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En médecine vétérinaire, comme en médecine humaine, les protozoaires digestifs sont
fréguemment rencontrés [APPELBEE et al., 2005]. Ils ont une grande importance du point de vue
économique et sanitaire, par les signes cliniques provoqués mais aussi par leur aspect zoonotique
important pour certains [FAYER, 2004].

Le genre Cryptosporidium sont des parasites coccidiens qui infestent les microvillosités des
cellules d'épithéliales tapissant les organes digestifs et respiratoires [TZIPORI et WARD, 2002]. Ce
sont des protozoaires intracellulaires, obligatoires de petite taille. lls ont découvert que ces
protozoaires sont la cause principale des diarrhées chez les humains et certains animaux [VESEY et
al., 1997]. Leurs caractéristiques biologiques leur conférent une grande résistance dans le milieu
extérieur. Ces parasites sont facilement véhiculer par I'eau et résistent a de nombreux traitements
[FAYER, 2004; AKAM et al., 2004].

La cryptosporidiose chez I'homme a progressé dans ces dix derniéres années et les cas de
contamination par voie hydrique sont de plus en plus nombreux [BONNIN et al., 1998]. Les
ruminants sont rendus responsables de ce nouveau mode de contamination ; mais les données de la
biologie moléculaire semblent indiquer qu'il existe deux génotypes différents de C. parvum : I'un
commun aux ruminants et a I'nomme, responsable de zoonose a cryptosporidies et l'autre évoluant

uniquement chez I'nhnomme et responsable d'une contamination inter-humaine [HARP et al., 1990].

Chez les personnes immunocompétentes, Cryptosporidium peut causer une diarrhée de 3 a 20
jours qui disparait spontanément. Cependant, chez le patient immunodéprimé, la cryptosporidiose
revét une forme clinique sévere et se caractérise par la diarrhée rebelle et prolongée [AMBROISE-
THOMAS et al., 1999].

La giardiase est une infection intestinale due au parasite Giardia intestinalis ou également
appelé Giardia lamblia. L'infection par ce parasite peut étre asymptomatique ou associée avec
certains symptomes telle la diarrhée, la perte de poids, des crampes abdominales et un retard de
croissance [GRIT et al., 2012]. Du fait que Giardia peut infecter a la fois les animaux et les humains
a soulevé des préoccupations au sujet du risque pour la santé publique des adultes et enfants de
compagnie [OLSON et al., 2004; THOMPSON et MONIS, 2004]. Le niveau de risque dépend des
taux de prévalence et le mode d'excrétion [THOMPSON et MONIS, 2004].




Diverses techniques de comptage des ceufs fécaux, utilisant la concentration de selles soit par
des méthodes basées sur la flottation ou la sedimentation des éléments parasitaire, ces méthodes sont
utilisées pour le diagnostique et la surveillance épidémiologique des helminthes et les infections
intestinales des protozoaires chez les humains et les animaux [BECKER et al., 2011].

FLOTAC est une nouvelle méthode de flottation basée sur la centrifugation d'échantillons de
selles dans une solution de flottaison (FS) avec une densité¢ donnée et I’examen microscopique de la
partie supérieure de la suspension fécale permet la détection de la présence des ceufs helminthes et
les kystes de protozoaires intestinaux [CRINGOLI et al., 2010].

En Algérie, les parasitoses qui provoquent la diarrhée reste mal connue et sous estimée chez les

petits ruminants, méme chez I’homme et chez les autres espéces animales.

Ce modeste travail a pour but :

1) d’apprécier la prévalence des parasites intestinaux présents chez les enfants et les adultes
vivant en milieu rurale et urbaine de la Wilaya de BATNA.

2) d’évaluer la prévalence de cryptospordium spp. et autres prarasites dans les élevages des
bovins dans certaines localités de la Wilaya de Batna et leurs transmission zoonotique, en fonction
de certains facteurs de risque tels 1’age, le sexe et la présence ou absence de la diarrhée par
I"utilisation des méthodes conventionnelles, FLOTAC, Mini-FLOTAC et des méthodes moléculaires,

3) d’évaluer les limites de sensibilités des tests de diagnostiques utilisés pour la détection des

parasites intestineaux.
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I. Anatomie et Physiologie de I’appareil digestif
1.1. Appareil digestif chez I'humain

Les organes digestifs accessoires sont les glandes salivaires, le pancréas exocrine, le foie et la
vésicule biliaire. Ces organes exocrines accessoires sont situés a l'extérieur de tube digestif et
déversent leur sécrétion par des canaux excréteurs dans la lumiere de celui-ci. Ce tube digestif est
pour l'essentiel une canalisation de 4-5 m de longueur allant de la bouche a 1’anus. Les organes
constituants I'appareil digestifs sont : la bouche ; le pharynx ; I’cesophage ; 1’estomac ; I’intestin gréle
(successivement duodénum, jejunum, et iléon) et le gros intestin (ceecum et appendice, cOlon et
rectum et anus) [ANDREW et HICKMAN, 1974].

Comme le tube digestif est interrompu de la bouche a sa lumiére et en continuité avec
I'environnement extérieur. Le contenu du tube digestif est donc techniquement excrété hors de
I’organisme. La lumiére du tube digestif a des conditions tolérables et sont essentielles au bon
déroulement de la digestion mais qui seraient intolérables dans le milieu intérieur par exemple le pH
du contenu de I'estomac tombe jusqu'a 2 du fait de I'acide chlorhydrique (HC1) gastrique alors que le
pH intérieur compatible avec la vie est compris entre 6-8 [JAYNE-WILLIAMS et FULLER,
1971].

Les enzymes digestifs qui hydrolysent les aliments pourraient détruire les organes qui les
sécretent [FURNESS et al., 2015]. lls sont sécrétés sous forme inactive et ils sont activés seulement
dans la lumiére du tube digestif ou ils attaquent les aliments. Donc les tissus de I'organisme sont a
I'abri de l'auto-digestion [SHARMA et al., 1997]. La partie distale du tube digestif est colonisée par
des millions de microorganismes qui y sont inoffensifs et méme utiles alors que s'ils pénétraient dans
I'organisme, par exemple en cas de perforation de l'appendice, ils seraient extrémement nocifs
[GILBERT, 1997].

1.1.1. Paroi du tube digestif

La structure générale de la paroi du tube digestif est pratiguement la méme sur toute la
longueur de celui-ci, de l'cesophage a l'anus, avec particularités régionales. Sur une coupe
transversale du tube digestif on distingue quatre couches (Figure 1) qui sont, de lintérieur a
I'extérieur la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse externe et la séreuse [KROGDAHL et
SELL, 1989].
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A. Muqueuse

La muqueuse, qui couvre toute la surface interne du tube digestif, est une couche protectrice
qui est aussi sécrétrice et absorbante dans certaines régions. La muqueuse contient des cellules
exocrines qui sécrétent les sucs digestifs, des cellules endocrines qui sécrétent des hormones gastro-

intestinales et des cellules épithéliales spécialisées dans I'absorption des aliments [HILL, 1983].

La muqueuse n'est pas lisse, en général, mais forme de nombreux replis qui en augmentent
énormément la surface. L’importance du plissement varie selon les régions ; elle est maximale dans

l'intestin gréle ou se fait 1'essentiel de 1'absorption et minimale dans 1'cesophage qui sert seulement de

voie de passage [SELL etal., 1991].

B. Sous-muqueuse

La sous-muqueuse est une couche épaisse de tissu conjonctif responsable de la distensibilité et
de I'élasticité du tube digestif. Elle contient des vaisseaux sanguins et lymphatiques qui envoient des
branches collatérales en dedans vers la muqueuse et en dehors vers la musculeuse. On y trouve aussi
un réseau de neurones qui forme le plexus sous-muqueux qui contréle I'activité locale de chaque
région [NITSAN et al., 1991].

C. Musculeuse externe

La musculeuse externe entoure la sous-muqueuse. C'est le principal contingent musculaire du
tube digestif. Dans la plupart des régions elle est faite de deux couches, circulaire interne et
longitudinale externe. Les fibres de la couche interne (juste sous la sous-mugqueuse) sont disposees
de facon circulaire autour de la lumiére [UNI et al., 1998]. Leur contraction réduit localement le
diamétre [MAHADEVAN, 2014]. La contraction des fibres longitudinale de la couche externe
raccourcit le tube. Conjointement, I'activité de ces deux couches musculaires produit le brassage et la
propulsion du contenu. Un réseau de fibres nerveuses, le plexus myentérique, situé entre les deux
couches musculaires, contribue au contréle de l'activité locale de l'intestin [BUDDINGTON et
DIAMOND, 1989].

D. Séreuse

La couche conjonctive externe recouvrant le tube digestif est la séreuse dont la
sécretion aqueuse lubrifie et facilite le glissement entre les organes digestifs et les organes
voisins [LILLEHOJ et TROUT, 1996].
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Figure 1. Couches de la paroi du tube digestif [ MESCHER, 2016].
1.1.2. Intestin gréle

C’est dans l'intestin gréle qu'a lieu le quasi totalité de la digestion et de 1’absorption. Il n'y a
plus de digestion et d'absorption de nutriments au-dela. Dans le cblon, il y a une faible absorption
d’eau et de sel [KIELA et GHISHAN, 2016]. L'intestin gréle est un tube pelotonné dans la cavité
abdominale et unit I'estomac au gros intestin. Il est divisé de fagon quelque peu arbitraire en trois
segments : le duodénum, le jéjunum et I'iléon [SCHAT et MYERS, 1991].

Au niveau de I’intestin gréle se passe la motilité, la sécrétion et la digestion et I'absorption.

A. Motilité

La motilité de l'intestin gréle comporte la segmentation et le complexe migrant [MORAN,
1982].

A .1. Contractions segmentaires

La contraction segmentaire pousse le chyme dans les deux sens. Ceci est lié au fait que la
fréquence des contractions diminue le long de I'intestin gréle. Les cellules pacemaker du duodénum
se dépolarisent spontanément plus rapidement que celles situées plus en aval dont les plus lentes sont
celles de I'ileon terminal [BAYER et al., 1975].



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kiela%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27086882
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghishan%20FK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27086882
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A .2. Complexe moteur migrant

Quand le quasi totalité du repas a été absorbé, la segmentation cesse et est remplacée, entre les
repas par le complexe moteur migrant qui provoque une succession de contractions faibles qui
progressent sur une courte distance le long de l'intestin avant de mourir. Elles commencent a

I'estomac et migrent le long de l'intestin [HILL, 1983].
B. Sécrétion de I'intestin gréle

L'intestin gréle sécrete quotidiennement environ 1,5 litre de liquide aqueux et de mucus  par
les glandes exocrines de la muqueuse qui forment le suc intestinal. La sécrétion augmente apres les
repas suite a la stimulation locale par le chyme [BEYER et BARONDES, 1982].

Le mucus sécrété protege la muqueuse. De plus le milieu aqueux dd a la sécrétion d'eau
favorise 1’action des enzymes digestifs, notamment les réactions d'hydrolyse, rupture de liaison
chimique par réaction avec H,O, dont l'efficacité est maximale quand tous les réactifs sont en
solution aqueuse [FERNANDEZ et al., 2000].

C. Digestion

La digestion se fait par les enzymes pancréatiques, la bile facilitant celle des lipides. Les
lipides sont réduits par ces enzymes en monoglycérides et acides gras libres absorbables, les
protéines le sont en petits peptides et en quelques acides aminés et les glucides en disaccharides et en

quelques monosaccharides [SMITS et al., 2000].
D. Absorption

Les produits de digestion des glucides, des lipides et des protéines ainsi que des électrolytes,
des vitamines et de I'eau sont absorbés par I'intestin gréle [KIELA et GHISHAN, 2012].

