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Résumé

Un total de 29 prélevements de matiere fécale d’origine canine a été analysé par la technique
de concentration suivie de coloration de Ziehl-Neelsen modifiée dans le but de rechercher le
Cryptosporidium sp. Chaque échantillon a été identifié macroscopiquement pour déterminer la
consistance. Le parasite a été retrouvé dans des échantillons diarrhéiques avec un taux de 75%
et dans des échantillons non diarrhéiques par un taux de 17,6%. L'examen microscopique a
relevé 12 cas positifs soit un taux de 41,3%. L’age semble jouer un rdle important dans la
cryptosporidiose. En effet, Cryptosporidium sp a été isolé dans toutes les tranches d’age. Les

femelles sont plus touchées que les males avec des taux respectivement de 71,4% et 31,8%.

Mots clés: Cryptosporidium sp, espéce canine, coloration de Ziehl-Neelsen modifiée.



Abstract

A total of 29 samples of faecal material were analyzed by the concentration technique followed
by modified Ziehl-Neelsen staining. Each sample was identified macroscopically to determine
consistency. The parasite was found in diarrheal samples with a rate of 75% and in non-
diarrheal samples with a rate of 17.6%. Microscopic examination found 12 positive cases i.e. a
rate of 41.3%. Age seems to play an important role in cryptosporidiosis. Indeed,
Cryptosporidium sp has been isolated in all age groups. Females are more affected than males

with rates of 71.4% and 31.8% respectively.

Key words: Cryptosporidium sp, canine species, coloring of Ziehl-Neelsen modified.
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Introduction

La cryptosporidiose chez le chien a Cryptosporidium sp. est une protozoose intestinale le plus
souvent asymptomatique mais qui peut se manifester cliniquement par des troubles digestifs,
généralement de la diarrhée, affectant plus particulierement des chiens jeunes et/ou
immunodéprimés. En outre, des infections intercurrentes chez des animaux immunodéprimés
telles que la parvovirose ou l'isosporose intestinale, majorent I'intensité de I’expression clinique
(Tyzzer 1910, Denholm et a/ 2001).

Elle est généralement due a l'infection des animaux par I'espéce Cryptosporidium canis. Elle

semble affecter principalement des chiens jeunes, de moins d’un an, et n’occasionne que
rarement des signes cliniques, peu spécifiques (diarrhée aigue ou chronique, amaigrissement).

C. canis a été identifié chez deux chiots agés de 8 et 9 semaines, excréteurs d’ookystes (Mac
Reynolds et al 1999, Denholm et al 2001) Il n’y a pas de prédispositions sexuelles, ni d’effet
race. Les collectivités canines ne sont pas plus touchées que les chiens vivants seuls chez des
particuliers. Il existerait une influence saisonniére d’apres HAMNES et a/ (2007) : I'hiver serait
plus propice au développement des cryptosporidies. Enfin, il semble que la cryptosporidiose
affecte préférentiellement les chiens au statut immunitaire déficient.

Les chiots sont plus fréquemment infectes en dessous de six mois d’age ce qui est cohérent
avec les travaux en infection expérimentale : on constate en effet une diminution de I'excrétion
avec lI'augmentation de I'age, et s’il n’existe pas d’étude sur I'évolution de l'infection avec le
développement de I'immunité chez le chien, il est tentant d’appliquer dans cette espéce les
observations faites chez les ruminants, a savoir I’acquisition d’une résistance a I'infection avec
I'apparition de I'immunité. (Milstein et Goldsmith 1995, O’Donoghue 1995, Lindsay et Zajac
2004).

Notons que la cryptosporidiose chez I'espece canine n’a pas fait I'objet a notre connaissance,
d’étude en Algérie. Il nous a apparu opportun d’entreprendre une telle investigation pour un
double objectif :

- Rechercher les cryptosporidies dans les feces de chien.
- Evaluer I'impact des cryptosporidies sur les sujets atteints.



CHAPITRE 1

GENERALITES SUR LE CRYPTOSPORIDIUM



Chapitre 1 : Généralités sur cryptosporidium

I-HISTORIQUE

Le parasite a été observé pour la premiere fois dans les glandes gastriques d’une souris de
laboratoire Mus musculus en 1907 par Tyzzer, qui lui donna le nom de Cryptosporidium muris.
Ce méme chercheur observa a nouveau ce protozoaire dans le petit intestin de la souris en
1912, mais comme il était plus petit que le premier, il le considéra comme une espece
différente et le nomma C. parvum. Plusieurs années s’écoulérent avant que Slavin (1955)
décrive une nouvelle infection le C. meleagridis dans le systeme digestif de la dinde (Meleagris
gallopavo). Puis, c’est dans les années 70 que plusieurs rapports d’études vétérinaires montrent
un lien entre Cryptosporidium spp et des cas de diarrhée chronique chez le bétail.

La premiere infection due a Cryptosporidium spp chez ’lhomme est diagnostiquée en 1976 chez
un enfant immunocompétent de trois ans, mais atteint d’'une entérocolite aigue. En 1982,
quelques personnes en bonne santé aupres de bétail sont infectées par des entéroparasites du
genre Cryptosporidium. Depuis ce temps, I'infection est associée a des signes cliniques pouvant
étre séveres, autant chez les personnes immunodéficientes que chez les personnes saines.
L’épidémie la plus connue est celle de 1993 a Milwaukee (Etats-Unis d’Amérique). Elle aurait
touché plus de 400 000 personnes ayant bu de I'eau de robinet contaminée. La source
d’approvisionnement en eau potable de la ville de Milwaukee aurait été contaminée par I'eau
de ruissellement ayant transporté des ookystes de Cryptosporidium spp excrétés par le bétail
paissant pres des rivieres du bassin versant du lac Michigan. D’autres sources potentielles de
contamination ont été identifiées, telles que les eaux usées municipales et les abattoirs situés
pres de ces rivieres. D’ailleurs, les personnes travaillant avec des animaux, principalement le

bétail, sont plus sujet a se faire parasiter par Cryptosporidium spp

II-TAXONOMIE

Depuis la découverte de ce protozoaire en 1907 par Ernest E. Tyzzer dans l'intestin gréle de
souris (Mus musculus), de multiples especes de cryptosporidies ont été mises en évidence et la
dénomination de ces especes a été I'objet de nombreuses modifications.

