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Résumé

Souvent, La diarrhée néonatale de veau constitue un probléme préoccupant aussi bien
pour I’¢éleveur que pour le vétérinaire. La morbidité et la mortalité sont ¢élevées, engendrant

des pertes économiques considérables.

Nous avons fait une étude bibliographique qui s’articule sur trois chapitres, dont le
premier, des généralités sur le parasite ou nous avons détaillé I’histoire de 1’agent pathogene
Cryptosporidium sp, son importance et leur taxonomie. Le deuxiéme comporte le tableau
clinique et Iésionnel de la parasitose, en fin le troisieme chapitre le traitement et les mesures

préventives de la maladie.

Mots clés : Cryptosporidium, Veau, Diarrhée Néonatale, Mortalité.



Abstract

Often , neonatal calf diarrhea is a serious problem both for the breeder to the vet. Morbidity
and mortality are high , resulting in major economic loss .

We made a bibliographic study focuses on three chapters, the first, generalities on the
parasite or we detailed the history of the pathogen Cryptosporidium sp , its importance and

their taxonomy. The second includes the lesion and clinical picture of the parasitosis in the
end the third chapter the treatment and preventive measures of the disease.

Keywords: Cryptosporidium , calf, Neonatal diarrhea , mortality .
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Introduction

Les protozoaires appartenant au genre  Cryptosporidium  (Apicomplexa:
Cryptosporidiidae), dont le nom en grec signifie « spores cachées », sont des organismes
unicellulaires eukaryotes capables d’infecter le systéme digestif des mammiféres et autres
vertébrés (oiseaux, reptiles, amphibiens et poissons) et causant des signes cliniques associés [1,2].
Plusieurs especes ont été décrites, mais C. parvum demeure de loin la plus connue en médecine
humaine et vétérinaire [3, 4]. La maladie peut affecter I’espéce humaine (immunosupprimés tels
les sidéens en particulier) ainsi que les bovins (les plus jeunes principalement) causant une
morbidité et une mortalité élevées [5, 6, 7, 8]. Villencuve rapporte que lors d’une épidémie de
cryptosporidiose en absence de tout autre agent entéropathogene, 85 % des veaux eurent une
diarrhée qui a duré 7 jours (dge moyen de 15 jours) [8].

La cryptosporidiose bovine est une maladie appartenant au complexe des diarrhées
néonatales qui entraine une diarrhée profuse et liquide chez 1’hdte infecté avec anorexie, perte de
poids, douleur abdominale et déshydratation [7, 8]. Elle débute habituellement une semaine apres
la naissance, résiste aux traitements basés sur les antibiotiques et persiste environ deux semaines
[9]. Les paturages et les fermes contaminées seraient les sources d’infection les plus importantes
pour les animaux de consommation alors que 1’eau contaminée représente la voie principale chez
I’humain [8, 10]. Les bovins sont présentement considérés comme étant le principal réservoir de
Cryptosporidium [8]. De nombreuses caractéristiques dont la haute résistance dans
I’environnement, la contagiosité élevée, la grande susceptibilit¢ des veaux dont le systéme
immunitaire est immature, le faible nombre d’unités infectieuses nécessaires pour entrainer des
signes cliniques, I’absence de traitements ainsi que le manque d’efficacité des désinfectants font
que Cryptosporidium est un microorganisme occasionnant des pertes économiques importantes
au sein du cheptel laitier [6 .8].

Au sein des troupeaux laitiers du Blida , le genre Cryptosporidium a une prévalence
tres élevée. Une étude de Ouakli et son équipe a montré que 65% des troupeaux de I’ensemble
des regions du Blida étaient porteurs du parasite [100], mettant en évidence une vaste repartition
géographique pour ce type de protozoaire qui a une distribution mondiale . Bien que C. parvum
soit I’espéce la mieux connue et la plus fréquemment rencontrée, il en existe plusieurs autres

présentes un peu partout dans I’environnement mais plus particuliérement dans les milieux



humides . De nombreuses études ont été effectuées depuis les années 80 afin de mieux
comprendre 1’épidémiologie de ces parasites, notamment les modes de transmission, la
prévalence chez les animaux de la ferme, I’animal hote vs I’espéce de Cryptosporidium et les
sources d’infection pour les animaux ainsi que les humains. Cependant, il est souvent difficile de
travailler avec ce type de microorganisme car de nombreux génotypes existent, la culture du
parasite est tres difficile, les sources de contamination peuvent étre nombreuses, la présence du
parasite au sein des animaux de la faune est encore mal définie a ce jour et 1’évolution du
génotype et du phénotype lorsque le parasite passe d’une espéce animale a une autre demeure peu

connue .
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1. Définition

Protozoaire parasite du tube digestif, les especes du genre Cryptospridium se rencontrent
chez une tres large gamme de vertébré: Mammiferes, Oiseux, Reptile et poissons.
L’espéce Cryptospridium parvum a été recensée chez 79 a 152 espéces de Mammiferes
parmi lesquelles les ruminants sont les plus représentés. Cryptospridium parvum est

essentiellement un parasite du nouveau-né bien qu’il soit décrit chez les individus de tout age.

2. Importance

Le syndrome de diarrhée néonatale est une des causes les plus frequentes de mortalité et
de pertes économiques aussi bien chez les agneaux et chevreaux que chez les veaux. Il s’agit
d’un ensemble de maladie non distinguables les unes des autres cliniquement et qui sont dues
a des virus, des bactéries ou des parasites. L’impossibilit¢ de réaliser un diagnostic
étiologique rapide pose un réel probleme pour la mise en place du traitement qui se réduit
souvent & un traitement symptomatique. Généralement on considére qu’avant 1’age de 3 jours
, les symptdémes sont a relier a des bactéries dont les plus courantes sont les ETEC

(Escherichia coli _entéroxinogénes) ; entre ’dge 4 jours et celui de 6 semaines, virus et

Cryptospridium parvum sont les plus fréquent ; ensuite, on retrouve d’autres pathovars
d’Escherichia coli provoquant des lésions d’attachement et d’effacement des microvillosité
intestinales.

Un synergie pourrait avoir lieu entre ces agents et C. parvum aboutissant a une

intensification et une prolongation des symptoms .

3. Historique
Le genre Cryptosporidium est décrit pour la premiére fois en 1907 par TYZZER qui
observe ce protozoaire parasite dans les glandes gastrique d’une souris de laboratoire
(Musmusculus). Le parasite est considéré comme un nouveau genre de sporozoaire et le genre
Cryptosporidium qui signifie« sporocyste caché » est établi. L’espece découverte est nommée
Cryptosporidium muris. Cing ans plus tard Tyzzer découvre chez la souris également, une
autre espeéce du genre morphologiquement identique mais plus petit et localisée a 1’intestin
gréle : il s’agit de Cryptosporidium parvum .
En 1955, Salvin découvre I’importance pathogénique du genre : Cryptosporidium
melagredis provoquant diarrhée et faible mortalité chez la dinde . Vingt ans plus tard, on

retrouve le genre Cryptosporidium dans I’intestin du veau diarrhéique ce qui confirme le role
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pathogene potentiel du parasite. On considére aujourd’hui que 1’espéce en en cause était
Cryptosporidium paravum .

En 1976, Cryptosporidium sp. Eest mis en évidence chez deux patients humains
présentant une diarrhée sévére. Un ans plus tard, une nouvelle espéce est établie chez un
serpent: Cryptosporidium serpentis. D’autres cas de Cryptosporidium humaine sont ensuite
décrits essentiellement chez des patients immunodéprimeés ( imunodepression congeénitale ou
thérapie immunosupptessive). L’intérét médical s’accroit quand la maladie touche des
individus immunocompétents en contact étroit avec des veaux malades ainsi que des patients
infectés par le VIH et ayant développé un SIDA chez les lesquelles elle prend un caractére
chronique et souvent mortel.

Depuis la Cryptosporidium est connue comme une cause primaire , fréquente et grave de
diarrhée chez de nombreux mammiféres dont I’homme. Elle entre dans le domaine de la santé
publique dans les années 90 quand plusieurs foyers causés par la consommation d’eau
contaminée sont recensés.
4-Taxonomies

Les parasites du genre cryptosporidium sont des protistes appartenant au phylum des
Apicomplexa et au groupe des Coccidies, comprenant également par exemple, Plasmodium,
Toxoplasma, Emiera ou Theileria. Tous les membres du phylum Apicomplexa ont des
caracteres spécifiques liée au parasitisme, notamment la présence dans leurs formes invasives
d’un complexe apical li¢ a la locomotion et a I’invasion cellulaire, En dépit de caractéristique
partagées, les Apicomplexa ont également des divergences, comme la spécificité d’hote, le
tropisme pour différents tissus, et I’obligation dans certains cas de se développer chez plus
d’un héte pour compléter leur cycle biologique. [11]

- Position taxonomique :

Les cryptosporidies sont des protozoaires appartenant au sous régne des Protozoa,
embranchement des Apicomplexa, classe des Sporozoa, sous-classe des Coccidia, ordre des
Eimeriina, famille des Cryptosporidiidae, dans laquelle on ne trouve qu’un seul genre :
Cryptosporidium. On connait 2 espéeces infestantes les mammiferes : C. muris et C.parvum.

Cette derniére est la plus fréquente et la plus pathogéne chez les jeunes ruminants. [12]



CHAPITRE I: Etude Générale du Parasite

Tableau 1 : classification taxonomique. [13]

Régne Protiste Eucaryote unicellulaire

Phylum protozoaire Protiste a affinité animale hétérotrophe

Embranchement | Apicomplexa Parasite obligatoire, intracellulaire, complexe apical

(sporozoa) a certain stade (organe de pénétration dans la cellule

hote)

Classe Coccidea Reproduction  sexuée et asexuée, formation
d’oocystes.

Ordre Emiriida Macrogamonte et Microgamante se développent
indépendamment, zygote non mobile.

Famille Cryptosporidiidae | Oocystes a 4 sporozoites nus, cycle monoxéne.

Genre Cryptosporidium | Le seul genre important.

Au début du siécle, avec la découverte de Cryptosporidium muris, Tyzzer établi le genre
Cryptosporidium. La 1ére espéce décrite est Cryptosporidium muris qui infecte la souris et un
nombre limité d’autres mammiféres. C’est le méme auteur qui décrit avec précision la
morphologie, la localisation et les stades du cycle évolutif de I'espéce qui va devenir la plus
importante et la plus préoccupante pour I'hnomme : Cryptosporidium parvum. Cette espece

infecte un grand nombre de mammiferes dont I’homme [14].

Tableau 2 : Espéce validé de Cryptosporidium de I’homme, des animaux domestiques, et de

quelques faunes. [15,13]

Espéece Ho6te major Ho6te mineur Taille oocyste
(micrométres)
Rongeurs, Humains, hyrax de
C. muris chameaux bactriens. roche, cheévres de |8,4x6,3
moutain.