L’absorption se fait dans le duodénum et le jéjunum et il y a plusieurs facteurs contribuent a
l'augmentation la surface de muqueuse disponible pour l'absorption [VAN DEN BERGHE et
KLOMP, 2009] (Figure 2).
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Figure 2.Surface absorbante de l'intestin gréle. a) Aspect macroscopique de Iintestin gréle. b) Plis
circulaires (valvules conniventes) de la muqueuse triplant surface absorbante. ¢) Villosités microscopiques
[MESCHER, 2016].

1.2. Physiologie de la diarrhée chez les humains

1.2.1. Définition de la diarrhée

La diarrhée est un probléme de santé majeur dans le monde, est a la fois un signe et un
symptome. En tant que symptome, la diarrhée a été décrite comme une augmentation de la fréquence
des selles, une augmentation du volume de I'outil et / ou une diminution de la consistance des selles
[WHYTE et JENKINS, 2012]. En tant que signe, la diarrhée se caractérise par une augmentation de
I'excrétion de I'eau dans les selles a plus de 150 a 200 ml toutes les 24 heures [HOQUE et BINDER,
2006].



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S175172221200087X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S175172221200087X#!
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Quatre mécanismes pouvant étre responsables des altérations du mouvement des liquides et des
électrolytes associés a la diarrhée sont une augmentation de I'osmolalité luminale, une diminution de
I'absorption de liquide, une augmentation de la secrétion intestinale et une altération de la motilité
intestinale [KOSEK et al., 2001]. Les mécanismes pathogenes spécifiques de la diarrhée infectieuse
aigué comprennent l'invasion des tissus, la production d'entérotoxines et I'adhésion d'agents
infectieux aux cellules épithéliales [PAWLOWSKI et al., 2009]. Les agents anti-diarrhéiques
éliminent les sécrétagogues du tractus intestinal, stimulent I'absorption de liquide et inhibent le
mouvement des électrolytes [HOQUE et BINDER, 2006].

1.2.2. Diagnostique étiologique

Les causes infectieuses sont les plus fréquentes, en particulier compte tenu du réle des
gastroentérites banales virales (hiver) et bactériennes (ét€) [BOSCHI-PINTO et al., 2008].

A. Diarrhées infectieuses
A.l. Choléra

Lié a la toxine de Vibrio cholerae, c'est I'archétype de la diarrhée cholériforme. Il est présent
dans la zone intertropicale avec une prévalence accrue en Inde et en Amérique du Sud
[BANDYOPADHAYA et al., 2009].

C'est une maladie des mains sales, le plus souvent liée a I'ingestion d'eau contaminée par des
selles infectées. Le choléra est trés contagieux et est une maladie a déclaration obligatoire [SACK et
al., 2004]. La pathologie se traduit par de la diarrhée brutale aprés une incubation de moins de 7
jours avec des diarrhées trés abondantes (parfois plus de 15 a 20 litres par jour), hydriques « eau de
riz », vomissements incoercibles et une déshydratation majeure [PETRI et al., 2008].

A.2. Diarrhée a Staphylococcus aureus et autres bactéeries sécrétant des toxines

C'est une toxi-infection alimentaire liée a I'entérotoxine thermostable de S. aureus. Elle fait
suite a l'ingestion de la toxine contenue dans les aliments (souvent réfrigérés) : cremes glacées et
patisseries [CHIANG et al., 2008]. La pathologie se traduit par de la diL'incubation est trés courte,
de moins de 4 heures (c'est le seul exemple frequent d'incubation aussi courte). Elle apparaisse avec
des vomissements brutaux, diarrhées liquides [LARKIN et al., 2009]. L'évolution est spontanément
favorable en 24 heures. D'autres bactéries peuvent fabriquer des toxines et donner un tableau proche
: Bacillus cereus (riz pré-cuit gardé a température ambiante) et Clostridium perfringens [GRAVET
etal., 1999].



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gravet%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10565923
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A.3. Diarrhée a Escherichia coli
A.3. 1. Entérotoxinogene

C'est la « turista » du voyageur, causée par deux toxines (thermostable et thermolabile) suite a

I'ingestion d'eau ou d'aliments mal réfrigérés. Le tableau se déclare en 24 a 48 heures.

Le tableau est variable, soit cholériforme sont plus banal avec nausées et vomissements.
Comme souvent dans les diarrhées infectieuses hydro-électrolytiques liées a une toxine [LEVINE et
al., 1977].

A.3. 2. Autres types d'E. coli : Entéro-hémorragique, pathogéne, invasif

IIs donnent des diarrhées fréquemment sanglantes, parfois proches de la Shigellose (entéro-

invasif).

Klebsiella oxytoca : souvent en cause lors de diarrhées sanglantes aprés antibiotiques
(ampicilline, C1G, pristinamycine). Sa recherche est possible par coproculture mais elle doit étre
spécifiée [ADAGU et al., 2002].

A. 4. Diarrhées virales

Ce sont les plus fréquentes, elles évoluent par épidémies, en particulier en hiver et dans les
collectivités, les virus les plus fréquents sont : Rotavirus, Entérovirus et Adénovirus. Le tableau
associe des diarrhées importantes et des vomissements avec une fievre modérée et des signes de

virose (myalgies, céphalées). L'évolution est rapidement favorable [SOLTAN et al., 2015].
A.5. Diarrhées a Salmonelles et a Yersinia enterocolitica
Les salmonelles en cause ici sont non typhiques : S. typhimurium, enteritidis.

Les aliments contaminés sont principalement les ceufs et la volaille [TSOLIS et al., 1999]. Le
tableau débute apres 1 a 2 jours d'incubation et associe : fievre a 39-40 C°, douleurs abdominales,
localisées en fosse iliaque droite pour Yersinia, vomissements, diarrhées liquides, oligoarthrite et

érythéme noueux peuvent se voir pour Yersinia [JACKSON et al., 2013].
A.6. Colite pseudomembraneuse

Elle est liée a une prolifération d'une bactérie anaérobie, Clostridium difficile, contexte souvent

évocateur : immunodépression, prise récente d'antibiotiques, chimiothérapie, hospitalisation... avec
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des diarrhées tres liquides, fievre élevée (40 °C) et des douleurs abdominales [FALK et al., 1998;
FREEMAN et WILCOX, 1999].

A .7. Diarrheées de I'immunodéprimé

Les diarrhées de I'immunodéprimé évoluent assez rarement en contexte de diarrhée aigué, le
tableau est habituellement celui d'une diarrhée chronique aspécifique, parfois marquée avec
malabsorption pour la cryptosporidiose [TZIPORI et WARD, 2002].

La présence des parasites est prouvée par I'examen parasitologique des selles, qui peut mettre
en évidence : Cryptosporidium (cryptosporidiose), Enterocytozoon et Septata (microsporidiose),
Isospora (isosporose), Cyclospora (cyclosporose) [ROSSLE et al., 2012].

B. Diarrhées non infectieuses
B.1. Maladies inflammatoires chroniques de I'intestin

Une poussée inaugurale de maladie de Crohn ou de rectocolite hémorragique peut donner lieu
a des diarrhées aigués. L'examen endoscopique est alors primordial pour conforter le diagnostique de
MICI par la réalisation de biopsies [FELTON et al., 1990].

B. 2. Colite ischémique

C'est la plus fréquente des manifestations d'ischémie intestinale. Le plus souvent localisée a
gauche (sigmoide notamment, mais tres rarement le rectum) en raison d'un réseau de collatéralité
plus faible a cet endroit [CHANG et al., 2010].

En cas d'atteinte colique gauche, c'est I'artére mésentérique inférieure qui est touché, en cas
d'atteinte droite (plus rare), c'est l'artere mésentérique superieure. La colite ischemique est
essentiellement liée a l'athérome et aux pathologies emboligénes. Une thrombophilie peut la
favoriser [CHANG et al., 2010].

B. 3. Autres diarrhées non infectieuses

B. 3.1. Diarrhée liée a I'ingestion de champignons : L'exemple-type est l'intoxication par
I'amanite phalloide, responsable d'une hépatite aigué sévére voire fulminante associée a une diarrhée

liquide avec vomissements qui peuvent entrainer une déshydratation importante.

B. 3.2. Diarrhée motrice fonctionnelle : Elle rentre dans le cadre des troubles fonctionnels

intestinaux.
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B. 3.3. Diarrhée médicamenteuse : L'apparition de la diarrhée suit habituellement de peu
I'introduction du médicament. Les plus fréquemment en cause sont : AINS, chimiothérapie,
colchicine, sels d'or. L'arrét du médicament permet le plus souvent de faire régresser les symptomes
[CHASSANY et al., 2000].

B. 3.4. Diarrhée chronique : Selon THEIS et al. (2010), Il existe 5 grands types de diarrhée

chronique :

Malabsorption : Liée a une anomalie de l'entérocyte ou de la digestion (maldigestion),
osmotique : Par augmentation de I'osmolarité du contenu de la lumiere intestinale qui favorise I'appel
d'eau , sécrétoire : Par sécrétion d'eau et d'électrolytes dans la lumiere digestive (avec lésions
intestinales associées ou non) , motrice : Par accélération du transit : le contact entre le contenu de la
lumiere intestinale et I'épi-thélium digestif est raccourci, ce qui empéche la réabsorption

d'électrolytes. Volumogénique : Par augmentation de volume des sécrétions.

e Diarrhée chronique par malabsorption : Elle est souvent suspectée par les examens
biologiques de base (hypoalbuminé, carence en vita-mine K, hypocalcémie avec hypocalciurie par
carence en vitamine D, carence en f lates ou en fer...) WONG et al. (2012). Cette malabsorption est

causée par :

 Pré-entérocytaire : Par défaut de digestion des composés qui ne parviennent pas digérés a

I'entérocyte,
* Entérocytaire : Par atteinte de l'entérocyte (avec ou sans destruction cellulaire).

* Post-entérocytaire : L'absorption par I'entérocyte est normale mais il existe une entéropathie
exsudative qui relargue dans l'intestir les nutriments absorbés [VIJAYVARGIYA et al., 2013].

1.3. Appareil digestif chez les bovins

Les bovins appartiennent a une classe d'animaux appelés ruminants. L’appareil digestif des

ruminants contient : la bouche, I’estomac, I’intestin gréle et le gros intestin [HOFMANN, 1989].
La bouche des bovins contient 32 dents, cette configuration permet aux bovins de récolter et

macher une grande quantité d'aliments fibreux [REID et al., 1989].
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Les ruminants sont des animaux qui ont quatre compartiments a leur estomac qui sont : rumen,

réticulum, omasum et abomasum (Figure 3).

Le réticulum, avec sa doublure en nid d'abeille, est un compartiment de I'estomac impliqué
dans la rumination. Il s’agit également comme un piége pour les objets étrangers ingérés par la vache
[REID et CORNWALL, 1959 ; MALBERT et RUCKEBUSCH, 1989].

Le rumen est le plus grand compartiment, et il contient des milliards de bactéries,
protozoaires, moisissures et levures. Ces micro-organismes vivent de maniere symbiotique avec la
vache, et ce sont la raison pour laquelle les bovins peuvent manger et digérer les grandes quantites.
Les micro-organismes du rumen sont suffisamment adaptables pour que les bovins puissent digérer
une grande variété¢ d’aliments, de 1’herbe, du foin et du mais aux brasseurs céréales, tiges de malis,

ensilage et méme urée [REID et CORNWALL, 1959 ; CLARKE et REID, 1970].

L'omasum est également connu « Le feuillet » en raison de ses nombreux plis en forme de
feuilles. Il fonctionne comme la porte de la caillette, filtrant les grosses particules et permettant aux
particules fines et fluide a passer a la caillette [MALBERT et RUCKEBUSCH, 1989].

La caillette est également connue sous le nom de « vrai estomac », fonctionne un peu comme
I'estomac humain produisant de I'acide et certaines enzymes pour démarrer la digestion des protéines
[KENNEDY et MURPHY, 1988].

