouvelle espece chez les bovins nommee C. bovis

préalablement considérée comme un génotype bovin de type B de C. parvum (Fayer et al., 2005).

Ensuite, d'autres especes ont été connues valides particulierement par la reclassification des
génotypes spécifiques pour certaines especes animales (Jirku et al.,2008, Power et Ryan, 2008 ;
Ryan et al., 2008).

14
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Tableau 2 : Différentes especes de Cryptosporidium considérées comme valides.

Principaux
. Hotes _
Espece o sites o
principaux Réference
d’infection
) Bovin (Lindsay et al., 2000)
. andersoni ) Estomac
domestique
Trachée,
. baileyi bourse de (Current et al., 1986)
Poulet o
Fabricius,
Cloaque
) Bovin ) (Faye et al., 2005)
. bovis ) Intestin
domestique
) Chien ) (Fayer et al., 2001)
. canis ) Intestin gréle
domestique
. fayeri Kangourou _ (Ryan et al., 2008)
) Chat L )
. felis ) Intestin gréle (Iseki, 1979)
domestique
) (Jirku et al.,2008)
. fragile Crapaud Estomac
) Poulet ) (Ryan et al., 2003)
.galli ) Proventricule
domestique
o ) (Morgan-Ryan et al.,
. hominis Homme Intestin
2002)
_ (Power et Ryan,
. macropodum | Kangourou
2008)
o ) ) (Slavin, 1955)
. meleagridis | Dindon Intestin
) (Alvarez-Pellitero et
_ Poisson - _
. molnari Estomac Sitja Bobadilla,
(Dorade)
2002)
. muris Souris Estomac (Tyzzer, 1907)

15




[Titre du document]

Poisson
C. nasorum (licorne Intestin (Hoover et al., 1981)
d’eau de mer)
Souris, bovin
domestique, o
C. parvum ) Intestin gréle (Tyzzer, 1912)
ovin,
homme
C. ryanae Bovin
) _ (Fayer et al., 2008)
domestique
Intestine, (Koudela et Modry,
C. saurophilum | Lézard mugueuse 1998)
cloacale
C. serpentis Serpent Estomac (Levine, 1980)
o ' o (Vetterling et
C. wrairi Cochon d’inde | Intestin gréle
al., 1971)
C. suis Sanglier Intestin (Ryan et al., 2004)
) Intestin, )
) | Poisson (Alvarez-Pellitero et
C. scophithalmi estomac
(turbot) al., 2004)

1.3. Le cycle biologique et morphologie

Le cycle biologique des cryptosporidies est direct et monoxene, dont tous les stades se
déroulent chez un seul héte (de Graaf et al., 1999). En effet, bien que le cycle de Cryptosporidium
sp. présente des similitudes avec celui des Eimeria. Le cycle biologique de Cryptosporidium
comporte deux phases (figure 1) : Une phase interne, au cours de laquelle, quatre étapes essentielles
se succeédent : excystation, mérogonie, gamogonie et la sporogonie et une phase externe qui se

déroule dans le milieu extérieur avec élimination des oocystes sporulés (Naciri et al., 2007).

16
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Les cryptosporidies infectent les cellules du tractus intestinal, principalement I’intestin gréle
distal (jejunum inférieur et 1’iléon), mais d’autres sites sont aussi révélés comme le caecum, le colon
et occasionnellement le duodénum (Euzéby, 1987 ; Naciri et al., 2007 ; Heine et al., 1984).

Le parasite ne vit pas dans les cellules épithéliales elles méme, mais a la surface des
enterocytes infectées, particulierement dans la bordure en brosse de ces dernieres. (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 I’homme (Euzéby, 1987).

Ingestion of

A oocysts
@ + Gut Lumen

Excystation

\a. Gliding Invasion
- —
@ otility ™ Attachment Type | Meront

Apical (Trophozoite)
Latavarey YNy O OO =
surf\a;:e '::‘-'N“l IS AN 3 3’,1.‘:..',,;._.-‘\“.‘0"\.;
>
Basal
surface
B e THICK-WALLED EXITS
ooCYST - —
INGESTION N ooCYST HOST
OF OOCYSTS ZYGOTE
/ MACROGAMONT
TROPHOZOITE MICROGAMONT

(microgametes)

Asexual Cycle Sexual Cycle
TYPE | TYPE Il

MERONT MERONT

Figure 1 : Cycle de Cryptosporidium (O’hara et chen, 2011).

I.4. La résistance des parasites

Comme tous les oocystes coccidiens, ceux des cryptosporidies sont trés résistants dans le
milieu extérieur. (Fayer, 2004). lls peuvent survivre jusqu’a 6 mois en milieu humide, méme a basse
température (4 C°), mais la chaleur (65 C° pendant 30 minutes) a un effet létal sur les
cryptosporidies. En revanche, la plupart des agents chimiques, les détergents usuels, aux
concentrations utilisables n’exercent pas d’effet 1étal sur les oocystes, a I’exception de I’ammoniac a

10% et le formol a 10% (mais dont I’action doit étre prolongée pendant 24 heures) (Fayer, 2004 ;
Euzéby, 1987).
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Plusieurs études concernant I’effet du froid, la température, les rayons ultraviolets et la
dessiccation sur la survie des oocystes ont été effectuées. Les oocystes de C. parvum suspendus dans
I’eau di-ionisée restent infectants pour la souris pendant 6 mois dans une température allant de 0 a 20
C®, pendant 3 mois a 25 et 30 C° et pendant une semaine a 35 C° (Fayer et al., 1998) rapportent que
les oocystes restent infectants pour la souris dans 1’eau et dans une culture cellulaire stérile dans une

température de 15 C° pendant 7 mois (Jenkins et al., 2003).

Les oocystes vivent pendant une longue période de temps dans les eaux de mer (Fayer,
2004). lls gardent leur viabilité plus de 35 jours dans une température de 40 C° et en obscurité dans
I’eau de mer (Robertson et al., 1992). IIs restent infectants dans 1’eau avec une salinité de 35 %
pendant 40 jours (Freire-Sontos et al., 1999). D’autres études montrent que les cryptosporidies
gardent leur pouvoir infectant pour la souris dans I’eau de salinité de 10 a 50 % pendant 12 semaines
(Fayer, 2004).

La survie des parasites dans 1’environnement est affectée par I’humidité et la dessiccation qui
a été connue comme facteur environnemental, qui sert & détruire les oocystes de coccidies (Fayer,
2004).

La congélation a un effet létal sur les oocystes de C. parvum. Ces derniers sont tués dans une
température de -70 C°, méme en présence de plusieurs types de cryoprotecteurs (Robertson et al.,
1992 ; Fayer et Nerad, 1996). Ces éléments parasitaires restent viables et infectants pendant 8 heures
dans une température de -20, pendant une semaine a -10 C° et pendant un mois a -5 et 0 C° (Fayer et
al., 1998 ; Fayer et Nerad, 1996).