Dans le cadre de notre étude, nous nous intéresserons particulierement a Cryptosporidium
canis, une espece de cryptosporidie mise en évidence dans l'intestin gréle du chien.

La position systématique de Cryptosporidium spp au sein des protozoaires est décrite au

tableau suivant (tableau 1) :



Chapitre 1 : Généralités sur cryptosporidium

Tableau 1 : Classification taxonomique de Cryptosporidium spp.

(www.taxonomy.nl/taxonomicom)

Classification

Nom

Caractéristique biologique

Empire

Eukaryota

- Cellules possédant un noyau avec une

enveloppe nucléaire.

Regne

Protozoa

- Eucaryote unicellulaire.

Embranchement

Apicomplexa

- Présence d’un complexe apical (réle dans la
pénétration du parasite au sein de la cellule

hote) chez les formes invasives.

Classe

Coccidea

- Oocystes contenant des sporozoites

infectieux résultant de la sporogonie.

Sous-classe

Coccidiasina

- Cycle biologique comprenant des stades de

schizogonie, gamétogonie et sporogonie.

Ordre

Eucoccidiorida

- Etape de schizogonie, aussi appelée

mérogonie, toujours présente.

Sous-ordre

Eimeriorina

- Développement indépendant des micros et

Macrogametes.

Famille

Cryptosporidiidae

- Oocystes contenant 4 sporozoites nus (pas de
sporocystes contrairement aux Eimeriidae).

- Cycle biologique monoxene (un seul hote).

- Développement intracellulaire
extracytoplasmique.

- Développement sous la bordure en brosse

des cellules épithéliales colonisées.

Genre

Cryptosporidium

- Absence de sporocyste. L'oocyste renferme 4

sporozoites nus.




Chapitre 1 : Généralités sur cryptosporidium

I1II-BIOLOGIE (CYCLE BIOLOGIQUE)

Le cycle de développement de Cryptosporidium sp chez le chien reste a ce jour inconnu.
Contrairement a 'Homme chez qui des infections respiratoires, oculaires, pancréatiques ou
hépatiques ont été décrites, aucune infection extra-intestinale chez le chien n’a été rapportée a
ce jour.

L'héte se contamine par voie oro-fécale : eau ou aliment contaminés, léchage de zones
souillées contenant des ookystes.

Au sein du tractus digestif, les 4 sporozoites se liberent de I'ookyste sous I'action de la bile. Les
étapes suivantes sont toutes intracellulaires dans une vacuole parasitophore au sein de la
bordure en brosse et séparées du cytoplasme par un organe qui joue un role dans la nutrition
du parasite.

Les sporozoites infectent les cellules intestinales, se transforment en trophozoites puis, par
multiplication asexuée en schizontes de type I. Ces schizontes éclatent et liberent alors 8
mérozoites de type | qui colonisent a leur tour d’autres cellules intestinales et se transforment
en schizontes de type Il. En éclatant, ils liberent a leur tour 4 mérozoites de type Il qui peuvent
étre I'objet d’une reproduction asexuée. Ces mérozoites de type Il pénetrent dans les cellules
intestinales et sont a I'origine des formes de la reproduction sexuée : un microgamétocyte
donnant des microgametes non flagellés et un macrogamétocyte a I'origine d’'un macrogamete.
La fécondation du macrogamete par un microgamete forme les ookystes, dont la particularité
est leur sporulation endogene. Suivant I'épaisseur de la paroi, deux types d’ookystes sont
distingués. Les ookystes a paroi fine sont auto-infectants tandis que les ookystes a paroi épaisse
sont excrétés dans les feces. Ces derniers sont donc directement infectants.

La période entre la contamination et I'excrétion des formes infectantes, c’est-a-dire des
ookystes, appelée période pré-patente dure entre 2 et 14 jours, mais elle n’a pas encore été
étudiée chez le chien. La période correspondant a la durée de I'excrétion des ookystes, appelée
période patente, est comprise chez le chien entre 3 et 33 jours pour Cryptosporidium parvum.

(Augustin-Bitchl et al 1984, Kirkpatrick et Dubey 1987, Lloyd et Smith 1997).
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Figure 1 : Cycle évolutif de Cryptosporidium spp dans l'intestin gréle, démontrant les étapes

intracellulaires et extracellulaires connues (d’aprés Hijjawi et al 2004, Barta et Thompson 2006).
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I-EPIDEMIOLOGIE DESCRIPTIVE

La cryptosporidiose animale est présente sur les six continents, aussi bien dans des zones
tropicales que tempérées (O’Donghue 1995).

La prévalence de la maladie représente le nombre d’animaux infectés par le genre
Cryptosporidium spp a un moment donné et dans une population donnée. Cependant, la
plupart des études menées sur le sujet visent a déterminer la prévalence d’excrétion, c’est-a-
dire le nombre d’animaux excrétant des oocystes indépendamment de leur statut clinique a un
moment donné.

La détermination de la prévalence d’excrétion chez les especes domestiques a fait I'objet d’un
grand nombre d’études.

Chez le chien, la prévalence d’excrétion varie en fonction des études entre 0 et 11%, elle est
estimée a 10% en France (Rapport AFSSA 2002, Bourdais-Massenet 2008).

Les études de prévalence étant difficiles a mener, il n’existe pas ou peu de données pour les

especes sauvages.