C. andersoni | Bovin, chameaux | ovins 7,4%x55

bactriens
C. parvum Bovin, ovin, caprin, | Cerfs communs, | 5,0 x 4,5

homme souris, porcs
C. hominis Homme, singe Dugongs, ovin
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C. wrairi Cobayes 5,4x% 4,6
C. félis Chat Homme, bovin 4,6 x4,0
C. canis Chien homme
C. Dinde, homme Perroquets 5,2x46
meleagridis
C. baileyi Poulet, dindes Cockatiels, cailles, | 6,2 x 4,6
autruches, canards
C. galli Pinsons, poulet,
capercalles, gros-becs / /
C. serpentis | Serpents, lézards — —
C. lézards serpents
saurophilum
C. molnari poissons . —

Pig genotype |

C. saurophitum ~ Opossum genotype I

Figure0l : Morphologies des différentes especes de cryptosporidium spp. [15]
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O : oocyste
ps : vacuole parasitophore (parasitophorus
sac)

fo : organelle nourricier (feeder organelle).

ligne de suture

Figure 02 : Image de microscopie électronique par transmission d’Oocyste. [11,19]

5- Biologie de parasite
5.1 Morphologie

La forme du cryptosporidium est différente de stade évolutif a I’autre, en fonction de stade
évolutif du cycle parasitaire on peut distinguer les formes suivantes :

5.1.1. Oocyste: est de forme sphérique a ovoide, avec un diameétre de 4 a 8 um et varie selon
I’espece.

Chaque Oocyste contient quatre sporozoites nus sans sporocystes, et présente un corps
résiduel granuleux central trés réfringent. [16,17,18]

L’Oocyste est entourée par une paroi de deux couches (d’environ 50um d’épaisseur) séparé
par un fin espace transparent, la couche externe est composée d’un polysaccharide hautement
immunogene et résistant aux protéases. La couche interne est formée par une glycoprotéine
filamenteuse et joue un réle dans la robustesse et élasticité de la paroi.au niveau d’un de leurs
poles il apparait une ligne qui entoure partiellement la paroi, c’est le lieu de suture, semblable
a une fente s’étend sur 1/3 al/2 de leur circonférence, 1’ouverture de cette suture permet la

libération des sporozoites lors de 1’excystation[18,11].
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5.1.2. Sporozoites et Mérozoites: sont des cellules mobiles, allongées falciforme, présentent
d’un complexe apical et sont entourées d’une double membrane. Au microscope €lectronique
on peut observer les rhoptries, les micronémes, les granules denses, le noyau (qu’est apical),

et les microtubules ainsi que les anneaux apicaux.[4, 11,12]

mv : microvillosités

Figure 03 : Image de microscopie électronique par transmission d’un sporozoite. [11]

5.1.3. Trophozoite: Ils possedent un noyau unique proéminent et une organelle

d’attachement/nourricier bien développé. [11]

Organelle d’attachement

5 : o S S
Figure 04 : Image de microscopie électronique par transmission d’un trophozoite. [11]

5.1.4. Mérontes: Un cycle de multiplication asexué (mérogonies ou schizogonie), méne a la
formation de mérontes de type | contenant chacun six a huit mérozoites. Les mérozoites
restent attaches a un corps résiduel par leur extrémité postérieure. Une fois matures, les
mérozoites se séparent du corps résiduel. La membrane cellulaire de I’hote entourant le

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

mérontes type Il a quatre mérozoites. [11]

m : mérozortes.

rb: corps résiduel (residual body)

Figure 05 : Image de microscopie électronique par transmission d’un mérontes. [11]

5.1.5. Microgamontes: lls ressemblent aux mérontes, mais contiennent des noyaux plus
petits. Apres leurs divisions nucléaires successives donnent des microgamétes. Chaque
microgameéte se forme par une protrusion nucléaire a la surface du gamonte. Ils sont une
forme en tige avec une extrémité antérieure aplatie. [18,12,16]

5.1.6. Macrogamontes: Ils sont des formes sphériques ou ovoides. Ils présentent en position
centrale un grand noyau a nucléole proéminent. Les microgameétes s’attachent par les biais de
leur coiffe apicale a la surface des cellules comportant des

Macrogamontes, qu’ils fécondent pour produire un zygote, qui se développe ensuite en

oocyste. lls donnent naissance a un seul macrogamete. [11]

s : tige (strem) Fo : organelle nourricier (feeder organelle)

Microgamontes Macrogamonte

Figure 06: Image des gamontes de cryptosporidium par microscopie électronique par

transmission. [11]
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Figure 07: NOMARSKI microphotographies interférence contraste des stades de
développement de C. parvum dans les frottis des muqueuses obtenus a partir d’intestin gréle
des souriceaux infectés expérimentalement.

(A) Les sporozoites (Sp) excystation et libération de I'ouverture (fleche) dans un oocystes, et
un oocystes intact (O). (B) sporozoite libre montre I'emplacement postérieure du noyau (N).
(C) Trophozoite (mérontes uninucléés) entouré par hypertrophier microvillosités (MV).

(D) le type immature je mérontes avec située a la périphérie des noyaux (N), dont six sont au
point.

(E) méronte mature type I contenant six ou huit mérozoites. (F) Mature schizont Type Il
(méronte) montrant les quatre mérozoites disposés comme les segments d’une orange. Les
noyaux (N) de tous les quatre mérozoites sont alignés dans le centre de la méronte. (G)
Microgamonte avec microgametes (Mi) bourgeonnement de la surface de la partie
résiduelle. (H) Deux Macrogamonte (Ma), chacune avec une microgamonte ci-joint (fleche
pointe a celui qui est dans le focus). (I) Deux Macrogamontes (Ma), dont I'un contient un
microgamonte (fleche). (J) Deux oocystes avec des murs épais (OW), a lintérieur
parasitophore vacuoles (PV). (K) des oocystes a paroi épaisse intacts qui vont passer
inchangée dans les feces. (L) Un auto-infection, oocystes a paroi mince qui a rompu lamelle
sous pression, en libérant les quatre sporozoites provenant de la paroi des oocystes mince ou

10
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de la membrane (TOW). Notez le résidu d'oocystes granulaire (R) et la localisation

postérieure des noyaux des sporozoites (fleche). [20]

5.2. Cycle évolutif

Les genres de cryptosporidium sont des parasite monoxéne. L’oocyste est la forme de
résistance du cryptosporidium, qui va assurer la dissémination de 1’infestation par leur
excrétion dans les féces des sujets infectés.

Le cycle se commence par I’ingestion des oocystes infectants renfermant quatre sporozoites,
I’oocyste se excyste sous l’action de la trypsine et des Seles biliares, libérant ses 4
sporozoites, éléments infestant.

Les sporozoites sortent de 1’0ocyste et se déplacent par glissement grace a leur systeme
microtubulaire pour arriver au niveau de la bordure en brosse des cellules épithéliales de
I’intestin. Les sporozoites présentent alors leur complexe apical a la membrane entérocytaire.
IIs sont progressivement recouverts par la membrane plasmique des cellules épithéliales.
Logés dans la vacuole parasitophore ainsi formée, ils acquiérent une position atypique:
intracellulaire et extra-cytoplasmique. Ce stade parasitaire internalisé est appelé trophozoite.
[3114]

Le cycle de développement comporte deux mérogonies ou schizogonies ou multiplications
asexuées, suivies de la gamétogonie. Le trophozoite donne naissance a un mérontes de type |
contenant huit cellules filles ou mérozoites de type I. Ces huit mérozoites de 1°" génération
vont infecter les cellules voisines et auront alors deux destins possibles: soit donner naissance
a de nouveaux mérontes de type I, soit initier une mérogonies de 2°™ génération ou type II
(qui donnera des mérozoites de type Il). Ces derniers, qui sont 4 par mérontes Il, initient la
reproduction sexuée ou gamétogonie. Pour cela, ils se différencient soit en Microgamonte
male, soit en Macrogamonte femelle. Les microgamonte deviennent multinucléés, chaque
noyau étant ensuite incorporé dans un microgaméte. Les Macrogamonte demeurent
uninucléés en devenant de microgametes. La fécondation a lieu suite a 1’union des
microgameétes et des microgameétes. Celle-ci aboutit a la formation de zygotes qui deviennent
des oocystes. Ces derniers sont émis sporulés dans la lumiere intestinale, rejetés avec les feces
dans le milieu extérieur et sont directement infectants pour un autre hote sensible. [16,11]

Un maintien de I’infestation est possible au sein d’un méme individu grace aux oocystes a

paroi fine qui liberent de fagon spontanée leur sporozoites dans la lumiere intestinale. La
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période prépatente peut durer de 2 a 7 jours et I’excrétion des oocystes dure en moyenne 10
jours.[12,19]

Sporozoite
Ingested
(Inhaled?)

Type | Meront

Exits Host

Auto-infection

Thick-walled cocyst
{sporulated)
g

Thin-walled cocyst
(sporulated)

e S
Figure 08. Cycle biologique de Cryptosporidium spp. [20]
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Figure 09 : les différentes étapes d’infestation d’entérocyte par cryptosporidium spp. [21]
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6. Epidémiologie
Le cryptosporidium spp, est un protozoaire ubiquiste qu’a été isolé dans plusieurs pays au
monde.

Chez le veau, on peut le rencontrer dans la premiére semaine avec un pic d’infestation aux
alentours des 2°™™ & 3°™™ semaines d’age. [12,16,41]

En effet I’excrétion des oocystes de cryptosporidium commence le 2°™™ jours et reste
possible jusqu’a plusieurs mois. [39] La mortalité aprés un épisode de cryptosporidiose est
faible alors que la morbidité est presque 100%.Comme le cycle de vie de cryptosporidium
dure moins deux semaine, les veaux qui s’infectent excréteront rapidement la forme
infectieuse du parasite. De cette fagon ils représentent eux-mémes une source d’infection pour
leurs congénéres. Le mode de transmission se fait par 1’intermédiaire d’un contact direct, de
matériel souillé ou par I’environnement. [42, 14,43,44]

La voie de contamination est surtout orale, plusieurs sources jouent un role trés important

dans la dissémination de I’infestation tel que les points d’eau collectif, les vaches excréteurs,
les boxes et zone de parcage des veaux contaminés. [45]
Le degré d’infestation est vari¢ en fonction de la sensibilit¢ individuelle qui lié étroitement a
I’age et I’immunité passive et acquise de nouveau-né, plusieurs enquétes ont eté montré que la
2" semaine présente la période d’excrétion massif des oocyste s de cryptosporidium spp.
[39,41,17]

Des facteurs liés aux I’environnement, les conditions d’¢levage (les grands €levages, types
de parcage des veaux, contacte étroite entre la mere et son veau dans les élevages allaitant).et
le défaut de transfert passive de I’immunité chez le nouveau-né

favorisent I’infestation par les cryptosporidies, ainsi le veau devient plus sensible qu’il est

atteint d’infections concomitantes (entérite virale ou bactérienne). [16]

6.1.Sources d'infection humaine

Les données publiées a partir de plusieurs laboratoires au début des années 1980 ont
démontré que les veaux sont une source d’infection humaine. Les animaux de compagnie
comme les rongeurs, chiots, chatons et peuvent également servir d'hdtes de réservoir. Ces
résultats, conjointement avec les rapports de plus de 40 mammiféres qui abritent le parasite et
la réalisation que C. parvum traverse facilement la barriére des espéces d'accueil, a conduit a

I’idée que la plupart des infections humaines sont le résultat de transmission zoonotique. Ce
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point de vue est probablement correct pour personnes vivant et travaillant dans des
environnements ou l'exposition de contamination fécale (notamment a base d'eau) de potentiel
hote réservoirs est probable. Cependant, la transmission zoonotique ne peut pas expliquer le
grand nombre d'infections signalées depuis personnes vivant et travaillant dans les zones
urbaines ou I'exposition a excréments d'animaux est minime. Les données actuelles indiquent
que transmission de personne a personne de la cryptosporidiose est Commun en 1983, un
accident d’infection en laboratoire ont démontré que isolat humain de C.parvum peut étre
transmis d'une personne a I’autre. Depuis ce temps, des épidémies de cryptosporidiose chez

les enfants dans les garderies ont été rapportés. [40, 46]