I1. Epidémiologie de la Cryptosporidiose
I1.1. Cryptosporidiose des petits ruminants

La cryptosporidiose est une parasitose, provoquée par un parasite microscopique appelé
Cryptosporidium, plus grave chez les jeunes agneaux des I’age de 3 a 4 jours, lors d’une infection a
la naissance (maladie mouton). Chez les ruminants, la maladie se manifeste principalement par des
symptémes digestifs (diarrhée). Les caprins, et particulierement les chevreaux, sont considérés
comme I’espéce la plus sensible, avec des fréquences le plus souvent élevées et une mortalité
pouvant atteindre 80% (Chartier, 1999). Actuellement, plusieurs especes et génotypes de
Cryptosporidium sont infectants pour les ovins : C. parvum, C. andersoni, C. xiao, C. ubiquitum,
C. bovis et C. hominis (Ryan et al., 2005 ; Fayer , 2010 ; Ronald Fayer et Monica Santin, 2009).

Cryptosporidium parvum est considéré comme l'un des principaux agents pathogenes gastro-
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intestinaux chez les jeunes ruminants (de Graaf et al., 1999) et a été associée a la diarrhée et la mort
dans les deux infections naturelles et expérimentales chez les chevreaux et les agneaux (Angus et
al., 1982 ; Koudela et Jiri, 1997 ; Johnson et al., 1999 ; Castro-Hermida et al., 2002).

11.2. Répartition géographique et importance

La cryptosporidiose est une zoonose cosmopolite se retrouvant dans le monde entier
(Appelbee et al., 2005 ; Chartier, 2001a ; InRocques, 2006) ; elle a été rapportée dans 95 pays,
(qu’ils soient développés ou en voie de développement), sur tous les continents, dans les zones

urbaines et rurales, sous des climats tempérées ou tropicaux (EPA, 2001 ; In Soares, 2003).
11.3. Epidémiologie

La maladie est limitée a certains exploitations, dans les quelques, elle provoque des troubles
chez les jeunes animaux, en particulier les ruminants, cependant et malgré ces constatations,

I’épidémiologie de cette parasitose reste encore mal élucidée (Naciri et al., 2000).
11.3.1. Prévalence

La cryptosporidiose est tres répandue en élevage ovin mais les données chiffrées de
prévalence sont moins fréquentes et trés variables, en raison du faible nombre d’enquétes réalisées
dans les différents pays et régions et la diversité des méthodes utilisées pour la recherche du parasite
donc la prévalence globale est difficile a estimer. En comparaison avec les travaux expérimentaux
réalisés sur les veaux, peu de travaux sont recensés sur les caprins et sur les ovins donc peu de

données sont disponibles.

L'infection chez le mouton est relativement commune et a été signalée dans le monde entier
(Xiao et al., 1994 ; Diaz et al., 1996 ; Giangaspero et al., 2005 ; Ryan et al., 2005 ; Ozmen et al.,
2006 ; Van der Giessen et al., 2006).

Le taux d’infection présente une grande variabilité en fonction de certains facteurs liés a
I’animal (4ge, statut clinique) et d’autre a I’environnement (type d’élevage, hygi¢ne, le nombre de

naissance, la densité animale dans les batiments, saison) (MORIN, 2002 ; NACIRI et al., 2007).

Chez le mouton, la cryptosporidiose a été décrite en Australie chez des agneaux diarrhéiques
de 1 a 3 semaines d'age en 1974 (Barker et Carbonell, 1974). Cependant, dés le début des années
1980, son r6le comme principal agent étiologique de la diarrhée chez les agneaux a été approuveé

dans des études d'infections expérimentales et naturelles (Angus et coll, 1982). Par la suite,
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I'infection a été signalée dans différentes zones géographiques : I'Amérique, Canada, Iran, Trinidad

et Tobago, Espagne et I'ltalie, avec une prévalence variant de 4% a 85% (Graaf et al., 1999).

La plus haute prévalence de l'infection a été trouvée le plus souvent chez les agneaux (Abd
El-Wahed, 1999 ; Majewska et al, 2000 ; Sturdee et al., 2003 ; Santin et al., 2007), en particulier

ceux moins de 1 mois d'age.
11.3.2. Sources et mode de transmission du parasite

La contamination par les cryptosporidies s’effectue essentiellement par I’ingestion
d’oocystes émis dans les féces d’animaux contaminés (voie orale), méme si d’autres voies se sont

avérées efficaces expérimentalement (Bourgouin, 1996).

La contamination des agneaux peux s’effectuer soit directement par contact avec d’autre
agneaux malades ou porteurs sains, par tétée des trayons souillés de leurs méres ou par 1échage d’un
pelage contaminé ou de la litiére, soit indirectement par consommation d’aliments ou d’eau souillés
(chartier, 2003 ; Tzipoli et Ward, 2002 ; Bourgouin ; de graaf et al., 1999). Une auto-infection est
également possible (Charteir, 2003).

Les animaux adultes, trés rarement malades, jouent pourtant un role de réservoir de parasites
en raison de I’excrétion résiduelle, qui s’accentue autour de la mise bas. (Chartier 2002a, Noordenn
et al., 2002, Castro-hermida et al., 2005), Cette excrétion reste inférieure a celle retrouvée chez les
jeunes malades : pres de 17 % des brebis excrétaient des oocystes dans leurs feces, alors qu’elles
sembleraient cliniqguement saines. Elles pourraient donc contaminer leurs petits dés la naissance,
puis durant la période d’allaitement, la dose infectante peut étre aussi faible que 100 oocystes (un

animal malade libére jusqu’a dix millions oocystes par gramme de feces).

Un autre réservoir est I’environnement contaminé par des oocystes trés résistants (Chartier

2002a).

Pour certains auteurs, les rongeurs représentent également un réservoir non négligeable
(Milleman et al., 2003 ; Fayer 2004).

Les mouches et le matériel utilisé au contact des animaux sains peuvent assurer la

transmission d’oocystes (Moore et al., 2003).
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11.4. Cryptosporidiose chez les autres espéces animales

Chez les bovins, en plus de I'implication de C. parvum, l'infection 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 especes 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.

La cryptosporidiose porcine a été décrite pour la premiére fois aux USA (Bergeland, 1977;
Kennedy et al., 1977). Actuellement, deux especes 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 I'espece canine, les oocystes de Cryptosporidium ont été identifiés chez différentes
espéces de carnivores et la prévalence observée a été genéralement faible en comparaison avec celle
révélée chez les autres espéces animales particuliérement les ruminants (Feng, 2010). Le chien
domestique (Canis familiaris) est infecté par Cryptosporidium canis, reconnue préalablement
comme un génotype canin (Fayer et 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).

lll. Pathogénie et Immunité

Le développement du protozoaire dans la bordure en brosse des enterocytes provoque des
perturbations hydro électrolytiques et une malabsorption - maldigestion qui seraient les principaux
mécanismes de la diarrhée. Cette multiplication particuliére du parasite est a I'origine d'une destruction des
microvillosités, I'abrasion et la fusion de certaines d'entre elles, adjacentes au parasite, et une atrophie
villositaire. La destruction villositaire, les altérations de la perméabilité de la barriere intestinale et les

modifications des flux d'ions résulteraient de la combinaison d'une action directe du parasite, de la
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libération de molécules pro-inflammatoires par les cellules immunitaires et d'un processus apoptotique

(Naciri et al., 2007).

Les altérations tissulaires provoquent des perturbations fonctionnelles de I'épithélium intestinal, qui

entrainent :

v" Une diminution de I'absorption de I'eau, des électrolytes et des nutriments (malabsorption et
malnutrition) ;
v" Une diminution des capacités enzymatiques ;

v' Une hyperplasie des cryptes (augmentation des secrétions) conduisant a I'apparition de la diarrhée.