II-EPIDEMIOLOGIE ANALYTIQUE

1- SOURCE DE PARASITE

Les sources d’ookystes sont les animaux excréteurs, qu’ils aient présentés ou non des
symptomes. La contamination des chiots en bas-age est due au léchage des mamelles, flancs ou
périnée de la mere excrétrice, mais aussi par I'environnement, eau et alimentation (Barr

1997, Derouin et al 2002).

La période patente de C. parvum chez le chien dure entre 3 et 33 jours, les ookystes excrétés
provoquant alors la contamination de I'environnement. Aucune durée spécifique a C. canis

n’est connue a I’heure actuelle. (Kirkpatrick et Dubey 1987, Lloyd et Smith 1997).

2- RESISTANCE DU PARASITE

Les oocystes possedent des propriétés biologiques leur conférant une grande résistance dans le
milieu extérieur, ils sont extrémement résistants et peuvent rester viables et infectieux dans
I’environnement, jusqu’a plusieurs mois dans I'eau, les matieres fécales et I'eau de mer pour
une température comprise entre 0°C et 30°C. En effet, il a été montré qu’ils peuvent survivre

plusieurs mois dans des conditions favorables d’humidité et de chaleur. (Derouin et a/ 2002).
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Des variations de température naturelles et de nombreux désinfectants classiques (crésyl,
dérivés iodés, hypochlorite...) n’inhibent pas leur pouvoir infectant.

Seuls I'ammoniac a 5%, le formaldéhyde a 10% ainsi que les températures élevées (1 minute a
72°C ou 5 minutes a 64°C) peuvent les détruire (Barr 1997, Derouin et al 2002, Lindsay et Zajac
2004).

3- RECEPTIVITE, SENSIBILITE ET MODES DE TRANSMISSION

La cryptosporidiose infecte un trés grand nombre d’espéces animales aussi bien domestiques
gue sauvages.

La majorité des cas décrits intéresse des chiens jeunes, agés de moins d’un an.

Des cryptosporidioses ont cependant été décrites chez des animaux agés, dont les examens
paracliniques ont permis de conclure a une immunodépression. Les animaux, immunodéprimés
et atteints d’une affection intercurrente présentent des symptémes exacerbés.

La transmission du parasite se fait essentiellement par voie oro-fécale, via l'ingestion
d’oocystes directement émis dans les feces de I’hote précédent.

Ce parasite ne se multiplie pas dans I’environnement et lI'infection résulte d’'une exposition
directe, c’est-a-dire d’animal a animal, de ’'homme a ’lhomme, ou indirecte; par le biais de la
nourriture, de I'eau, I'air contaminé, mais également du personnel s’occupant des animaux, des

locaux ou du matériel utilisé... (Fayer et al 2000).

4- FACTEURS DE RISQUE

A-FACTEURS LIES A L’ANIMAL
L’AGE

La plupart des protozoaires parasites digestifs infectent majoritairement les jeunes animaux,
tels que les chiots; les animaux plus agés sont pour la plupart immunisés et développent
rarement des signes cliniques, a I'exception des animaux agés, atteints d’une maladie
chronique, ou immunodéprimés et des femelles pendant leur gestation ou leur lactation. Les
animaux agés peuvent néanmoins constituer une source d’éléments infectants.

Chez le chien, la majorité des cas décrits de cryptosporidiose concerne des animaux de moins

d’un an. (Paraud et Chartier 2012).
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LE STATUT IMMUNITAIRE

Comme chez 'Homme, le statut immunitaire de I'animal joue un role dans l'installation de
I'infection. Celle-ci sera facilitée chez un individu présentant une immunodéficience, qu’elle soit
naturelle ou acquise. Ainsi des infections séveéres ont été décrites chez des animaux
immunodéprimés tels que des chats, des chiens, des chevaux et des singes. (O’Donoghue
1995).

Le statut immunitaire influencerait la sévérité mais aussi la distribution de I'infection. (Fayer et
Ungar 1986).

Les critéres de sensibilité de I’h6te jouent un role dans I'apparition de la cryptosporidiose mais
peuvent également étre a I'origine d’une augmentation des taux de mortalité dus a la maladie.

(Chartier et Paraud 2010).

B-CONDITIONS D’ELEVAGE

La gestion de I'élevage dans son ensemble peut étre a l'origine d’'une augmentation de la
prévalence de la cryptosporidiose.

De nombreuses études ont pu mettre en évidence différents facteurs de risque tel que
I'environnement, I’alimentation, le stress d’un sevrage trop précoce, les transports ...etc.
(www.esccap.fr).

L’ENVIRONNEMENT

Les chiens vivant en collectivité (élevage, chenils, refuges pour animaux) présentent un plus
grand risque d’infection par ce protozoaire.

L’environnement du chien influence le risque d’étre contaminé par le protozoaire. En effet, les
chiens habitant un refuge ont un risque de contamination plus élevé, car le stress affaiblit leur
systeme immunitaire. lls ont également plus de contacts avec d’autres chiens et la possibilité de
se réinfecter. En Corée, une étude effectuée sur 257 chiens établit une prévalence de
Cryptosporidium spp atteignant 9,7%, les plus atteints étant les chiens de compagnie (13,8%),
suivis par les chiens de garde (10,1%) puis par les chiens de ferme (6,1%). Cependant, en
Espagne, il n’existerait pas de différence statistiquement significative de la prévalence de
Cryptosporidium spp chez les chiens errants et les chiens de compagnie.

Une mauvaise hygiéne ou une surpopulation augmente encore ce risque. (www.esccap.fr).
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L’ALIMENTATION

Les habitudes alimentaires pourraient également étre des facteurs de risque; en effet les
chiens qui chassent des rongeurs ou qui sont nourris avec de la viande, des abats ou des
visceres crus sont plus fréquemment infestés par ce parasite. (www.esccap.fr).

LOCALISATION ET DEPLACEMENTS

La plupart des protozooses digestives sont largement répandues en Europe et les voyages ne
présentent pas un facteur de risque plus important que les déplacements proches.

