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Résumé

La cryptosporidiose est une protozoose a répartition mondiale. elle est causée par un
parasite nommé Cryptosoridium spp ; qui occasionne une diarrhée liquide et profuse. Les
conditions d’apparition de la maladie sont mal connues .Les caprins, et particulierement les
jeunes sont considérés comme I’espéce la plus sensible avec des fréquences accrues de

morbidité et de mortalité.

Notre étude vise a comprendre I’épidémiologie de la cryptosporidiose et I’évaluation de la
prévalence de cette parasitose chez les caprins dans les différentes régions de Médéa. Un total
de 90 prélevements de matiéres fécales ont été récoltés de différents élevages des caprins, de
tout 4ge. Deux méthodes de diagnostic ont été utilisées pour la mise en évidence de
Cryptosporidium spp, la technique de Ritchie pour I’enrichissement suivi de la coloration de

Ziehl-Neelsen modifiéee aussi la technique de coupe histologique.

A la fin de cette étude on a noté que Cryptospridium spp est a I’origine d’un syndrome gastro-
entéritique chez les nouveau-nés bien que toutes les classes d’ages et les deux sexes puissent

étre infectés par le parasite.

Mots clés : cryptosporidiose, caprins, Médéa, Ziehl-Neelsen, Ritchie, gastro-entérite.



Summary

Cryptosporidiosis is a protozoan with worldwide distribution, it is caused by parasite
called crytosporiduim spp. Wich causes liquid and profuse diarrhea. The conditions of the
onset of the disease are poorly understood. the goats , and especially young are considered the

most sensitive species, with increased frequencies of morbidity and mortality.

Our stydy aims to understand the epidemiologiy of cryptosporidiosis and the evaluation of
the prevalence of this parasitosis in goets in the different regions of Médéa. A total of 90
samples of faeces were collected from different farms of goats, of all ages.two diagnostic
methods were used For the detection of crytosoridium spp, the ritchie technique for
enrichment followed by the modified zeihl-Neelsen staining also the histological section

technique.

At the end of this stydy, it was noted that cryptosporidium spp is the cause gastroenteritic
syndrome in newborns although all age groups and both sexes can be infected with the

parasite.

Keywords : Cryptosporidiosis, goats, Médéa, zeihl-neelsen, ritchie, gastroenteritis.
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Introduction

Introduction

Les parasites de genre Cryptosporidium sont des protistes cosmopolites appartenant au
phylum des Apicomplixa et au groupe des coccidies, engendrant une pathologie qui s’appelle
la cryptosporidiose. C’est une protozoose opportuniste émergente avec un impact
considérable chez un grand nombre de vertébres, y compris I’homme plus rarement les
reptiles et les poissons. Les oocystes hébergeant les sporozoites infectants sont éliminés avec
les selles des hotes infectés, contaminent I’environnement, sont fréquemment véhiculés par
les eaux ou ils gardent leur pouvoir infectieux pendant longtemps, résistant aux désinfectants
usuels, par ailleurs, étant immediatement infectieux apres leur excretion, ils peuvent étre

transmise directement par contact inter humain.

Cryptosporidium est a I’origine d’un syndrome gastroentéritique et son importance est
primordiale chez les nouveau-nés bien que toutes les classes d’age puissent étre infectées par
le parasite. Les cryptosporidies colonisent essentiellement les épithéliums digestifs, mais aussi
respiratoires, biliaires et urinaires. Cryptosporidium spp.est reconnu depuis plus de 40 ans
comme étant responsable de diarrhées néonatales chez les petits ruminants. Elle est a I’origine
de pertes économiques importantes, que ce soit par le biais des traitements mis en place, mais
aussi par les taux de morbidité et de mortalité élevés.

L’importance de la cryptosporidiose n’est pas moindre en matiére de santé publique. Chez
I’homme sain, I’infection a cryptosporidium parvum est généralement bénigne, voir
inapparente. La cryptospordiose peut étre partiellement prévenue par des mesures d’hygiene
trés strictes mais celles-ci ne sont pas infaillibles compte tenu des caractéristiques biologiques
du parasite (cycle rapide, forte résistance des oocystes) et des incertitudes qui persistent
aujourd’hui sur Les mécanismes d’apparition de la maladie. Les possibilités thérapeutiques
sont réduites également.

En Algérie, comme dans de nombreux pays, les éleveurs de bétail sont confrontés a des
graves pertes économiques en l'absence d'un programme de lutte contre la cryptosporidiose

des caprins.



Introduction

Le présent travail s’est tracé comme objectif géneral d’apporter une contribution originale a la
connaissance de I’état de la cryptosporidiose chez les caprins dans la région de Médéa, en

découvrant la prévalence d’infestation dans nos troupeaux de caprins dans cette région.

Cette etude vise a présenter le parasite, la maladie, son aspect clinique et son diagnostic, les
traitements disponibles et on termine cette partie par les méthodes de prévention contre cette

parasitose dans les différentes régions de Médéa.
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Géneralités sur la cryptosoridiose

1 Définition

La cryptosporidiose est une parasitose cosmopolite zoonotique due a protozoaire du
tube digestif appelée cryptosporidium sp se rencontre chez une trés large gamme des
Vertebres Mammiferes, Oiseaux, mais plus rarement les Reptiles et Poissons. [01]

La cryptosporidiose est une protozoose responsable d’importantes pertes économiques en
élevages caprins. Les chevreaux ages de 5 a 21 jours sont particuliérement sensibles a cette

maladie diarrhéique, caractérisée par une morbidité et une mortalité élevées. [02]

2 Historique

La Cryptosporidium spp un neveau genre, apparenté aux Coccidies a tout d'abord été
une découverte vétérinaire.

En 1907 : Ernest Edward Tyzzer, parasitologue, en a rapporté le premier cas chez la
souris (Mus musculus) [03].

En 1910 : Il nomma ce parasite unicellulaire retrouvé dans les épithélium gastriques
de souris de laboratoire :Cryptosporidium muris [04]

En 1912, il mit en évidence, une nouvelle espéce, chez la souris : C. parvum.la
déférence entre les deux espéces base sur la localisation au sein de cellule hote et le taille (C
parvum espéce de cellule intestinale de taille plus petite) [05]. La cryptosporidium présente
des stades asexues et sexués, attachement aux cellules épithéliales des hotes par
I’intermédiaire d’organelles spécialisés localisés en position apicale du parasite [(04].

En 1955, slavin fait établir la premiére association entre signes cliniques et presence
de Cryptosporidium. En effet, une nouvelle espéce, C. meleagridis, retrouvée dans des
cellules intestinales de dinde chez des animaux diarrhéiques a été décrite [06].

En 1970, aprés avoir été longtemps considéré comme organisme commensal, ce
parasite fut reconnu comme agent responsable d épizooties de diarrhées pouvant étre
mortelles dans les élevages de jeunes veaux [07].

En 1976 : sont identification Chez I'nomme est récente puisque les deux premiers cas

n'ont été diagnostiqués, le premier cas chez un enfant de trois ans présentant une

4
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gastroentérite (immunocompeétente) et le second cas chez un patient immunodéprimé [08]. La
maladie est considérée au début comme une affection opportuniste rare. Cette conception est
remise en question depuis 1981 avec I'extension du syndrome d’immunodéficience Acquise
(SIDA) [09].

En 1984, des épidémies de cryptosporidiose humaine liées a la consommation d’eau
Contaminée apparaissent, notamment aux USA [10,11].

En 1990, des techniques de biologie moléculaire ont permis une meilleure
connaissance sur la classification de la Cryptosporidium ainsi que I’identification des especes
[12].

En Algérie les premiers cas ont été diagnostiqués en 1992 [13].

En 1996, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a classé ce parasite comme
pathogéne ayant une importance en santé publique du fait qu’il soit capable d’infecter a de
tres faibles doses et de sa grande.

En 2010 une étude montre qu’elle pourrait étre responsable de diarrhée chez des
chevreaux [14].

En 2011 : Pour les agneaux les premiéres travaux sur la Cyptosporidiose en Algérie se

fait par Dr Hicham Dahmani et al, dans la région de Ksar El Boukhari.

3 Taxonomie

3.1 Position taxonomique

La connaissance sur la taxonomie du genre Cryptosporidium et I’identification des
especes reposent sur les outils récents de la biologie moléculaire. De nouvelles données
viennent constamment compléter ou corriger I’état actuel des connaissances concernant la
systématique de Cryptosporidium, qui fait encore I’objet de publications quasi mensuelles.
Cryptosporidium est un protozoaire de I’embranchement des Apicomplexa. On a longtemps
pensé que Cryptosporidium était apparenté aux coccidies, en raison des nombreuses
similitudes de leur cycle biologique. Cependant Cryptospridium ne semble pas posséder

d’organelle « mitochondria-like », retrouvé chez les coccidies classiques [12].