La diminution du taux d'enzymes dans la bordure en brosse, en particulier des disaccharidases,
interfere avec I'absorption des nutriments et conduit a I'apparition de mal absorption et de mal nutrition. La
présence de glucose dans le chyme intestinal entraverait I'absorption nette en électrolytes et en eau.

Certains nutriments, dont les oses et les vitamines, sont mal assimilés par I'épithélium villositaire [ésé.

Chez le veau, le lactose atteindrait le gros intestin sans étre dégradé, favorisant ainsi la croissance
bactérienne et la formation d'acides gras libres volatiles, responsables d’'un changement de pression
osmotique a travers la paroi intestinale. Ainsi, la diarrhée chez le veau serait due a I'accumulation dans la

lumiere du gros intestin de nutriments hypertoniques non absorbés.

Cette diminution des capacités digestives serait due a l'incapacité des cellules parasitées a assurer
leurs fonctions, en raison de la présence en exces de cellules dégénératives et de cellules immatures, qui

n'ont pas encore d'équipements protéiques et enzymatiques fonctionnels.

La réponse immunitaire contre les cryptosporidies a été bien documentée chez I'espece bovine a la
naissance, le veau nait avec un systéme immunitaire fonctionnel, mais immature et naif. Ceci est d(i au
mode de placenta particulier chez I’espéce bovine qui agit comme une barriére entre la meére et son veau
(Raboisson et al., 2008). Ainsi, pendant les premiéeres semaines de vie, le veau peut répondre a une
stimulation antigénique, mais d’intensité et rapidité réduite par rapport au bovin adulte (Raboisson et al.,

2008).

La réponse immune envers les cryptosporidies met en jeu a la fois des mécanismes humoraux et
cellulaires. Quand l"'une ou I'autre de ces réponses fait défaut, I'organisme ne se débarrasse pas de

parasites (Bourgouin, 1996 ; Zu et al., 1992) .

La réponse humorale est caractérisée par la production des Ig A, Ig G, Ig M. Ces différentes classes

d’'immunoglobulines ont été détectées dans le sérum et méme dans les matiéres fécales des animaux
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infectés. Ces anticorps renforcent I'action de I'immunité cellulaire pour éliminer I'infection et protéger

contre une ré-infestation.

En ce qui concerne I'immunité cellulaire, il a été démontré dans plusieurs essais que cette réponse
immune joue un réle trés important dans la protection et le controle de I'infection. Fayer et al. (mais aussi
dans d’autres études) ont mis en évidence chez des veaux infectés expérimentalement, une réponse
immunitaire se traduisant par un nombre accrude lymphocytes TCD4 et TCD8 et par la production de
cytokines (IL12, INFy) (Fayer et al., 1998). En conséquence, il apparait que les cellules TCD4 et certaines
cytokines (IL12, INFy) constituent les éléments clés qui initient la réponse immune spécifique envers ce

protozoaire et jouent un réle majeur dans le controle de I'infection (Romani et al., 1997).
IV. Symptémes et Iésions
IV.1. Symptdmes

Chez les ovins, les caprins, la symptomatologie est semblable a celle observée chez les
bovins mais avec une mortalité plus élevée chez I'agneau et une morbidité plus précoce (Anderson,
1982 ; Angus et coll., 1982 ; Tzipori et coll., 1982 ; Naciri, 1987).

Chez les agneaux, la période prépatente a oscillé entre 2 et 7 jours. Cette période augmente

avec une diminution de la dose de I'agent infectieux ou a une augmentation de I'age de I'animal.

Les principales manifestations cliniques de cryptosporidiose chez les agneaux nouveau-nés
sont les suivants : I’apathie, la dépression, I’abattement, I'anorexie, douleurs abdominales, et surtout
une diarrhée accompagnée de I'effusion d'un grand nombre d'oocystes. Les matieres fécales sont
généralement de couleur jaune a jaune-verdatre et d'une texture crémeuse (mucus), ont une
consistance molle ou liquide et dégagent une forte odeur désagréable. La présence de sang dans les

selles des agneaux n’est pas toujours enregistrée (Mason et al., 1981).

Dans les cas bénins de la maladie, les agneaux ont la diarrhée pendant 3 a 5 jours et dans les
cas les plus graves pour 1 a 2 semaines. La diarrhée coincide généralement avec la période
d'excrétion d'oocystes. La durée de lI'excrétion des oocystes dépend de facteurs tels que I'age ou du
statut immunitaire des animaux. La cinétique de I'excrétion est généralement semblable chez les

animaux expérimentalement et naturellement infectés.

En plus de la diarrhée et I'excrétion oocystale, les animaux manifestent typiquement
I'anorexie, qui se traduit par la perte de poids et un retard de croissance au cours des premieres

semaines de la vie. La perte rapide des éléments nutritifs et les liquides au cours de la diarrhée
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résultent en une déshydratation sévere. Puisque les cellules des voies intestinales, sont perturbées,
I'absorption des nutriments alimentaires est limitée, et I'animal perd plus de nutriments dans le tube
digestif, (Mason et al, 1981; Molina et al, 1994; Castro-Hermida, 2005). Ce ci perturbe également le
systeme immunitaire du jeune et le rend plus vulnérable a l'infection par d'autres agents pathogénes
opportunistes (infection secondaire). Lorsque les réserves corporelles de nutriments tels que les
minéraux et les protéines sont utilisés, la mort s'ensuit rapidement (Thamsborg et al., 1990 a, b ;
Majewska et al., 2000).

Il a été signalé que le l'infection chez I'agneau peut étre accompagnée par les agents comme :
E. coliK99-, le rotavirus, Giardia sp. et Salmonella (Dubey et al 1990 ; Thompson et al., 2005 ;
Ozmen et al., 2006). Lors d’augmentations de pression parasitaire, il peut y avoir des morts, les
dégats des microvillosités de I'intestin gréle prédispose a infections combinées avec Escherichia coli
et les rotavirus, les principalement, et, moins souvent, avec les coronavirus et Salmonella spp. Cette
combinaison d'agents pathogenes entériques aggrave les signes cliniques et le pronostic, dans ces
graves infections mixtes, les agneaux peuvent mourir dans les 2-3 jours de I'apparition de la

diarrhée.

La mortalité, qui est généralement faible, elle augmente avec I'accompagnement de la
concurrente infection ou des lacunes en matiere de nutrition et de I'élevage (De Graff et al., 1999 ;
Thompson et al., 2005).

Les moutons adultes présentent le plus souvent une infection subclinique, ils sont considéré
comme étant des porteur asymptomatiques avec une excrétion insidieuse des oocystes de
Cryptosporidium dans leurs féces entre les périodes d'agnelage (Xiao et al., 1994 ; Ortega-Mora et
al., 1999).

L’évolution de la maladie est tout variable, les agneaux peuvent guérir spontanément ou
mourir. Il n’y a pas, par contre de passage a la chronicité. L’amaigrissement est habituellement tres
marqué, mais les agneaux guéris développent souvent une croissance compensatrice, alors que
d’autres restent des non valeurs économiques (Tzipori, S., Angus, K.W., Campbell, 1., Gray, EW.,
1980).