(www.esccap.fr).
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I-PATHOLOGIE

1-SYMPTOMES ET LESIONS

La cryptosporidiose est le plus souvent asymptomatique et donc sous-estimée.

Lorsqu’elle est exprimée cliniquement par I'animal, les symptomes sont frustes. Elle peut
engendrer une diarrhée de l'intestin gréle (fréquence normale des défécations mais dont le
volume est augmenté) chronique ou intermittente, accompagnée d’un amaigrissement et dans
les cas séveres une dysorexie chronique. Des vomissements ont été rapportés chez un chiot
atteint d’'une forme gastro-intestinale de cryptosporidiose. (Sisk et al 1984, Greene et al 1990,
Barr 1997, Denholm et al 2001, Miller et al 2003, Lindsay et Zajac 2004).

Enfin une adénomégalie des noeuds lymphatiques mésentériques est rarement décrite.
L’examen histo-pathologique des intestins présente des lésions de nécrose et d’inflammation
modérée, un élargissement des cryptes et une fusion des villosités. Ces lésions intéressent
I'intestin gréle, sans distinction entres ses différentes portions, duodénum, jéjunum ou iléon.
Dans la forme gastro-intestinale décrite par Miller et al (2003), I'estomac ne présente pas de

|ésions histologiques. (Wilson et al 1983, Willard et Bouley 1999).

Figure 2 : Coupe histologique colorée a 'Hémalin-Eosine-Safran d’un intestin parasité par

Cryptosporidium parvum (Source : NARO).
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2-POUVOIR PATHOGENE

Tzipori et Ward (2002) ont décrit le pouvoir pathogéne de C. parvum. Les cryptosporidies
colonisent la bordure en brosse de l'intestin gréle, provoquant une diminution de surface
d’épithélium mature, a l'origine d’un raccourcissement et de la fusion des villosités. Cela
entraine une diminution de I'absorption des fluides, des électrolytes et des nutriments.
Néanmoins, les mécanismes précis par lesquels Cryptosporidium provoque une malabsorption,
une diarrhée et un amaigrissement ne sont pas encore parfaitement élucidés.

Les mécanismes par lesquels C. canis engendre des symptdmes chez le chien sont a I'heure
actuelle inconnus. La dose infectante minimale chez le chien est aussi inconnue. Par contre chez
I’homme, des infections expérimentales ont montré qu’entre 1 et 10 ookystes de C. parvum
peuvent engendrer une cryptosporidiose.

En conclusion, les symptomes de la cryptosporidiose chez le chien sont inexistants ou frustes
quand ils sont présents. Les lésions occasionnées par cette infection entrainent des diarrhées
chroniques ou intermittentes ainsi qu’un amaigrissement dont I’étiologie nécessite le recours

aux examens complémentaires. (Okhuysen et al 1999).

1I-DIAGNOSTIC

1-DIAGNOSTIC EPIDEMIOLOGIQUES ET CLINIQUE

Peu d’éléments épidémiologiques permettent de suspecter une cryptosporidiose. Les
symptomes sont frustes et le plus souvent inexistants.

Lors de diarrhée chronique, d’abattement, et d’amaigrissement, un examen coprologique peut
étre effectué pour rechercher d’éventuelles cryptosporidies.

Néanmoins, de nombreux chiens restent asymptomatiques et la recherche de cryptosporidies
peut s’inscrire dans le cadre d’un dépistage systématique si 'animal appartient a des personnes
dont le profil immunitaire est altéré par des affections immunodépressives. (Okhuysen et al

1999).
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2-DIAGNOSTIC DE LABORATOIR (COPROSCOPIE)

A-LES TECHNIQUES DE CONCENTRATION

METHODE DE SEDIMENTATION
Ce sont des méthodes particulierement intéressantes pour la recherche des éléments lourds,

elles s’effectuent par une dilution fécale dans un liquide de densité inférieure a celle de ces
éléments parasitaires, qui se concentrent par décantation. (Kamoun et Fredjville 2002).
METHODE DE FLOTTATION

C’est une méthode utilisée pour la recherche des éléments parasitaires légers, qui s’effectue
par dilution fécale dans un liquide a densité supérieure a celui de ces derniers (les éléments
parasitaires) qui se concentrent a la surface. Parmi lesquelles, on peut distinguer la technique

de flottation dans une solution saturée. (Kamoun et Fredjville 2002).

B-LES TECHNIQUES DE COLORATION

Les techniques de coloration utilisées pour les ookystes de Cryptosporidium spp sont basées sur
les propriétés de coloration alcoolo-acido-résistante de leur membrane. Ces techniques
comprennent la technique de Ziehl-Nielsen modifiée (la plus utilisée), et la technique Kinyoun.
La coloration est couramment utilisée dans les techniques de diagnostic puisqu’elle permet plus
facilement de repérer les parasites, de reconnaitre leur morphologie et de compter les

ookystes. (Baillargeon 2004).

Figure 3 : Frottis fécal coloré par la technique de Ziehl-Neelsen modifiée. Les ookystes de
Cryptosporidium spp mesurent entre 4.2 et 5.4 um. Les sporozoites peuvent étre visibles dans
certains ookystes et ils sont disposés en périphérie, chez I'espéce canine (Source : Internet
«dpd.cdc.gov», Image provenant de I’Oregon State Public Health Laboratory).
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C-LE MARQUAGE IMMUNOLOGIQUE

Différents tests ont été commercialisés a I'attention des vétérinaires afin de diagnostiquer une
cryptosporidiose.

lIs reposent sur des méthodes d’'immunofluorescence direct ou de méthode ELISA.

Ces tests développés pour détecter Cryptosporidium parvum dans des échantillons de selles,
permettent aussi de mettre en évidence les autres espéces de Cryptosporidies et notamment C.
canis ou Cryptosporidium felis (Graczyk et al 1996, Mtambo et a/ 1992, Kim et al 1998).