Le gros intestin
L’intestin gréle

Figure 3. Systeme digestif des bovins [HALL et SILVER, 2014].
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L’intestin gréle produit des enzymes pour faciliter la digestion, mais sa fonction principale est
I'absorption des nutriments. A I'exception des acides gras volatils, la plupart des nutriments sont
absorbés dans I'intestin gréle, y compris les protéines, I'amidon, les graisses, les minéraux et les
vitamines [CLARKE et REID, 1970 ; HOFMANN, 1989].

Le gros intestin, lI'eau est principalement absorbée dans le gros intestin. Les aliments non
digérés, un exces d'eau et certains déchets métaboliques quittent le gros intestin sous forme de
matieres fécales [KENNEDY et MURPHY, 1988].

La consistance du fumier est un indicateur de lI'animal dépend de la teneur en eau, en fibres et
en protéines des aliments. Par exemple, les bovins sur un fourrage luxuriant au printemps auront un
fumier aqueux abondant de couleur verdatre, alors que les animaux suivant un régime de foin auront

un fumier ferme qui est de couleur sombre [[DESWYSEN et ELLIS, 1988 ; REID et al., 1989].

1.4. Diarrhée chez les bovins
1.4.1. Définition

La diarrhée néonatale chez les veaux se caractérise par l'apparition aigué de selles molles ou
liquides. Elle affecte entre 10 a 35% des veaux allaités et elle est responsable de plus de 50% des
pertes avant le sevrage [BARTELS et al., 2010]. La diarrhée provoque une léthargie et une perte
progressive d'appétit et de croissance, et peut réduire le gain de poids. Globalement, la diarrhée chez
les veaux entraine des pertes économiques sérieuses qui peuvent étre réduites par une prévention et
un traitement adéquat [BARTELS et al., 2010 ; 1ZZO et al., 2011].

Les veaux souffrant de diarrhée peuvent se déshydrater et perdre entre 5 et 12% de leur poids
apres deux jours avec des signes cliniques (des yeux enfoncés, faible élasticité de la peau, bouche et
nez secs, membres et oreilles froids) sont plus prononcés et peuvent entrainer la mort [STERAS et
al., 2007].

La diarrhée chez les veaux provoque un comportement pathologique, qui inclut des
changements physiologiques et comportementaux chez les animaux affectés. Le comportement lié a
la maladie est une stratégie adaptative qui augmente I'efficacité de la réponse immunitaire, car il
permet a lI'animal d'utiliser ses ressources énergétiques pour lutter contre la maladie [BARTELS et
al., 2010].

Les veaux souffrant de diarrhée montrent de la léthargie, de la somnolence et une perte

d’appétit et de soif, et peuvent étre plus réticents que d’habitude a s’approcher de 1’¢leveur. De plus,
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les veaux malades réduisent leur activité physique genérale et se couchent pendant des périodes plus
longues que la normale, ils réduisent encore leur comportement de toilettage automatique et

interagissent moins avec les autres animaux [BERCHTOLD et al., 2009].
1.3.2. Agents causaux de la diarrhée

La cause de la diarrhée peut étre infectieuse ou nutritionnelle. La diarrhée infectieuse est
provoquée par des agents viraux (rotavirus, coronavirus), bactériens (Escherichia coli, Salmonella
spp.) et parasitaires (Cryptosporidium parvum, Eimeria spp., Giardia spp., Strongle et les
cryptosporidies sont les parasites les plus fréquemment identifiés) pouvant agir indépendamment ou
simultanément [HUR et al., 2013; CHO et YOON, 2014]. Ces agents pathogénes endommagent le
tractus intestinal par la destruction et le détachement d'entérocytes, l'atrophie des villosités et
I'inflammation de la sous-muqueuse [CHO et YOON, 2014].



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cho%20Yi%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24378583
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I1. Parasites intestinaux (protozoaires intestinaux)

L’intestin peut étre infecté par plusieurs types de parasite parmi eux :

Cryptosporidium spp., Giardia spp., Isospora, etc ...

11.1. Cryptosporidium spp.

11.1.1. Historique

En 1907, Tyzzer est le premier qui a découvert le genre Cryptosporidium, dans I'estomac de
souris, qu'il @ nommé Cryptosporidium muris [TYZZER, 1910]. Plus tard, le méme auteur
découvere un deuxieme isolat dans I'intestin gréle de souris, qu'il a nommeé Cryptosporidium parvum
[O°’DONOGHUE, 1995].

Le pouvoir pathogene pour I'homme des cryptosporidies est de découverte récente (1976) chez
les enfants [NIME et al., 1976]. En 1982, ils ont découvert la présence de Cryptosporidium chez
quelques personnes en bonne santé vivant en contact avec le bétail [CURRENT et al., 1983]. Depuis
ce temps, I’infection avec ce parasite est généralement associée a une diarrhée. L’¢épidémie la plus
connue est en 1993 a Milwaukee au (Etats-Unis) et qui a touché plus de 400 000 personnes via 1’eau
du robinet contaminée [NIME et al., 1976].

11.1.2. Taxonomie
Cryptosporidium est un protozoaire intracellulaire, parasite les entérocytes. Il appartient a :

- Embranchement : Protozoa ;

- Sous-embranchement : Apicomplexa ;
- Classe : Coccidea ;

- Ordre : Eimeriida ;

- Famille : Cryptosporidiidae ;

- Genre : Cryptosporidium ;

- Espéces : voir tableau 1.
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Parmi les especes de Cryptosporidium, Cryptosporidium parvum et Cryptosporidium hominis
sont les espéces les plus courantes provoquant des maladies chez les humains [XIAO et al., 1999].
Les autres espéces sont des parasites des mammifeéres, des oiseaux, des reptiles, des amphibiens et
des poissons (Tableau 1) [FAYER, 2010].

Tableau 1 : Espéces de Cryptosporidium et leurs hotes principaux [FAYER, 2010].

Espéces Héte principal
C. andersoni Bétail et camélidés
C. baileyi Oiseaux
C. canis Chiens
C. felis Chats
C. hominis Humains et singes
C. meleagridis Oiseaux et humains
C. muris Rongeurs et camélidés
C. parvum Humains et les autres mammiferes
C. saurophilium Reptiles
C. serpentis Serpents
C. wrairi Cobayes
C. galli Oiseaux
C. bovis Betail
C. suis Porcs
C. molnari Poissons
C. scophtalmi Poissons
C. xiaoi Mouton, Yak, Chévre
C. fragile Grenouille
C. ryanae Bétail
C. marcopodum Kangourou
C. fayeri Kangourou

Cryptosporidium parvum a de nombre d’hotes, le plus large et le plus couramment incrimine
dans les infections de I’homme et du bétail [HUNTER et al., 2003 ; APPELBEE et al., 2005].
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11.1.3. Morphologie et cycle de vie

Les oocystes de Cryptosporidium spp. sont de petite taille, mesurant entre 4 et 6 um de
diametre et sont sphériques et contiennent quatre sporozoites autour d'un corps residuel menu d'une

paroi a deux membranes séparées par un espace clair (Figure 4) [BOUREE et LANCON, 2005].

membrane extern

5 Paroi
membrane interne

Corps résiduel

Sporozoite

Figure 4. Schéma d’un oocyste [BOUREE et LANCON, 2005].

Le cycle de vie de Cryptosporidium comprend un seul hote. Il implique deux stades asexués et
sexués. Il y a six principales étapes de développement, comme 1’a décrit TZIPORI et WARD
(2002), et qui comprend : Excystation, mérogonie, gamétogonie, la fertilisation et le développement
zygote, et la sporogonie (Figure 4) [SMITH et al., 2007].

L'infection par Cryptosporidium commence par l'ingestion des oocystes par I'hdte. L’oocyste
est le stade exogéne excrétée dans les feces [FAYER et al., 1997]. Le stade oocyste est stable dans
I'environnement, capable a survivre au traitement de routine des eaux usées et peut résister a la
désinfection de I'eau potable [FAYER et al., 1997]. Apres I’ingestion des oocystes Via les aliments
et I'eau contaminée, ou par contact direct avec des personnes ou des animaux infectés, I'oocyste subit
une excystation, libérant ainsi quatre sporozoites dans l'intestin gréle (surtout 1’iléon) qui envahit les
cellules épithéliales [O’DONOGHUE, 1995]. Les sporozoites fixent sur la surface luminale des
cellules épithéliales et se différencient de fagon asexuée en trophozoites qui produit deux types
differents de méronte par la mérogonie [CURRENT et al., 1983 ; O’DONOGHUE, 1995].

Le premier type de méronte forme huit mérozoites, qui pénétrent dans les cellules épithéliales
voisines et soit développer, le 2 téme type de méronte ou le 1 type de méronte qui compléte un autre
cycle [CAREY et al., 2004]. Les mérontes de type Il produisent quatre mérozoites qui deviennent
microgamontes ou macrogamontes [O°’DONOGHUE, 1995 ; HIJJAWI et al., 2004].
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La fécondation entre les gamontes aboutit a la formation dun zygote qui se
développe en oocystes contenant quatre sporozoites (Figure 5) [O’DONOGHUE, 1995 ;
TZIPORI et WARD, 2002]. Deux types d'oocystes sont ansi produits, des oocystes a
paroi épaisse qui sont excrétés dans les féces et des oocystes a parois mince qui recyclent
dans le tractus intestinal provoquant auto-infection [CURRENT et al., 1983 ; HIJJAWI
et al., 2004]. Ce phénomeéne peut expliquer le mécanisme de l'infection persistante chez les
patients SIDA en absence de I'exposition des autre oocystes [TZIPORI et WARD, 2002].

Cellules épithéliale de
I'intestin

Figure 5. Cycle biologique de Cryptosporidium [SMITH et al., 2007].

11.1.4. Physiopathologie

Cryptosporidium a été reconnu comme une cause de maladie gastro-intestinale a la fois chez
les personnes immunocompétentes et les personnes immunodéficients [CURRENT et al., 1983 ;
FAYER et UNGAR, 1986]. Les manifestations cliniques de la cryptosporidiose comprennent
géneralement la diarrhée, des nausées, des vomissements, des crampes abdominales et une fievre
[MAC KENZIE et al., 1994].

L'histoire clinique et I'examen physique sont tout a fait précieux comme dépistage préliminaire
pour I'étiologie de la diarrhée. La consommation de nourriture et d'eau pourrait étre la source de
I'infection [LEARMONTH et al., 2004].
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La diarrhée aigué peut étre causée par les rotavirus alors que la diarrhée persistante est

géneralement causée par les protozoaires tels Cryptosporidium et Giardia [SANGAJI et al., 2015].

Cryptosporidium infecte les tissus de la surface superficielle de I'épithélium intestinale dans
I'iléon et provoque la destruction de la couche épithéliale [GUERRANT, 1997], Avec une atrophie
villositaire et une hyperplasie des cryptes, avec une infiltration de la lamina propria par des
lymphocytes, des macrophages et des polynucléaires neutrophiles, et la présence des lymphocytes T
et polynucléaires neutrophiles intraépithéliaux (Figure 6) [FAYER et al., 2000; AKAM et al.,
2002 ; TZIPORI et WARD, 2002; GRACZYK et al., 2005].

Des études approfondies sur la cryptosporidiose démontrent la perte de vacuoles du
bout d’épithélium des villosités accompagné d'une réduction de co-transport de sodium
couplé au glucose [ARGENZIO et al., 1993].

Cryptosporidium perturbe la fonction de la barriére intestinale et augmente sa
perméabilité, entrainant une diminution d’absorption et augmente la sécrétion de fluide et
d'électrolytes, et de nutriments, qui conduit a la malnutrition et a la diarrhée aqueuse
[GOODGAME et al., 1995].