6.2.Prévalence de la cryptosporidiose
Il existe bien des facteurs expliquant la variation de la prévalence selon les études

épidémiologiques. Les méthodes diagnostiques ne sont pas les mémes selon I’année (plus de
biologie moléculaire depuis 2000) et selon le but visé (établir une prévalence ou caractériser
des isolats). Il existe aussi des variations inhérentes a la pathogénie du parasite.
Ainsi,I’excrétion d’ookystes varie en fonction de 1’age des animaux échantillonnés et selon le
nombre d’échantillons réalisés sur le méme animal (excrétion transitoire et variable du
parasite) [47]. Lorsqu’on échantillonne deux fois par semaine pendant un mois les veaux d’un
marché, on peut trouver une prévalence tres elevée (93 % selon une étude de Villacorta et ses
collaborateurs effectuée en 1991 dans la Galice située au nord-ouest de 1I’Espagne) [48]
comparativement a ce que 1’on trouverait au méme age en échantillonnant une seule fois

(environ 30 % selon I’équipe de Maldonado-Camargo en 1998 et I’équipe de Garber en 1994)
[49,50].
6.2.1 Au niveau des fermes (au moins un animal excréteur)

Tableau 3: Prévalence de la cryptosporidiose. [51,52,17,41,53,54,55,45,56,57,58,14]

Lieu (année) Nombre Méthode de | Fréquence | Références
d’échantillon diagnostique d’isolement
(%)
France 211 ELISA indirect 15.6 % Bendali et al
[Midi-pyrénese1999]
Algérie 3452 Coloration de | 16.9 % Kheléf. et al
[Centre-Est 2000] Ziehl-Neelsen
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Algérie 1066 Coloration de | 35% ND N.Ouakli
[Blida 2010] Ziehl-Neelsen 65% D *
France 530 Coloration de Hein | 43 % Paraud et al
[Orne 2011] 37% ND
163% D *
Algérie 634 Coloration de | 22% Benakhla et al
[Sétif 2012] Ziehl-Neelsen
France 331 Coloration de
[5dépertements1995] | (veaux Ziehl-Neelsen 50 % Naciri et al
allaitants) ELISA
382 Heine staining 17 %
(veaux laitiers)
Danemark 4269
(1985) 11 % Henriksen et
Krogh
Chine 2056 - Technique de|19 % Fu Chen et Kehc
(2012) coloration  Acido- Huang
résistant modifié
- PCR.
Ethiopie 580 - coloration Acido-|17,5 %** R.Abebe et al
(Centre2008) résistant modifié.
Canada - Technique Trotz williams et
(Ontario 2002) 500 d’enrichissement de|40.5 %* al.
saccarose
(PCR) - (RFLP)
270 - Coloration de Ziehl- C.Bjokman et al
Suéde Neelsen. 14%
(2003)
442%** PCR 34% J.Follet et al
France(Brittany2007)
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ND : Prévalence chez les veaux non diarrhéiques. D : Prévalence chez les veaux
diarrhéiques.

* Une forte corrélation entre la présence de diarrhée et I’excrétion des oocystes de
cryptosporidium.

**identification seulement de cryptosporidium andersoni.

*#% 3 prélevements des différentes classes d’age des veaux allaitants.

6.2.2 Variation géographique et saisonniére

L’¢tude de 1’équipe d’Atwill effectuée en 1999 ainsi que celle de I’équipe de Heitman
en 2002 montrent une variation saisonniere puisque les ookystes de Cryptosporidium sont
plus abondants au printemps et en été sur les fermes bovines [59, 60]. Plusieurs hypothéses ont
été émises pour expliquer ce phénomene, notamment le fait que cette augmentation de
prévalence coincide avec la saison de vélage, donc avec une augmentation d’animaux dans
I’age a risque [8, 59, 61, 60]. Mais Mohammed et Huetink établissent un risque accru au
contraire durant I’hiver [62, 63]. De plus, certains auteurs ne trouveront aucune incidence de la
saison sur la prévalence [22, 64]. Aucun ookyste n’est retrouvé dans 1’eau d’un réservoir du
Massachusset aux Etats-Unis entre la mi-avril et la mi-octobre (sauf une exception en juillet)
dans 1’étude de Jellison, Hemond et Schauer effectuée en 2002 [65]. La majorité sont retrouvés
a la fin de I’automne et au début du printemps lorsque la température de 1’eau du réservoir est
inférieure & 9 °C, ce qui favorise la conservation des ookystes [65]. Des facteurs comme le
climat pourraient donc intervenir. L’¢tude de Heitman et ses collaborateurs suppose que les
événements de forte pluie pourraient avoir une incidence [60]. La région géographique
échantillonnée ne semble pas avoir d’influence sur la prévalence si on se fie a 1’étude de
Ruest, Faubert et Couture réalisée au Québec en 1998 [10]. L’équipe d’Olson a fait une étude
de la prévalence de Cryptosporidium en Colombie-Britannique et arrive a des conclusions

similaires [24].

6.2.3 Variation selon I’age

Plusieurs enquétes épidémiologiques ont montrés que le pic d’excrétion des oocyste de

cryptosporidium spp est autours de 2°™™ et 3°™™ semaine d’Age. Cependant que 1’excrétion
yptosp pPp g p q

peut se commencer & partir de 3°™ jour, [52,54] Aussi la prévalence des différentes espéces de
cryptosporidium est varié¢ selon 1’age dont 80% d’infestation par cryptosporidium est causé

par C.parvum avant 5 semaines d’age, et seulement 2% dans 15 semaines. C.ryanae et
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C.bovis ont identifiés respectivement avec prévalence de 45% et 44% dans 1’age de 15

semaine et 45% et 50% dans 22 semaines d’age. [14,66,44]

Taux d'infestation
% - .
S : semaine
60% -
50% - e Kheléf.D
40% === Bennakhla
30% ; ~N Sevinc.F
20% - e Paraud.C
10% -
O% T T T T 1
lerS 2émeS 3émeS 4eémeS >1mois L'age

Figure 10 : Taux d'infestation par le cryptosporidium spp en fonction d'age. [39,41,67,53]

6.2.4. Différences espéce / génotype selon I’Age
Wade suggérent que C. parvum infecte principalement les jeunes veaux et que

I’espece retrouvée le plus souvent chez les animaux de plus de 30 jours est C. andersoni [22].
Ce diagnostic est posé par technique microscopique et la morphologie de ’ookyste est le
critere de classification a I’espece. Il a ét€ montré grace aux techniques moléculaires que
d’autres espéces ou génotypes pouvaient avoir la méme morphologie que C. parvum ou C.
andersoni (C. deer-like et C. bovine B ont une taille comparable a C. parvum selon Santin et
collaborateurs [69]). C’est pourquoi on devrait parler d’ookystes de C. parvum-like ou C.
andersoni-like lorsque la microscopie est le seul moyen de discrimination utilisé. L’étude de
I’équipe de Santin a permis de génotyper les différents isolats trouvés selon 1’age. Ainsi, C.
parvum serait 1’espéce majoritaire chez les animaux en pré-sevrage (5 jours @ 2 mois). En
post-sevrage, elle représente seulement 1 % des isolats. Cryptosporidium andersoni ne serait
que la troisieme espéce en termes de prévalence post-sevrage. Cryptosporidium bovine type B
est le génotype majoritairement retrouvé dans cette catégorie (55 % des cas), et il représente 9
% des cas pré-sevrage. Cryptosporidium deer-like est isolée également trés fréquemment en

post-sevrage (31 % des cas) alors qu’elle représente 5 % des cas au pré-sevrage [69]. Ainsi,
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avec 1’age, les souches observées tendraient a étre distinctes en plus du fait que la prévalence

diminue fortement.

6.2.5. Variation selon le type de production bovine

(Boucherie vs laitiere) La prévalence globale chez les veaux de moins de 3 semaines n’est
pas différente selon le type de production (boucherie vs laitiere) mais il semblerait que le
moment ou la prévalence atteint un pic soit retardé chez les veaux de boucherie [64, 59].
L’immunité passive conférée par le colostrum et le lait, riches en immunoglobulines, serait
plus longue chez les veaux qui demeurent avec leur mere plus longtemps malgré une
incertitude concernant le pouvoir de I’immunité passive via le colostrum pour

Cryptosporidium [59, 70, 71).

6.3. Modes de transmission

6.3.1. Transmission verticale (mére a veau)

Il est important de savoir s’il existe une transmission des meéres aux veaux dans le but
d’adopter ou non des mesures préventives autour du vélage. Plusieurs études ont exploré cet
aspect. Si I’é¢tude de Faubert et Litvinsky émet 1’hypothése de la possibilit¢ d’une telle
transmission, d’autres s’opposent a ce point de vue [72]. Cela dépendrait finalement des
especes diagnostiquées aux différents ages. Wade, Huetink et Ralston ont identifié plus
specifiquement des ookystes de C. muris-like et ont conclu qu’il était impossible qu’une
transmission meére a veau puisse avoir lieu sur cette base [22,62,73]. Toutes ces études
employaient des méthodes de diagnostic microscopiques et il est connu que la discrimination
des souches est limitée avec ces techniques. L’¢étude de la transmission mere a veau passe
inévitablement par une caractérisation génétique des souches aux différents ages. Ainsi,
I’étude de 1’équipe de Santin a permis de montrer qu’il y a peu de souches communes entre
adultes et veaux. Sur un total de 971 veaux, 345 étaient contaminés par Cryptosporidium sp
dont 243 etaient en pré-sevrage et 92 en post-sevrage. Environ 85 % des infections en pré-
sevrage etaient causées par C. parvum alors que seulement 1 % des veaux en post-sevrage
¢taient infectés par cette espece. La transmission entre ces deux groupes d’age, sensibles a des
parasites différents, est probablement négligeable [69].

Une étude de 1’équipe de Kanyari a permis de mettre en évidence la transmission
transplacentaire de C. parvum. lls ont prélevé des ookystes provenant de veaux infectés et ont

administré¢ oralement 2 millions d’unités viables a des souris de laboratoire gestantes de 5
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jours qui ont recu de la dexamethasone, une molécule de la famille des corticostéroides
fréqguemment utilisée comme immunosuppresseur, durant 6 jours,. lIs ont ensuite observés C.
parvum a différents stades de développement a I’intérieur des intestins foetaux. Malgré
’utilisation de la souris de laboratoire comme modéle pour I’infection expérimentale, les
auteurs considérent que la situation est fort probablement la méme pour les autres especes
animales incluant les bovins et les humains. Il est donc possible pour une vache gestante ayant
un systeme immunitaire affaibli de transmettre C. parvum au feetus par la voie

transplacentaire [74].

6.3.2. Transmission horizontale
6.3.2.1. Veau a veau

Selon certaines études, la possibilité de contact entre les veaux est un facteur
significatif d’augmentation des infections chez les jeunes dgées de moins de trois
mois [75]. Par contre, d’autres trouveront qu’il n’y a pas d’influence significative du
type de logement (en groupe ou individuel) sur le risque d’infection [69, 49]. Des
vecteurs mécaniques comme les bottes de travail pourraient étre responsables de la
transmission dans une ferme ou les veaux sont maintenus physiquement sépares les

uns des autres [69, 49].