1V/.2. Lésions

Les études sur le développement des lésions au cours de la période d'incubation et
I'évolution clinique de la maladie ont montré que, pendant cette période, le parasite prolifere
principalement dans le jéjunum et I'iléon. Apres le début de I'excrétion des oocystes (3 jours apres le
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début de l'infection), les Iésions peuvent se propager a d'autres parties de l'intestin gréle et du gros

intestin.

Chez les agneaux les plus infestés, le parasite peut se localiser dans le jéjunum et I'iléon,
avec une concentration maximale dans les segments moyen et terminal de 1’iléon, la partie
postérieur de jéjunum. Dans le caecum et ceux du duodénum et du c6lon la recherche des
cryptosporidies s’est révélée négatif, (ANGUS K.W., TZIPORI S., GRAY E.W., S. Tzipori, K. W.,
Angus, E. W., Gray, et |. Campbell, 1980). L’intestin gréle distal est généralement le plus
gravement affecté.

Les lésions macroscopiques peuvent consister en une hyperémie de la muqueuse intestinale,
avec un contenu intestinal plus au moins liquide et jaunatre. Coloration fécale des membres
postérieurs et la paleur des tissus des carcasses sont communs. Les animaux atteints de diarrhée
persistante affiche des degres divers de déshydratation, émaciation, et une atrophie séreuse de la
graisse. Aussi en plus des signes d’une entérite et de la colite, le colon et le caecum sont souvent

distendus et une hypertrophie des ganglions mésentériques.

Les principales Iésions microscopiques dues au cryptosporidies dans les différents segments
intestinales sont: une atrophie villositaire, une diminution de la hauteur de 1’épithélium qui passe du
cylindrique a cubique voir méme aplati dans certaines régions des sommets des villosités. En plus,
de lI'aplatissement des enterocytes, une détérioration du ciment intercellulaire et une dénudation du
chorion sont observés surtout dans 1’apex des villosités. Une fusion des villosités intestinales et une
hyperplasie des cryptes glandulaires sont surtout observées dans les segments iléaux infestées. Au
sein du chorion des villosités, une infiltration cellulaire représentée particuliérement par les
macrophages et les lymphocytes et a un degré moindre les granulocytes éosinophiles et
neutrophiles, est observée dans les zones sous-jacentes a I'épithélium ou la présence du parasite est
trés marquée. Deux autres faits caractérisant cette infection, sont 1”’hypertrophie tres marquée des
ganglions meésentériques et des plaques de Peyer (S. Tzipori, K. W., Angus, E. W., Gray, et I.
Campbell, Am. J. Vet. RES, 1983).

Aucune modification significative des paramétres hématologiques et biochimiques n’est
observée au cours de I’infection a C. parvum chez les ruminants nouveau-nés seules quelques

variations de ces parametres ont été décrits :

v" Une hémoconcentration et une hyponatrémie, résultant des pertes en eau et en électrolytes,

peuvent étre enregistrées.
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v Une augmentation de 1’urée et de la créatinine sériques sont parfois notées, indiquant une

hypovolémie et une perfusion rénale réduite.

SIMPSON a prélevé I’humeur aqueuse sur des veaux et des agneaux de moins de trois
semaines d’age morts d’entérite. Il constate alors de forts taux d’urée sur les animaux ayant
succombé¢ a I’infection cryptosporidienne. En outre, il interprete cette €lévation de I’'urémie comme
le résultat d’une insuffisance rénale, mais avance également le role possible de I’augmentation du

catabolisme protéique.

Il ya de nombreux rapports de cas décrivant des patients humains avec cryptosporidies dans
les sites extra-intestinales comme la vésicule biliaire, voies biliaires, canaux pancréatiques et tractus
respiratoire. Infections extra-intestinales par C. parvum, y compris la vésicule biliaire, les ganglions
lymphatiques mésentériques, de la trachée, les poumons et I'utérus, ont également été détectés chez
des moutons abattus dans abattoirs. En dépit d'étre capables de coloniser des sites extra-intestinal, il

n'existe aucun rapport d'infection foetale chez les ovins.
V. Diagnostic

V.1. Diagnostic clinique

L’ensemble des signes cliniques digestifs et généraux (diarrhée, abattement, anorexie et douleur
abdominale, etc.) observés chez les agneaux, chevreaux et les veaux atteints de diarrhées néonatales,
peuvent orienter le praticien vers la présomption d’une cryptosporidiose (Morin, 2002), bien qu’aucun de
ces éléments cliniques ne soit spécifique pour poser un diagnostic de certitude. En effet, d’autres agents
entéropathogénes interviennent dans ce syndrome diarrhéique a savoir les viroses, les colibacilloses, les

salmonelles et les autres parasitoses (giardiose, coccidioses) (Chartier, 2003 ; Morin, 2002).

Cependant, certains criteres épidémiologiques peuvent renforcer la suspicion clinique de
I'infection. Notant, I’age du I’agneau, la morbidité élevée des nouveaux-nés au sein de I'élevage concerné
par le complexe diarrhéique, inefficacité des traitements habituels surtout les agents antimicrobiens et
I’épisode diarrhéique qui apparait généralement de fagon brutale et présente un aspect collectif (Morin,

2002).
V.2. Diagnostic expérimental
Le diagnostic expérimental (en particulier chez les ruminants) fait appel a diverses techniques de

mise en évidence des oocystes dans les matiéres fécales :
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v' Des techniques d’enrichissement par flottation ou sédimentation suivies éventuellement d’une
coloration ;

v Des techniques de coloration ;

v' Des méthodes immunologiques (E.L.IS.A., |.F., autres) ;

v' Des méthodes de reconnaissance de I'acide nucléique du parasite.

La plupart des techniques de diagnostic ont été développées pour I'espéce Cryptosporidium
parvum vu son importance sanitaire chez les ruminants et son implication dans le risque zoonotique (O.I.E.,

2005).

V.2.1. Techniques d’enrichissement

Ces techniques consistent en la séparation et la concentration des parasites dans un faible volume

de matieres fécales (Loson, 1996).

Il existe plusieurs méthodes basées la plupart du temps soit sur la flottation, soit sur la
sédimentation. Des phases de filtration des matieres fécales et de centrifugation améliorent ces
techniques d’enrichissement (O.I.E., 2005). Aucune méthode de flottation ou de sédimentation n’est

spécifique pour les oocystes de Cryptosporidium.

La concentration des parasites dans les prélévements analysés augmente le rondement des autres

techniques de diagnostic en particulier les méthodes de coloration et les tests immunologiques.

V.2.1.1. La technique de flottation

Le principe de cette méthode utilise un milieu liquide qui est plus dense que les oocystes a
concentrer. Quand ils sont mélangés au liquide, les oocystes remontent a la surface, peuvent étre récoltés
et détectés selon une technique appropriée (O.1.E., 2005). Plusieurs solutions sont utilisées dans ce principe
de flottation : solution au saccharose et au sucrose, solution de chlorure de sodium, solution de sulfate de

zinc, solution de bichromate de potassium et solution d’iodomercurate de potassium.

La flottation au sucrose est la technique de référence. En plus de son caractere quantitatif, sa
sensibilité est plus élevée que les techniques de coloration avec un seuil de détection de 4000 O.P.G.