Tableau 1: Position taxonomique [13 ,15].
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Régne Protiste Eucaryote unicellulaire
Phylum Protozoaire Protiste a affinité animale, hétérotrophe
Embranchement Apicomplexa Parasite obligatoire, intracellulaire,
complexe apical & certains stades (organe de
(sporozoa) o )
pénétration dans la cellule hote)

Classe Coccidea Reproduction sexuee et asexuee, formation
d’oocystes

Ordre Eimeriida Macro et micro-gamontes se développent

indépendamment, zygote non mobile

Famille Cryptosporidiidae Oocystes a 4 sporozoites nus, cycle
monoxéne

Genre Cryptosporidium Le seul genre important

3.2 Les différentes espéces du genre

Tyzzer

est établi le

genre Cryptosporidium, La 1ére espéce décrite est

Cryptosporidium muris qui infecte la souris et un nombre limité d’autres mammiferes.
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Pour caractériser les espéces de Cryptosporidium spp, en plus des criteres morphologiques et
/ou de spécificités d’hodte, il est nécessaire de prendre en considération I’importance des
différences au niveau du site d’infection préférentiel, les critéres biochimiques, les criteres
immunologiques et les criteres génétiques [16]. Parmi les 27 espéces de cryptosporidies
décrites a ce jour. Mais la taxonomie des especes de ce genre est en perpétuel changement et
reste sujet a discussion pour de nombreux chercheurs [17,18], les hdtes sont variables
touchant aussi bien les mammiferes, les reptiles, les oiseaux, les amphibiens et les poissons
[19].

Certaines éspeces, telle que Cryptosporidium parvum, peuvent infecter une grande variéte
d’hétes, alors que d’autres semblent spécifiques d’un seul hote. C’est ainsi que I’on a
découvert C.ubiquitum ou C. muris qui, en fait ce sont révélées étre identiques a C.parvum.
Six espéces sont aujourd'hui considérées comme valides : [20]: C. muris, C. parvum, C.
meleagridis, C. baileyi, C. serpentis et C. nasorum. Certains auteurs [21, 22, 23] incluent
également les especes suivantes : C. felis, C. saurophilum, C. wrairi et C. andersoni localisee

a la caillette des bovins.

Tableau 2 : Especes du genre Cryptosporidium considérées comme valides [24].

Espéce Hoéte Taille oocyste (micromeétres)
C. andersoni Bovins 7,4 % 5,5
C. baileyi Oiseaux 6,2 x 4,6
C. felis Chat 4,6 x 4,0
C. meleagridis Oiseaux 52x4,6
C. muris Souris, Bétail 8,4 x6,3
C. nasorum Poissons 4,3 x 3,3
C. parvum Souris, Bétail, Homme... 50x4,5
C. saurophilum Lézards 50x4,7
C. serpentis Reptiles 6,2 x 5,3
C. wrairi Cochon d’'Inde 54 x%x4,6
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4 Biologie de parasite

4.1 Structure de I’oocyste

L’oocyste est de forme variable, ovoide a elliptique, et mesure entre 4,5 et 7,9 um de
long pour 4,2 a 6,5 um de large [20]. La paroi de I’oocyste est constituée de 4 couches :

O La couche externe, le glycocalyx, est principalement composée de sucres. Cette Structure
apparait dense aux électrons en microscopie électronique. Elle confére les Caracteres
d’immunogénicité ainsi que d’attachement du parasite a la cellule-héte. Les préparations pour
I’étude microscopique des oocystes peuvent provoquer des Altérations du glycocalyx.

O La deuxieme couche, majoritairement composée de lipides complexes, laisse passer Les
électrons en microscopie électronique. Elle serait a I’origine de la faiblesse de la Paroi de
I’oocyste;

O La troisieme couche est une fine couche apparaissant dense aux électrons. Elle abrite les
principales protéines structurales de la paroi de I’oocyste, a I’origine de sa force et de sa
flexibilité.

O La couche interne est composée d’hydrates de carbone et de polysaccharides de structure
[26]

S’} — glycocalyx de surface (8 nm)
= hydrocarbones lipidiques (4 nm)
=—Protémes (13 nm)

polysaccharides structurels  (25-40 0

Figure 01: Modéle de la structure en 4 couches de la paroi d’un oocyste de C. parvum (26).

4.2 La morphologie de parasite

Le parasite a une forme sphérique a elliptique et sa taille varie de 2 a 6um de diamétre
ce qui est relativement petit par rapport aux autre coccidies. Il occupe une position dans la

cellule épithéliale tres particuliere, en zone apicale, jamais en profondeur [20].
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Figure 02 : photographie au microscope électronique montrant plusieurs stades de
Cryptosporidium dans I’épithélium intestinal d’un mouton [21].

5 Cycle de parasite

5.1 Caractéristique

Toutes les espéces de Cryptosporidium sont des parasites intracellulaires obligatoires.
[12] C “est un parasite monoxéne c'est-a-dire un seul hote qui peut effectuer son cycle évolutif
en trois ou quatre jours [27]. La phase exogéne est maintenue par des formes de résistance et
de dissémination dites oocystes. La période pré-patente, c’est-a-dire la durée s’écoulant entre
le moment de I’ingestion des oocystes et leur excrétion, est comprise entre 2 et 14 jours, et la
période de patence, correspondant a la durée totale d’excrétion des oocystes, est comprise
entre quelques jours a plusieurs mois [12] [28].
Le cycle se déroule dans les cellules épithéliales de I’intestin ou du tractus gastro-intestinal
plus généralement, cependant des localisations erratiques sont possibles comme I’arbre
respiratoire, la vésicule biliaire, le foie ou le pancréas [12]. Les oocyste vont excyster sous
I’action de la trypsine et des sels biliaires et ainsi libérer son contenu soit quatre sporozoites

(éléments invasifs).
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Figure 03: cycle biologique de Cryptosporidium sp [29].

5.2 Déroulement de stades parasitaires
La morphologie des différents stades parasitaires de Cryptosporidium est décrite dans le

tableau suivant :

Tableau 3 : Différents stades évolutifs de Cryptosporidium sp [30, 31].

Formes Images Description

Evolutives

10
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1. Forme sphérique a ovoide.

2. Lataille de I’oocyste varie entre 2
et 6 um de diametre, selon 1’espece.
3. lls contiennent 4 sporozoites

Oocystes ) o
vermiformes nus c'est a dire non

contenus dans des sporocystes.

4. sa paroi est composée de deux
couches, interne et externe, bien

) distinctes.
0 :oocyst

os : vacuole parasitophore 5. A I’un de ses poles, se situe une
fente qui
(« parasitophorus sac »
s’étend sur 1/3 a 1/2 de leur

fo : organelle nourricier circonférence par laquelle sont

(« feeder organelle ») libérés les sporozoites.

1. lls sont élancés, virguliformes.
Sporozoite 2. Formes libres et mobiles.
et 3. Présence d’un complexe apical.

merozoite

mv : microvillosités

11
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Trophozoite

Meéronte

Ils sont arrondis ou ovalaires en

position

intracellulaire ; 2 2 2,5 um de

diametre.

m : merozoites

rb: corps résiduel

1. Méronte de type | contenant six a
huit

mérozoites.

2. La membrane cellulaire de la
cellule hote

entourant le méronte se lyse et les
mérozoites deviennent
extracellulaires, capables d’infecter
d’autres cellules hétes pour produire
de nouveaux mérontes type | ou
peuvent évoluer vers des mérontes

type Il & quatre mérozoites.

Microgamonte

1. lls ressemblent aux mérontes,
mais contiennent des noyaux plus

petits.

2. Des divisions nucleaires
successives dans le microgamontes
forment de microgameétes.

3. lls sont une forme en tige avec

12
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une extrémité antérieure aplatie 4 a

Sum de diametre.

Macrogamonte 1. Forme sphérique a ovoide. I
présente en position centrale un

grand noyau a nucléole
proéminent, 3.2 a 5 um de diametre.

2. Les microgametes fécondent les
macrogametes pour produire un

zygote qui évolue en oocyst.

1. Zygote mdr mais toujours

connecté via

I’organelle nourriciére a la cellule
hote.

Zygote

5.3 Particularité de cycle

Les particularités du cycle de Cryptosporidium par rapport a celui des autres coccidies
consistent en I’excrétion d’oocystes directement infectants, le recyclage des mérozoites de

13
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lére géneération et la formation d’oocystes a paroi fine (20%) qui des enkystent
immediatement in situ (non éliminés avec les selles), entretenant I’infection. Ces particularités
expliqueraient le maintien de I’infection chez les sujets immunodéprimes [32].

Le cycle du parasite est court et permet une surinfection de I’héte de méme qu’une libération
massive d’oocystes a paroi épaisse dans le milieu extérieur a I’origine d’une infection rapide

de nouveaux hotes.