6.3.2.2. Par des vecteurs externes animés

les travailleurs a la ferme pourraient représenter des vecteurs mécaniques de
transmission entre les veaux. L’¢tude de l'quipe d’H’andley le suggére alors que la
prevalence est tres fort dans une étable ou le contact entre les veaux est
impossible[76].Klesius et ses collaborateurs montre que les souris presents dans les
batiments d’élevage bovins pourraient jouer le role de reservoir pour les jeunes
animaux de 1’étable[77].1ls ont inoculé 7 veaux avec les matiéres fécales de souris
porteuses et excrétrices attrapée dans
le méme élevage [77]. Tous les veaux montrérent des signes cliniques compatibles
avec la cryptosporidiose et excrétérent des ookystes [77]. Ainsi, les souris pourraient
non seulement assurer la transmission de I’infection d’un veau a un autre mais
également maintenir cette infection car les souris excrétent en moyenne les ookystes
plus longtemps que les jeunes bovins [77]. Une étude menée par Quy et son équipe a

montré que les rats norvégiens (Rattus norvegicus) pouvaient également servir de
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réservoir sur les fermes laitiéres de la Grande-Bretagne et que la prévalence pour ces
rongeurs eétait plus élevée chez les jeunes en comparaison avec celle retrouvée chez
les adultes [78]. Les rongeurs sont généralement attirés par la moulée entreposée pour
les animaux de ferme et peuvent ainsi la contaminer. L’eau donnée aux animaux peut
également étre contaminée par les feces de rongeurs porteurs de Cryptosporidium[78].

La transmission par des insectes vecteurs comme les mouches (dipteres) ou les
bousiers (coléopteres coprophages), bien que considérée mineure, a aussi eteé étudiée.
L’équipe de Clavel a trouvé C. parvum sur 18 % des mouches d’une ville ou les infections a
Cryptosporidium sont connues chez les bovins [79]. Les mouches porteraient les ookystes
aussi bien dans leur tractus digestif que sur leur cuticule [81]. Elles pourraient transporter
jusqu’a 1000 ookystes capables d’infecter des souris pour un minimum de 3 semaines [80].
Szostakowska et ses collaborateurs ont montré que les mouches capturées aux alentours des
fermes portaient beaucoup plus de Cryptosporidium que celles retrouvées ailleurs, notamment
dans les villes [81]. Les insectes se nourrissant de matieres fécales comme les bousiers ont

aussi le potentiel de transporter des ookystes [82].

6.3.2.3. Par des vecteurs externes inanimés

Des échantillons pris sur du fumier sec ramassé a I’intérieur de I’étable, dans des enclos de
vélage et a partir des poussieres prises de 3 a 6 métres du sol (fenétres, mangeoires et poutres)
montrent une grande contamination de Cryptosporidium dans I’environnement des vaches et,
contrairement aux résultats de 1’étude de 1’équipe de Huetink [62], les échantillons pris sur les
murs et le sol des huttes de veaux sont en grande partie positifs & Cryptosporidium parvum-
like [72, 83, 84].

De nombreuses études montrent I’omniprésence de C. parvum dans I’eau en général qu’elle
soit potable ou non [82]. Méme si le parasite peut infecter I’homme a partir d’un animal
excreteur, la majorité des épidémies humaines rapportées dans la littératue sont le résultat de
I’ingestion d’eau contaminée. A Milwaukee aux Etats-Unis en 1993, la contamination de
I’eau potable était responsable de quelque 400 000 infections et d’environ une centaine de
déces [85]. L’eau des piscines serait a suspecter selon 1’équipe de Takagi qui rapporte 288 cas
a Nagano au Japon suite a une baignade en compagnie de personnes infectées affichant des
signes cliniques de diarrhée [86].
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Pour Huetink et ses collaborateurs, I’eau de pluie, en ruisselant & partir de fumier
contaminég, serait un vecteur potentiel de contamination entre les veaux [62]. L’équipe de
Heitman a montré en 2002 que I’eau de consommation pour les animaux est a considérer dans
la transmission des ookystes : les fermes ou 1’approvisionnement est I’eau de pluie sont plus a
risque de contamination [60]. De plus, 1’accés direct des animaux a 1’eau de riviére est un
facteur de risque alors que I’eau d’un puits serait moins souvent contaminée [60]. Castro-
Hermida, Gonzalez-Losada et Ares-Mazas n’ont pas observé de différence entre 1’eau de puits

et celle de distribution municipale quant au risque d’infection [83].

6.4. Ookystes et résistance aux conditions adverses

La microscopie permet une distinction entre deux types morphologiquement différents
d’ookystes. Cryptosporidium parvum apparait sous forme sphérique de 4 a 6 um de diameétre
alors que C. mdris est de forme ovale et d un diameétre de 7 & 9 um [22] . Sous leur forme
dormante, les espéces du genre Cryptosporidium sont relativement résistantes aux conditions
adverses de I’environnement en comparaison avec les autres protozoaires et ils peuvent méme
survivre au traitement chloré de I’eau potable ainsi qu’aux désinfectants utilisés dans les
laboratoires, les hopitaux et les fermes d’élevage [23] . En 1998, une étude de Ruest, Faubert
et Couture a montré que Cryptosporidium, contrairement a Giardia, avait le méme pouvoir
infectieux pour les bovins élevés a I’intérieur que pour ceux élevés a I’extérieur ou les
conditions sont généralement moins propices a la survie des protozoaires en raison des rayons
ultra-violets, des écarts de température et du manque d humidité [10] . Cependant, les auteurs
de cette étude mentionnent que I’excrétion du parasite est intermittante et qu’un seul
échantillon fut prélevé sur chaque animal, ce qui pourrait avoir sous-estimé la prévalence
réelle de Cryptosporidium chez les animaux élevés a | intérieur et a I’ extérieur [10] . L
ookyste, la forme de résistance par excellence du parasite, peut survivre plus de 3 mois a des
températures situées entre -4 et 4°C dans des milieux variés comme 1’eau, le fumier ou le sol
[24,25] Cependant, cette résistance environnementale a ses limites. Ainsi, les températures
extrémes comme la chaleur ou la congélation accélerent la destruction des ookystes [26,27] .
Le caractere infectieux du microorganisme est compléetement disparu en moins de 6 mois dans
des conditions idéales pour la survie, en moins de 2 semaines a une température variant entre
15et 20 C et en moins de 5 jours a 37 C[28] . Les ookystes meurent en quelques heures en
milieu sec a temperature de la piece [29] . Cependant, lorsqu enfouis dans le sol ou en milieu

aqueux, les ookystes peuvent demeurer actifs et conserver leur pathogeénicité pendant
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plusieurs mois selon la température ambiante [7, 30] Par exemple, la viabilité des ookystes peut

durer 12 mois dans 1’eau a 4 °C [30].

(. N
\; i
v s

Figure 11. Ookystes de Cryptosporidiu m (tiré du site www.marvistavet.com)

Les ookystes de Cryptosporidium sont tres résistants a la plupart des désinfectants et
des antiseptiques. En ce qui a trait aux produits couramment utilisés en milieu hospitalier,
certains produits peuvent détruire les ookystes : le formaldéhyde 10 %, I’ammoniac 5-10 %,
le peroxyde d’hydrogene 3 % et les produits javellisants. Malheureusement, la majorité de ces
produits ne peuvent étre utilisés a de telles concentrations en milieu hospitalier en raison de
leur toxicité [31,32]. De plus, I’efficacité du chlore est diminuée par la présence de maticres
fécales ou se trouvent le plus souvent les ookystes [8]. En 1999, Wilson et Margolin ont
confirmé que ni le glutaraldéhyde 2,5 %, ni le phénol 10 % pas plus que la providone-iodine
10 % ne sont efficaces pour I’élimination des ookystes [66]. En 1996, Fayer et ses
collaborateurs ont testé 1’efficacité de la désinfection par certains gaz [26]. Ainsi, ’ammoniac,
I’oxyde d’éthyléne et le bromure de méthyle (ou bromométhane) ont une excellente efficacité
selon cette étude [26]. L’oxyde d’éthylene, utilisé dans les hopitaux pour la stérilisation du
matériel, est potentiellement carcinogéne [33]. En ce qui concerne le bromure de méthyle,
utilisé comme antiparasitaire en agriculture, on le considére nocif pour 1’environnement
(destruction de la couche d’ozone) ainsi que pour les humains (cancers de la peau) [34]. Le
traitement de ’eau de consommation par les produits chlorés, comme pratiqué pour certains
processus de traitement des eaux, n’est pas suffisant pour 1’élimination compléte du pouvoir
infectant [8]. L’ozonation et le traitement aux UV sont les plus efficaces pour la désinfection
de I’eau [30]. Une concentration aussi faible que 0,59 mg d’ozone par litre d’eau suffit a
réduire de 96 % le nombre de souris qui produisent des ookystes (inoculum de 1 x 10°
ookystes/mL) [30]. Mais 1’ozonation serait moins efficace a température basse [35]. Un autre

obstacle pour pour I’utilisation a grande échelle de 1’ozone est la formation de bromate
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lorsque I’eau contient du bromide. Il s’agit d’un produit carcinogéne [35]. Une dose de rayons
ultra-violets aussi faible que 9 mJ cm? peut inactiver 99.9 % des ookystes de
Cryptosporidium [35].  Le dioxide de chlore a également montré des effets intéressants [30].
Une concentration de 0,46 mg de dioxide de chlore par litre d’eau suffit a réduire de plus de
93 % le nombre de souris qui produisent des ookystes (inoculum de 1 x 10* ookystes/mL) [30].
La filtration standard de 1’eau est peu efficace puisque les cellules de Cryptosporidium ont la
capacité de se déformer pour traverser des pores de dimension inférieure a leur diamétre [36].

L’utilisation de filtre de sable réduit le nombre d’ookystes sans les éliminer totalement [8].

6.5. Facteurs de risque
6.5.1. Exposition en bas age

Tel que mentionné précédemment, 1’exposition en bas age demeure le principal facteur
de risque de voir apparaitre la diarrhée chez les bovins. De plus, il a été montré que plus

I’infection survient t6t dans la vie du veau, plus I’excrétion est prolongée [98].

6.5.2. Densité animale

Le nombre de vaches laitiéres dans une étable tout comme le nombre d’animaux de
ferme autres que des bovins sont des facteurs de risque importants [87, 141]. De méme, Kvac et
Vitotec trouvent une prévalence plus élevée de C. andersoni lorsque les vaches sont a 1’étable
plutdt qu’au paturage [94]. Certains chercheurs ont trouvé que les fermes ayant une densité
d’animaux ¢élevée étaient moins a risque mais une meilleure hygiéne pourrait fausser

I’interprétation de ces résultats [98].