Il est cependant nécessaire en cas de positivité du test ELISA d’effectuer un examen
coprologique conventionnel car les tests ELISA créent de nombreux faux-positifs. En effet, ce
test crée de nombreux faux positifs pour des échantillons de selles, dépourvus de Giardia ou
cryptosporidies, mais contenant des ookystes de coccidies. (Johnston et a/ 2003, Cirak et Bauer
2004).

Néanmoins, I'avenement des techniques moléculaires tels que la PCR a permis d’obtenir une
meilleure sensibilité des tests diagnostiques en comparaison avec les tests ELISA ou IFA, et ces

nouveaux tests PCR-RFLP permettent de faire la distinction entre différentes espéces de

Cryptosporidium : C. felis, C. canis, C. hominis ou C. parvum. (Lindegard et al 2003).

Figure 4 : Oocystes de Cryptosporidium spp (petits éléments verts) et kystes de Giardia
(éléments verts de taille moyenne) observés en immunofluorescence aprés concentration des
oocystes (concentration a 'acétate d’éthyle) (X400).

(Anses Laboratoire de Niort).
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D-LE MARQUAGE MOLECULAIRE

Le diagnostic moléculaire par 'utilisation de la réaction en chaine par polymérase (PCR) est la
technique la plus efficace et cela, autant pour les études cliniques que pour les études
environnementales. Cette technique, mise au point par Dr Kerry Mullis, se base sur
I'amplification d’un fragment spécifique d’ADN. L’ADN amplifié peut ensuite étre visualisé sur
gel d’agarose et étudié par différentes techniques telles que I’'hybridation, I’'analyse des RFLP ou
encore le séquengage direct. (Voet 1998, Kaushik et al 2008).

L’amplification exponentielle du locus choisi permet a la PCR de détecter des séquences cibles
présentes en nombres extrémement faibles dans un échantillon. Cela en fait une méthode tres
sensible. Cependant, une étude menée par Webster et collaborateurs (1996) montre qu’un
seuil minimal de 1 600 ookystes par gramme de matieres fécales doit étre atteint pour que la
PCR détecte le protozoaire. De plus, I'extraction d’ADN et son amplification sont plus ardues
lorsque les échantillons proviennent de matieres fécales et de I'environnement. Les
échantillons provenant de matieres fécales et de I’environnement contiennent des substances
inhibitrices de la « Tag polymérase ». En effet, une faible concentration de bile, de bilirubine et
des polysaccharides complexes en provenance des matieres fécales peuvent inhiber I'activité
de la « Taq polymérase » et donc la PCR. (Widjojoatmodjo et al 1992, Monteiro et al 1997).

La technique de séparation immunomagnétique (IMS) couplant des billes magnétiques a un
anticorps, permet de se débarrasser des impuretés qu’elles soient biologiques, particulaires ou
chimiques. (Webster et al 1996, Baillargeon 2004).

Il existe plusieurs variantes de techniques moléculaires conduisant a une grande variété

d’applications. Les techniques suivantes ont été utilisées pour le dépistage de Cryptosporidium

spp

E-LA COMPARAISON DE CES TECHNIQUES

A I'exception de la PCR, technique trop lourde, toutes ces méthodes sont indiquées dans la
recherche des ookystes de cryptosporidies dans les feces des animaux et des humains
diarrhéiques. Les techniques de flottation et de coloration unissent ou combinent le faible coit

et la simplicité a une sensibilité suffisante pour ce type de recherche. (Tartera 2000).

17



Chapitre 3 : Etude clinique

Tableau 2 : Comparaison des méthodes d’identification des ookystes de C. parvum.

(Naciri et al 1999).

Méthode Simplicité Colt Temps Sensibilité Fiable
ZIEHL-NELSEN +++ + ++ ++ +++
HEINE +++ + ++ ++ +++
Flottation ++++ + + +++ 4+
ELISA + +++ +++ +++ +++
Immunofluorescence | + +++ +++ +++ +++

Codification : + : moyen, ++ : bon, +++ : trés bon, ++++ : excellent.

Les marquages immunologiques et la PCR autorisent la mise en évidence des porteurs
asymptomatiques car leurs sensibilités est trés bonne, mais de par sa simplicité et son faible
co(t, 'immunofluorescence semble étre la technique de référence pour ce type de recherche.

(Tartera 2000).

III-METHODE DE LUTTE

1-TRAITEMENT

Plus d’'une centaine de molécules ont été essayées sur des modeles animaux et peu ont montré
une efficacité clinique probante. (Blagburn et Soave 1997).

La paromomycine (165mg/kg PO 5j) et le nitazoxanide (25mg/kg PO 28j) ont montré une
certaine efficacité dans le traitement de la cryptosporidiose chez des chats, faisant disparaitre
I'excrétion d’ookystes et la diarrhée associée. Ces traitements ne sont cependant pas
dépourvus d’effets secondaires et peuvent étre a l'origine d’insuffisance rénale aigué, si
I’antibiotique franchit la barriere digestive, a la faveur d’ulceres par exemple. (Barr et a/ 1994,
Gookin et a/ 1999,2001).

Le lactate d’halofuginone est utilisé uniquement chez les bovins. Actif sur les formes libres de C.
parvum, il est administré dans les 24 a 48 heures suivant la naissance du veau et dans les 24
heures suivant I'apparition de la diarrhée. Cette molécule n’est pas utilisée chez les carnivores

domestiques.
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La clindamycine utilisée a la posologie de 15mg/kg PO toutes les 8 heures pendant 6 jours a été
utilisée chez un Pointer de 5 ans, sans parvenir a endiguer I'excrétion d’ookystes.

La paromomycine a été utilisée chez un petit nombre de chiens atteints de cryptosporidiose.
Son administration enraye I'excrétion d’ookystes en 5 jours. (Greene et al 1990, Barr et al
1994).