6 Mesure de la viabilité et de I’infectiosité des oocystes

La mesure de la viabilité et de I’infectiosité des oocystes est une étape primordiale visant a
évaluer la resistance des oocystes en conditions naturelles ou expérimentales et ainsi valider

ou non des études sur la désinfection.

6.1 Viabilité des oocystes

La viabilité des oocystes est la capacité d’un oocyste a libérer les 4 sporozoites qu’il
contient. Elle peut étre évaluée par la mise en évidence du dékystement des oocystes in vitro
ou par différentes colorations vitales.

L’estimation de la viabilité du parasite peut également étre obtenue par I’utilisation de
colorants vitaux : le 4,6, diamidino-2’-phenylindole (DAPI) qui traverse les membranes et

I’iodure de propidium (PI) qui a pour particularité de ne pas pénétrer les oocystes viables [33].

6.2 Infectiosité des oocystes

L’infectiosité est la capacité des sporozoites libérés a pénétrer les cellules intestinales
de I’h6te. Elle peut étre déterminée grace au modele souriceau BALB/c-NMRI nouveau-né. Il
permet de suivre I’excrétion des oocystes chez I’animal : apres inoculation par voie orale, les
souriceaux sont sacrifiés au bout de quelques jours et des analyses histologiques sont realisees
pour mettre en évidence des oocystes dans le tube digestif.
L’infectiosité des oocystes est exprimée en pourcentage d’animaux trouveés infectés : il s’agit
du nombre d’animaux infectés, divisé par le nombre d’animaux inoculés, multiplié par 100.
L’infection et la croissance du parasite sont quantifiables grace a I’'immunofluorescence,

14



Chapitre | : Généralités sur la cryptosporidiose

I’hybridation in situ, la PCR (Polymerase Chain Reaction) ou la RT-PCR (Reverse-
Transcription PCR) [34].

7 Reésistance de parasite dans le milieu extérieur

Les oocystes de Cryptosporidium parvum sont trés résistants dans le milieu extérieur,
que ce soit dans I’eau, le sol ou bien les matieres fécales, la difficulté du traitement et de la
désinfection de parasite explique la survie dans les différents substrats. Les oocystes de
Cryptosporidium demeurent viables pendant quatre a douze mois dans les sols humides et
dans I'eau entre 4 et 20°C [25].

Les pH acides semblent plus favorables a la survie des oocystes comme le suggére la plus
grande quantité d’oocystes retrouvée dans des sols de fermes au pH acide par rapport a des
sols aux pH neutre et basique aux Etats-Unis [34]. L exposition a des températures tres basses
conduit & une inactivation partielle des oocystes (67%). la congélation a-10°C pendant 7 jours
ils demeurent viables [35]. Les oocystes traités a 72°C pendant seulement cing secondes sont
tues (36]. La résistance est augmentée dans les matieres fécales qui préservent les oocystes de
la dessiccation [37], dépendrait de trois parametres :

0 La température : des températures élevées et des phases de gel et de dégel alternées
réduisent la viabilité des oocystes ;

0 Le temps : I’obscurité tend a diminuer la viabilité ;

0 La concentration en ammoniaque : des concentrations élevées peuvent entrainer une
inactivation des oocystes [33].

Les oocystes sont remarquablement résistants aux désinfectants utilisés couramment
(composés alcalins ou contenant des aldéhydes, ammoniaques, du chlore ou de I’alcool) [20].
La viabilitée des oocystes est altérée lors d'une exposition a de I'ammoniac a 3% [38], ainsi
que seul le dioxide de chlore a 1,3 ppm, I'ammoniac a 5% ou le formaldéhyde a 10% sont

efficaces pour détruire les oocystes de Cryptosporidium [39].

8 Position dans la cellule-hote
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Le genre Cryptosporidium occupe une place tout a fait unique dans la cellule puisque le
parasite est en position intracellulaire mais extra cytoplasmique. Lors du contact du parasite
avec la cellule-hote, des enzymes (notamment des rhoptries et des micronemes) sont libérées
entrainant I’englobement du parasite par des microvillosités de la membrane apicale de I’héte
et ainsi la formation de la membrane de la vacuole parasitophore. Cependant Cryptosporidium
n’est qu’en partie entouré de cette membrane et préleve une majorité de ses nutriments grace a
I’organe de nutrition. Celui-ci a une origine double puisqu’il dérive a la fois du parasite et de
I’héte. La localisation trés protégée de Cryptosporidium au sein de la cellule-hdte peut
expliquer les échecs de traitement contre le parasite. L’organe de nutrition pourrait
notamment bloquer I’entrée de molécules dans le parasite protégeant celui-ci de I’action de

molécules a activité intracellulaire [20].

9 Pathogenie

Cryptosporidium parvum est un parasite qui se localise dans la bordure microvillositaire
des entérocytes et se développe dans une vacuole parasitophore. Cette position caractéristique
dans la cellule héte est qualifiée d’intra-cellulaire mais extra-cytoplasmique. C’est un parasite
qui peut produire des anomalies significatives dans les fonctions d’absorption et de sécrétion
de l'intestin. Ces altérations épithéliales sont probablement le résultat soit d'atteintes directes
de la cellule épithéliale de I’héte, soit des perturbations indirectes causées apres recrutement
de cellules et de cytokines pro-inflammatoires, soit des deux effets associés. Le résultat final
serait la diarrhée [40]. Les facteurs spécifiques de virulence de Cryptosporidium n’étaient pas
bien connus. Néanmoins, certaines molécules candidates ont été identifiées par des méthodes
immunologiques et moléculaires, et certains mécanismes associés a la pathogénicité ont été
décrits [41].

9.1 Adhérence

Pour établir l'infection, I’étape initiale critique est I’attachement du parasite aux cellules
hotes. Récemment, plusieurs molécules probablement associées a I'adhérence ont été

caractérisees comme par exemple le CSL (circumsporozoite -like) [42], la gp900, le complexe
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gp15/40/60 [43], TRAP-C1 et TRAP-C2 (thrombospondin related adhesion proteins) [44], la
cp47 [45] et la Cps 500 [46].

9.2 Production de toxine

La diarrhée est le symptdome le plus caractéristique de la cryptosporidiose, mais le
mécanisme spécifique par lequel le Cryptosporidium induit la diarrhée n'a pas été identifié.
Des études précédentes ont postulé que Cryptosporidium produirait une entérotoxine
responsable de la diarrhée sécrétoire profuse. Plusieurs observations soutiennent cette idée. La
di minution du flux d'anions en présence d’inhibiteurs de cyclo-oxygénase a mené a
I'nypothese d’une activité potentielle entérotoxigéne de Cryptosporidium. Celle-ci
impliquerait la sécréetion des prostaglandines par les cellules épithéliales intestinales infectées
[47].

9.3 Lésions cellulaires

En infectant des cultures en monocouche d'entérocytes avec Cryptosporidium, des
altérations cellulaires ont été documentées comme la rupture des jonctions inter-cellulaires, la
perte de la fonction barriere et la libération de lactate déshydrogénase intracellulaire [48]. Les
mécanismes impliqués dans la rupture des membranes pendant l'invasion de Cryptosporidium
demeurent inconnus. Les phospholipases, les protéases, ou les hémolysines sont des
molécules qui peuvent potentiellement altérer directement les tissus. Une protéine spécifique

de Cryptosporidium pourrait étre associée a l'invasion cellulaire et a la perte de fonction

barriere. C’est I’hémolysine H4 codée par le géne hemA [49].
9.4 Apoptose

Plusieurs groupes ont suggéré que Cryptosporidium était cytopathogéne vis-a-vis des
cellules épithéliales directement infectées mais également des cellules non infectées. En
utilisant des cellules épithéliales biliaires en culture, Chen et al. Ont démontré que cet effet
cytopathogene est lié a I’apoptose des cellules infectées et des cellules non infectées au
moment de I’entrée du parasite dans la cellule [50]. Le parasite peut moduler I'apoptose en

favorisant la mort programmée de celles-ci au moment de I’infection, et en inhibant
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I’apoptose aprés I’infection, afin probablement de faciliter sa croissance dans de cellules
infectées [51].

10 Réponse immunitaire a I’infection a Cryptosporidium

10.1 La réponse immunitaire innée

Constitue un ensemble de mécanismes (barrieres physiques, phagocytose, réaction
inflammatoire) mis en place immediatement lors de I’infection, elle est non spécifique de
I’agent pathogéne rencontré. Chez les souris, I’acquisition d’une flore intestinale mature serait
associée a une résistance au parasite. Elle stimulerait des mécanismes non spécifiques tels
qu’une possible production d’interféron gamma indépendamment de la voie des lymphocytes
T [20].

10.2 La réponse immunitaire acquise

Spécifique de I’agent pathogéne, est plus tardive mais durable dans le temps. Elle est
également a I’origine de la mémoire immunitaire. Elle comprend la réponse humorale et la

réponse cellulaire.