6.5.3. Type de sol et nettoyage
Les mauvaises conditions de salubrité augmentent significativement le risque de

cryptosporidiose. Castro-Hermida, Gonzalez-Losada et Ares-Mazas définissent trois facteurs
de risque : la méthode de nettoyage, la fréquence des nettoyages ainsi que le type de sol.
Méme si le produit utilisé n’est pas précisé, le simple fait de désinfecter diminue
significativement le risque [142]. La fréquence de nettoyage est également importante. Si les
stalles sont lavées une seule fois par mois, les veaux peuvent étre jusqu’a deux fois plus a
risque d’étre infectés comparativement a si on les nettoie quotidiennement [98]. La litiére
semble avoir également beaucoup d’influence. Les animaux logés sur de la paille avec un sol

en terre ont plus de risque d’étre infectés que ceux vivant sur le ciment. La terre et la paille

23



CHAPITRE I: Etude Générale du Parasite

conservent beaucoup mieux 1I’humidité que les sols en ciment ce qui permet une meilleure
survie du parasite [118]. De plus, il est possible de désinfecter un plancher de ciment et cela
diminue les risques de contamination de 62 % [98]. Le balayage est aussi un facteur de risque
important en permettant le transport des ookystes d’une stalle a I’autre [49]. La majorité des
désinfectants comme ceux a base de chlore ne sont pas reconnus efficaces pour éliminer
Cryptosporidium de I’environnement. Récemment, des désinfectants a base d’amines comme
le KENO ™ COX, un brevet en instance, se sont montrés trés efficaces. L’équipe de Naciri a
montré que les ookystes sont détruits ou inactivés complétement aprés un traitement de 2

heures avec une solution de KENO ™ COX concentrée a 3 % [143].

6.5.4. Type de logement
Le type de logement (individuel ou en groupe) ne semble pas avoir d’effet significatif
sur le risque d’infection [69, 49]. Les vecteurs de transmission animés et inanimés pourraient

expliquer en bonne partie cette absence de différence entre les types de logement [69, 49].

6.5.5. Prise de colostrum
Dans une étude de Tzipori et collaborateurs sur des veaux diarrhéiques, la plupart des

veaux étaient hypoglobulinémiques [144]. On pourrait supposer que la prise de colostrum
serait un facteur de protection face a Cryptosporidium [144]. Le fait d’administrer du
colostrum frais plutdt que congelé diminue I’incidence de la maladie [87]. D’autres trouveront
que le colostrum n’offre aucune protection face a la cryptosporidiose [145, 141]. Une étude de
Baillargeon en 2004 a méme montré que le colostrum bovin pouvait étre contaminé par C.
parvum et devenir, paradoxalement, une source d’infection pour le veau naissant [146].
Cependant, administrer un colostrum hyperimmun bovin permet de diminuer le temps
d’excrétion (6,2 jours en moyenne contre 8,5 jours), la durée de 1’épisode de diarrhée (2,3
jours contre 5 jours) et le nombre d’ookystes excrétés par rapport a un colostrum normal [147].
Martin-Gomez, Alvarez-Sanchez et Rojo-Vazquez obtiennent des résultats similaires avec du
colostrum hyperimmun provenant de brebis mais seulement 3 individus furent utilisés pour

leur étude ce qui n’est pas tres significatif [70].
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6.5.6. Alimentation

Le fait de donner de la moulée serait un facteur de risque a cause d’une contamination
par les féces de rongeurs ou en raison d’une trop grande perturbation de la microflore
intestinale au moment du sevrage des veaux [49]. Les veaux nourris au lait reconstitué sont 5
fois moins a risque que ceux nourris au lait naturel dont les risques de contamination sont
beaucoup plus éleves [87]. L’cau aussi peut étre contaminée puisque la désinfection de 1’cau,

généralement a base de chlore, est inefficace pour éliminer complétement les ookystes [8].
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7.Clinique et lésions
7.1. Clinique

Chez les bovins, comme pour la majorité des especes animales sensibles, la maladie causée
par C. parvum est surtout observée chez les jeunes ages de 4 a 30 jours alors que le systéeme
immunitaire est encore relativement immature. Au sein des troupeaux laitiers, le parasite fait
partie du complexe de la diarrhée néonatale qui occasionne d’importantes mortalité et morbidité
[7]. Les pertes économiques pour 1’éleveur sont associées a la mortalité, au retard de croissance,
aux mesures de prévention mises en place et au colt des traitements instaurés [6,9]. De nombreux
veaux peuvent étre exposés a C. parvum des les premiéres heures de vie [7, 72] et ainsi excréter les
parasites a partir de 3 ou 4 jours d’age [87, 88, 89, 90]. De plus, il a ét¢ montré que 1’excrétion fécale
de Cryptosporidium sp chez la vache porteuse asymptomatiquement est plus importante lors du
stress associé au vélage, augmentant davantage 1’exposition du nouveau-né [72]. Cependant, les
adultes n’excrétent pas nécessairement les génotypes de Cryptosporidium qui infectent les jeunes
veaux [22]. On rapporte habituellement une forte morbidité associée a une mortalité modérée a
élevée [72]. Une plus forte mortalité est généralement associée a une infection concomittante avec
d’autres agents pathogénes appartenant au complexe des diarrhées néonatales comme
Escherichia coli, les rotavirus de méme que les coccidies [7, 8, 89]. L’équipe d’Enemark avait
d’ailleurs remarqué que la co-infection avec rotavirus pouvait rendre la cryptosporidiose
beaucoup plus grave [91]. Une étude de Heine et ses collaborateurs a montré que Cryptosporidium
a elle seule peut produire les signes cliniques suivants: anorexie, dépression, diarrhée et fievre
[92]. Des rechutes sont possibles aprés rémission apparente [93]. Les adultes et parfois les jeunes
peuvent excréter le protozoaire tout en demeurant porteurs asymptomatiques [8]. Les veaux
peuvent également étre porteurs asymptomatiques lors d’infection a C. muris qui est une espéce
différente de C. parvum [94]. La virulence, la pathogénicité, 1’antigénicité, la sensibilité aux
différents médicaments ainsi que le caractére infectieux peuvent étre influencés par la variabilité
phénotypique entre les différentes souches de Cryptosporidium [95, 96]. Ainsi, un patient souffrant
de cryptosporidiose peut montrer des signes cliniques légers ou sévéres en fonction du phénotype
(virulence et pathogénicité) du parasite [95]. La guérison dépend de la réponse au traitement qui
peut étre bonne ou mauvaise selon les protéines exprimées par le microorganisme [95]. La nature

des protéines d’un organisme change en fonction du phénotype exprimé ce qui peut grandement
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influencer la réponse immunitaire de I’hote qui est basée essentiellement sur la reconnaissance
des protéines antigéniques retrouvées a la surface des ookystes[ 95] .
7.1.1. Diarrhée et douleur abdominale

La diarrhée persiste 5 a 12 jours, avec une moyenne de 7 jours [8,9]. Un dos arrondi en raison
de la douleur abdominale fait souvent partie des signes cliniques [7]. La sévérité et la durée
varient considérablement d’un individu a 1’autre [97]. Certains auteurs ont montré une corrélation
significative entre la présence de diarrhée et ’excrétion de Cryptosporidium [7,22, 64, 98] alors que
d’autres n’arrivaient pas aux mémes conclusions [10,62]. Selon une étude de Wade, Mohammed et
Schaaf réalisée en 2000, un animal diarrhéique a 36,5 fois plus de chance d’étre excréteur de C.
parvum qu’un animal en santé [22]. En revanche, un animal normal a 2 fois plus de chances
d’excréter C. muris qu’un animal diarrhéique [22]. Cela pourrait s’expliquer par le fait que C.
muris est faiblement pathogene (porteurs asymptomatiques la plupart du temps) chez les bovins
et qu’elle n’est pas 1’espece a suspecter lors d’épisodes de diarrhée [99].

Olson et ses collaborateurs ont trouve une prévalence de 20% de Cryptosporidium chez 104
bovins adultes au Canada en 1997, alors qu’aucun n’a de signes de diarrhée (porteurs
asymptomatiques) [25]. Mais d’autres aspects du fumier peuvent étre corrélés avec 1’excrétion du
parasite selon les observations de 1’équipe de Castro-Hermida effectuées en 2002 (feces molles
ou liquides avec présence de mucus et de sang) [64, 98]. Cependant, la diarrhée causée par
Cryptosporidium parvum seule n’entraine pas 1’apparition de sang dans les féces en raison de la
localisation tres superficielle du parasite [64, 98] et, selon 1’étude de 1’équipe d’Atwill datant de
1999, il y a une faible corrélation entre la présence de feces liquides et ’excrétion du protozoaire
[59]. En général, la présence de sang et les féces liquides sont plutdt associées a une coexistence
entre Cryptosporidium parvum et d’autres agents entéropathogénes (infection mixte avec

rotavirus, coronavirus, Salmonella, ou autres) [7, 100].

7.1.2. Déshydratation et perte d’électrolytes

La déshydratation et la perte d’électrolytes sont les conséquences directes de la perte
importante d’eau par malabsorption intestinale lors de diarrhée. Naciri et ses collaborateurs
rapportent 11,8% (n=153) de veaux de boucherie déshydratés de facon importante lors de
cryptosporidiose (pli de peau persistant au-dela de 30 secondes, yeux enfoncés dans les orbites et

mugqueuses séches) [7]. Cette étude, qui a eu lieu en 1999, montre également I’existence d’un
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décalage entre le moment de la diarrhée, qui se produit autour du troisiéme jour d’observation, et
celui de la déshydratation qui survient plutét vers le quatorzieme jour [7]. Des déséquilibres
électrolytiques (Na, Cl, K, Ca et P) ainsi que des variations du pH sanguin sont a prévoir lors de

diarrhées importantes s’étalant sur plusieurs jours [8].

7.1.3. Amaigrissement
Les maladies entériques causant de I’amaigrissement sont habituellement celles qui

causent une diarrhée modérée sur une longue période (chronique) plutét qu’une diarrhée aigue
pendant une courte période de temps comme c’est le cas en général lors de cryptosporidiose
simple [7, 8]. Cependant, la maladie ouvre la porte a d’autres agents pathogénes opportunistes
permettant de prolonger et d’augmenter la sévérité de la diarrhée en plus d’occasionner un
amaigrissement important [7, 8]. Selon Anderson en 1987, C. muris pourrait entrainer une
diminution du gain moyen quotidien comme 1’a montré 1’examen post-mortem de bouvillons
contaminés appartenant a un parc d’engraissement de 88 tétes [99]. Des Iésions importantes au
niveau de I’abomassum ainsi qu’une forte présence du parasite semblaient indiquer une
performance suboptimale du systeme digestif. Cependant, le gain moyen quotidien des animaux

infectés était semblable a celui des individus qui n’ont pas été colonisés par le parasite [99].

7.1.4. Diminution de la production laitiére

Cryptosporidium muris serait responsable d’une diminution significative de la production
laitiere [99]. En 1995, Esteban et Anderson avaient remarqué une diminution de la production
laitiere sur 5 fermes différentes [101]. La perte était de 3,2 kg par jour de production laitiére
(moyenne de 4 fermes sur 5), soit 13% de lait en moins par rapport aux vaches non-porteuses des
autres fermes [101]. Cette diminution de productivité a été notée pour les vaches de 70 a 149 jours
en lactation [101]. Cryptosporidium muris, découverte d’abord chez les rongeurs, infecte
principalement les glandes de 1’abomasum des bovins ce qui n’entraine pas de signes cliniques
décelables. Cependant, la production d’acide chlorhydrique est retardée ce qui ralentit la

digestion stomacale des protéines. Selon Anderson en 1998, ce phénoméne pourrait
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expliquer la baisse de production laitiére chez les vaches portant ce parasite. Mais le méme auteur
affirme qu’il est plus important d’éviter le contact de 1’eau de surface par des féces contaminées

pour éviter la baisse de production laitiére [102].