(Morin, 2002).

V.2.1.2. La technique de sédimentation
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Cette méthode utilise des liquides de mélange comme formol / éther et formol / acétate d’éthyle.
Elle est souvent associée a une centrifugation des prélévements analysés ou les parasites seront plus

rapidement déposés, tendant a I'amélioration du rondement de cette technique (O.I.E., 2005).

Parmi les techniques d’enrichissement se basant sur la sédimentation, il faut citer 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 10.000 a 500.000 O.P.G. (Morin, 2002).

Un examen direct du prélevement concentré peut étre réalisé pour visualiser les oocystes de
Cryptosporidium sans recourir aux autres techniques. Cependant, la lecture directe reste difficile a réaliser

nécessitant un ceil exercé.

Les méthodes de concentration comme la flottation au sucrose, sont plus sensibles et permettent
une quantification des résultats. Cependant, les inconvénients subsistent encore et concernent la difficulté

de lecture et surtout la lourdeur de mise en évidence des oocystes (Chartier et al., 2002).

V.2.2. Techniques de coloration

Plusieurs méthodes de coloration ont été développées pour la mise en évidence des oocystes de
Cryptosporidium dans les feces des animaux et ’'hnomme. Deux ou trois techniques apparaissent efficaces

et plus utilisées pour détecter les oocystes fécaux des cryptosporidies (Chartier et al., 2002 ; O.1.E., 2005).

V.2.2.1. La coloration de Ziehl Neelsen modifiée

Cette technique est considérée comme la coloration de référence dans la mise en évidence des
cryptosporidies; il en existe plusieurs variantes, telle que celle modifiée par Henriksen et Pohlenz (1981)

qui sera utilisée et décrite dans notre travail expérimental.

V.2.2.2. La coloration a I’lauramine phénol

Cette technique de coloration consiste en I'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 avec le
permanganate de potassium succédent a la coloration des lames. La lecture se fait avec un microscope a

épifluoréscence (O.I.E., 2005).

V.2.2.3. Technique de Heine
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Elle a été décrite par Heine en 1982, et dans la quelle, les feéces analysées sont mélangées avec la
fuschine de Ziehl puis étalées en couche mince. Immédiatement apres séchage, les frottis préparés sont
recouverts d’huile d'immersion puis d’'une lamelle et examinés au grossissement x 100 a I’aide d’un
microscope a contraste de phase. Cette méthode est douée d’un caractére semi quantitatif 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) (Chartier et al., 2002).

Les techniques de coloration apparaissent simples, peu onéreuses mais requiérent un ceil exercé.
Toutefois, ces techniques sont caractérisées par une relative subjectivité de la lecture, pouvant entrainer
des défauts de spécificité et s"accompagner d’une faible sensibilité et un résultat de type qualitatif (Chartier

et al., 2002).

V.2.3. Examens immunologiques

Plusieurs approches immunologiques pour la détection des oocystes et/ou leurs antigénes ont été
démontrées comme étant utiles. Ces approches s’appuient sur |'utilisation des anticorps
anticryptosporidiens mono ou polyclonaux conjugués aux marqueurs fluorescents (I.F.D.), aux enzymes

(E.L.I.S.A.) et aux autres supports (microsphéres de latex) (Chartier et al., 2002 ; O.I.E., 2005).

La technique E.L.IS.A. a été utilisée pour révéler les oocystes et/ou leurs antigénes en particulier,
ceux de I'espéce C. parvum dans les feces de bovins et 'homme. Elle utilise des anticorps monoclonaux
dirigés contre un antigene de surface de C. parvum de poids moléculaire de 20 kda. Cette technique
apparait plus simple que celles utilisant I’'examen microscopique et reste un test de confirmation par

rapport aux techniques de coloration (El Shewyl et al., 1994).

L'immunofluorescence directe a le méme principe que celui de I’E.L.IS.A. Elle dispose des anticorps
spécifiques de genre et des épitopes de surface de cryptosporidies qui sont marqués avec un fluorogene
permettant de visualiser sous un microscope particulier les oocystes au cas ou ils seraient présents dans

I’échantillon analysé (O.I.E., 2005).

D’autres techniques immunologiques ont été développées pour la recherche des cryptosporidies
surtout pour C. parvum dans les feces, notant la technologie d’agglutination au latex qui est basée sur
I'utilisation des particules microspheéres de latex sensibilisés 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 en la mise en évidence les parasites dans les féces, la détection des fragments et
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des antigenes pariétaux. En outre, elle est utilisée pour la recherche de ces parasites dans I'eau apres

filtration. (Tee et al., 1993).

Ainsi ’lhéma-agglutination passive vise la détection des oocystes et leurs antigenes dans les féces
du veau. Elle implique I'utilisation des hématies sensibilisées par des anticorps anticryptosporidiens dirigés
contre les antigénes de surface de C. parvum. Cette technique apparait simple et objective (Farrington et

al., 1995).

Les méthodes immunologiques en particulier I'E.L.IS.A. et I.F.D. ont une haute sensibilité et une
bonne spécificité. La réalisation de ces techniques reste cependant, relativement lourde (Chartier et al.,

2002).
V.2.4. Les méthodes de reconnaissance de I’acide nucléique

Ces méthodes incluent essentiellement la PCR qui permet de distinguer les différentes espéeces et

génotypes de Cryptosporidium (0O.1.E., 2005).

La détermination des espéeces et des génotypes est basée sur I’étude de plusieurs locus de genes

(par exemple : deux locus de ARNr 18s et un gene pour la protéine de la paroi oocystale).

La PCR est plus sensible que les tests conventionnels (colorations) et immunologiques pour
détecter les oocytes fécaux. En outre, elle est utilisée pour la recherche des cryptosporidies dans I'eau et

les aliments.

PARTIE EXPERIMENTALE
. Objectifs

L’objectif de notre travail est l'estimation de la prévalence de la cryptosporidiose ovine dans
quelques élevages situés dans la région de Mila et Bordj Bou Arreridj. L'étude de l'influence de
certains facteurs de risque comme l'age, statut clinique et types d'élevage sur la répartition de

I'infection fait aussi l'objectif de notre enquéte.

1. Matériels et méthodes

I1.1. Description des régions et des élevages étudiés

Notre étude a été realisée dans quelques élevages ovins localisée dans deux wilayas Mila et B.B.A.
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Mila est situé dans le nord-est de I'Algérie a 464 m d’altitude et a 33 km de la mer méditerranée.
Elle s’étend sur une superficie de 3.373 km?. Le Climat est humide avec une terre fertile au nord et
sec et terre semi-aride a aride au sud de la wilaya. La pluviométrie est entre 400 mm au sud et 750

mm au nord de la wilaya.

Un nombre total de 54 prélévements est réalisé dans 5 élevages ovins, dont la répartition sur le
territoire de la wilaya de Mila est représenté dans le tableau 3. Ces fermes pratiquent un mode
d’¢élevage semi-extensif sauf une seule ferme qui est un élevage intensif. L’alimentation est varie
entre le foin, la paille, I’herbe et le concentré. Les ovins vivent a proximité d'autres animaux comme

les bovins et les caprins

La région de Bordj Bou Arreridj est située a I'est d'Algérie avec une distance de 200km a la capitale
Alger, elle est localisée entre la Kabylie et les hauts plateaux et caractérisée par un climat

saisonnier et sa richesse en déférents types d'élevage (ruminants, aviaires).