Finalement, seule la paromomycine, disponible en France pour le traitement des
cryptosporidioses humaines, semble avoir un intérét dans le traitement de la cryptosporidiose
chez le chien. En dépit de son efficacité, I'administration de cet antibiotique aminoside
nécessite une certaine prudence en raison de son utilisation hors-AMM et des risques de

résistance que son utilisation chez nos animaux de compagnie pourrait provoquer.

2-PROPHYLAXIE

Aucune mesure préventive n’est recommandée de maniere spécifique. Il reste cependant a
appliquer des mesures de précaution, inhérentes a de bonnes pratiques d’élevages :

-Retrait immédiat des déjections.

-Isolement des animaux malades.

-Traitement et utilisation d’un lazaret pour les animaux malades et en particulier ceux
présentant un syndrome diarrhéique.

-Nettoyage et désinfection des équipements et locaux contaminés.

-Elimination correcte des cadavres animaux.
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Partie experimentale

I.OBJECTIF

Notre étude a été réalisée dans quelques régions de la daira de Lakhdaria durant le printemps
sur des chiens de ferme dont le but est de connaitre I'incidence de la cryptosporidiose chez

cette espece et d’évaluer la prévalence de la maladie.

1. ZONE D’ETUDE

Les prélevements ont été réalisés sur 29 chiens vivants dans des fermes, dont les élevages sont
a vocation ovins, bovins et volailles. Les fermes sont situées dans des régions différentes de la

daira de Lakhdaria (WILAYA DE BOUIRA). (Figure 1)

/

AT
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Figure 1 : carte géographique de la wilaya de Bouira. (www.carte-algerie.com/plan-28807-

wilaya-de-bouira.htm).
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2. POPULATION ETUDIEE

La population cible est constituée de 29 chiens des 2 sexes, dont I'age varie de 20 jours a 72
mois, de race berger allemand, rottweiler, commune, pitbull, non déparasités. Ils sont

nourris a base des déchets de cuisine et des carcasses des volailles morts.

Photo 01 : promiscuité avec des volailles. Photo 02 : promiscuité avec des ovins.

Photo 03 : chien de ferme.

(Photo personnelle, 2018)
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Il. MATERIELS ET METHODES
1. MATERIEL (VOIR L’ANNEXE)

2. RECOLTE DE PRELEVEMENT

Des échantillons fécaux de 29 chiens ont été récoltés dans le printemps et I'hiver dont 8 en
hiver et 21 en printemps. Les échantillons ont été effectués directement dans le rectum,
conservés dans des boites propres et hermétiquement fermées, portant des étiquettes avec

les renseignements d’identification de chien.

La fiche de renseignement est établie pour chaque chien et comportant toutes les
informations notamment I'dge, le sexe, la race, la date du prélevement, la promiscuité avec

d’autre espéces et la consistance des feces (voir annexe).

Il est recommandé de les conserver au frais a (+4C°) et a l'abri de l'air pour éviter
I’excystation prématurée des ookystes et réduire la multiplication bactérienne ou fongique

pouvant géner le traitement ultérieur. Les prélevements ne doivent pas étre congelés.

3. METHODE

3- A. LATECHNIQUE UTILISEE
La technique utilisée pour la mise en évidence du Cryptosporidium sp, la technique de
concentration de Ritchie simplifiée par Allen et Ridney (1970) suivie par la coloration de
ZIEHL- NEELSON modifiée par HENREKSEN et POHLENZ. C’est une technique de référence,

qui est sensible, spécifique et donne des résultats fiables.

La technique de concentration a pour but de réunir dans un faible volume des parasites

dispersés dans une masse de selle.

3-B. REACTIFS UTILISES (VOIR L’ANNEXE)
4. MODE OPERATOIRE

4- A. CONFECTION D’UN FROTTIS FECAL

e Le frottis doit étre mince et adhérant a la lame.

e Ftaler sur une lame préalablement numérotée et parfaitement dégraissée de
fagon a obtenir un frottis mince.

e Laisser sécher a l'air.

23



Partie expérimentale

4- B. FIXATION ET COLORATION DE FROTTIS

Avec un agitateur en verre, délayer progressivement 5 g de selles dans 2 a 3 fois leur
volume avec le formol a 10%.
Laisser sédimenter quelques minutes jusqu’a I'obtention d’un surnageant dépourvu de
débris.
Verser le surnageant dans 2 tubes coniques de 15 ml.
Ajouter de I'éther : le 1/3 du volume décanté.
Laisser environ 1 cm de 'ouverture du tube qui permet I'émulsion de matieres fécales
pendant I'agitation.
Fermer le tube et agiter énergétiquement de fagon a obtenir un liquide homogene.
Centrifuger 5 mn a 2500 tours/mn.
Apres centrifugation : 4 couches : - Couche d’éther de couleur jaune.

- Anneau constitué de gros débris.

- Couche aqueuse.

- Culot (les éléments parasitaires).

Jeter énergétiquement le surnageant constitué par 3 couches.

A l'aide d’une pipette Pasteur mélanger le culot.

Etaler le frottis a I'aide d’une lame.

Fixer au méthanol pendant 5 mn.

Colorer les lames dans la fuchsine phéniquée pendant 1 h.

Rincer a I’eau de robinet.

Différencier dans de I'acide sulfurique a 2% pendant quelques secondes (80s).
Rincer a I’eau de robinet.

Contre colorer avec du vert de malachite pendant 10 mn.

Rincer a I’eau de robinet.

Laisser sécher et observer au microscope (X40 et X100 en utilisant I’huile a immersion).
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Photo 04 : étalement de frottis. Photo 05 : séchage a l'air.

Photo 06 : fixation au méthanol pendant Photo 07 : colorer dans la fuchsine

5mn phéniquée pendant 1 h

Photo 08 : rincer a I'eau Photo 09 : différencier avec |'acide

Sulfurique a 2% pendant 1 h
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Photo10 : rincer a I’eau. Photo 11 : contre colorer au vert de

Malachite a 5% pendant 10 mn

Photo12 : rincer a I'eau photol13 : sécher a lair

Photo 14 : observation microscopique a immersion
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LECTURE :

La lecture se fait au microscope optique a I'objectif G x 40 puis G x 100, avec huile a
immersion a l'objectif en mettant au point sur le coin supérieur gauche, puis en
déplacant la lame régulierement d’avant en arriere ou de haut en bas afin d’examiner la

lame dans son entier d’'une facon systématique.