10.3 La réponse humorale

Fait intervenir les anticorps, ou immunoglobulines, produits par les lymphocytes B.Des
anticorps spécifiques IgA, IgM et IgG ont été détectés dans le serum de veaux, agneaux,
souris et poulets infectés par le parasite [20]. Ces anticorps sont capables de se lier a des
antigenes de taille trés variable, par exemple I’antigene p23 présent sur les sporozoites, et sont
excretées dans la lumiére intestinale. Ces antigenes présentent un intérét majeur en
thérapeutique: ils induisent la production d’anticorps neutralisants fournissant ainsi une
possible protection contre la maladie [52].

Ces anticorps excrétés dans la lumiere de I’intestin peuvent se retrouver dans les féces des
animaux, une partie semble provenir du transfert passif d’anticorps depuis le colostrum. Une
étude a montré que les différentes classes d’anticorps ne sont pas excrétées dans les feces au
5éme

méme moment apreés I’infection: les IgG 1 sont détectées a partir du jour apres I’infection

tandis qu’il faut attendre le Yémejour pour voir apparaitre les 1gG 2 [52]. Selon I’augmentation

des taux d’anticorps fécaux serait corrélée a la diminution du nombre d’oocystes excrétés
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chez les agneaux infectés. Ces informations suggérent que les anticorps sont capables de
neutraliser les formes libres du parasite cependant ils seraient inefficaces sur les stades

intracellulaires et leur courte durée de vie limiterait leur efficacité [20].

10.4 La réponse cellulaire

Met en jeu les lymphocytes T, cytotoxiques et auxiliaires, et les cellules NK. Des
études ont montré que la réponse immunitaire acquise se met en place dans I’intestin avant
méme le début des signes cliniques. Des lymphocytes T CD4+ et CD8+ ainsi que des
cytokines (IL-10) ont été observes dans les villosites, la lamina propria et les plaques de Peyer
de I’iléon peu apreés I’infection. Cependant, a 3 jours post-inoculation, la présence de I’l1L-10
et I’absence de I’interféron gamma provoquent une inhibition de la réponse Thl et donc un
développement de I’infection et de la diarrhée [52]. La guérison de I’animal est associée a la
production d’anticorps et a une réponse Thl (par la production d’interféron gamma) dans la
muqueuse intestinale [52]. Selon Certaines études, les lymphocytes CD4+ auraient un réle
dans la durée de I’infection tandis que I’interféron gamma limiterait la séverité de celle-ci
[20].
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La cryptosporidiose chez les caprins
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1 Epidémiologie
1.1 Epidémiologie descriptive

1.1.1 Repartition géographique

La répartition géographique de Cryptosporidium sp est cosmopolite et les travaux de la
littérature montrent son existence sur les six continents, tant en zones urbaines qu’en zones
rurales. 1l est bien codifié a I’heure actuelle que Cryptosporidium sp.est responsable de
diarrhée dans tous les pays du monde, mais la prévalence de la cryptosporidiose est plus

élevée dans les pays en voie de déeveloppement [53].

1.1.2 Prévalence

La prévalence représente le pourcentage d’animaux infectés par Cryptosporidium sp
dans une population donnée a un instant donné [54]. Cette estimation peut varier en fonction
de la population de départ, de son age, de ses conditions de vie, des techniques de détection
des individus atteints ou bien encore du lieu de I'étude. 1l est donc difficile de donner un
chiffre brut pour évaluer la prévalence de la maladie chez les ruminants. Plutét que de
prévalence de la maladie, il vaut mieux parler de prévalence d'excrétion car la plupart des
études se basent sur la mesure du nombre d'animaux excréteurs indépendamment de leur
statut clinique et non pas sur le nombre d'animaux malades [54].

L’age des animaux présente également une grande influence sur la prévalence d’excrétion
chez les petits ruminants. Ainsi, chez les animaux non sevrés et non diarrhéiques, elle varie de
2 a 85% pour les agneaux et de 5 a 30% pour les chevreaux. La plus forte prévalence (76%)
est rapportee pour des agneaux agés de 8 a 14 jours. La prévalence chez les adultes, bien que
moindre, est comprise entre 2,1 et 5,3% selon des études menées en Espagne et en Chine sur
des brebis, et entre 7,7 et 9% selon une étude sur des chevres en Espagne [55].

1.1.3 Espeéces cibles

L’utilisation de la biologie moléculaire a permis I’étude plus fine des espéces du genre

Cryptosporidium retrouvées chez les caprins. L’espéce C. parvum est I’espéce
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majoritairement retrouvée chez le chevreau non sevré, lors d’épisodes de diarrhée ou non
[56,57]. Plus récemment, il a été mis en évidence la présence de C. xiaoi chez les chevrettes
de moins de 21 jours présentant de la diarrhée [58].

Les humains sont essentiellement infectés par C.hominis et C.parvum .L’agent de la
cryptosporidiose du chevreau est donc zoonotique [59].

Actuellement, 14espéces de cryptosporidium sont répertoriées .elles figurent, ainsi que leurs

hotes principaux, dans le tableau ci-dessous.

Tableau 4 : Les espéces de Cryptosporidium et leurs hdtes principaux [59].

Espéces Hbte principale
C.andersoni Bétail et camélidés
C.baileyi Oiseaux

C.canis Chiens

C.felis Chats

C.hominis Humains et singe
C.meleagridis Oiseaux et humains
C.muris Rongeurs et camélidés
C.nasorum Poissons

C.parvum Humains et les autres mammiferes
C.saurophilium Reptiles
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C.serpentis Serpents
C.wrairi Cobayes
C.qgalli Oiseaux
C.suis Porcs

1.2 Epidémiologie analytique

1.2.1 Source d'infection et dose infectante

Les infections a Cryptosporidium se transmettent par voie féco-orale [60]:

Chez les ruminants les oocystes peuvent étre ingérés lors de la consommation d’aliments ou
d’eau souillés, par léchage du pelage ou de la litiére, ou bien, lors de contact avec du matériel
d’élevage contaminé [61,62]. Les jeunes ruminants sont la principale source d’oocystes dans
I’environnement. lls rejettent des oocystes dans leurs feces en grande quantité, en particulier
pendant la deuxieme semaine de leur existence [63]. Les ruminants adultes sont trés rarement
malades mais jouent cependant un role de réservoir du parasite en raison d’une excrétion
résiduelle a faible niveau [23,64, 65].

Cryptosporidium spp a été isolé chez une grande variété d’animaux sauvages (cervides,
rongeurs, insectivores et lagomorphes), qui pour certains, partagent leurs habitats avec des
animaux de ferme, fournissant alors une source additionnelle d’oocystes pour la

contamination de I’environnement et favorisant la contamination du bétail [66].

1.2.2 Dose infectante

L’influence de la dose infectante sur I’apparition de la maladie a été étudiée par
plusieurs auteurs. Il n’y a pas une différence entre I’infection naturelle ou expérimentale
concernant les signes cliniques ou I’excrétion des oocystes et la réponse immunitaire
[67].Néanmoins, la période prépatente est de quelques jours plus long dans les infections
experimentales avec une faible dose infectante [68]. La dose infectante minimale sur des

Agneaux gnobiotiques peut méme correspondre & Un oocyste simple, et la dose infectante
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moyenne est de 5 oocystes [68]. Donc Un nombre trés faible d’oocystes sont suffisants pour

transmettre I’infection.

2 Mode de transmission

La voie d’infection la plus commune est un contact étroit avec les féces diarrhéiques des
caprines malades La transmission entre les animaux peut se faire directement c’est-a-dire
d'animal a animal ou indirectement via I'eau utilisée pour la désinfection, le personnel qui
s'occupe des animaux, les locaux ou le matériel utilisé... Les oocystes étant tres résistants, tout
ce qui n'est pas drastiquement désinfecté peut véhiculer des oocystes [54].

Les oocystes sont trés souvent retrouvé dans les eaux de surface :

e Consommation d’eau souillée.

e Bains en eau contaminé.

e  Dépodt de fumier sur les prairies.

e Contacte directe entre les agneaux et les surfaces aquatiques.

e  Transmission alimentaire [69].

3 Critéres de sensibilité de I’hote

3.1 Espece

La cryptosporidiose infecte un tres grand nombre d’espéces animales aussi bien
domestiques que sauvages. Parmi les Ruminants domestiques, qui présentent un intérét en
raison des pertes économiques générées par la maladie, les caprins sont les plus sensibles
[70]. Dans les cheptels caprins atteints la morbidité atteint fréquemment les 80% et la
mortalité peut dépasser les 50% [71].
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3.2 La race
En ce qui concerne les Ruminants, les différences de prévalence de la maladie entre les

races allaitantes et les races laitiéres seraient dues a des différences dans le mode d’élevage de
celles-ci, les races allaitantes étant élevées sur un mode extensif seraient ainsi moins sensibles

au parasite [72].
3.3 L’age

La cryptosporidiose est essentiellement une maladie du nouveau-né. La plupart des cas
cliniques se produisent entre I'age de 4 et 15 jours chez les chevreaux, chez les adultes, la
maladie est généralement asymptomatique [55].