La collecte des prélevements a été réalisée a partir de 5 élevages dans différents régions de la
wilaya (tableau 4), avec un total de 75 échantillons prélevés. Ces élevages ovins sont caractérisés
par un mode d'élevage semi extensif avec la présence d'autre animaux comme les bovins, caprin et
oiseaux domestique. L’alimentation de ces cheptels ovins varie entre 1'avoine, la paille, le foin et le

concentré. Les animaux sont traités périodiquement par des antiparasitaires et des antibiotique.
11.2. Animaux et collecte des échantillons de féces

Les prélevements ont été realises durant la periode de novembre 2013 jusqu'a février 2014. Un
nombre total de 129 échantillons a été effectué dans les deux régions. Les deux tableaux 3 et 4
représentent la répartition des ovins selon les élevages de chaque wilaya et la description des

animaux collectés.

Tableau 3 : Répartition des élevages et caractéristiques des ovins dans la Wilaya de Mila

age sexe
Localisation Nombre Nombre de

d’élevage | d’animaux | prélévements <3moi | >3moi | mal | femelle
dans le réalisés S S
cheptel
MILA 50 10 5 5 4 6
Azzaba 150 15 10 5 7 8
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30 06 4 2 2 4
Ain-tin 80 11 7 4 4 7
Grarem 120 12 7 5 8 4
Gouga
Totale 430 54 33 21 25 29

Tableau 4 : Répartition des élevages et caractéristiques des ovins dans la Wilaya de BBA

L’age Sexe
Localisation | Nombres | Nombres de _ _
d’élevage | d’animaux | prélévements | <3moi | >3moi | mal | Femel
dans le réalisés S S le
cheptel
Alin tressera 150 16 8 8 5 11
Sadrata 180 20 15 5 10 10
Tekestar 60 12 3 9 3 9
Frefreya 80 12 8 4 8 4
Ferme 1200 15 10 5 7 8
étatique a
Tekestar
Totale 1670 75 44 31 33 42

11.3. Techniques de prélévement

Les feces sont récupérées directement du rectum des animaux. Les prélévements ont été déposés
dans des pots stériles, hermétiquement fermés et étiquetés et ont été mis dans une glaciére et

conservés dans une température de réfrigération (+4 C°) jusqu’a leur analyse microscopique.
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Chaque prélévement 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 : type d’¢élevage, nombre des animaux.

11.4. 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. 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 simplifiée par Allen et Redly) et la coloration de Ziehl Neelsen modifiee

specifique pour les cryptosporidies.

11.4.1. Technique de concentration de Ritchie simplifiée par Allen et Redly

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

matiéres fécales par rapport au volume total analyse.

*Mode opératoire

-5 a6 grammes de féces 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 conique un volume de formol (10 %), 2 & 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 I’aide d’un agitateur en verre, jusqu'a 1’obtention d’une solution homogene.

- Laisser la solution décanter quelques minutes pour 1’obtention d’un surnageant dépourvu

de gros debris.

- Verser directement une quantit¢ 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 versee complétement dans ce dernier.
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- Ajouter un volume d’éther équivalent au 1/3 du volume total du tube dans le cas ou la
quantité du surnageant ajouté représente 2/3 du volume du tube. Si le tube est complétement
rempli, on doit laisser un espace d’environ 1 c¢cm de I’ouverture du tube qui permet

I’émulsion de maticres fécales pendant 1’agitation du tube.

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

prélévement unique).
- Equilibrer les tubes avant la centrifugation.
- Centrifuger a 2500 tours/m pendant 3 a 5minutes.

- Apreés la centrifugation, on obtient dans chaque tube, 04 couches qui sont du haut vers le

bas :

* 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 I’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.

11.4.2. 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 matieres fécales ou tout autre produit corporel (ex :

liquide trachéal).
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* Mode opératoire

- Confection d’un frottis : sur une lame bien dégraissée, on dépose a I’aide d’une pipette
pasteur une goutte du culot obtenu par la technique de concentration. Ensuite, a 1’aide d’une

autre lame, on étale la goutte le long de la lame.

- Laisser le frottis sécher a ’air.

- Fixation du frottis dans le méthanol pur pendant 5 minutes.

- Laisser sécher a I’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 1’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 I’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 facon variable. Certains peuvent apparaitre vides alors que d’autres
peuvent contenir les éléments en croissant caractéristiques des sporozoites. Les oocystes de
Cryptosporidium apparaissent sous la forme de disque de 4 a 6 um de diameétre. Les levures,

certaines spores de bactéries et les débris fécaux se colorent également en rouge vif ou rose.
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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.LE., 2005).

1. Analyses statistique

Les résultats ont été analysés par Excel STAT 2007. Trois tests ont été utilises pour analyser ces

résultats : le test khi deux d’indépendance, la correction de Yates et le test de Fisher exact.

V. Résultats

IV.1. Observation des oocystes des cryptosporidies

Figure 2 : oocystes de Cryptosporidium spp observeés par la coloration de Ziehl Neelsen
modifiée. (Photo originale)

IV.2. Prévalence globale de Cryptosporidium spp

Tableau 5 : prévalence de Cryptosporidium spp dans I'ensemble des élevages étudiés.

Nombre de préléevements Nombre de cas positifs Taux d'infestation

129 29 22,48%
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B Nbr de cas positifs

B Nbr de cas negatifs

Figure 3 : taux d'infestation par Cryptosporidium spp dans I'ensemble des élevages étudiés

Parmi les 129 prélevements examinés, les oocystes des cryptosporidies ont été observés chez 29

cas, ce qui correspond a un taux d'infestation de 22,48%.

IV.3. Prévalence de Cryptosporidium spp en fonction de la région

B Nbr de cas
positifs

B Nbr de cas
negatifs

Figure 4 : Taux d'infestation par Cryptosporidium spp obtenu dans les élevages de la région de
Bordj Bou Arrerid;j.
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B Nbr de cas positif

B Nbr de cas negatif

Figure 5 : Taux d'infestation par Cryptosporidium spp obtenu dans les élevages de la région de
la région de Mila.

Dans la région de B.B.A, le nombre de cas positifs était 17, par contre dans la région de Mila, 12

cas ont éte infectés. L'analyse statistique a montré une différence non significative (P>0,05) en

fonction du taux d'infestation dans les deux régions.

IV.4. Prévalence de Cryptosporidium spp en fonction de I’age

Tableau 6 : Prévalence de Cryptosporidium spp en fonction de I'age dans I'ensemble des
élevages étudiés

Nombre des prélevements Age des ovins Nombre de |Nombre de cas
effectués prélevements positifs
inférieur & 3 mois 77 19 (24, 67 %)
129
supérieur & 3 mois 52 10 (19,23 %)
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B < 3 mois

H > 3 mois

Figure 6 : taux d'infestation par Cryptosporidium spp en fonction de I'age des ovins

En effet, sur 77 des agneaux agés inferieurs a 3 mois, 19 ont été révélés positifs et parmi 52 ovins
supérieurs a 3 mois, 10 ont été infectés. Statistiguement, aucune différence significative (P= 0,09)

n'a été montré entre le taux d'infestation chez les ovins agés inferieurs a 3 mois et celui supérieur a 3

mois.