7.2. Lésions

Histologiquement, C.parvum atteint principalement la partie distale de 1’intestin gréle, on
retrouve également des lésions dans le caecum et le cOlon, et occasionnellement dans le
duodénum, les Iésions sont les mémes que celles rencontrés dans les entérites virales, a savoir une
atrophie des villosités, on note ¢galement une hyperplasie de 1’épithélium au niveau des cryptes,
une infiltration de la lamina propria par des neutrophiles et parfois des macrophages, une
hypertrophie des nceuds lymphatiques mésentériques, les schizontes et les trophozoite sont

visibles dans les microvillosité en nombre plus conséquent dans le jéjunum et I’iléon.[103]

7.3. Pathogénie

Aprés ingestion, les oocystes libérent des sporozoites qui se fixent aux microvillosités
des cellules superficielles de la muqueuse intestinale. Ceux-ci se transforment en trophozoite
qui sont invaginés par la membrane cytoplasmique et restent donc extra
cytoplasmiques. Cette invasion entraine la destruction de [1’épithélium et une atrophie
bénigne a modérée des villosités.

Cela empeche I’absorption intestinale et entraine donc une diarhée par malabsorption des

nutriments et malnutritions.[ 37,12,38]
microvillosité

hypertrophiée
/

‘\\ o
o /l%\, 7 e

.

Figure 12: Début de développement d’un trophozoite de Cryptosporidium parvum [37]
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Figure 13 : Trophozoite de Cryptosporidium parvum développé dans la membrane

cytoplasmique d’un entérocyte . [37]
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Figure 14 : Cellules intestinales infestées par des trophozoite de Cryptosporidium parvum

en microscopie a balayage. [39]

La premiére interaction hote-parasite d'attachement et d'invasion sont les principaux
événements critiques dans la pathogenése a D’intervention des facteurs et des molécules
spécifique hote-parasite. Cependant, on en sait peu sur les molécules du parasite et de I'nbte
spécifiques impliqués dans ces processus. La connaissance d'une telle molécule est cruciale pour
la compréhension du mécanisme pathogene utilisé par ces parasites. La premiere interaction hote-
parasite de l'attachement, de I'invasion et la formation de vacuole parasitophore sont complexes

processus qui impliquent plusieurs ligands de parasites et hotes récepteurs. Ces interactions ont
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été le mieux étudié dans Apicomplexa tels que Toxoplasma, Plasmodium et Eimeria. L’étapes
envahissantes « zoite» de Apicomplexa possédent spécialisé organelles sécrétoires (rhoptries,les,
micronémes et granules denses) connues collectivement comme le complexe apical. Pendant les
interactions hote-parasite initiale, ces organites secrétent les protéines successivement exocytose,
qui facilitent lI'attachement, I'invasion et la formation de vacuole parasitophores.De nombreuses
protéines micronemal ont «modules» adhésives qui sont conserveés parmi les parasites
apicomplexes, alors que d'autres expriment des domaines uniques. La reconnaissance croissante
de Cryptosporidium comme un agent pathogene humain émergent a conduit a l'identification de
la surface et / ou complexe apical protéines (telles que CSL, GP900, p23/27, TRAP C1, GP15,
CP 15, CP60/15, CP47, gp40/45 et gpl5/Cpl7) qui ont caractéristiques en commun avec celles
des autres Apicomplexa et qui sont impliqués dans la médiation de ces interactions. [40]

Figure 15 : Microscope électronique a balayage montrant de nombreux stades de développement
de Cryptosporidium dans la région microvillositaire de I'muqueuse intestinale.

A : Chaque parasite est contenu dans une vacuole parasitophore qui est bombé de la région
microvillositaire des entérocytes. Certains mérozoites d'un type mar méronte (M) sont exposés a
la suite d'une partie de la membrane de la vacuole parasitophore étre retiré au cours du traitement.
Les fleches indiquent les crateres de la au cours du traitement. Les fleches indiquent les crateres
de la surface de la muqueuse formée par vacuoles vides qui restent aprés que les parasites sont

libérés. [20]
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Figure 16 : site de la premiére interaction hoéte-parasite. [20]

A : Microphotographie lumiére d'une coupe histologique (colorées a I'hématoxyline et a I'éosine)
d'une biopsie de l'intestin gréle obtenue auprés d'un patient immunodéprimé. Trois étapes de
développement de C. parvum dans la brosse bordure des entérocytes sont désignés par des
fleches.

B : Microscopie électronique a transmission des stades de développement de C. parvum dans les
vacuoles parasitophore renflement de la région microvillositaire des entérocytes de I'iléon d'une
souris infectées expérimentalement. Macrogameéte (celle intitulée Ma) contient la caractéristique
granules amylopectine pres du centre et des organismes de formation de paroi a proximité de la
périphérie. Plusieurs (deux marqué T) trophozoites (mérontes uninucléés) et une méronte (M)
avec merozoites en herbe peut étre vu. Sur les fermes laitieres de 1’état de New York, il a été
montré que 17 % des échantillons de sols de ces exploitations étaient contaminées par le parasite
[83, 148]. La présence des ookystes dans I’eau a plusieurs explications : le drainage a partir des tas
de fumier, le contact direct des bovins avec les cours d’eau, le drainage aprés épandage et le

lavage de sols chargés en fumier [83, 149].

7.4.Pratiques a risque

L’¢tude de I’équipe Sischo sur la contamination des cours d’eau attenant a 10 fermes
laitiéres a permis de reconnaitre certaines pratiques agricoles plus a risque [75]. Ainsi, 1’épandage
fréquent de fumier (plus de 6 fois par an) était associé a un risque beaucoup plus élevé de
transmission de 1’infection par Cryptosporidium sp. L’eau en amont des fermes était incriminée

32



CHAPITRE II: Tableau Clinique et 1ésionel du parasite

plutot que I’eau en aval. Ainsi, d’autres sources de contamination étaint possibles comme I’eau

d’égout des résidences situées a proximité [75].

8. Diagnostique

Le retour au laboratoire pour le diagnostiquer les cas de la cryptosporidiose est indispensable
car les signes cliniques de gastroentérites néonatales sont trés semblables, et I’association des
entéropathogenes est tres fréquente.

La détection de I’infection s’effectué souvent par 1’identification de cryptosporidium spp a
partir des différente prélévements (féces, liquide d’aspiration duodénal, biopsie ou liquide de
lavage broncho-alvéolaire) par des méthodes de coloration, on distingue la coloration de Ziehl-
Neelsen modifié par Henriksen et Polhenz considéré comme une technique de référence dans le
diagnostic de la cryptosporidiose a cause de sa sensibilité et I’obtention d’une bonne qualité de la
morphologie du parasite pendant la lecture microscopique. [104, 16]

Aussi le degré d’infestation est influencé sur la sensibilité de teste pour identifier le parasite,
cependant dans les cas ou les selles moyennement ou fortement infecté la sensibilité est trés
voisin entre la technique de flottaison sur saccharose et ELISA. [104]

Des testes immunologique plus performants et rapide a réaliser ont été aussi mis en place afin
de diagnostiquer I’infection : une capture de copro-antigéne est possible par la technique ELISA
(ELISA direct avec Se 93%,Sp 99% et VPP 99% ) [46],0u un marquage des cryptosporidies par
un anticorps spécifique couplé a un fluorochrome(IFA), une technique d’agglutination de latex
est apparue fiable avec une sensibilité et spécificité de 98,7% et 98,2% respectivement quant on
prenait teste ELISA comme une méthode de référence. [11,105]

Toute fois, I’avenement des techniques de la biologie moléculaire comme le PCR(PCR nichg,
PCR-RFLP, Analyse microsatellite) a permis d’obtenir une meilleur sensibilité. Ces testes

permettent aussi de faire la distinction entre les différent especes du cryptosporidium. [11,13,104]
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8.1 Méthodes diagnostiques a partir de matieres fecales

De nombreux microorganismes peuvent provoquer de la diarrhée chez le jeune veau et des
techniques de diagnostic précises sont donc nécessaires afin d’identifier les différents agents
infectieux en cause [2]. Avant 1978, le diagnostic de la maladie dépendait de 1I’examen
histopathologique des tissus intestinaux affectés [106]. Depuis les années 80, la détection sur
matieres fécales est possible suite au développement de nombreuses techniques de
purification et de concentration des ookystes mais de nos jours, la biologie moléculaire est
mise a profit pour une détection encore plus sensible et spécifique [107].
8.1.1 Microscopie, examen apres concentration

Pour un diagnostic de routine, on augmente la sensibilité en concentrant les ookystes

soit par simple flottation dans une solution sucrée saturée, soit par centrifugation (dans une
solution sucrée saturée ou de formol et d’éther chez les carnivores). Ensuite, il est possible de
colorer les ookystes simplement en posant une goutte de solution de sucrose sur la lame [8] ou
par d’autres techniques (Ziehl Neelsen modifié ; coloration négative de Heine) [108].
Lorsqu’une solution saturée en sucrose est utilisée, les ookystes prennent une couleur rosée
visible au microscope [106]. Les propriétés alcoolo-acido-résistantes de la membrane des
ookystes permettent leur détection via une technique de coloration Ziehl Neelsen [109]. La
sensibilité d’une technique avec concentration est bonne comparativement a un frottis direct,
soit 92 et 61 % respectivement [8]. La microscopie permet une distinction entre deux types
morphologiquement différents d’ookystes : C. parvum apparait sous forme sphérique de 4 a 6
pm de diameétre alors que C. muris est de forme ovale et d’un diamétre de 7 a 9 pum [22].
Cependant, la prévalence trouvée est faible comparativement aux autres techniques. La
microscopie n’est pas un bon moyen de discrimination pour les espéces telles que C. deer-like
et C. bovine B car leur taille est comparable a celle de C. parvum. Cela laisse supposer un sur-
diagnostic de C. parvum au détriment de ces dernieres dans les études employant la
microscopie seule [22]. L’expérience du manipulateur demeure importante pour la détection
du parasite et les débris fécaux et autres artéfacts doivent étre différenciés du protozoaire

recherché afin d’assurer la spécificité de la méthode utilisée [106, 110, 111].

8.1.2 Microscopie apres coloration, technique d’immuno-fluorescence avec
anticorps monoclonaux

Les techniques d’immuno-fluorescence directe avec anticorps monoclonaux
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permettent d’améliorer la détection des ookystes dans les matiéres fécales avec une sensibilité
et une spécificité de pres de 100 % [112]. En comparaison avec les techniques de coloration
Ziehl-Nielson, I’immuno-fluorescence est 10 fois plus sensible pour la détection d’ookystes
tout en étant plus spécifique (moins de faux positifs) [113]. Des immunoglobulines
fluorescentes sont alors dirigées contre les protéines de surface de Cryptosporidium ce qui
permet une visualisation et un comptage cellulaire en microscopie [114]. L’énumération des
ookystes peut également se faire a I’aide d’un hémacytometre, par comptage séquentiel dans
25 champs microscopiques adjacents ou par dénombrement dans 25 champs microscopiques
dispersés de facon aléatoire. Ces techniques, bien que plus rapides et faciles a utiliser, sont
beaucoup moins efficaces et précises que I’immuno-fluorescence pour le dénombrement des
ookystes [115]. L’immuno-fluorescence permet la detection trés spécifique de
Cryptosporidium dans des échantillons ou le parasite est peu concentré [112, 116, 117].
L’immuno-fluorescence directe, plus rapide et plus sensible, est le plus souvent utilisée [118].
Cependant, un prétraitement de purification et de concentration est nécessaire. De plus, un
investissement important doit étre fait pour le matériel qui inclut notamment un microscope a
lampe de mercure.