3.4 Le statut immunitaire

Le parasite s’installe plus facilement chez I’animal sur un terrain immunodéprimé. Il est
clair que la cryptosporidiose affecte les individus trés jeunes, dont le systeme immunitaire est
encore immature [73]. Et la prise du colostrum dans les premieres heures de vie permet un
transfert d’immunoglobulines de la mere vers le nouveau-né, le protégeant alors d’un certain
nombre d’infections. Ainsi, un défaut au niveau du colostrum, en quantité et/ou en qualité, est

souvent associé a des épidémies de cryptosporidiose en élevage [74].

4 Facteurs favorisants de la contamination

4.1 Chez I’oocyste

e Lataille réduite des oocystes.

e Leur résistance au chlore.

e  Leur caractere sporule.

e  Leur résistance dans I’environnement.

e Le réservoir de parasites, et I’excrétion massive des oocystes par les individus

infectées qui assurent la contamination des ressources hydriques [69].
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4.2 Chez I’hbte

e  Mauvaise condition d’élevage chez les petits ruminants.

e Lasaison qui conduit & I’élevage intensive.

e L’&ge des animaux surtout les jeunes qui plus sensible comme les agneaux et les
chevreaux

e | ’état de santé des animaux (excrétion des oocystes plus important en cas de diarrhée)
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1 Symptdmes

La maladie s'exprime cliniqguement essentiellement chez les animaux nouveau-nés. Les
Agneaux peuvent étre contamineés juste apres la naissance. S'ils demeurent artificiellement en
dehors de tout contact avec le parasite [74], ils seront, avec I'dge, toujours sensibles a
I'infection mais les signes cliniques seront moins séveres.

Chez Il'adulte, le développement du parasite ne s'accompagne généralement pas de
symptodmes. Chez les agneaux, la cryptosporidiose se manifeste par de la diarrhée d’aspect
variable (muqueuse jaune péle a aqueuse profuse) associée a de la dépression, de I’anorexie et
des douleurs abdominales [75].

La diarrhée est a I’origine d’une deshydratation ; une faiblesse et une perte de poids peuvent
également étre observées [20]. Elle est précédee d’une phase d’abattement et d’anorexie.
Cette diarrhée s’accompagne de L’excrétion d’oocystes. Elle débute 3 a 5 J apres l'infection
[76]. Deux autres formes cliniques de la cryptosporidiose ont été observées [77] :

Une forme sans diarrhée, mais avec émaciations progressive a été décrite dans un lot de
chevreaux ages d’une semaine; elle conduit a la mort en quelques Jours. Une autre forme avec
diarrhée a été observée chez des chevreaux plus ages (6 semaines), les animaux guérissent en
une dizaine de jours.

Chez les sujets en age d’étre malade, le nombre de porteurs sains n’est pas connu mais
Semble éléve. La gravite de la diarrhée est généralement corrélée a I’intensité de I’excrétion
Fécale d’ookystes. Certains sujets fortement excréteurs sont néanmoins asymptomatiques et
Réciproguement [77].

En conditions expérimentales, la diarrhée peut étre absente et remplacée par la Constipation
[77]. Les adultes sont presque toujours asymptomatiques bien que des formes cliniques aient

été Décrites a titre exceptionnel chez des chevres adultes [77].
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Figure 04: Arriere-train souillé d’un chevreau atteint de cryptosporidiose [78] Anonymel.

2 Les lésions

Les Iésions macroscopiques décrites lors de cryptosporidiose ne sont pas
pathognomoniques. Les Iésions macroscopiques sont peu spécifiques :

Le contenu de I’intestin est liquide. Parfois des signes d’entérite (parfois qualifiée de la
catarrhale). .de distension gazeuse ou de congestion de la muqueuse sont présent. La lumiere
intestinale est envahie par une grande quantité de liquide. (Blanc .jaunatre a brunatre) et le
colon est incapable de réabsorber tout ce liquide. La destruction des microvillosités entraine
une reduction de la surface intestinale et donc une malabsorption et I’altération des enzymes
de I’épithélium intestinal entraine une mal-digestion [79]. Une distension gazeuse ou
liquidienne des intestins est observée, associée a une congestion de la muqueuse, une entérite
et une colite dans certains cas [20].

Histologiquement, les principales Iésions rencontrees sont une atrophie modérée a sévére des
villosités, une hyperplasie des cryptes et la présence de plages de nécrose focales [20]. La
lamina propria est infiltrée par des cellules mononucléaires et des granulocytes neutrophiles
[80].

Dans la plupart des cas, les formes du parasite sont détectées uniquement dans I’intestin gréle.
Cependant, il arrive parfois que le parasite soit mis en évidence dans des localisations
inhabituelles, comme par exemple le tractus digestif et ses glandes annexes mais aussi
I’utérus, le tractus respiratoire, le cceur ou les conjonctives [20].
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Sur le plan histopathologique, une inflammation, une hypertrophie et une hyperplasie des
glandes gastriques sont notées, en association avec un oedeme de la sous-muqueuse et de la

lamina propria qui présente des infiltrations cellulaires.

3 Diagnostic
3.1 Diagnostic épidémiologique et clinique

Les données épidémiologiques et cliniques permettent d’aboutir & une suspicion mais

Certainement pas a une certitude. L’apparition de diarrhées plutét séveres sur des chevreaux
ages de 5 a 20 jours, au cours de la seconde moitie des mises bas est un bon signe d’appel.
Cette diarrhée n’a en revanche rien qui la distingue vraiment des autres diarrhées néonatales
[81].
En présence de diarrhées néonatales avec morbidité et mortalité importante, le recours aux
Antibiotiques est fréquent. Chez le chevreau, les diarrhées a Escherichia coli sont pourtant
moins fréquentes que les diarrhées virales ou a cryptosporidies. Les antibiotiques s’avérent
alors inefficaces, ce qui peut orienter le diagnostic [82].

3.2 Diagnostic différentiel
Toutes les causes nutritionnelles ou infectieuses du complexe des diarrhées neonatales

des Ruminants entrent dans le diagnostic différentiel. Les agents infectieux sont nombreux

également, il s’agit :

3.2.1 Bactérienne
+ Des colibacilles
La colibacillose proprement dite provoque une diarrhée liquide, jaunatre et de

I’hyperthermie. Au cours des 5 premiers jours de vie. Les chevreaux touches sont nombreux

et plutét dans la Seconde moitie de mises basse [83]. Le syndrome du chevreau mou,
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d’origine colibacillaire, se caractérise par une grande faiblesse chez des chevreaux de 8 a 10

jours, de la diarrhée peut éventuellement s’observer [83].

+ Salmonella

Plusieurs caprins de tous les ages présentent de la diarrhée verdatre ou hémorragique, ils
sont Tres abattus, des lésions d’entérite nécrosante, fiévreux. Des cas de morts subites
peuvent survenir. La salmonellose apparait préférentiellement en fin de période de mises bas
[83].

4 Clostridium perfringens type B, C

Aspect enzootique, cette affection est rencontré dans un contexte d’alimentation
intensive L’apparition de I’affection est brutale, Cette toxi-infection se caractérise par des
symptdmes d’entérite hémorragique aigue avant L’age de trois semaines. Elle touche souvent
les plus beaux chevreaux du lot. L’évolution est toujours tres rapide et conduit souvent a la
mort. L’ affection a souvent pour origine un défaut Dans I’allaitement artificiel et concerne

plusieurs animaux.

3.2.2 Virale

+ des virus (rotavirus, coronavirus, ...)
IIs provoquent de la diarrhée liquide au cours de la premiere semaine de vie, les

animaux guérissent spontanément en quelques jours, sauf en cas de surinfections. Il y a

plusieurs malades et plut6t en deuxieme partie des mises bas.

3.2.3 Protozoaire

4+ Giardia duodénalis
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La giardiose se manifeste classiquement par une diarrhée pateuse, un amaigrissement

et de L’abattement chez des animaux ages de 5 a 10 semaines [84].

+ Coccidiose

Apparait en géneral aprés 3 semaines d’age et entraine une diarrhée noiratre

sanguinolente [23].

Tableau05: Principales causes de diarrhée néonatales chez les chevreaux et les agneaux [83].