L’infection persiste en absence d'exposition ultérieure aux oocystes est assez fréquent, en
particulier chez les patients immunodéprimés. Les oocystes a paroi mince excystent dans le tractus
intestinal sans jamais quitter I'n6te et avoir la capacité de causer une auto-infection [TZIPORI et
WARD, 2002].

En outre, I'attachement des sporozoites mobiles a I'épithélium induit la formation de vacuole
parasitophore et cette structure unique fournit une protection de Cryptosporidium de I'environnement
hostile du tractus gastro-intestinal de I'h6te [MING et al., 2018].

Dans les pays en développement, ou les enfants sont plus sensibles a I'infection, la
cryptosporidiose au début d'enfance peut étre associée a des affaiblies développement physique et
cognitif, méme en l'absence de diarrhée [GUERRANT et al., 2008; KOSEK et al., 2001]. La
cryptosporidiose est I'une des infections opportunistes plus graves chez les patients atteints du SIDA.

Un patient qui atteint du SIDA avec une numération des lymphocytes T CD4 de <150 / ml peut
développer une infection persistante, souvent accompagnée avec des blessures graves et diarrhée

mortelles [CHEN et al., 2002]. Le parasite peut également se propage des intestins aux canaux
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hépatobiliaires et pancréatiques, provoquant une cholangiohépatite, cholécystite, cholédochite ou

pancréatite [TZIPORI et WARD, 2002]

Controle C.parvum

Villosités

I

Villosités

Crypt

|
|

Crypt

(a) (b)

Figure 6. Epithélium intestinale [MING et al., 2018].
a : le controle, b: présence de Cryptosporidium
Les cellules épithéliales infectées par C.parvum ou C.hominis. Les cellules épithéliales jouent

également un réle central dans la réponse au parasite en produisant divers médiateurs :

Des cytokines pros inflammatoires (IL8, Gro-alpha, TNF alpha, RAN-TES).
Le TGF — béta, une cytokine anti-inflammatoire qui stimule la synthése des protéines de la

matrice extracellulaire et joue un réle protecteur de la muqueuse.

- Des prostaglandines.
Une béta-defensine, qui appartient a une famille de peptides de faible poids moléculaire a

activité antimicrobienne (Figure 7) [HIJJAWI et al., 2004].
L’expression de protéines de choc thermique par les cellules infectées pourrait intervenir pour

stimuler les lymphocytes T a la phase précoce de la réponse immunitaire. 1l est établi que le contréle
de la cryptosporidiose repose essentiellement sur la voie TH1 et I’interféron gamma [LAURENT et

LAMANDE, 2017].
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Figure 7. Réponse immunitaire innée a Cryptosporidium [LAURENT et LAMANDE,
2017].

11.1.5. Transmission et épidémiologie

Cryptosporidium peut étre transmis directement par personne a personne, animal a homme,
animal a animal, ou indirectement par I'eau, la nourriture et éventuellement par I'air [FAYER et al.,
2000]. Les animaux sont considérés comme un réservoir de Cryptosporidium, avec un potentiel de
contamination des sources d'eau des ménages. La plupart de cryptosporiodiose humaine est associée
a C. parvum et C. hominis [CAMA et al., 2003; LEARMONTH et al., 2004]. En outre, les enfants
infectés par C. hominis éliminent un nombre plus élevés d'oocystes parce qu'ils ont le systéeme
immunitaire amoindri et les oocystes peuvent coloniser plus facilement 1’intestin, contribuant
éventuellement a la prévalence accrue et la propagation de C. hominis au sein de ces communautés
[MCLAUCHLIN et al., 2000; XIAO et al., 2001].

Les oocystes infectieux peuvent étre excrétés avec les selles dans la 5™ semaine méme aprés
la fin de la maladie diarrhéique, ce qui signifie que l'absence de diarrhée ne signifie pas
nécessairement que l'infection est disparue [DIERS et MCCALLISTER, 1989]. Au niveau de
I’hopital, la cryptosporidiose apparaisse chez les personnes agées hospitalisees, les patients infectés
par le VIH, les personnes ayant subis une transplantation de la moelle osseuse ainsi que les services
pédiatriques [BAXBY et al., 1983, DRYJANSKI et al., 1986].

Les animaux de ferme ont longtemps été impliqués comme sources d’infection humaine C.
parvum a été 1’espece la plus répandue chez les animaux d'élevage, en particulier chez les veaux.
Chez le mouton, la prévalence varie de 10% a 68% [MAJEWSKA et al., 2000 ; CONNELLY et
al., 2013] et entre 11,0% et 35,2% chez les chevres [NOORDEEN et al., 2000 ; WATANABE et

al., 2005]. Au Royaume-Uni, I’infection humaine avec C. parvum considérablement diminuée apres
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I'application de plusieurs mesures d'intervention qui ont diminué le contact humain avec le bétail, qui

était auparavant considéré comme un facteur de risque de cryptosporidiose [HUNTER et al., 2003].

Les animaux domestiques peuvent étre considérés comme une source potentielle d'infection
pour I'homme [CAMA et al.,, 2003]. Concernant Cryptosporidium meleagridis, un parasite
initialement décrit chez les dindes, a été également détecté chez I'hnomme au Royaume-Uni
[MCLAUCHLIN et al., 2000], en Thailande [TIANGTIP et JONGWUTIWES, 2002] et Pérou
[CAMA et al.,, 2003]. Les chiens et les chats semblent étre les plus souvent infectés avec
Cryptosporidium canis et Cryptosporidium felis [TIANGTIP et JONGWUTIWES, 2002] et
peuvent agir comme des zoonoses réservoirs de cryptosporidiose humaine [ XIAO et FENG, 2008].

Au cours de la derniere décennie, Cryptosporidium a émergé comme un agent pathogéne
entérique important parmi les 150 autres germes potentiellement pathogenes d'origine hydrique.
Cryptosporidium est le plus célébre dans les pays développés, responsable de grandes étendues d'eau
épidémies [ROSE et al., 1997 ; KARANIS et al., 2007]. Cryptosporidium a été responsable des
épidémies d'origine hydrique associées a I'eau destinée & la consommation aux Etats-Unis [MOORE
etal., 1993 ; MAC KENZIE et al., 1994].

La plus large épidémie de maladies d'origine hydrique documentée en 1993 a Milwaukee, qui
a pu infecter 403 000 personnes et plus de 100 peonnes sont mortes qu’ayant présenté un systéme
immunitaire affaibli [MAC KENZIE et al., 1994]. L'analyse a révélé que I'épidémie de Milwaukee
était due a C. hominis [ZHOU et al., 2003].

Les epidémies de cryptosporidiose d'origine alimentaire ont été comptabilisées dans le monde
entier. Les principales sources de nourriture la contamination provient de la consommation des fruits
de mal nettoyage, légumes et crustacés crus, viande, boissons et autres produits alimentaires ;
manipulateurs d'aliments insalubres ; et contamination par vecteurs tels que les insectes et les
oiseaux [MILLAR et al., 2002 ; RYAN et CACCIO, 2009].

La paroi de I’oocyste de Cryptosporidium spp. le rend tout a fait résistant aux changements de
I'environnement pendant des mois. C'est extrémement résistant a la désinfection chimique et non
affecte par chlore, chloramines et dioxyde de chlore admissibles dans le traitement de I'eau potable
[KORICH et al., 1990]. L'ozone est tres puissant désinfectant chimique pour les oocystes de
Cryptosporidium, mais aussi plus dangereux [RAN et al., 2010]. La surexposition a l'ozone peut
donner lieu a formation de fortes concentrations de sous-produits potentiellement génotoxiques
[KATO etal., 2004 ; SINSKI et BEHNKE, 2004].
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11.1.6. Diagnostique
a. Diagnostique clinique et épidémiologique

Les données épidémiologiques et cliniques permettent seulement d’orienter le diagnostique

avec certitude de I’infection au Cryptosporidium au sein des exploitations ovines et caprines.

Les données épidémiologiques et cliniques permettent d’aboutir a une suspicion mais
certainement pas a une certitude. L’apparition de diarrhées plutot sévéres chez les ruminants
(caprins, bovins) agés de 5 a 20 jours, au cours de la seconde moitié des mises bas est un bon signe
d’appel. Cette diarrhée n’a en revanche rien qui la distingue vraiment des autres diarrhées néonatales

[CHARTIER, 2001].
b. Diagnostique différentiel

Toutes les causes nutritionnelles ou infectieuses du complexe des diarrhées néonatales des
ruminants entrent dans le diagnostique différentiel.
Par exemple chez le chevreau, aucun agent pathogéne n’est retrouvé dans 20% des diarrhées

épizootiques et la conduite alimentaire semble jouer un role important [MILLEMANN et al., 2003].

C. Diagnostique de laboratoire

Les mésures de contrdle étant particulierement lourdes, il est essentiel d’étre sir de son
diagnostique. Le diagnostique de laboratoire repose sur la mise en évidence des oocystes dans les
matieres fécales. Le prélevement est individuel et peut étre effectué sur des matiéres fécales prélevés
dans le rectum ou sur le sol [KRHELEF et al., 2007].

Différentes téchniques d’examen coproscopique existent et elles présentent des caractéristiques
de sensibilité et de spécificité propre. Dans la pratique courante, c’est-a-dire I’examen de matiéres
fécales des animaux, les niveaux d’excrétion sont tels que toutes les techniques, coloration, flottation
ou immuno-marquage. Toutefois, la présence de parasite n’est pas synonyme de la présence de
cryptosporidiose clinique. Lorsque la technique le permet, une semi-quantification ou une

quantification de 1’excrétion donne plus de valeur au résultat de laboratoire.

Il n’existe pas de diagnostique sérologique applicable en routine [BLONCOU, 2003].
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c. 1. Technique de concentration

Differentes techniques de concentration sont utilisées tel que la flottation dans une solution
saturée de sucrose (solution de Sheather), dans une solution saturée de Sulfacide de Zinc (ZnS04) ou
dans une solution saturée de Chlorure de Sodium (NaCl). Il existe également, autres techniques de
concentration par sédimentation dans la formaline-acétate d’éthyle (FAE) ou dans la formaline-éther
(FE) qui nécessitent de plus petites quantités de matiéres fécales que les techniques de flottation
[BIAGBURN et BUTLER, 2006 ; TULI et al., 2010].

c. 2. Technique de coloration

Elle se repose sur la mise en évidence d’oocystes dans les mati¢res fécales. Ces oocystes
mesurent entre 4 a 6 um de diamétre. Ces techniques de colorations sont simples et peu onéreuses.

Elles requierent un opérateur tres expérimenté et avertis [AKAM et al., 2004].

Le diagnostique de routine est souvent fait avec ces méthodes étant donné le haut niveau
d’excrétion d’oocystes chez les animaux diarrhéiques atteints de cryptosporidiose [CHARTIER et
al., 2002].

La méthode la plus utilisée pour la mise en évidence de Cryptosporidium spp. est la coloration
permanente de Henriksen et Polhenz modifiée (1981), aussi appelée Ziehl-Neelsen modifiée, qui
permet de visualiser les ookystes colorés par la fuchsine, comme des particules sphériques de couleur
rougeatre sur fond bleu vert [CHARTIER et al., 2002; AKAM et al., 2004; ZAGLOOL et al.,
2013].

Les ookystes apparaissent comme des formation sphériques ou ovoides, rose brillants sur un
fond vert et plus sombre [AKAM et al., 2004]. lls ne doivent pas étre confondus avec des levures,
sans structures internes. Les lames doivent étre lues rapidement (dans les 15 mn), la réfringence
s’attenue et disparait ensuite [CASEMORE, 1991].