Cette technique ne permet pas I’identification de 1’espéce de Cryptosporidium en
cause et des réactions croisées entre des anticorps fluorescents et certains débris de
I’échantillon ou d’autres protozoaires coccidiens partageant des épitopes semblables (genre
Eimeria) peuvent occasionner I’apparition de faux positifs [112, 114]. Les lipides présents dans
les matieres fécales humaines réduisent également la sensibilité de la technique [119, 120].
Plusieurs trousses commerciales comme Merifluor®, d’utilisation facile, sont utilisées de nos
jours dans les laboratoires de diagnostic clinique et de recherche [110]. Selon Kehl, Cicirello et
Havens, la trousse Merifluor® représente la méthode de détection idéale pour
Cryptosporidium car, en plus d’occasionner des colts moins élevés que I’ELISA, elle
demeure simple a effectuer puisqu’elle restreint le nombre d’étapes tout en permettant le
regroupement des échantillons [121]. La trousse Merifluor® utilise un fluorochrome, la
fluorescéine isothiocyanate, couplée a un anticorps monoclonal dirigé contre une protéine de
surface du parasite. Une couleur vert brillant enrobe les cellules détectées qui deviennent
visibles et facilement dénombrables au microscope [121]. L’énumération des unités viables,
essentielle lors d’infection expérimentale, est possible grace au DAPI (4-6-diamidino-2-

phénylindole). Il s’agit d’un acide nucléique qui fluoresce bleu et qui peut ainsi se localiser au
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sein des noyaux des ookystes toujours viables. L’absence de couleur bleue sur un ookyste est

un signe de mort cellulaire [121, 122, 123,

8.1.3ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

L’ELISA permet également de détecter la présence d’antigénes parasitaires dans les
matieres fécales [124, 110]. Il s’agit d’une méthode simple et rapide qui offre 1’avantage de
pouvoir utiliser 1’échantillon directement, sans prétraitement et elle permet aussi d’analyser
des spécimens congelés. De plus, les techniques de concentration peuvent étre utilisées pour
améliorer la sensibilité [124, 110]. La sensibilité varie selon que les selles sont normales (83%)
ou diarrhéiques (66%) [111]. Des trousses commerciales existent (ProSpecT, Optimum T),
facilitant d’autant la procédure [124, 110, 111]. La trousse ProSpecT, la plus souvent utilisée,
permet de détecter une concentration aussi faible que 20 nanogrammes par mL d’un antigéne
soluble nommé « Cryptosporidium Specific Antigen » (CSA) produit par le protozoaire
lorsqu’il se reproduit dans I’intestin de son héte [125]. La sensibilité de la trousse commerciale
serait de 95 a 100% et la spécificité de prés de 100% pour les échantillons de matiéres fécales
provenant d’humains infectés [121, 125, 126]. Pour la recherche de parasite dans
I’environnement, le seuil de détection semble trop faible puisque le CSA est probablement
trop dilué [125]. La technigque ne permet pas de discrimination entre les différentes espéces de
Cryptosporidium et lorsque des anticorps polyclonaux anti-Cryptosporidium sont utilisés pour
la détection, des valeurs surestimées sont a prévoir en raison des faux positifs découlant de
réactions croisées avec des coccidies du genre Eimeria retrouvées fréquemment chez les

bovins et autres herbivores [127].

8.1.4 PCR (Polymerase Chain Reaction)
8.1.4.1 Intérét de la technique
Cette technique permet d’atteindre une trés bonne sensibilité et spécificité

comparativement a d’autres méthodes comme la microscopie ou I’ELISA [128]. En comparant
une analyse de routine par microscopie (coloration Ziehl Neelson) et une analyse par PCR, la
microscopie montre une sensibilité de 83,7 % et une spécificité de 98,9 % [129]. La PCR est
particuliérement sensible et spécifique pour I’identification de Cryptosporidium a partir d’un
¢chantillon d’eau ou la concentration du parasite est généralement beaucoup plus faible que

dans les maticres fécales d’un animal excréteur [130, 131, 132]. Elle a I’avantage de détecter un
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plus grand nombre de cas de cryptosporidiose que les autres techniques existantes et permet
I’identification des porteurs asymptomatiques au sein d’une population animale [128]. La PCR
a permis de différencier plusieurs especes parmi le genre Cryptosporidium et de refaire une
taxonomie plus juste, jouant ainsi un réle clé pour la compréhension de ce groupe [133].
8.1.4.2. Limites de la technique
Si le protocole est relativement facile a effectuer, les étapes sont malgré tout

nombreuses et représentent un important facteur de variation des résultats. Citons par exemple
la possibilité¢ d’augmenter 100 fois le seuil de détection en incluant plusieurs cycles de gel-
dégel dans le protocole (pour permettre la rupture des ookystes) [128]. Cependant, chaque
étape augmente d’autant la possibilit¢é de contamination par de I’ADN exogeéne. Cette
technique requiert donc un minimum d’expérience et demeure dispendieuse pour les
diagnostics de routine [128]. Des produits comme 1’acide humique et I’acide fulvique utilisés
lors du traitement des eaux usées peuvent également inhiber la PCR et un second cycle pour
une détection adéquate du parasite est alors nécessaire [36]. Les études ont d’ailleurs montré
qu’une double PCR donnait presque toujours de meilleurs résultats de détection comparé a
une simple [36]. La détection des Cryptosporidium dans I’ecau nécessite le plus souvent
’utilisation de la Nested PCR. Les amorces utilisées ne permettent pas I’amplification
spécifique de ’ADN de Cryptosporidium (amplification d’ADN de différentes espéces
d’eukaryotes) mais une seconde amplification a 1’aide de nouvelles amorces permet
d’amplifier ’acide nucléique du protozoaire [36]. Le retrait des substances inhibant la PCR est
souvent essentiel. Des substances inhibitrices existent dans le fumier de méme que dans I’eau
et elles nuisent a la recherche efficace de parasites [134, 135]. De plus, de nombreuses réactions
croisées avec des especes d’algues présentes normalement dans les échantillons d’eau furent
notées avec la PCR surtout lors de la détection de Cryptosporidium [36]. Il est donc nécessaire
de purifier les ookystes avant toute chose. Cette purification peut se faire par plusieurs
méthodes : gradient de densité, magnétisme, dilution et plusieurs autres [134, 135]. Pour
Cryptosporidium, qui ne se cultive pas facilement, la séparation immuno-magnétique est
souvent utilisée [136]. Des billes magnétiques recouvertes d’immunoglobulines anti-
Cryptosporidium sont ajoutées a I’échantillon pour permettre la capture des ookystes a 1’aide
d’un aimant. Il est également possible de se servir de produits permettant une meilleure
amplification en bloquant 1’activité des inhibiteurs de la PCR (albumine d’origine bovine et
polyvinylpyrrolidone). Des polymérases plus résistantes aux inhibiteurs sont également
efficaces [136]. Il est important de noter que la PCR, malgré une spécificité et sensibilité de
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prées de 100 % [121, 125, 126], ne peut faire la différence entre une unité viable de
Cryptosporidium et une qui ne 1’est pas alors que 1I’immuno-fluorescence est efficace pour

évaluer la viabilité [36, 114, 121, 137].

8.1.4.3. Choix d’un géne d’intérét
Ce choix dépend du type d’étude réalisée. Par exemple, si I’on s’attend a une grande
variabilit¢ dans les génotypes, le géne d’intérét doit étre suffisamment polymorphe pour
permettre la discrimination de ces génotypes. Mais il devra étre entouré de régions plus
conservées, c’est-a-dire moins variables et complémentaires a des amorces adéquates. La
plupart des génes utilisés actuellement ont été développés a partir de la séquence génétique de
C. parvum. Or, il existe une diversité génétique au sein du genre Cryptosporidium. Ces genes
peuvent étre moins efficaces pour le diagnostic d’especes peu apparentées a C. parvum
comme C. felis, C. canis, C. muris et C. suis car les amorces utilisées n’ont pas
nécessairement une homologie de séquence adéquate pour permettre 1’amplification de
I’ADN [139]. Le séquencage complet de C. parvum a récemment eté finalisé et devrait
permettre de trouver d’autres geénes intéressants [138].
Le choix d’amorces adéquates est primordial puisque celles-ci devront se lier de fagon non
discriminante aux séquences d’ADN des isolats rencontrés sans pour autant permettre
I’amplification d’ADN de parasites autres que Cryptosporidium comme Giardia et les

coccidies du genre Eimeria [140].

9.2 Diagnostic différentiel
Diagnostic différentiel comprend I’ensemble des causes présentes dans le complexe des
gastro-entérites néonatales des agneaux, des chevreaux et des veaux :
- Des viroses: corona virose, rotavirose, virus BVD/MM ? torovirus, parvovirus...;
- Des atteintes bactériennes : colibacilloses, toxi-infection a clostridium perfringens B,
campylobacteriose ;
- Des parasitoses : gardoise, coccidiose, toxocarose, strongyloidose ;

- Des causes non infectieuse, a savoir alimentaires ou dues au stress .
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Voici les caractéristiques des principales maladies entrant dans le diagnostic différentiel
des diarrhées néonatales chez les jeunes ruminants domestiques :
--Coronavirose: Elles apparaissent entre 3 jours et 3 mois d’age, et sont a I’ origine d’une
diarrhée pateuse a liquide et fétide, d’un abattement important et d’'une hyperthermie. Une
atteinte est possible chez les jeunes, et une atteinte digestive chez les adultes également
(dysenterie hivernale.
-rota virose: la morbidité est élevée la mortalité faible. La diarrhée est pateuse a liquide,
fétide; les animaux sont abattus, I’hyperthermie est modérée . Les animaux sont
principalement atteints entre 6 et 10 jours de vie. La guérison est spontanée sauf en cas
d’association avec d’autres pathogénes ce qui est fréquent.
--colibacillose: elle peut toucher des animaux trés jeunes la souche bactérienne. L’animal est
apathique, trés déshydraté, hypotherme ; il présente une diarrhée aqueuse jaune paille parfois
mucoide avec du sang digéré
--Salmonellose: elle est d’aspect enzoomatique. Chez les veaux, elle peut prendre plusieurs
formes, notamment septicémique avec des morts subites, entéritique avec une anorexie
marquée, une diarrhée nécrotique parfois hémorragique et hyperthermie importante, et
respiratoire . Des animaux de tout ages peuvent étre atteints, avec notamment des
avortements chez les adultes. Les 1ésions d’entérite nécrosante.
--Entérotoxémie = toxi-infection a Clostridium perfringens type B ou C : cette
affection est rencontrée dans un contexte d’alimentation intensive, particulierement chez les
ovins. Les ovins et les caprins sont plus sensible que les bovins. L apparition de 1’affection est
brutale et d’aspect enzootique .Souvent, ce sont les animaux les plus beaux qui sont touchés.
La létalité est quasiment de 100%. On observe chez les animaux de moins de 3 semaines soit
un abattement, un refus de téter, une hyperthermie prononcée, une diarrhée jaunatre puis
brunatre et une mort en 2-3 jours apres une phase de coma ou convulsion. Chez les animaux
de 36 semaine a 3 mois, on peut observer une mort subit ou une phase d’anorexie, des
symptdémes nerveux, une diarrhée verdatre une jetage mousseux puis la mort. Les lésions,
notamment rénales, sont assez caractéristiques.
--Giardiose: Se déclare chez des animaux de plus de semaine, et provoque une diarrhée avec
amaigrissement et passage a la chronicité.
--Coccidiose: Apparait en général apres 3 semaines d’age et entraine une diarrhée noiratre

sanguinolente.
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BVD/MM: les diarrhées néonatales dues au virus BVD/MM sont rares. Souvent, il ya une

atteinte mixte avec une atteinte digestive (diarrhée profuse), une forte hyperthermie, un

ptyalisme, des ulceres et des signes oculaires et cutanes.