IVV.4.1. Prévalence de Cryptosporidium spp en fonction de I’Age dans la région de
B.B.A

Tableau 7 : prévalence de Cryptosporidium en fonction de 1’dge dans la région de Bordj Bou
Arreridj

Nombre des prélévements Age des ovins Nombre de cas
effectués positifs

inferieur a 3 mois | 11/44 (25%)

7
supérieur a 3 mois |6/31 (19,35 %)
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m Nbr de cas < 3 mois

B Nbr des cas > 3 mois

Figure 7 : taux d'infestation par Cryptosporidium spp en fonction de I'age des ovins dans la
région de BBA

IV.4.2. Prévalence de Cryptosporidium spp en fonction de 1’dge dans la région
de Mila

Tableau 8 : prévalence de Cryptosporidium spp en fonction de I’Age dans la région Mila

Nombre des prélévements Age des ovins Nombre de cas
effectués positifs

inferieur a 3 mois | 8/33 (24,24%)
7

supérieur a 3 mois |4/21 (19,05 %)

H Nbr des cas < 3 mois

H Nbr des cas > 3 mois
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Figure 8 : taux d'infestation par Cryptosporidium spp en fonction de I'age des ovins dans la

région Mila.

La correction de Yates et le Fisher exacte ont montré une différence non significative entre le taux

d'infestation par les cryptosporidies en fonction de I'age des ovins dans les deux régions séparément.

IV.5. Prévalence de Cryptosporidium spp en fonction de sexe

Tableau 9 : Prévalence de Cryptosporidium spp en fonction du sexe.

Nombre des préléevements
effectués

Nombre des males et
femelles

Nombre de cas positifs

129

Males (58)

14 (24,13%)

Femelles (71)

15 (21,12%)

25%

24% -
24% -
23% -
23% -
22% -
22% -
21% -
21% -
20% -
20% -

Males

Femelles

Figure 9 : taux d'infestation par Cryptosporidium spp en fonction du sexe

Aucune différence significative n'a été observée selon I'isolement des cryptosporidies chez les

males et les femelles prélevées dans I'ensemble des élevages.
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IV.5. 1. Prévalence de Cryptosporidium spp en fonction du sexe dans la région de
Bordj Bou Arreridj

Tableau 10 : prévalence de Cryptosporidium spp en fonction du sexe dans la région de Bordj
Bou Arreridj

Nombre des prélevements Nombre des males et Nombre de cas positifs
effectués femelles
75 Males (33) 9 (27,27%)
Femelles (42) 8 (19,04%)

30%

25% -

20% -

15% -

10% -

5% -

0% -

Males Femelles

Figure 10 : taux d'infestation par Cryptosporidium spp en fonction du sexe dans la région de
Bordj Bou Arreridj

Statistiquement, par la correction de Yates, aucune différence significative n'a été notée en fonction
du sexe des ovins préleves dans la région de BBA.

IV.5. 2. Prévalence de Cryptosporidium spp en fonction du sexe dans la région
Mila

Tableau 11 : prévalence de Cryptosporidium spp en fonction du sexe dans la région Mila
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Nombre des prélevements

effectués

Nombre des males et
femelles

Nombre de cas positifs

54

Males (25)

5(20%)

Femelles (29)

7(24,14%)

30,00%

25,00%

20,00%

15,00%

10,00%

5,00%

0,00%

males

femelles

Figure 11 : taux d'infestation par Cryptosporidium spp en fonction du sexe dans la région de

Mila

Méme constatation observée dans la région de B.B.A concernant le sexe des animaux.

IV.6. Prévalence de Cryptosporidium spp en fonction des élevages

Tableau 12 : prévalence de Cryptosporidium spp en fonction des élevages dans la région de
Bordj Bou Arreridj.
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Elevage 1 Elevage 2 Elevage 3 Elevage 4 Elevage 5

Total

Nombre des
prélevements 16 20 12 12 15

75

Nombre des
prélevements positifs 3 4 2 3 5

17

40% 33%
30%
20%
10%

0%

M élevage 1l Mélevage2 mélevage3 Mélevaged mélevage5

19%  20%

Figure 12 : distribution des cas positifs au Cryptosporidium spp selon les élevages localisés

dans la région de B.B.A.

Les cryptosporidies ont été isolés dans toutes les fermes prélevées dans la région de B.B.A. Le

Fisher exacte a noté une différence non significative selon I'isolement des oocystes dans les

différents élevages étudiés.

Tableau 13 : prévalence de Cryptosporidium spp en fonction des élevages dans la région de

Mila
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Elevage 1 Elevage 2 | Elevage 3 | Elevage | Elevage | Total
4 5)
Nombre des 10 15 06 11 12 54
prélevements
Nombre des cas 3 5 2 0 2 12
positifs
0
40% 33% 33%
30%
30%
17%
20% °
10%
0%
M élevage 1l Mélevage?2 mélevage3 Mélevaged4 M élevage5

Figure 13 : distribution des cas positifs au Cryptosporidium spp selon les élevages localisés

dans la région de Mila.
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Dans la région de Mila, les oocystes ont été isolés dans quatre fermes parmi 5 élevages préleveés.
Méme observation que la région de BBA ou aucune différence significative n'a été montrée selon

I'isolement des oocystes dans les différents élevages étudiés.

IV.7. Prévalence de Cryptospridium spp en fonction de statut clinique

L'ensemble des ovins prélevés n‘ayant pas présenté des signes diarrhéiques au moment de la récolte
des feces.

V. Discussion
V.1. Prévalence globale de Cryptosporidium spp

L'examen microscopique de l'ensemble des ovins prélevés a révélé une prévalence de 22,48%
(29/129). Le taux d'infection observé dans notre enquéte apparait faible par rapport a plusieurs
études menées dans différents pays du monde, cependant il est plus élevé par rapport a dautres. En
Algérie, plusieurs travaux ont été effectués sur la cryptosporidiose bovine mais chez 1’agneau tres

peu de donnés sont disponible concernant la cryptosporidiose ovine.

Dans la région de Ksar EI Boukhari, DAHMANI et al (2010) ont rapporté une prévalence de
32,38%. Selon Panousis et al., (2008). Dans une enquéte menée en Pologne, le taux d'excrétion chez
les brebis et chez les agneaux étaient respectivement de 28% et 47% (De Graaf et al., 1999). Dans
certains élevages localisés dans la région de Djelfa, Khalil (2012) a montré une prévalence de 8,60
%. En Turque, Ozdal (2009) a siglé un taux d'infestation de 13,63%. Selon De Graaf et al. (1999),
la prévalence chez le mouton est variable entre 4% a 85% dans différents pays (I'Amérique, le
Canada, I'lran, Trinidad et Tobago, I'Espagne et I'ltalie). D'autres auteurs ont rapporté les mémes
résultats (variation de Il'infection entre 2,5 % et 82 %) (Abd-EI-Wahed, 1999 ; Ryan et al., 2005).

La variation de la prévalence de l'infection cryptosporidienne est liée a plusieurs facteurs dont,
certains sont des facteurs intrinseques comme I'age et le statut clinique des animaux et d'autres

sont liés a I'échantillonnage et les différentes méthodes de mise en évidence du parasite.