La lecture est nettement plus facile en microscopie a contraste de phase. Ce matériel n’est pas
toujours disponible ce qui constitue une des limites d’utilisation de la méthode. La méthode peut
apporter des informations semi-quantitatives. Le comptage des ookystes permet d’obtenir un score
d’infestation : un + correspond a moins d’un ookyste par champ a I’objectif x 40 et 4 + a plus de 20
ookystes par champ avec le méme objectif [DELAFOSSE et al., 2006].

Autres colorations peuvent étre utilisées comme la coloration au lugol et la coloration de
Giemsa [VOHRA et al., 2012].
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c. 3. Technique d’ELISA (Détection des antigénes de cryptosporidies)

Les antigenes de Cryptosporidium sont mis en évidence lors de leur liaison a un anticorps
spécifique. Un deuxiéme anticorps couplé a une enzyme reconnait le premier complexe puis la
réaction catalysée par I’enzyme libére un composé suivi par spectrophotométrie ou par lecteur
visuelle [LATIF et JAKUBEK, 2008 ; CHALMERS et al., 2011]. C’est une méthode rapide, facile
et ne nécessitant pas d’expérience en microscopie, l1a encore sa spécificité est bonne (98-100%) mais
la sensibilité ne semble pas augmentée par rapport aux techniques microscopiques [FAYER et
XIAO, 2007].

Un des avantages d’ELISA réside dans leur capacité a détecter des fragments d’oocystes ce
que ne permet pas la téchnique de coloration [JEX et al., 2008].

c. 4. Technique d’immunofluorescence directe

On utilise des anticorps monoclonaux dirigent contre des épitopes spécifiques de la paroi des
oocystes de Cryptosporidium. L'anticorps est marqué par un fluorochrome. Cette technique est a la
fois trés sensible (entre 98,5 et 100%) et tres spécifique (entre 96 et100%) [JEX et al., 2008].
Cependant, la réaction croisée des anticorps et les colts associés a ces techniques ont limité leur
utilisation [LATIF et JAKUBEK, 2008].

c. 5. Kits de diagnostique rapide

Des kits de diagnostique rapide par immuno-chromatographie ont été mis au point récemment
par le laboratoire BVT, pour détecter les agents pathogénes majeurs des diarrhées néonatales chez le
veau [ROELLIG et al., 2017].

Les antigénes celles du Coronavirus, du Rotavirus, E. coli et de ’ookyste de C. parvum
peuvent étre mis en évidence par I’immuno-chromatographie dans les féces de veau. La réalisation et
la lecture de ces tests se font en 15 minutes. Ces tests sont qualitatifs.

Pour la détection de 1’ookyste de C. parvum, le test a une sensibilité de 0,947% et une
spécificité de 0,95% [KATANIK et al., 2001].

L’utilisation de ce test chez le chevreau n’a pas été validée en laboratoire mais certains
praticiens 1’utilisent déja en routine dans cette espece car il est simple, rapide et peu onéreux. Une
limite a I'utilisation de ce test qualitatif pourrait éventuellement étre reliée a sa grande sensibilité
puisqu’il n’est pas rare que des chevreaux sains excretent pourtant une certaine quantité d’ookystes

[ROELLIG et al., 2017].
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c.6.Technique sérologique

Il est possible de réaliser des sérologies pour détecter dans le sérum des anticorps, surtout des
IgG anti-Cryptosporidium. Un titre d'anticorps élevé est corrélé avec une infection datant de moins
de six mois [CHALMERS et KATZER, 2013].

La sérologie n'ayant que peu d’intérét dans le diagnostique ; elle est principalement utilisée
dans une perspective épidémiologique [CHALMERS et al., 2011].

c.7. Technique nécropsique (histologique)

L’examen histologique de la partie terminale de I’intestin gréle révele par contre une atrophie
et une fusion des villosités, la dégénérescence et 1’abrasion des microvillosités, une infiltration par
diverses cellules inflammatoires et surtout la visualisation des parasites au sein de la bordure en
brosse [RADOSTIS et al., 2006].

La visualisation de ces lésions suppose que les tissus aient été fixes dans du formaldéhyde
immédiatement aprés la mort, elle est plus inconstante lors d’autolyse [SMITH et SHERMAN,
1994].

Ces méthodes utilisées pour rechercher les ookystes dans les feces restent applicables sur
I’animal mort [AKAM et al., 2004].

c. 8. Technique de biologie moléculaire

La technologie de réaction en chaine par polymérase (PCR) fournit un diagnostique spécifique
au niveau de l'espece avec haute sensibilité. La réaction de polymérisation en chaine permet de
donner un examen reproductible et trés précis, avec la capacité d’analyser un grand nombre
d'échantillons [FAYER et al., 2000]. Une variété de genes sont utilisés dans les diagnostiques
actuels d'ADN et la taxonomie de Cryptosporidium, y compris la petite sous-unité ARNr (également
connu sous le nom d'ARNr 18S [MORGAN et al., 1997, PATEL et al., 1999], protéine de choc
thermique (HSP 70 gene) [SULAIMAN et al., 2000], géne de la protéine de paroi externe de
Cryptosporidium [PATEL et al., 1999], géne de la protéine adhésive liée a la thrombospondine de
Cryptosporidium-1 et le géne d’actine [SPANO et al., 1998].

11.1.7. Prophylaxie sanitaire et médicale

Aucune mesure préventive n’est recommandée de manicre spécifique. Il reste cependant a
appliquer des mesures de précaution, inhérentes a de bonnes pratiques d’¢élevages :
- Retrait immediat des déjections ;

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

- Nettoyage et désinfection a I’OO-CIDE® des équipements et locaux contaminés ;

- Elimination correcte des cadavres animaux [BONNIN et CAMERLYNCK, 1989].

11.2. Giardia spp.

11.2.1. Historique

Giardia a été décrite pour la premiere fois par van Leeuwenhoek en 1681 alors qu'il examinait
ses propres selles diarrhéiques au microscope [WOLFE, 1992 ; ADAM et al., 1994 ; MEYER,
1994].

Cependant, il n'en avait pas fait de dessins mais sa description fut assez détaillée pour
convaincre un grand nombre de chercheures. C’est ainsi que 1’espeéce Giardia duodénalis fut
associée a une maladie intestinale [ERLANDSEN et MEYER, 1984] et reconnue comme une cause

de pathologie diarrhéique a partir de la fin des années 1950.

Une description plus détaillée de ce parasite fut donnée en 1859 par Lambl, indiquant la taille,
la forme et la présence du disque ventral. Ensuite ce fut le tour de Grassi (1879, 1881) qui réussit a
réaliser la premiere description du kyste, des flagelles et des noyaux du trophozoite. Puis d’autres
descriptions en microscope optique de trophozoite et du kyste furent publiées par Simon en 1921 et
Filice en 1952. Ce dernier détermina trois especes pour le genre Giardia [ADAM, 2001].

11.2.2. Classification taxonomique

Au niveau de sa classification, le genre Giardia a été soumis a diverses taxonomies et
comporte plus de 50 espéces [THOMPSON, 2004]. Actuellement il renferme six especes distinctes :

- G. agilis, chez les amphibiens,

- G. ardeae et G. psittaci, chez les oiseaux,

- G. microti, chez les rats musqueés et les campagnols,

- G. muris, chez les rongeurs,

- G. lamblia chez 'homme et un large éventail d’espéce de mammiferes [THOMPSON, 2000]
et dont la position systématique est la suivante :

Régne: Protistes ;

Sous/Regne: Protozoa ;

Embranchement: Sarcomastigophora ;

Sous/Embranchement: Mastigophora ;

Classe: Zoomastigophora ;
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Ordre: Diplomonadida ;

Famille: Hexamitidae ;

Genre: Giardia ;

Espeéce: Giardia lamblia.

Cette distinction repose essentiellement sur la forme du trophozoite, la taille relative du disque
adhesif ventral par rapport aux cellules, et la forme des corps médians (Figure 8) [MONIS et al.,
1999]. Plus récemment, les progres dans le domaine de la biologie moléculaire ont permis une
nouvelle approche phylogénétique, par des critéres bases sur la conservation de certains loci et
I'ARN ribosomial. Ainsi, une sixiéme espece a été décrite, Giardia microti, qui infecte les rats
musqués et les campagnols [THOMPSON et al., 2000]. La plus cosmopolite de ces especes est
Giardia duodenalis, qui infecte un trés large éventail de mammiféres et inclut selon les références six
a une douzaine de génotypes différents [THOMPSON, 2000 ; SOLARCZYK, 2009]. Deux d'entre
eux seulement (génotypes A et B) ont un spectre d'héte large, comprenant les carnivores domestiques
et 'nomme, les autres étant plus spécifiques [MONIS et al., 2003].

11.2.3. Morphologie du parasite

Giardia est un protozoaire flagellé qui se présente sous deux formes : le trophozoite et le kyste.

Le trophozoite est en forme de goutte, avec une extrémité postérieure effilee (Figure 8) ; il
mesure 6-8um x 12-15um. Ses faces ventrale et dorsale, respectivement concave et convexe, lui
conférent une forme de croissant en coupe histologique. La face ventrale est munie d'un disque
adhésif permettant au parasite de demeurer en surface des cellules épithéliales digestives. Le
trophozoite est binucléé ; il possede quatre paires de flagelles assurant sa mobilité, et,
transversalement, deux agrégats denses de microtubules et protéines contractiles : les corps médians.

En coproscopie, cette forme est rarement observable, hormis lors d'examen direct de selles
fraiches [KIRKPATRICK, 1986 ; BARR et al., 1994].

0079\)
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Corps oméd iens
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Figure 8. Giardia, forme trophozoite [BARON, 1996].
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Le kyste, est la forme de résistance et de contamination du parasite ; il est émis dans les
matieres fécales. De forme sub-sphérique, il mesure 7 10um x 8-12um et contient deux ou quatre
noyaux selon son stade de maturité. Les résidus de flagelles et de corps médians qu'il renferme

correspondent & deux trophozoites incomplétement formés (Figure 9).

Figure 9. Giardia, forme kyste [BARON, 1996].
11.2.4. Cycle du Giardia

Giardia intestinalis est un parasite de l'intestin gréle, en particulier du duodénum et les
premiers centimétres du jéjunum [MEYER, 1994].

Il se présente sous deux aspects :

Formes végétatives : longues de 10 a 20 L, larges de 6 a 10 p, piriformes, en « cerf volant »,
présentant 2 noyaux et 4 paires de flagelles.

Ce parasite vit en géneéral fixé a la surface de la muqueuse, pouvant entrainer de légeres
altérations cellulaires, mais s'en détachent frequemment pour aller se fixer en un autre point.

La reproduction se fait par division binaire asexuée. Elles sont fragiles, trés sensibles a la
dessiccation et n'apparaissent donc dans les selles qu'en cas de diarrhée [JOKIPII et JOKIPII,
1974].

De temps a autre ces formes végétatives s'immobilisent, s'entourent d'une coque et se
transforment en :

Formes kystiques : d'abord a 2 noyaux puis a 4 noyaux : ces kystes a 4 noyaux sont éliminés
dans les selles. lls représentent la forme de dissémination du parasite. Un bref séjour dans le milieu
extérieur est sans doute nécessaire a lI'achévement de leur maturation. La période prépatente est en
moyenne de 14 jours (Figure 10) [JOKIPII et JOKIPII, 1974 ; O’HANDLEY et OLSON, 2006].
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Figure 10. Cycle de Giardia intestinalis [GOLDSMITH, 1998].

11.2.5. Pathogénie

La pathogénicité est variable et la sévérité des symptomes est liée d’une part a la virulence des
souches et d’autre part a la fragilité de 1’hote [BOUZA et al., 2000]. Certaines souches ont un plus
grand pouvoir de colonisation que d’autres et la maladie s’exprime par des retards de croissance chez
les jeunes, sans autre manifestation clinique [BURET, 2008]. L’expression clinique de la maladie est
plus sévere chez les individus dont le statut physiologique, nutritif ou immunitaire est compromis
[THOMPSON et al., 1993 ; BARR et al., 1994].