Figure 02 : technique d’observation au microscope.

Photo 15 : oocyste de Cryptosporidium sp (photo personnelle).
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lll. RESULTAT ET DISCUSSION

1.

RESULTAT

Tableau 1 : distribution des échantillons :

Espéce | Prélevement

Contact avec autre especes | Positifs

Fréquence

Canine 29

Bovins, ovins, volailles 12

41.3%

M cas positfs M cas négatifs

Figure 03 : distribution des échantillons analysés.

Sur les 29 échantillons prélevés, Cryptosporidium sp a été trouvé dans 12 échantillons,

soit un taux de 41.3%.

Tableau 2 : distribution des échantillons selon le sexe :

Sexe Nombre Cas positifs Fréquence
Male 22 7 31.8%
Femelle 7 5 71.4%
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mmales M Femelles

Figure04 : distribution des échantillons positifs selon le sexe.

Il semble que les femelles sont plus touchées que les males avec des taux de 71.4% et 31.8%

respectivement.

Tableau 3 : distribution des échantillons selon la consistance :

Consistance Prélevements Cas positifs Fréquence
Diarrhéique 12 9 75%
Non diarrhéique 17 3 17.6%

m diarrhéique

H non diarrhéique

FIGURE 05 : distribution des échantillons selon la consistance.

Les échantillons diarrhéiques sont plus souvent infestés que les échantillons non diarrhéiques

avec des taux respectivement 75% et 17.6%.
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Tableau 4 : distribution des échantillons selon I’age :

Age Cas positifs Fréquence
20 jours — 6 mois 2 66.6%
6 —12 mois 2 33.3%
1-6ans 8 40%
20 j - 6 mois M6-12 mois M1-6ans

Figure 06 : distribution des échantillons selon I'age.

La tranche d’age la plus touchée se situe entre 20 jours — 6 mois avec un taux de 66.6%. Puis,

les chiens appartenant a la tranche d’age 1- 6 ans avec un taux de 40%. Par contre les chiens

appartenant a la tranche d’age 6- 12 mois sont moins sensibles avec un taux de 33.3%.

Tableau 5 : distribution des échantillons selon la saison :

Saison Cas positifs Fréquence
Hiver 4 50%
Printemps 8 38%
W hiver printemps
| 38% |
J
hiver printemps

Figure 07 : distribution des échantillons selon la saison.
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Il semble que les chiens sont plus touchés en hiver qu’en printemps avec des taux de 50% et

38% respectivement.

2. DISCUSSION :
Des études sur la cryptosporidiose chez le chien et la mise en évidence du parasite dans les

matieres fécales du chien sont rares en Algérie.

Selon Giangasper et al (2006), la promiscuité des élevages des ruminants, le mode d’élevage
pratiqué, les eaux de ruissellement ainsi que la nature géologique des sols pouvant contribuer a
contaminer l'environnement des élevages. Ces derniers sont des sources potentielles de

Cryptosporidium sp auquelle est sensible le chien. (Farrigton M et al,1995).

Pour cela, nous avons réalisé cette étude qui consiste a la recherche du Cryptosporidium sp
dans les matieres fécales des chiens vivant dans les fermes appartenant aux élevages de bovins,
ovins et volailles et attirer I'attention sur le danger du Cryptosporidium sp comme agent

entéropathogene chez le chien et transmissible a I’homme.

A Iissu de notre étude, il ressort que le parasite a été identifié dans plusieurs fermes. En effet,
sur les 29 échantillons prélevés et analysés apres coloration de Ziehl- Neelsen modifiée, le
Cryotosporidium sp a été trouvé dans 12 échantillons fécaux, soit un taux de 41,3%. Nos
résultats sont élevés par rapport a ceux rapportés par Philipin G (QUEBEC, 2005) ; Rinadi et a/
(Italie, 2008) ; Dubna et al (République Tcheque, 2007) ; Ab et al (Japan, 2008) ; Juett et al
(Kentucky, 1996), Causapé et al (Espagne, 1996) avec des taux variés entre 4,2 et 17%. En Corée
une étude effectuée en 1998 sur des chiens de fermes enregistré un taux de 6,1%. (Tyzzer
1910, 1912, Ungar et al 1990, Xiao et al 1993, Webster et al 1996, Willard et Bouley, 1999,
Tzipori et Ward 2002).

A I'opposé, en 2007 Thomaz et al, lors d’'une étude sur 9 chiens au Brésil, ont trouvé une
prévalence de Cryptosporidium sp égale a 100%. Nos résultats sont supérieurs aux premiers et

inferieurs a ce dernier.

Nos résultats soulignent que les femelles sont plus infectées que les males avec des taux 71.4%
et 31.8% respectivement ce qui n’a pas été montré dans les travaux effectués par Hammes et al

(2007) ; Mundim et al (2007) tout en expliquant que la prévalence ne varie pas avec le sexe de
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I'animal. Cependant, on ne peut pas considérer que le sexe est un facteur qui influence la

réceptivité et la sensibilité au Cryptosporidium sp. (Giangaspero et al 2006).

A Iissu de notre étude, nous constatons que les échantillons diarrhéiques sont plus infectés
que les échantillons non diarrhéiques avec des taux 75% et 17.6% respectivement. Selon,
Causapé et al en 1996 expliquent que la prévalence du parasite est plus élevée chez les chiens
diarrhéiques avec un taux de 30% par rapport aux chiens non diarrhéiques avec un taux de

4.2%. (Ungar et a/ 1990).