Causes Age de Aspects cliniques Eléments
survenue épidémiologiques
Tous ages Animal généralement peu Souvent un seul

affecté, pas d’hyperthermie | animal atteint (ou

Digestive (mais risque de torsion

] ‘- uelques uns
- mésentérique chez le queld )
(nutritionnelle)

chevreau)
Maladies grave, diarrhée Plusieurs animaux
parfois hémorragique, touchés, plutdt
Avant 3 .
signes nerveux, mort
en fin de saison de
Clostridies semaines

Subite fréquente mise bas. aspect

épizootique sur

animaux de tous

ages
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Escherichia
coli(ETEC)

Avant 10 jours

Animal généralement tres
affecté, diarrhée jaune,

déshydratation rapide

Plusieurs animaux

touchés, plutdt au
milieu ou en fin de

saison de mise bas

Salmonella spp. Tous ages Animal tres affecté, diarrhée | Plusieurs animaux
verdatre parfois touchés, plutdt en fin
hémorragiquedéshydratation | de saison de mise
rapide, mort subite possible
chez les caprins bas. Aspect

épizootique sur
animaux de tous
ages
Premiere Diarrhée liquide, Souvent un seul
semaine et déshydratation guerison animal atteint (ou

Rotavirus

Coronavirus

jusgu'a 3 mois

pour coronavirus

spontanée possible

guelques uns)

Cryptosporidium
spp.

5joursa3

semaines

Diarrhée jaunatre
apyrétique, déshydratation

faible, apyrexie

Plusieurs animaux

touchés, plutot

en fin de saison de
mise bas. aspect

épizootique sur

animaux de tous

ages
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3.3 Diagnostic au laboratoire

Il repose sur la mise en évidence d’oocystes dans les matieres fecales [63]. Les

excrements peuvent étre prelevées sur le sol ou a méme le rectum [70].

Mise en évidence des oocystes

Le diagnostic fait appel a des techniques de Concentration et de coloration a partir des
matieres fécales. Ces techniques sont suffisantes pour le diagnostic de cryptosporidiose
clinique mais pas pour des echantillons contenant un trés petit nombre de parasites. Lorsqu’on
recherche les porteurs sains dans un troupeau par exemple, il faut faire appel a des techniques
plus sensibles comme I’immunofluorescence ou I’ELISA; des kits sont disponibles mais ces

techniques sont plus codteuses [85].

3.3.1 Les techniques de concentration

Elles ont pour but de concentrer dans un faible volume un petit nombre de parasite

dispersés initialement dans un grand volume :

3.3.1.1 Techniques de sédimentation

Elle est basée sur la concentration des oocystes de Cryptosporidium dans le culot tout
en éliminant le maximum de débris. 1l est possible d’augmenter la sensibilité de cette
technique en rajoutant certains produits, tels que du formol pour fixer et conserver le parasite,
ou de I’éther pour éliminer des matiéres grasses [86].

La technique de concentration a I’acétate d’éthyle se rapproche de celle décrite précédemment
et a présenté de trés bons résultats avec une prise d’essai de 1 gramme de matieres fécales

provenant d’animaux non sevres [84].
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3.3.1.2 Techniques de flottation

Elle est basée sur la différence de densité entre le milieu liquide utilisé et les
oocystes. Les oocystes remontent a la surface du liquide et sont récupérés afin d’étre
identifiés [86].

Il est important que ce liquide ne modifie pas la forme ou la taille des oocystes de

Cryptosporidium spp de fagon a ce qu’ils puissent étre détectés par la suite [87].

3.3.2 Les techniques de coloration

Les techniques de coloration des cryptosporidies sont nombreuses : Heine, Ziehl-
Neelsen modifiée, Giemsa, etc... [4,88]. Ces méthodes peuvent détecter les oocystes chez
I’animal malade, mais ne sont pas suffisamment sensibles pour détecter I’infection chez

I’animal asymptomatique [89, 90,91].

3.3.2.1 Coloration de Ziehl-Neelsen modifiée

Elle se fait grace a la fushine de Ziehl et le vert de malachite. Les oocystes sont rouges
sur un fond vert ou bleu si la contre-coloration a été réalisée par le bleu de méthylene ; Cette
méthode est parfois considérée comme la technique de coloration de référence [17, 29, 92].
L’inconvénient de cette technique est qu’il est possible de confondre les oocystes avec des
levures, des spores de champignons ou des bactéries [93].

Certaines structures risquent d’étre confondues avec les oocystes:

- des levures, elles sont en fait plus grosses que les oocystes (6al0microns) et de couleur
bleue

- des globules de graisse

- des éléments bactériens (plus petits)

- des grains d’amidons, rouges et ronds avec des cercles concentriques- des dép6ts de
fuchsine, rouges et sans structures internes [63,93, 94].
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Figure 05: Oocystes de cryptosporidium sp dans les selles coloration Ziehl-Nielsen, *1000
[95].

3.3.2.2 Coloration de Heine

Elle commence par le mélange des feces avec un volume égal de carbol fuschine
pendant une minute. Le tout est alors étalé en frottis et séché a I’air. Il est nécessaire
d’observer les lames rapidement, dans les15 minutes. Les oocystes, qui sont non colorés, sont

brillants sur le fond rose .Les éléments non parasitaires apparaissent rouges [86].

Figure 06: Oocystes de Cryptosporidium colorés par la technique de Heine, observés en
contraste de phase (objectif 40) [96].
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3.3.2.3 Coloration au Giemsa

C’est une technique facile, rapide et peu couteuse, a tendance d’étre abandonnée en
raison des difficultés rencontrées lors de lecture. Les cryptosporidies apparaissent avec un
cytoplasme bleuté granuleux et un centre généralement plus clair contenant des corpuscules
rouge foncé. Cette méthode est peu sensible car les oocystes, ne sont pas colorés [97]

La sensibilité, la spécificité ainsi que les résultats fournis par les techniques de coloration
varient de facon tres importance selon les laboratoires. A ce jour, la coloration «négative» au

vert de malachite est la technique ayant obtenu les meilleurs résultats [75].

Figure07: Cryptosporidium spp colorée par la méthode de Giemsa [98] Anonyme2.

3.3.2.4 Coloration acide rapide de kinyoun

Cette méthode est trés proche des colorations de ziehl-Nelsen modifie (par Henriksen) est
rapide, sensible et trés spécifique. Le temps de Décoloration s’aveére étre le point délicat,

important a maitriser [99].
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Figure08 : coloration acide rapide de kinyoun, Oocystes de C. Parvum sont de couleur rouge
[100] Anonyme3.

3.3.2.5 Technique auramine O

Comme pour la technique de kinyoun, le temp de décoloration est délicat, assure une :

lecture plus facile, touts les autres éléments des selles se trouvant décoloreés.

Figure09 : Coloration d’oocystes de Cryptosporidium a I’auramine-rhodamine [101]

Anonyme4.

Tableau06 : Estimation de la qualité de la morphologie de I’oocyste Cryptospridium visualis

par les différentes techniques de colorations [102].

Techniques Morphologie de | ‘oocyste
Ziehl-Nielsen modifiée par Henriksen Excellente

Giemsa plus au moins bonne

Heine Moyenne
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Auromine O Mauvaise

3.3.3 Méthodes immunologiques

Plusieurs techniques immunologiques ont été developpées, telles que L’agglutination de
particules de latex ou I'hnémagglutination passive Inversee (Reverse Passive Hemagglutination
Assay), ainsi que l'utilisation d'anticorps monoclonaux et polyclonaux marqués avec des

substances fluorescentes [23].

Dans la plupart des cas, ils constituent un bon outil pour détecter les oocystes, méme lorsque
la charge parasitaire est faible dans les échantillons, avec sensibilité et spécificité élevées
[103].

3.3.3.1 Immunofluorescence directe

Certains antigénes de I’ookyste de Cryptosporidium sp peuvent étre détectés par
immunofluorescence directe en utilisant un anticorps monoclonal marqué a la fluorescéine
[104,105]. Cette methode permet d’allier une reconnaissance morphologique et
immunologique d’ou une meilleure spécificité et sensibilité par rapport a la microscopie
optique. La limite de détection est de 104 a 105 oocystes par gramme. Il faut néanmoins faire
attention aux réactions croisées et a la variabilité des antigenes a la surface de I’oocyste. Elle

n’est utilisable qu’en laboratoire car elle nécessite un microscope a fluorescence [75].
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Figure 10 : Image d’oocystes de Cryptosporidium (en haut a gauche) révélés par des

anticorps immunofluorescents [106] Anonymeb.
3.3.3.2 ELISA

Différents kits ELISA existent pour le diagnostic de Cryptosporidium dans les féces.
Les antigénes de surface des oocystes du parasite sont directement reconnus par des anticorps
monoclonaux. La spécificité de ces tests est elevée supérieure a 99%, mais concernant la

sensibilite les avis divergent [107].