Le tableau 4 ci-dessous présente des éléments d’orientation du diagnostic différentiel des

causes les plus fréquentes de diarrhée néonatale chez les veaux

Cause de la Age Aspect de la | Signes cliniques pouvant | Modalités du
diarrhée d’apparitio | diarrhée accompagner la diarrhée | diagnostic
n
Colibacilles <4 joues Aqueuse Dépression. Féces : recherche
entérotoxinogenes profuse Déshydratation. de facteurs
jaunatre a Hypothermie. d’attachement F5
jaune paille
Colibacilles > 4 joues Mucoide, Anémie, Clinique et
attachant-effacant sang non Déshydratation. nécropsique :
digéré, Hypothermie typhlocolite
fausses feces : recherche
membranes. d’antigénes
colibacillaires et
de toxines
Colibacilles >6 joues Parfois Abattement, Hypothermie
septicémiques absente. rapide, décubitus Epidémioclinique
localisations articulaires, recherche sur
hépatique ......... matieres fécales
sang : recherche
de bactériémie
(plusieurs
prélevements par
animal)
salmonelles Tous ages. Tous types, | Forte hyperthermie, Feces,
sang, abattement, anorexie. coproculture
fausses Atteinte respiratoire
membranes | possible. Avortements chez
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(nécrose) les adultes.
Rotavirus 6-10 jours Liquide a Abattement, anorexie,
pateux, hyperthermie modérée. Feces : kits
fétide immunoezymatiq
(malabsorpt ues ELISA, tests
ion). d’agglutination de
rarement particules de latex
hémorragiq
ue.
Coronavirus 5a 10 jours. Liquide a Abattement anorexie, forte | Féces : ELISA
possibles de | pateux déshydratation. Signes Organes :
3jours a (malabsorpt | respiratoires sur veaux, immunofluoresce
3mois. ion). Parfois | atteinte. Digestive sur nce sur coupes
présence de | adultes (type dysenterie (congélation du
sang. hivernale). prélévement
possible)
Virus BVD/MD Tous ages Hyperthermie, ptyalisme, Recherche virale
ulcéres buccaux, signes sur cadavres,
Profuse. | oculaires et cutanés. recherche
Parfois d’antigenes in
hémorragiq Vivo
ue. (immunotolérants

). Attention a la
sensibilité des
tests et a la
persistance des
anticorps
colostraux.
Sérologie chez
animaux
sentinelles

(méres,
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veaux>6mois)

Autres virus
(torovirus,
astrovirus,

parvovirus)

>3 jours

Tous types

Similaire a I’atteinte par le

rota virus

Feces :
microscopie
électronique. Pas
de recherche en
routine.
Inoculation de
cultures
cellulaires,
immunofluoresce

nce

cryptosporidies

5a 15 jours

(2mois)

Liquide
puis
mucoide,
odeur

putride.

Atteinte de 1’état général,

faiblesse.

Feces : recherche
des oocystes par
coprologie.
Epidémioclinique
: antécedent de
traitement
antibiotique

prolongé.

Giardia sp

>1 semaine
(passage a la

chronicité)

Mucoide.

Amaigrissement.

Feces :
visualisation des
protozoaires
(kystes) (examen
direct)

Coccidies vraies
eimeria bovis,

émiera zuernii

2a3 semaines

Profuse
hémorragiq
ue, noiréatre
(flux de

sang)

Troubles nerveux
(éventuellement sans signes
digestifs).atteinte rapide de
I’état général et forte

déshydratation. Ténesme.

Feces :
visualisation des
oocystes.
nombreux
animaux faux-
négatifs pendant

les phases aigues
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D-lactacidémie 7al2 jours Absente ou | Gastro-entérite paralysante, | Feces : recherche
discrete. veau (mou) parésie des colibacilles
mucoide. postérieure, démanche possédant le

ébrieuse, ccdémes facteur

palpébraux, létalité » faible, | d’attachement
CS3Amesure pH
sanguin et D-
lactacidémie

Candida sp >2 semaines | Mucoide Parfois lésions buccales Epidémioclinique
non (muguet) et cesophagiennes | : antécédent ce
hémorragiq | visibles a1’ ceil nu traitement
ue antibiotique

prolongé

feces : examen

direct et culture
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9. Traitement et prophylaxie

Le traitement de la cryptosporidiose est généralement difficile. Ceci s’expliquerait en
partie par la position intracellulaire mais extracytoplasmique (via une vacuole parasitophore)
du parasite au sein de la cellule épithéliale qu’il infecte. Il s’isole ainsi des substances
médicamenteuses présentes dans la lumiére intestinale ainsi que des organelles destructrices

présentes dans le cytoplasme de 1’hote en demeurant caché a I’intérieur de ces vacuoles [150].

9.1. Traitements médicaux

De trées nombreux médicaments ont été utilisés sans succes pour le traitement de la

cryptosporidiose car la plupart possédent une activité antiparasitaire limitée. La
paromomycine agit sur les formes intracellulaires du protozoaire. 1l y a malheureusement de
nombreux facteurs qui atténuent grandement son efficacité tels que la diarrhée, la baisse de
I’immunité d’origine cellulaire, la diminution du pH et la présence de lait [8].
De tous les essais visant a évaluer 1’efficacité de médicaments chez le veau, 1’halofuginone,
un anti-coccidien, est celui qui a montré le plus d’intérét puisqu’une réduction de 1’excrétion
et une prévention de la diarrhée peuvent alors étre observés [8]. Selon Mohammed, Wade et
Schaaf, I’utilisation d’antibiotiques a large spectre afin de prévenir les infections bactériennes
en pré- ou en post-sevrage serait un facteur de diminution des infections a Cryptosporidium
[87].

L’essai d’un sérum concentré pour le traitement par voie orale sur des veaux a donné des
résultats intéressants car il permettait de diminuer la perméabilité intestinale, le nombre
d’ookystes excrétés et le volume de féces diarrhéiques tout en améliorant 1’état de la surface
intestinale [151]. Des vaccins, vivants et tués, font également 1’objet d’études. Ils permettent
une réduction des signes cliniques et de 1’excrétion des ookystes ce qui permet de diminuer
’utilisation de médicaments [152]. Finalement, il a ét€ montré que 1’utilisation de probiotiques
comme Lactobacillus acidophilus et L. reuteri permet de diminuer I’incidence de la diarrhée
chez les veaux [153].

Chez I’humain, la nitazoxanide est recommandée par la FDA aux Etats-Unis pour le
traitement de la cryptosporidiose car elle permet une diminution de la sévérité des signes
cliniques et du taux d’excrétion. Mais la molécule serait peu efficace chez les bovins selon

une ¢tude de 1I’équipe de Schnyder effectuée en 2009 [154].
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La vaccination des méres en vue d’obtenir un plasma hyperimmun a fait I’objet de
nombreuses études. Cette méthode entraine une diminution de la diarrhée ainsi que de
I’excrétion d’ookystes selon 1’étude de Perryman et collaborateurs ou les vaches furent
immunisées avec une protéine recombinante de C. parvum [155].

Devant le manque de médicaments réellement efficaces et 1’aspect souvent autolimitant de
la diarrhée, les traitements symptomatiques demeurent appropriés. Ainsi, une fluidothérapie
orale ou intraveineuse protége le patient de la déshydratation. L’ajout de protecteurs de
muqueuse comme le sucralfate et d’antibiotiques pour la prévention des infections

bactériennes secondaires peut également s’avérer bénéfique [8, 23).

9.2. Prévention

Concernant les locaux, il est recommandé de conserver un environnement le plus propre et
sec possible et de décontaminer les surfaces a 1’aide d’ammoniac et d’eau a 120°C sous
pression légere car il est important de minimiser la dispersion du parasite. Un nettoyage
quotidien des vétements, des bottes et du matériel d’entretien est aussi recommandé [8]. Une
¢tude de I’équipe de Barwick a permis de montrer I’utilit¢ de maintenir bas le pH du sol pour
diminuer la contamination de 1’environnement par Cryptosporidium et Giardia car ces
protozoaires se développent plus facilement dans un environnement neutre [83].

D’aprés Mohammed, Wade et Schaaf, les facteurs associés a une diminution de 1’infection
au pré-sevrage sont: la présence de ventilation dans I’étable ou 1’élevage des veaux a
I’extérieur, 1’addition et/ou le changement quotidien de liticre et le fait de donner du lait
reconstitué aux veaux [87]. L’élevage en box individuel jusqu’a trois semaines permet de
réduire la transmission entre jeunes. Le fait de déménager les veaux apres le vélage ainsi que
I’utilisation d’un supplément de vitamines et minéraux permet de prévenir la cryptosporidiose
en post-sevrage [87]. Il faut cependant noter que 1’étude effectuée par Mohammed, Wade et
Schaaf était une analyse épidémiologique basée sur des observations et que la relation de

causalité n’a pas réellement été testée [87].
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Conclusion

Cryptosporiduim parvum représente indéniablement 1’espéce cryptosporidienne la plus

important, que ce soit sur le plan économique, medical, vétérinaire ou zoonotique.

Ce micro-organisme peut probablement parasiter toutes les espéces de mammiféres, dont
I’homme, et ses incroyables capacités de multiplication et de résistance dans le milieu

extérieur lui conférent un fort caractere cosmopolite et ubiquiste.

Chez les bovins, le parasite est fortement impliqué dans le complexe des entérites
diarrhéiques néonatales, généralement, la parasitose ne s’exprime sous sa forme clinique que

lorsque la pression parasitaire est suffisamment forte.

Quand elle affecte le veau, la diarrhée cryptosoridienne n’a rien de pathognomonique. Le
recours au diagnostic de laboratoire est donc indispensable, d’autant plus que le parasite est

couramment associé¢ d’autres agents entéropathogénes.

Bien que le tableau clinique observé sur le veau soit principalement relié a une diarrhée par
malabsorption--mal digestion, les mécanismes pathogéniques de la diarrhée a C.parvum
demeurent quelque peu obscurs. L’immunité spécifique acquise Vis-a-vis du parasite est
¢galement mal compris. L’immunité & médiation cellulaire semble cependant jouer un role

essentiel.

C.parvum se révéle indifférent a la plupart des agents chimio-thérapeutique.sur plus de deux
cent substances testées, quatre molécules seulement ont montré une activité anti
cryptosporidienne digne d’intérét chez les bovins, mais aucune n’est efficace & 100%
L’utilisation prophylactique du colostrum hyperimmun fournis également de bons résultats ;
toutefois, son emploi chez les bovins est incompatible avec les systétmes de production

animale.

Les vétérinaires ruraux ne disposent de tres peu de moyens de lutte spécifiques pour faire face
a la cryptosporidiose bovine. lls ne doivent donc pas négliger la lutte sanitaire, en espérant la
découverte et la mise au point de nouveaux moyens préventifs ou curatifs. Malgré cela, ils

ouvrent, a travers leur acte vétérinaire, a une mission de santé publique.
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