Concernant nos résultats, la présence de parasite n’est pas reliée a la consistance des feces,
nous pouvons expliquer cela a I'état hygiénique des fermes, I'alimentation, la cohabitation avec

d’autres especes.

Durant notre étude, les chiens de plus d’un an sont plus touchés que les chiens de moins d’un
an avec des taux de 40% et 33.33% respectivement. Ces taux sont bien plus grands que les
résultats de Lallo et Bandan (2007) qui ont enregistré un taux de 5.5% pour les chiens agés de
moins d’un an et 9.3% pour les chiens de plus d’un an (Webser 1993). L’age pourrait jouer un
réle dans I'apparition de la maladie. Selon Day (2007), la production des anticorps commence a
I'age de 5 a 6 semaines, et I'animal n’est immunocompétent que vers l'age de 3 mois,

totalement protégés vers un an. (Wilson et al 1983).

Le regroupement de tous les facteurs liés a I'espece canine (I’age, statut immunitaire) et les
facteurs liés au l'environnement (état hygiénique, promiscuité avec d’autre espece, mode

d’élevage...) conditionne la propagation et le développement de la maladie
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CONCLUSION

Les résultats obtenus nous ont permis de préciser I'incidence et la fréquence de la maladie chez

le chien et d’enregistrer quelques données épidémiologiques chez ce dernier.

A Iissu de notre enquéte, on souligne la présence du Cryptosporidium sp dans 12 échantillons
considérés positifs sur un total de 29 échantillons avec un taux de 41.3%, qui reste un taux
important sachant que la cryptosporidiose est une zoonose pouvant étre mortelle chez les

individus immunodéprimés.

Linfection a Cryptosporidium sp est souvent asymptomatique. Son importance ne réside pas
dans son caractere infectieux, mais surtout la possibilité de contamination de I'Homme,

facilitée par la promiscuité entre les deux especes.

Les chiens agés de moins de 6 mois sont plus exposés au risque de contamination par
Cryptosporidium sp. Toutefois, le nombre des échantillons étudiés (29) reste assez faible pour

faire une recherche statiguement significative.

Alors, il est préférable de faire une recherche sur une population canine plus grande pour

gagner la crédibilité de la statistique.
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RECOMMANDATIONS

La mise en ceuvre d’un systeme de prophylaxie basé sur la désinfection de milieu extérieure

pour réduire les sources d’infection devient nécessaire pour lutter contre la propagation de la

maladie, pour cela, il est recommandé de :

Séparer des espéces car une espece différente peut étre source pour les chiens.
Hygiéne générale stricte pour limiter I'ingestion de kystes qui seraient retrouvés dans
le milieu.
Lorsqu'un cas est diagnostiqué, isoler I'animal et décontaminer a la vapeur sous
pression son environnement.

Lavage des mains lors de manipulation d’un chien
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Tableau 1 : Matériels et les réactifs utilisés dans notre travail expérimental sont

reportés dans le tableau ci-dessous :

Matériels Réactifs

Récipients secs stériles. Formol a 10%.

Verre a pied et bicher. Fuchsine phéniquée.
Bacs de coloration. Vert de malachite a 5%.
Tubes coniques et portoirs. Méthanol.

Pipette Pasteur. Acide sulfurique a 2%.
Lames et lamelles/ porte Huile a immersion.
lame.

Gants. Ether.

Minuterie.

Agitateur.

Centrifugeuse.

Microscope optique.

Récipients secs stériles Bac pour coloration
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Verre a pied

Porte lame

Pipette graduée

Lames et lamelles

Centrifugeuse

Microscope optique
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Méthanol Acide sulfurique a 2%

Vert de malachite Formol 10%

Huile a immersion
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Tableau 2 : Identification des prélevements et résultat d’analyse :

Age Sexe | Race Consistance | Saison Résultats | Promiscuité
avec
d’autres
especes

N°:1 |60 M Commune D Hiver + Volailles
mois
N°:2 |48 F Commune D Hiver + Bovins,
ovins
mois
N°:3 |11 M Commune D Hiver + Volailles
mois
N°:4 |24 Y] Commune ND Hiver + Volailles
mois
N°:5 |09 M Boxer ND Hiver - Bovins,
ovins
mois
N°:6 (40 M Berger ND Hiver - Bovins
] allemand
mois
N°:7 |30 M Commune D Hiver - Ovins
mois
N°:8 | 48 Y] Commune ND Hiver - Ovins
mois
N°:9 (24 M Boxer ND Printemps + Bovin
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mois
N°:10 | 18 Berger D Printemps Bovins,
allemand ovins
mois
N°:11 [ 40 Commune ND Printemps Bovins
mois
N°:12 | 09 Commune D Printemps Volailles
mois
N°:13 | 05 Berger D Printemps Volailles
allemand
mois
N°:14 | 24 Commune ND Printemps Ovins,
bovins
mois
N°:15 | 05 Berger D Printemps Ovins
allemand
mois
N°:16 | 36 Commune ND Printemps Ovins
mois
N°:17 | 12 Commune ND Printemps Bovins
mois
N°:18 | 60 Commune D Printemps Ovins
mois
N°:19 | 48 Boxer ND Printemps Volailles
mois
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N°:20 | 20 Pitbull ND Printemps Bovins
jours
N°:21 | 24 Commune ND Printemps Ovins
mois
N°:22 | 11 Commune ND Printemps Ovins
mois
N°:23 [ 60 Commune D Printemps Ovins,
bovins
mois
N°:24 | 36 Rottweiler D Printemps Volailles
mois
N°:25 | 17 Berger D Printemps Bovins,
allemand ovins
mois
N°:26 | 24 Berger ND Printemps Bovin
allemand
mois
N°:27 | 30 Commune ND Printemps Volailles
mois
N°:28 | 48 Commune ND Printemps Volailles
mois
N°:29 | 07 Commune ND Printemps Volailles
mois
D : diarrhéique  ND : non diarrhéique M :male F:femelle.
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