Il existe des porteurs asymptomatiques qui doivent cependant étre traités, car ils sont des
agents disséminateurs de l'affection. Aprés une incubation de 7 a 21 jours s'installe une diarrhée
explosive, aqueuse, faite de 10 a 15 selles par jour, nauséabondes, mais le plus souvent sans épreinte
ni ténesme [BOURDEAU, 1993]. Elle s'accompagne de douleurs abdominales tardives, survenant 4
a 5 heures apres les repas, calmées parfois par des vomissements [WILLIAMSON et al., 2000].Plus
une anorexie, des nausées matinales, une sensation de ballonnement abdominal.Ces signes aigus
s'amendent en une période plus ou moins longue, mais des douleurs abdominales d'intensité et de
siege variables vont persister, ainsi que des troubles du transit : selles diarrhéiques ou pateuses
abondantes, alternance de diarrhée et de constipation [BARTELT et SARTOR, 2015].

Chez un sujet par ailleurs en bon état général, I'évolution est en général spontanément

favorable en moins de trois mois [BARR et al., 1994].
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11.2.6. Etiologie

L’entérite a Giardia lamblia a été rapportée chez les humains, les chats, les chiens, les bovins,
les ovins et d'autres animaux d'élevage. Il se propage par voie fécale-orale, le plus souvent par la
contamination de I'eau de baignade et de I'eau de boisson. La giardiase peut se propager en ingérant
aussi peu que 10 kystes et donc facilement transmissible avec un contact étroit et dans les endroits ou
I'assainissement n’est pas optimal [MUHSEN et LEVINE, 2012].

Giardia comprend différents assemblages de types A a G, les types A et B étant présents chez
I’homme et les animaux et les types C a G se trouvant exclusivement chez les animaux. Les

assemblages A et B peuvent se propager de maniere zoonotique [FENG et XIAO, 2012].

Tout comme les autres parasites, les kystes de Giardia sont responsables de la transmission
de [Il'entérite a Giardia. Ils sont immédiatement contagieux lorsqu'ils sont rejetés dans
I'environnement par les matieres fécales et peuvent rester contagieux pendant pres de 3 mois. lls se
développent et se reproduisent dans des zones froides et humides, en particulier I'eau de riviere. Les
trophozoites sont responsables de la gastro-entérite et d'autres symptomes de la maladie. Les deux
peuvent étre excrétés dans les selles, mais seuls les kystes survivent a long terme [FENG et XIAO,
2012 ; MUHSEN et LEVINE, 2012].

Giardia lamblia n'est pas considérée comme un agent pathogene opportuniste, bien que les
taux chez les patients VIH-positifs et les patients immunodéprimés soient légerement plus élevés
[FENG et XIAO, 2012].

11.2.7. Diagnostique

L'entérite a Giardia Lamblia est diagnostiquée définitivement par [l'identification
microscopique de l'agent pathogéne dans un échantillon de selles. Etant donné que Giardia
est souvent éliminé par intermittence, I'examen des échantillons de selles prélevés sur une
période de plusieurs jours est extrémement sensible [JOHNSTON et al., 2003]. L’examen
traditionnel sur les ovules et les parasites comprend un frottis coloré permanent ;
Cependant, Il'examen microscopique prenant du temps, des ressources, des échantillons
multiples et un ceil entrainé, les dosages immunologiques sont devenus le principal outil de

diagnostique.
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L’immunoessai par fluorescence directe (DFA) détecte les protéines d’organismes
intacts et semble présenter une sensibilité et une spécificité maximales (96% a 100% ;
99,8% a 100%), suivi du dosage immunoenzymatique (EIA) qui détecte les antigenes de
selles a la sensibilitt de 94% a 97% et spécificité de 96% a 100%. Les résultats de ces

examens peuvent étre obtenus en 1 a 2 heures.

Ces dosages immunologiques rapides sont les plus efficaces, avec des résultats
d’environ 10 minutes; Cependant, ils ont une faible sensibilité, en particulier dans les
infections avec une faible concentration du parasite Giardia, et ne doivent pas remplacer
I'IFD ni la microscopie directe [JOHNSTON et al., 2003].

La technique PCR est utilisée pour détecter 'ADN de Giardia dans des échantillons
de selles est aussi spécifique et sensible que la détection dantigéne et elle est plus sensible
que la microscopie. C’est la seule méthode disponible pour classer l'assemblage du parasite
[VERWEIJ et al., 2003].

Dans les cas difficiles a diagnostiquer, l'aspiration de liquide duodénal peut

également étre examiné a la place des échantillons de selles [SHANE et al., 2017].
11.2.8. Prophylaxie

Les étapes pour diminuer la transmission comprennent :

- Hygiene des mains ;

- Contrdle des infections en milieu de soins (précautions universelles) ;

- Pratiques de sécurité des aliments pour éviter la contamination croisée ;

- Eviter la natation, les activités aquatiques et les contacts sexuels au cours de I'évolution de la

maladie ;

- Sensibilisation aux facteurs de risque de la maladie tels que la nage en eau douce ou les sources
d'eau partagées publiques [SHANE et al., 2017; ZYLBERBERG et al., 2017].
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Introduction

Le tube digestif de I’homme peut étre colonisé par diverses espéces parasitaires [ELENI et al.,
2014], qui sont classés en deux groupes : les protozoaires (par exemple Entamoeba histolytica,
Giardia duodenalis, Trichomonas horminis, Balatidium coli , etc...) et les helminthes (par exemple

Ascaris lumobricoides, Trichuris trichiura, Nesator americanus ,etc...) [ODO et al., 2016].

Les parasites gastro-intestinaux sont fréquents dans les environnements caractérisés par une
température chaude, I'numidité, un mauvais assainissement de I'eau sale et les logements surpeuplés
[MICHAEL et al., 2010].

BROOKER et al. (2006) a déclaré que la prévalence globale des parasites intestinaux est plus
élevée chez les enfants en Afrique subsaharienne.

Les humains peuvent acquérir des infections par Cryptosporidium a travers plusieurs voies de
transmission, telles que le contact direct avec des personnes infectées (transmission de personne a
personne) ou animaux (transmission zoonotique) et I’ingestion des aliments contaminés
(transmission d'origine alimentaire) et I'eau (transmission par I'eau) [HUNTER et al., 2007; XIAO,
2010; ADAMU et al., 2014].

Le but de cette étude est d’apprécier la prévalence des parasites intestinaux en milieu rural et
urbaine chez les enfants et les adultes, particulierement ceux vivant a proximité des bovins et ce pour

evaluer 1’aspect zoonotique des parasites, que ce soit par Cryptosporidium et Giardia.
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1.1. Matériel et méthodes
1.1.1. Site d’étude

Nous avons collecté 303 échantillons fécaux entre octobre et décembre 2014 a partir de huit
communes rurales de la Wilaya de BATNA incluant les enfants, les adultes, les éleveurs et les
vétérinaires contre 335 échantillons venant des régions urbaines (142 malades consultant ou externe
et 193 malades hospitalisés : service de pédiatrie et de réanimation infantile, de gastro-entérologie,

service d’infectieux, d’hématologie et de médecine interne du C.H.U de BATNA).

Pour la répartition des patients selon 1’age, nous avons regroupé nos échantillons en fonction des
critéres établis dans de nombreuses études, nous avons considéré I’intervalle entre les naissances a
15 pour les enfants et les ages supérieurs a 15 ans pour les adultes [ADOU-BRYN et al., 2001;
MOSTAFI et al., 2011].Ces échantillons sont traités au niveau du laboratoire de parasitologie et
Mycologie de CHU de BATNA aprés conservation des échantillons dans le bichromate de potassium
a4°cC.

1.1. 2. Techniques de diagnostiques
1.1. 2. 1. Examen macroscopique des selles
Nous avons analysé les échatillons de selles collectés : la couleur, la consistance (solide,

liquide, afécale, pateuse,...), la présence d’éléments parasitaires : nématodes, oxyures, ascaris adultes

ou cestodes, ainsi que la présence de mucus, du sang et des résidus alimentaires etc ....
1.1.2. 2. Examen microscopique des selles

Cet examen est tres important car il permet de dépister les formes végétatives des amibes et
des flagellés ainsi que les ceufs et les larves des helminthes. Les oocystes de coccidies peuvent

également mis en évidence [ANAS, 2008].
1.1.2. 2. 1. Examen direct a I’état frais

Il permet la mise en évidence des éléments parasitaires. Il peut étre réalisé sans ou avec
coloration. L’examen direct sans coloration est pratiqué rapidement souvent juste apres la réception

des échantillons.

L’examen direct avec la coloration de lugol ou la coloration merthiolate-iode-formol (MIF)
permet une meilleure visualisation des parasites particulierement les noyaux des protozoaires et la
disposition de la chromatine nucléaire [ROUSSET, 1993 ; TRABELSI et al., 2012].
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1.1.2. 2. 2. Examen apreés coloration au lugol

L'iode de Lugol est un colorant rapide, avec contraste non speécifique qui est ajouté
directement aux montures humides de matériel fécal pour aider a différencier les kystes de parasite.
Beaucoup de protozoaires et les kystes apparaissent bruns mais les autres objets de I'échantillon
restent clairs [ROUSSET, 1993].

Nous avons dilué l'iode de Lugol 1: 5 avec I’eau distillée stérile (Cette solution devrait étre
préparée fraiche environ toutes les 3 semaines) puis une crotte fécale (= 2 mg) de chaque échantillon
fécale sont déposés sur une lame puis une goutte de 1I’eau physiologique stérile (0,9%) est ajouté si
les selles sont solides, ensuite une goutte d'iode de Lugol a été rajoutée puis on dépose la lamelle sur
I'échantillon et on examine la préparation de montage humide pour la présence de protozoaires puis
I’observation se fait sous microscope optique avec grossissements x 100 et x 400 [AL-SAEED et

ISSA, 2010].
1.1.2. 2. 3. Examen apreés coloration de Ziehl Neelsen modifiee (ZN)

Selon la méthode HENRIKSEN et POHLENZ (1981) modifiée la coloration a ZN modifiée
est une méthode efficace, facile et économique pour la détection des oocystes de Cryptosporidium
[IGNATIUS et al., 1997 ; CONNELLY et al., 2008].

Aprés une concentration préalable des selles par la méthode de Ritchie, le culdt est étalé sur
une lame et séché a I’air libre, puis fixé avec le méthanol pendant 5 mn, suivi d’un séchage.Les
frottis fécaux sont prolongés dans la fuschine phéniquée de Ziehl pendant au moins une heure ,apres
ringage a 1’eau, une décoloration par ’acide sulfurique a 2% pendant 20 secondes puis ringage avec
I’eau ensuite une coloration avec une solution de vert de malachite a 5% pendant 2 & 5 mn comme
contre coloration puis nous avons rincé une autre fois avec I’eau et nous avons séché a I’air libre et
enfin observé au microscope optique avec un grossissement de 400 (objectif X 40) et confirmation
sous grossissement 1000 (objectif X 100).

I. 3. Tests statistiques

Les résultats ont été analysés par le GraphPad Prism 6, utilisant le test y> et ANOVA univarié
suivie du test Dunnet /Tukey pour les comparaisons multiples et la détermination des taux de

signification.

Les valeurs de P<0,05 sont considérées statistiquement significatives.
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1.2. Résultats et Discussion

1.2.1. Caractéristiques démographiques de la population étudiée

Tableau 2. La prévalence des parasites intestineaux selon la région.