3.3.3.3 Test d’agglutination au latex

Des tests d’agglutination au latex existent pour la détection des cryptosporidies.
Cette méthode utilise des microsphéres de latex conjuguées avec des anticorps anti-
Cryptosporidium. Si des antigenes sont présents dans les matieres fécales, les microspheres
vont s’agglutiner et la densité de la suspension sera modifiée.la sensibilité et la spécificité de

cette technique sont respectivement de 95,1 et 96% chez les caprins [94].
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3.3.4 Cytomeétrie de flux

La cytometrie de flux se définit comme I’étude précise de cellules isolees
entrainées par un flux liquide. L’analyse de signaux optiques ou physiques émis par les
particules coupant le faisceau lumineux d’un laser permet une caractérisation individuelle,
qualitative et quantitative de celles-ci. Dans le cas de la détection des oocystes de
Cryptosporidium, le marquage de ceux-ci avec des anticorps fluorescents est effectue
préalablement au passage dans le cytometre de flux. La combinaison de ces deux méthodes
permet la détection de faibles quantités d’oocystes, cependant les seuils de sensibilité et les

taux de récupération des oocystes varient selon les études [108].

3.3.5 Tests immunochromatographique

Des Kits de diagnostic rapide par immunochromatographie (IC) ont également été mis
au point pour détecter Cryptosporidium spp. Il s’agit de bandelettes sur lesquelles sont fixés
des anticorps dirigés contre des antigénes solubles de Cryptosporidium spp. Ces derniers,
présents dans les matiéres fécales, migrent sur la membrane ou sont fixés les anticorps. La

liaison antigéne-anticorps est révélée par une bande de couleur [109,110].

3.3.6 Biologie moléculaire

Les examens microscopiques souffrent tres souvent d’un manque de sensibilité et ne
permettent la mise en évidence que d’animaux cliniquement atteints et excrétant de grandes
quantités d’oocystes.

- Les méthodes moléculaires, comme la PCR quantitative ou la COWP-PCR
(Cryptosporidium oocyst wall protein PCR), présentent une alternative a la détection du
parasite.

-La PCR quantitative serait la méthode la plus sensible et permettrait d’identifier les animaux

dans les stades les plus précoces de la maladie [111].
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-I’utilisation de telles techniques permet de déterminer le génotype mais aussi le sous-type de
Cryptosporidium [112]. Elle utilise un fragment de I’ARN de la petite sous-unité ribosomale
du parasite [113].

3.3.7 Examen histologie
Des oocystes peuvent étre retrouvés dans le liquide jéjunal ou la bile et tres

exceptionnellement dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire. Les cryptosporidies peuvent
également étre mises en évidence par examen histopathologique de biopsies intestinales apres
coloration a I’hématoxyline. Cet examen permet de voir les parasites en cours de
multiplication dans les entérocytes. Le parasitisme conduit a une altération du pole apical des
entérocytes avec disparition de la bordure en brosse [95]. Cependant ces lésions, non
pathognomomiques, ne permettent pas de confirmer le diagnostic de cryptosporidiose.

Dans un premier temps un prélévement doit étre réalisé de maniere a avoir la jonction entre la
zone saine et la zone lésée,

Fixer immédiatement pour éviter I’autolyse, utiliser du formol 10% tamponne, a raison de 10
volumes de formol pour un volume de tissu.

Les tissus prélevés doivent étre sous forme de cube ayant une épaisseur de 0,5 cm et une
longueur de 1 a2 cm.

Les échantillons sont ensuite colorés a I’aide d’hematoxyline et d’e€osine ou par la coloration
de Giemsa. Néanmoins, I’utilisation d’un microscope électronique est souvent nécessaire pour
confirmer I’identité des micro-organismes présents [20, 114,115, 116].

Ces techniques s’avérent peu sensibles en raison de la taille des échantillons et de la
distribution irréguliere du parasite dans les tissus prélevés. Etant également colteuses et

chronophages, elles ne sont pas recommandées pour un diagnostic de routine [20].
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Figure 11: Cryptosporidiose intestinale. Noter la présence des parasites au pdle apical des
entérocytes, *400 [95] Anonyme6.

4 Traitement
A ce jour aucun medicament ne s’est montré efficace contre la cryptosporidiose aussi

bien chez I’lhomme que chez I’animal [10,117] cela s’explique par la double membrane
recouvrant le parasite, qui le protége des médicaments libres dans I’intestin [60].

Plusieurs molécules ont été testées sur des modeéles animaux et peu d’entre eux ont montré
une efficacité clinique [28]. Le lactate d’halofuginone atténue les signes cliniques de diarrhée
et réduit I’excrétion des oocystes et le risque de mortalité. Ce produit ne détruira pas toutes les
cryptosporidies infectant I’animal, mais limitera leur multiplication [118]. Il est administré a
la dose de 0,120 mg/kg/j pendant une semaine dés le premier ou le deuxieéme jour suivant la
naissance. Dans ce contexte particulier, le traitement correctif devient donc trés important :

- Fluido-thérapie orale ou intraveineuse pour combattre la déshydratation en attendant la
guérison spontanée de I’animale.

- L’administration des protecteurs de muqueuses.

-L’administration des antibiotiques pour lutter contre les agents pathogenes bactériens

compliquant [28].

5 Prophylaxie

Les mesures hygiéniques et sanitaires sont trés importantes pour prévenir les épisodes

de cryptosporidiose et reposent sur deux grands principes : la destruction des oocystes dans
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I’environnement et La réduction des possibilités de contact avec les oocystes. Il faut veiller a
ce que les agneaux ingérent suffisamment de colostrum de bonne qualité a la naissance. Isoler
les animaux malades des animaux sains pour réduire la transmission du parasite. Eviter les
surdensités d’animaux, maintenir les lieux et les batiments propres. Nettoyer le matériel et
désinfecter les locaux regulierement.

Il est important de contréler I’hygiene des litieres, notamment lors de la période d’agnelage.
En laissant un temps de contact de plusieurs heures. Il est ensuite conseillé de faire un vide
sanitaire de 15 jours minimum. La désinfection des sols, des murs jusqu’a un métre de haut et
tout le matériel en contact avec les animaux, permet de réduire la pression d’infection du
milieu extérieur mais n’empéche pas la récontamination via les animaux porteurs

asymptomatiques [55].
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1 Objectif

L’objectif de notre travaille c’est la recherche de Cryptosporidium sp dans des
prélevements de matieres fécales des caprins sans prendre en considération le sexe ni I’age de
I’animal afin de déterminer la prévalence de cette maladie dans la wilaya de Médéa.

Aussi la réalisation des coupes histologiques pour confirmé la présence de parasite au niveau

de I’intestin.

2 Région et période d’étude

L’étude est réalisée sur le territoire de différentes communes de la wilaya de Médéa (
Beni Sliman ,Mihoub, Azizia, Maghraoua, Tablet).Elle s'étale de début de mois du janvier
jusqu’au mois de juin.
Le stage a été réalise au niveau de structure scientifique : Le laboratoire du projet de fin

d’étude de I'université de Médéa.

3 Matériels et méthodes
3.1 Analyse coprologique

Matériel biologique

90 échantillons recueillis a partir des élevages caprins repartis dans les régions

Suivantes : Beni Sliman ,Mihoub, Azizia, Maghraoua, Tablet.
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Figurel2 : exemple d’élevages caprins

Matériel de prélevement

Un récipient isotherme pour la conservation des prélévements.
Un frigo pour la conservation des prélévements a 4°C.
Des gants.

Des pots en plastiques stériles.

AN N NN

Etiquettes autocollantes pour écrire les renseignements

Matériel d’analyse de laboratoire

Spatule.

Tubes coniques.
Centrifugeuse

Pipette Pasteur.

Lames bien dégraissées.
Lamelles.

Portoirs.

Pinces.

AN N NN Y N N NN

Eau de robinet.
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v Microscope optique.

v" Huile a émersion.

Réactifs et colorants

L’eau distillée.
L’eau robinet.

Eau formolé a 10% : 90 ml d’eau distillée + 10 ml formol.

Méthanol pur.

AN N N N

Fuchsine phéniquée : (1g de fuchsine +100ml d’eau distillee).

(10ml d’alcool absolu+90 ml d’eau distillé).

<

Ether diéthylique.

<

Vert malachite a 5% : 5g vert malachite + 100 ml eau distillée.

v Acide sulfurique a 2% : 2ml d’acide sulfurique + 98 ml d’eau distillée

Méthodes

Prélevement

On a récolté des échantillons de la matiére fécale de I’ensemble des animaux de
chaque élevage. Dans cette étude, les caprins ayant servis a I’étude sont de toute tranche d’age
et sans distinction de sexe. Chaque animal a fait I’objet d’un seul prélevement directement a
partir du rectum ou juste apres leur émission dans des pots en plastiques stériles et étiquetés.

Chague étiquete a étée remplie pour chaque animal concernant :

Age de I’'animal

v

v Sexe de I’animal.

v" Lieu du prélévement.
v

Date du prélevement.

Ces prelévements ont été acheminés au laboratoire, en respectant la chaine de froid a I’aide
d’un récipient isotherme a la température de 4 °C jusqu'a leur analyse.
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Figurel3 . Exemple de boites a prélevements.