V.2. Prévalence de Cryptosporidium spp en fonction de I'age

Notre étude a montré une différence non significative (P= 0,09) entre le taux d'infestation chez les

ovins agés inferieurs a 3 mois et celui supérieur a 3 mois. Chez les ovins, la maladie est comparable
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a celle des veaux ou l'infection se développe chez des jeunes agneaux agés de moins d'un mois. La

maladie est tres grave chez les animaux dés I'age de 3 a 4 jours (Morin, 2002; Picoux, 2004).

Dans la région de Bordj Bou Arreridj par, Khoudour (2010) a rapporté une prévalence élevée
62,71% pour les sujets de 1 jour a 5 jours, 29,26% pour les sujets agés de 5 a 15 jours, 18,75%
concernant les sujets de 15 a 25 jours et en fin un taux d'infestation de 12 ,5% pour les sujets de 25
a 30 jours. Méme constatation a été observée par Akam (2002) ou les jeunes agneaux sont les plus
infectés. Similaire a ces précédentes études, en Espagne, Quilez et al, ont déclaré les résultats
similaires ou le taux d'infection le plus élevé est observé chez les agneaux agés moins d'un mois
(66,4% chez les agneaux agés de 1 a 21 jours, 23% chez les agneaux agés entre 22 et 90 jours, 7,6%

chez les brebis).

La sensibilité des jeunes agneaux peut étre liée au systeme immunitaire immature durant la période
néonatale. Chez les caprins, pour certains vétérinaires praticiens, le chauffage du colostrum une
heure a 56 C° mise en place lors de la prophylaxie de C.A.E.V. expliquerait du fait d'une certaine

dénaturation colostrale, la sensibilité accrue des chevreaux a la cryptosporidiose (Morin, 2002).

V.3. Taux d'infection par les cryptosporidies selon le sexe

Nos résultats ont montré que les ovins femelles et les ovins males sont infectés indifféeremment.
Cette constatation a été observée aussi dans la cryptosporidiose des bovins et méme des équins
(Laatamna, 2009 ; Laatamna et al.,, 2013). Donc, le sexe n'apparait pas comme un facteur
épidémiologique influencant. La sensibilité I'un des deux sexes pourrait étre di a I'échantillonnage
et a I'implication des autres facteurs comme I'dge des animaux ayant fait 1’objet de prélévements, le
statut clinique et ’hygi¢ne des élevages. Cependant, L'excrétion asymptomatique semble augmenter

chez les femelles (brebis et chévres) durant la période périnatale (Bourgouin, 1996; Chartier, 2003).
V.4, Taux d'infection par les cryptosporidies selon le statut clinique des animaux

L'ensemble des animaux positifs a la microscopie n‘ayant pas présenté des signes de diarrhée
pendant la récolte des féces. Selon des études précédentes et contrairement a nos résultats, les
prévalences les plus élevées ont été observées dans des exploitations hébergeant des jeunes animaux

souffrant de diarrhées néonatales.

47



[Titre du document]

Les animaux adultes en particulier les brebis et les chévres sont considérés comme des porteurs
sains qui excrétent une faible quantité d'oocystes dans leur environnement. Chez les caprins, Le
portage asymptomatique a été revelé dans certains pays comme Sir linka (28,5 % des chévres
testées) (Noorden et al., 2000) et en Espagne (29,4%).

Chez les ovins, ce portage asymptomatique a été démontré dans certains pays comme I'Australie
(Ryan et al., 2005). L'excrétion asymptomatique semble augmenter durant la période périnatale
(Bourgouin, 1996 ; Chartier, 2003).

Conclusion

A la lumiere de ce travail, nous constatons que la cryptosporidiose chez les ovins est une protozoose
présentant une prévalence considérable dans les élevages étudiés, localisées dans la région de
BBA et Mila. Le taux d'infestation obtenu dans notre enquéte est aussi bien faible, comme il est

plus élevé, comparé a d’autres résultats de différentes études menées dans différents pays.

Les variations de la prévalence de la cryptosporidiose ovine reflétent 1’implication de plusieurs
facteurs, particuliérement ceux liés a I’animal (age, statut clinique), plagant la cryptosporidiose
comme une protozoose des agneaux et 1’une des principales causes du complexe diarrhéique
néonatal. Cependant, les ovins adultes jouent un role important comme un réservoir potentiel des
cryptosporidies. Aussi, d'autres facteurs particulierement [I'hygiéne des élevages peuvent étre

impliquée dans le développement de l'infection chez I'espece ovine.

En Algérie, beaucoup d'investigations sur 1’épidémiologie de cette maladie parasitaire,
particulierement la caractérisation moléculaire des différentes especes infectant les ovins, méritent
d'étre réaliser a travers de sérieuses études. Ceci est d’autant plus important que la cryptosporidiose
présentant une grande importance sanitaire et économique chez les ovins et le risque zoonotique

pour ’homme.
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Annexe

Annexe 1 : Mode opératoire de la technique de Ritchie simplifie

1-déposé 5 a6 gramme de matiéres 2-verser un volume de formol a10%,2a 3 fois supérieur de
fécales féces

4-|'Ether
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5-verser le surnageant dans un tube +Ether 6-centrifuger a2500t/min pendant 5min

7-jeter le surnageant et garder le culot 8-poser 1 a 2 gouttes du culot sur la lame
et confectionner un frottis et laisser sécher
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Annexe 2 : mode opératoire de la
technique de Zeihle-Neelsen

1-fixer les frottis dans méthanol pendant 5 2-laisser sécher a I’air
min

3-déposer les frottis dans la 4-laver les lames avec I’eau de robinet
fuchsine pendant une heu
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5-différencier dans I'acide sulfurique 6-laver les lames avec I'eau de robinet
a 2% pendant 20 seconds

) 7-laver les lames et laisser sécher
6- contre colorer dans le vert du malachite

pendant 5min
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Résumé

129 échantillons de féces ont été prélevés au niveau de quelques élevages ovins localisés dans la
région de Mila et BBA. Les féces ont été analysées par la technique de concentration formol/éther
et la coloration de Ziehl Neelsen modifiée pour la recherche des cryptosporidies.

Un taux d'infestation de 22,48 % a été révélé dans l'ensemble des élevages étudiés.
Cryptosporidium spp aété isolé indifféremment dans les deux régions (22,66 % dans la région BBA
et 22,22% dans la région de Mila). Le taux d'infestation ne varie pas chez les agneaux agés moins
de 3 mois et ceux supérieurs a 3 mois. Tous les ovins infectés n'ont pas présenté des signes
diarrhéiques.

Mots clés : Ovins, Cryptosporidium, taux d'infestation, Mila, Bordj Bou Arreridj.
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Abstract

129 fecal samples were collected at a few sheep farms located in the region of Mila and BBA. Feces
were analyzed by the technique of formal in/ ether concentration and Ziehl Neelsen modified for
research Cryptosporidium.

An infection rate of 22.48% was found in all the farms studied. Cryptosporidium spp was isolated

in dependently in the two regions (22.66% in the BBA region and 22.22% in the region of Mila).
Thein festation rate does not vary in lambs less than 3 months and those greater than 3 months. All
infected sheep showed no signs of diarrhea

Keywords : sheep, Cryptosporidium, rate infestation, Mila. Bordj BouArreridj.
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