Personnes de région rurales Nbre de personnes examineés Nbr
Fréquence %
Enfants 102 40 (39,21 %)***

Adultes (y compris les personnes en 204 23 (11,27 %) x> =32.47
contacte avec les bovins les P<0,0001
vétérinaires et les éleveurs)

Total 306 63 (20,58 %)
Personnes de région urbaine Nbre de personnes examinées Nbre
Fréquence %
Enfants 220 55 (25,00 %) x*=0.31
Adultes 115 32 (27,82 %) P>0,05
Total 335 87 (25,9 %)
Total"urbaines et rurales" 641 150 (23,40 %)

P< 0,05, **P<0,001, ***P<0,0001,
Nous avons présenté dans ce tableau la prévalence des parasites intestinaux chez les enfants

et les adultes dans les régions rurale et urbaine qui est de (23,40%0).

Alors la recherche des parasites intestinaux dans la région rurale a révélé que les enfants sont
les plus infectés (39,21 %) par rapport aux adultes (11,27 %) avec une différence significative
(P<0,05).

Par contre dans la région urbaine il n’ya pas de différence significative (P>0,05) entre la

prévalance des adultes infectés par les parasites (27,82 %) et les enfants infectés (25,00%).

Les enfants dans la région rurale sont les plus touchés par les parasites par rapport aux enfants
de la région urbaine avec diffirence significative (P<0,05) par contre les adultes de la région urbaine
sont les plus infectés par rapports aux adultes de la région rurale avec une différence significative
(P<0,05) (Tableau 2).

Selon nos résultats obtenus dans la région urbaine (23,40%), cette prévalence est supérieure a
celle trouvée a Oran (19,96%) et presque similaire a une étude observée a Alger (26,76%) par
BENOUIS et al. (2013) ce qu’il serait lie probablement aux conditions sanitaires de vie de la

population.
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Une étude faite a Sfax —Tunisie- par AYADI et al. (1991) qui ont trouvé une prévalence de
(26,6 %).

Selon nos résultats de la région rurale, la prévalence d’infection d’enfants (39,21 %) largement
inferieur au taux de parasitisme intestinal retrouvé chez une population infantile en milieu rural
Kenitra — Maroc- (68,1%), cette différence est diie a I’insalubrité du milieu et le contact avec
I’animal [ELQAJ et al., 2009].

L’age a une influence directe sur la prévalence des parasites intestinaux. Nos résultats de la
région rurale montrent que plus 1’age diminue plus le risque d’infestation parasitaire est accru pour
les enfants (39,21 %) et pour les adultes (11,27 %) pourtant dans la région urbaine la prévalence des

parasites intestinaux chez les enfants (25,00 %) est presque similaire a celle des adultes (27,82 %).

Le pourcentage des enfants infectés est presque similaire a celui signalé par BENOUIS et al.
(2013) a Oran ou ils ont enregistré sur 1042 sujets externes et hospitalisés agés entre (la naissance
jusqu’aux 80 ans), une prévalence de 28,84% enfants infectés et 71,15% des adultes infectés.
MOSTAFI et al. (2011) ont mentionné que I’hopital Moulay Abdellah de Salé en Maroc a révélé
une prévalence de 39,17% sur 120 enfants hospitalisés, aussi AYADI et al. (1991) ont trouvé

25,09% des enfants qui ont été détectés positifs dans le CHU de Sfax en Tunisie.

Selon nos résultats, les enfants sont infestés car la majorité de ces enfants sont adressés aux
écoles maternelles et primaires, ou il y avais la promiscuité, la plupart des jeux sont collectifs et la
contamination par le contact avec la terre souillée sans se laver les mains [ELQAJ et al., 2009;
BENOUIS et al., 2013]. Le mangue d'installations sanitaires dans ces écoles pourrait également
avoir contribué a cette prévalence. La plupart des toilettes présentes dans les écoles, n'étaient pas

fonctionnelles ou qu'il n'y a pas suffisamment d'eau dans I'école [ODO et al., 2016].

1.2.2. Prévalence des protozoaires parmi les parasites intestinaux chez les humains

Les parasites intestinaux observés dans cette étude sont E .histolytica/ dispar, Endolymax
nana, Entamoeba coli, Ascaris lumbricoides, Giardia intestinalis et Cryptosporidium spp. (Voir

annexe 1).
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Tableau 3. Prévalence de différents parasites intestinaux selon la région.

Parasites

Cryptospor- | Giardia spp. | E .histolytica | Endolymax Entamoeba | Ascaris

idium nana coli lumbricoides
Région | 01(0,33%)° | 17 (5,61 %)* | 30 (9,9%)* | 21 (6, 93 %) 19 13 Nbre Personnes de
rurale (6,27 %)* (4,29 %) reglo;olgjrale
Région 00%:° 29 (8,65%)* | 27 (8,05 %) | 24 (7,16 %) 21 18 Nbre Personnes de
urbaine (6,26%)" (5,37 %) reg")gsugba'”e
Totale 1(0.15%) | 46 (7,17%)* | 57 (8,89%0)* | 45 (7,02%)* | 40 (6,24%)* | 31 (4,83%)

X? 1,00 2,20 0,663 0,013 1,05 0,403
Valeur 0,33 (ns) 0,137 (ns) 0,415 (ns) 0,908 (ns) 0,992 (ns) 0,525 (ns)
deP

*P< 0,05, **P<0,001, ***P<0,0001, ns= non significatif, °P < 0,05, ® P<0,001, °P<0,0001

Sur les 641 patients examinés, nous avons trouvé 57(8,89%), 45(7,02%), 40 (6,24%),
46(7,17%) et 31(4,83%) infestés par E. histolytica / dispar, Endolymax nana, Entamoeba coli et
Giardia intestinalis respectivement sans différence significative (P>0.05). Cependant, Ascaris
lumbricoides a enregistré la prévalence la plus basse 31 (4,83%) qui est significativement inferieure

par rapport aux autres prévalences (P<0,05) (Tableau 3).

Encore nous avons constaté que E. histolytica était le parasite le plus dominant la région rurale
avec une prévalence de (9,9%) suivi par Endolymax nana, Entamoeba coli, Ascaris lumbricoides et
Giardia spp. avec une différence significative (P<0,05). Pour Cryptosporidium, nous vons enregistré
un seul cas postif dans cette région.

A propos de la région urbaine, Giardia spp. et E .histolytica ont présenté des grandes
préalences de 8,65 % et 8,05% respectivement suivi par Endolymax nana et Entamoeba coli avec
une difference significative (P<0,05) tandis que nous constaté 1’absence totale de Cryptosporidium

dans cette region.

Dans notre étude, il ressort que la fréquence d’isolement est plus élevée en faveur des
protozoaires que I’Ascaris (79,4% vs 20,6% respectivement). Ceci était en disaccord avec I'étude
réalisée sur la prévalence de l'infection parasitaire intestinale au C.H.U. de Guadeloupe- France- avec
72,3 % d’helminthes et 27,7% de protozoaires. Ceci se manifesterait par le fait que cette zone
géographique et les conditions climatiques sont favorables au développement des espéces
d’helminthes et en plus la présence d’auto-infestation [NICOLS et al., 2006].
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Par contre, nos pourcentages sont presque semblables a ce qui a été rapporté a Sfax (Tunisie)
qui ont également rapporté une valeur de 96,5% pour les protozoaires et 3,5% pour les helminthes
[BACHTA et al., 1990]. Selon les données bibliographiques, les protozoaires intestinaux
prédominent dans la plupart des pays en développement. La transmission des protozoaires
intestinales s’effectuent généralement par I’intermédiaire d’aliments crus ou mal lavés comme les
fruits, les légumes, ou bien la contamination via I’eau de boisson pollués par les excrétas humains

[EL KETTANI et al., 2006; BENOUIS et al.,2013].

Dans notre étude, E. histolytica et G. intestinalis sont les principaux protozoaires identifiés
avec une prévalence de 8,89% et 7,02% respectivement. Par contre, certains chercheurs avaient
rapporté un taux de prévalence plus élevé d’E. histolytica 63,27% a Amalapuram en Inde
[PADMAJA et al., 2014].

La faible prévalence d’Ascaris lumbricoides (4,83%) est peut étre expliquée par I’effet de
I’hygi¢ne des mains et surtout les Iégumes qui ne sont pas consommés crus [FAYE et al., 1998].

Ceci était en accord avec I'étude réalisée a Wukro Town Eastern Trigray, Ethopia par ELENI
et al (2014) qui a rapporté une prévalence de 3,9% d’A. lumbricoides. Ceci était en contradiction
avec I'étude réalisée par ONYENIRAN et al. (2014) dans Osogbo Nigeia qui rapportait une plus
grande prévalence d’A.lumbricoides de 68,9%.
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11.2.2. 1. Prévalence des parasites selon le sexe de la population humaine

Tableau 4. Répartition et prévalence des parasites intestinaux selon le sexe des patients.

Patients Patientes
Parasites Nbre infectés Fréguence % Parasites Nbre infectés Fréguence %

Cryptosporidium seul 01 (0,39 %) Cryptosporidium seul 00 (00%)
Giardia intestinalis seul 02 (0,79 %) Giardia intestinalis seul 4 (1,58 %)
Endolymax nana seul 02 (0,79 %) Endolymax nana seul 4 (1,58 %)
Entamoeba coli seul 07 (2,76 %) Entamoeba coli seul 2 (0,79 %)

E .histolytica /dispar 08 (3,18%) E .histolytica /dispar 15 (5,92 %)

seul Seul
Ascaris lumbricoides 03 (1,18 %) Ascaris lumbricoides 11 (2,83 %)
seul seul
Giardia intestinalis + 05 (1.97 %) Giardia intestinalis + 11 (2,83 %)
Endolymax nana Endolymax nana
Giardia intestinalis + 06 (2,37 %) Giardia intestinalis + 18 (4,63 %)
Entamoeba coli Entamoeba coli
Endolymax nana + 03 (1,18 %) Endolymax nana + 04 (1,03 %)
Entamoeba coli Entamoeba coli
Endolymax nana + 05 (1,97 %) Endolymax nana + 11 (2,83 %)
E .histolytica /dispar E .histolytica /dispar
Ascaris lumbricoides  + 05 (1,97 %) Ascaris lumbricoides + 13 (3,35 %)
E .histolytica /dispar E .histolytica /dispar
Totale 47 18,57% Totale 93 23,26 % ™

( Nbre Patients = 253 ) (Nbre Patients = 388 )

s: significative, ns:non significatif.

Sur un effectif totale de 253 patients examinés, 47 (18,57%) sont trouvés infestés par E

.histolytica/ dispar, Endolymax nana, Entamoeba coli, Giardia intestinalis, Ascaris lumbricoides et

Cryptosporidium. Et sur 388 patientes, on a enregistré une prévalence de 93 (23,26 %). Alors selon nos

résultats il n’y a pas de différences significatives (P> 0,05) entre les deux sexes dans la prévalence

des parasites intestinaux (Tableau 4).

Nos résultats obtenus sont presque similaire a ceux trouvé par BENOUIS et al. (2013) a Oran,

il n’a pas trouvé une différence significative (P> 0,05) entre I’infection des patients (48,80%) et des

patientes (51,20%) par les parasites.
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D’apres plusieurs auteurs le sexe n’influence pas sur la prévalence des parasites intestinaux

[OKYAY etal., 2004 ; SURESH et al., 2014 ; ELENI et al., 2014].

En revanche, ODU et al. (2013) ont montré une prévalence des patientes 63,0% et les patients
42,0%, donc il n'y a pas de différence significative (P> 0,05) entre les parasites entériques des

patients et le sexe.

Nos resultats sont en désaccord avec BIU et al. (2012) qui ont rapporté que les parasites

intestinaux étaient significativement plus élevés chez les males que chez les femelles.