Deux techniques ont été utilisées :

Technique de concentration de Ritchie simplifiee par Allen et Ridley (119,120) : Cette
technique est appliquée systématiquement pour tous les prélevements de la matiere fécale qui
ont récoltés dans notre étude. Elle est utilisée pour la concentration des éléments parasitaires

dans un prélévement donné.

» Mode opératoire:
1- Préparer la solution de Ritchie a 10% : 10ml d’eau formolée avec 90ml d’eau distillée

2- Déposer quelques grammes de selles dans un tube a fon conique a I’aide d’une spatule.

Figureld : Déposer quelques grammes des selles dans un tube conique.
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3- Verser dans le tube a pied un volume d’eau formolée a 10%, 2 a 3 fois supérieur a celui
des selles.

Figure 15 : Verser I’eau formolée dans le tube.

4- Agiter le tout a I’aide d’un agitateur, jusqu’a I’obtention d’une solution homogeéne.

»

Figurel6 : agitation a I’aide d’un agitateur.

5- Laisser décanter quelque minute pour I’obtention d’un surnageant dépourvu de débris.
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Figure 17 : décantation quelque minute.

6- A I’aide d’une pipette pasteur aspirer une quantité de surnageant dans les 2/3 du volume

dans un tube de centrifugation a fon conique.

Figurel8 : aspirer une partie du surnageant.

7- Ajouter un volume d’Ether équivalent au 1/3 du volume total de tube.
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Figurel9 : Ajouter un volume d’éther.
8- Boucher le tube avec le doigt ganté et agiter vigoureusement pendant 1min.
9- Peser les tubes pour I’équilibrage avant centrifugation.

10- Centrifuger a 2500 tour / minutes pendant 5 minutes.

Figure20 : Centrifugation des tubes

- Apreés la centrifugation, on obtient dans le tube 4 couches qui sont du haut vers le bas :

-Une couche d’éther de couleur jaune constituée de graisse.

-Un anneau constitué de gros débris.
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-Une couche aqueuse.

-Un culot dans lequel sont concentrés les éléments parasitaires.

Figure2l : Tube se répartit en 4 couches.
11- Jeter énergiquement le surnageant et garder le culot.

12- A I’aide d’une pipette pasteur, on melange bien le culot, et on aspire quelques gouttes et
le déposé sur une lame bien digressé.

Figure22 : aspirer le culot et déposé sur la lame.

Technique de Zielhl-Neelsen modifiee par Henriksen et Pohlenz

C’est une technique spécifique pour la coloration des oocystes de Cryptosporidium sp.
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Confection du frottis : On dépose sur une lame bien dégraissée a I’aide de pipette pasteur,
une goutte du culot de centrifugation obtenu par la technique de concentration de Ritchie citée
si dessus. A I’aide d’une autre lame, confectionner le frottis.

Figure23 : étalement de frottis.
2- Laisser le frottis sécher a I’air.

3- Fixation du frottis par du méthanol pendant 5 minutes.

Figure24 : Fixation le frottis par méthanol.

4- Sécher de nouveau.
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5- Colorer la lame dans un bain de fuchsine phéniquée pendant 1 heure.

6- Ringage sous I’eau du robinet.

7- Différencier avec I’acide sulfurique a 2 % pendant 20 secondes.

8- Rincer sous eau du robinet.

9- Contre coloration avec une solution de vert de malachite a 5% pendant 5 minutes.
10- Ringage de nouveau.

11- Séchage a I’air jusqu’ a I’observation au microscope optique.

La Lecture

La lecture du frottis coloré se fait au microscope optique au grossissement x40 puis x100
(avec I’huile a emersion).
Le diagnostic est dit positif, quand les oocystes de Cryptosporidium sp. Apparaissent en
rouge-vif sur un fond vert (vert malachite), ils se présentent sous forme d’éléments arrondis
de 2 a 6 um de diamétre et renfermant de grosses granulations noiratres [121]. Il est dit
négatif quand aucun oocyste n’est visualisé apres observation de 100 champs microscopiques
[122].

3.2 La Coupe histologique
Matériels

Lame

Lamelle

Cuve a coloration
Microtome
Microscope

Pissette d’eau distillée

AN N N N N

Plateau émaillé

55



Matériels et méthodes

Réactifs :

Formol
Alcool

Eau distillée
Toluéne
Paraffine

Colorant (I’hématoxyline-éosine).

AN N N N N

Baume de canada

Mode opératoire [123]

Prélevement
- Un fragment d’organe doit étre préleve sur un cadavre de caprin, on parle I’échantillon de

tissu de biopsie intestinale.

Figure25 : prélevement d’un fragment de tissu (biopsie intestinale)

- Afin de conserver les tissus préleves dans un état proche du vivant, le prélevement
doit étre immergé dans un grand volume de liquide fixateur.
- Les préléevements recus sont analysés macroscopiquement.
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Fixation

- Mettre la piece anatomique dans un bain de formol a 10% entre 24h et48h.

- 1l faut veiller a préparer un bain qui représente 10 fois la masse de la piece a fixer.

Figure26 : fixation de piece dans un bain de formol

- Le fragment doit étre positionné dans une cassette que 1’on ferme et que I’on trempera dans

les bains successifs.

Figure27 : placer les fragments dans des cassettes.
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Déshydratation

- Mettre dans des bains successifs d’alcools de concentration croissante pour déshydrater

I’organe sachant que la paraffine est tres hydrophobe.

- Ensuite mettre dans 3 bains successifs de toluéne de concentration identique pour éliminer

les traces d’alcool. Le prélévement devient transparent, c’est la clarification.

Figure28 : bains de déshydratation (automate).

Inclusion /enrobage

- Pour but de permettre la réalisation des coupes fines(2a5 um) les prélévements sont
plongés dans des moules de paraffine fondue qui occupera tous les espaces vides
dans le tissu.

- On place I’inclusion au congélateur pour faciliter le démoulage.

Figure29 : inclusion des fragments dans les moules de paraffine
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Préparation de Coupe

Le microtome

- placer le bloc de paraffine dans le microtome pour réaliser des sections de 2 a 5 um

disposées en séries régulieres sous forme d’un ruban.

La coupe

Figure 30: réalisation de sections de ruban.

Confection des coupes histologiques

- étalement des segments de ruban de paraffine sur une lame contenant I’eau albumineuse (un

liquide d’étalement).

L'étalement
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Figure 31: étalement des segments sur les lames.

- Collage des lames qui sont placées sur une plague chauffante a 50°c.

Plaque chauffante

Figure32 : placer les lames sur une plague chauffante

Déparaffinage

- Placer les lames dans 2 bains de toluene pendant 2 min, pour éliminer le paraffine.
Réhydratation

- Immerger les lames dans des bains d’alcools de degrés décroissant. (2 min pour chaque
bain)

- puis placer les lames dans un bain d’eau distillé.

Coloration a hématoxyline-éosine

- Bain a I’hématoxyline, permet de colorer les noyaux pendant 5 min.

- Ringage eau du robinet.

- Rincgage eau distillée.

- Bain a I’éosine, permet de colorer le cytoplasme en rose.

- Rincage eau distillée.

- Bain dans I’alcool & 95% pendant 1min.

- Bain dans I’alcool & 100% pendant 1min.
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Figure33 : coloration des lames.

Montage et observation microscopique
- on dépose une goutte de baume de canada sur la lame.

- avec une pince on fixe la lamelle soigneusement.

Le montage

Figure34 : montage des lames par une goutte de baume de canada.
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- la lecture des lames se fait a faible grossissement.

Figure35 : les cryptosoridium au microscope optique [124] Anonyme 7.
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Conclusion

Conclusion

Notre étude a permis de connaitre I’importance de Cryptosporisidiose a I’échele cheptel
chezLes caprins.
Nous pouvons conclure a lumiére de nos études bibliographiques que la Cryptosporidiose est
donc une maladie aux répercussions importantes, elle est responsable de pertes économiques
Importantes (mortalité élevé) car elle engendre des diarrhées, des retards de croissance voire
des morts des jeunes ruminants méme les adulte méle ou femelle, mais il existe aussi une
forme asymptomatique de portage (source de contamination). De plus, la grande résistance
des oocystes dans le milieu extérieur (sporulation in situ) et leur caractere auto-infectieux
expose les animaux a un risque élevé de contamination et I’absence de traitement curatif
efficace a 100% contre cette zoonose, méme si des traitements a visée prophylactique
opérants sont actuellement disponibles, rend difficile la lutte contre cette maladie.
En conséquence ces animaux peuvent étre un reservoir potentiel des infections humaines
suite & une contamination de I’eau et du sol. De nombreux éléments restent encore a découvrir
dans cette pathologie, chez les caprins particulierement : les facteurs de risque, I’association
avec d’autres entéropathogenes, et le statut de I'espece zoonotique (C. parvum), d’origine

caprine. Des études moléculaires pourraient étre d'un grand utility.
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