Ils ont trouvé a Kénitra (Maroc) que les espéces Entamoeba histolytica, Entamoeba coli et
Enterobius vermicularis sont plus répandues chez le sexe féminin, par contre Ascaris lumbricoides et
Giardia intestinalis sont fréquentes chez le sexe masculin [DIANOU et al., 2004 ; ELQAJ et al.,
2009].
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11.2.2. 2. Prévalence des parasites selon la présence ou absence de la diarrhée

Tableau 5. Répartition et prévalence des parasites intestinaux selon la présence ou absence de la

diarrhée.
Diarrhéiques Non diarrhéiques
Parasites Nbre infectés Fréguence % Parasites Nbre infectés | Fréquence %

Cryptosporidium seul 01 (0,29 %) Cryptosporidium seul 00 (00%)
Giardia intestinalis seul 10 (2,92 %) Giardia intestinalis seul 00 (00 %)
Endolymax nana seul 1 (0,29 %) Endolymax nana seul 3 (1 %)
Entamoeba coli seul 13 (3,8 %) Entamoeba coli seul 00 (00 %)

E .histolytica /dispar 35 (10,23 %) | E .histolytica /dispar 00 (00 %)

seul Seul
Ascaris lumbricoides 13 (3,8 %) Ascaris lumbricoides 7 (2,34 %)
seul seul
Giardia intestinalis + 14 (4,09%) Giardia intestinalis + 03 (1 %)
Endolymax nana Endolymax nana
Giardia intestinalis + 12 (3,5 %) Giardia intestinalis + 7 (2,34 %)
Entamoeba coli Entamoeba coli
Endolymax nana + 4 (1,16 %) Endolymax nana + 4 (1,33%)
Entamoeba coli Entamoeba coli
Endolymax nana + 12 (3,5 %) Endolymax nana + 4 (1,33 %)
E .histolytica /dispar E .histolytica /dispar
Ascaris lumbricoides + 1 (0,29 %) Ascaris lumbricoides + 5 (1,67 %)
E .histolytica /dispar E .histolytica /dispar
Totale 116 33,91% *** Totale 33 11,03 %
( Nbre Patients = 342 ) ( Nbre Patients = 299)
*x5P<() 0001

La prévalence de [D’infection chez les patients diarrhéiques est de 33,91% qui est

significativement supérieur (P<0.0001) que non diarrhéiques 11,03%.

Les protozoaires les plus couramment isolés dans les selles diarrhéiques dans cette étude

étaient Entamoeba histolytica/dispar 14,03%, cette valeur reste significativement supérieure a celui

trouvé par d'autres études de Dar Es Salaam par MOYO et al. (2011) suivi par Giardia intestinalis

(10,52%), Endolymax nana (9,06%%), Entamoeba coli (8,48%) et Cryptosporidium (0,29%)
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Pour les helminthes, Ascaris lumbricoides présente une prévalence a hauteur de 4,09 % chez
les patients diarrhéiques contre 5,68% des patients non diarrhéiques sans différence significative
(P>0,05) (Tableau 5).

La diarrhée est une cause majeure de mortalité et de morbidité surtout chez les enfants vivants

dans des milieux ou les conditions défavorables pour la vie [KOSEK et al., 2003].

Les protozoaires parasitaires jouent un réle important dans la diarrhée, en particulier Giardia
intestinalis qui est fortement associée a la maladie [NGOSSO et al., 2015], dans notre étude Giardia

intestinalis a une prévalence de (10,52%).

Un certain nombre de facteurs de risque de diarrhée y compris I'age le plus jeune [BERN et al.,
2002], le manque d'acces a l'eau courante [CHECKLEY et al., 2004] , le manque d'assainissement
adéquat, présence de jeunes enfants dans le ménage, présence de certains animaux dans la maison,
[TEIXEIRA et al.,, 2007], des mauvaises pratiques des conditions d'hygiéne, état nutritionnel
médiocre et une faible éducation des parents [CHECKLEY et al., 2002].

Les infections par les protozoaires entériques sont parmi les infections les plus courantes chez
I'nomme dans le monde et sont une cause importante de morbidité et de mortalité. Les patients
symptomatiques présentent généralement une diarrhée et des symptdmes abdominaux, y compris des
crampes, la douleur, des ballonnements ou de la sensibilité [ROSSIGNOL et al., 2001].

Bien qu'un certain nombre de protozoaires différents puissent causer ces symptomes, Giardia
intestinalis, Cryptosporidium, et Entamoeba histolytica sont les plus fréquemment rapportés
[NUNDY etal., 2011; LANATA et al., 2013].

De plus, l'infection par Giardia contribue considérablement aux 2,5 millions de décés annuels
dus a des maladies diarrhéiques [ADAM, 2001].

Plusieurs études ont révélé qu'une infection chronique par Giardia pendant I'enfance contribue
a la malnutrition protéino-énergétique, a une carence en vitamine A, a une anémie ferriprive et a une
carence en zinc et a de faibles performances cognitives et éducatives [BERKMAN et al., 2002 ;
GENDREL et al., 2003 ; AL-MEKHLAFI et al., 2010 ; QUIHUI et al., 2010 ; AL-MEKHLAFI
etal., 2013].

Des facteurs socio-économiques tels que la pauvreté, le manque de systemes adéquats

d'assainissement et de traitement de I'eau, I'analphabétisme et les mauvaises pratiques hygiéniques
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ont été identifies comme des facteurs de risque significatifs associés a l'infection par Giardia dans
differentes communautés [FAUSTINI et al., 2006 ; ANUAR et al., 2006 ; CHOY et al., 2014].

Il est fréquent de trouver des rapports sur les associations entre la diarrhée et les infections a
Endolimax [PETERS et al., 1987 ; IQBAL et al., 2001 ; GRACZYK et al., 2005]. D’aprés nos
résultats, Endolimax nana a une prévalence de 9,06 % chez les patients diarrhéiques.

Cette association peut s'expliquer au moins en partie par le fait qu’Endolimax est un indicateur
de contamination fécale, qui peut souvent entrainer une co-infection par d'autres organismes capables
de causer la diarrhée. Dans quelques études Endolimax était associé a une diarrhée chronique
[SHAH et al., 2012 ; POULSEN et STENSVOLD, 2016].

Le nématode intestinal Ascaris lumbricoides est I'un des causes les plus fréquentes d'infection
par les helminthes transmis par le sol (STH) [DE SILVA et al., 1997].

La morbidité la plus élevée se trouve chez les enfants, en particulier chez ceux qui ont une
forte charge de vers A. lumbricoides, ces derniers peuvent entrainer une diminution de la forme
physique, un retard de croissance et des problémes respiratoires et gastro-intestinaux [DE SILVA et
al., 1997 ; SCHULE et al., 2014].

L'infection se produit par l'ingestion d'ceufs embryonnés, habituellement contenus dans le sol,
la nourriture, les légumes et les fruits crus [SCHULE et al., 2014]. Les vers adultes habitent la

lumiere de l'intestin gréle, géneralement le jéjunum ou l'iléon.

L'ascaridiase intestinale est habituellement détectée comme découverte fortuite. Cela peut
entrainer une vaste gamme de présentations cliniques allant de I'infestation asymptomatique par le
ver a l'occlusion intestinale, a la perforation, en particulier a I'iléon, et au saignement [SARMAST et
al., 2011 ; GUPTA et al., 2012].

La prévalence la plus élevée de l'ascaridiase se produit dans les pays tropicaux ou les climats
chauds et humides fournissent des conditions environnementales qui favorisent la transmission de la
maladie [MBAYE et al., 2003].

Les parasites coccidiens tels que Cryptosporidium sont de plus en plus reconnus comme causes

de la diarrhée ; dans notre étude, nous avons trouveés 01 seul cas.

Cependant, cela peut étre une sous-estimation, car il est possible que la cryptosporidiose est

asymptomatique silencieuse et pourrait étre associée a la faible charge parasitaire [KHAN et al.,
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2004 ; NICHOLS et al., 2006] ou ces diagnostiques exigent des techniques plus spécifiques qui ne
sont pas de routine dans de nombreux laboratoires [CHALMERS et GILES, 2010] ou bien une
mauvaise performance de procédures de diagnostique traditionnel dans de nombreux laboratoires ce
qui entraine un mauvais diagnostique et un mauvais traitement des issues graves et potentiellement

fatales, en particulier chez les jeunes enfants [OMORUY 1 et al., 2014].

Par exemple, au Sénégal ; la cryptosporidiose est une maladie non négligeable chez les
enfants avec une prévalence de 6,13 %. Soit 2 % en milieu rural tandis que la prévalence hospitaliére
est de 7,4 % utilisant la méthode ELISA.

IIs ont fait une comparaison entre la méthode ELISA et la méthode de ZN maodifiée, ils ont
constate que la méthode ELISA avait une sensibilité de 58,82 % et une spécificité qui peut atteindre
jusqu’a 96,37 % [FAYE et al., 2013].

Beaucoup d’études ont utilisé la séropositivité par I’évaluation de la présence d'anticorps
sériques spécifiques de Cryptosporidium spp. (IgG, IgM et IgA) utilisant la méthode ELISA [KHAN
et al., 2004; KAUSHIK et al., 2009] .

La cryptosporidiose est une infection zoonotique et des études antérieures ont rapporté une
association de cette maladie avec la présence danimaux domestiques dans le ménage
[O'DONOGHUE, 1995 ; KHAN et al., 2004]. La transmission oro-fécale peut survenir directement
de l'animal a la personne et de personne a personne ou indirectement par nourriture ou eau
contaminée [KHAN et al., 2004 ; CHALMERS et GILES, 2010], le contact direct des enfants avec
les excréments d'animaux comme les agneaux et les veaux sevrés, le lavage des mains inadéquat ; en
autre, I'utilisation des gels et des désinfectants pour les mains a base d'alcool qui sont inefficaces
contre Cryptosporidium spp. [CHALMERS et GILES, 2010]. La cryptosporidiose est l'une des
principales maladies infectieuses émergentes qui sont directement transmises par la voie oro-fécale et

provoquent différents types de pathologies chez les mammiféres, les oiseaux et les poissons.

L’infection avec ce parasite est plus souvent asymptomatique ou auto-limitante chez les hotes
immunocompétents, mais peuvent étre séveres et chroniques chez individus immunodéprimes, tels
que les patients ayant acquis un syndrome d'immunodéficience ou sévérement chez les enfants mal
nourris [MC DONALD, 1996; KHAN et al., 2004; SOW et al., 2016]]. Dans les pays en
développement, I’infection a Cryptosporidium spp. a été signalé plus fréquent chez les enfants
souffrant de malnutrition que chez les enfants bien nourris [KHAN et al., 2004; FAYE et al., 2013].
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Actuellement, la diarrhée est une cause majeure de la morbidité chez les patients VIH / SIDA
et prés de 40% qui meurent du SIDA souffrent de diarrhée [MWACHARI et al., 1998; WANYIRI
et al., 2014]. Cryptosporidium est le parasite le plus commun identifié chez les patients atteints du

VIH / SIDA diarrhée [MIRZA et al., 1994; MWACHARI et al., 1998; WANYIRI et al., 2014].




Conclusion

- Dans le but d’évaluer la prévalence des parasitoses intestinales dans la Wilaya de BATNA,
un examen parasitologique des selles est effectué sur a 641 sujets humais provenants des régions
rurales et urbaines de la Wilaya de BATNA.

- Parmi les 641 sujets examinés, 150 (23,40%) ont été trouvés infectés, 63 (20,58 %) dans les

régions rurales et 87 (25,9 %) dans les régions urbaines.

- Dans les régions rurales la prévalence du parasitisme a une grande prévalence chez les
enfants 39,21 % mais les adultes ont une prévalence de 10,94 % mais pour la région urbaine la

prévalence de parasitisme chez les enfants est 25,00 % et chez les adultes est 27,82 %.

- Les parasites intestinaux rencontrés sont en ordre croissante : Cryptosporidium (0,15%),
Ascaris lumbricoides (4,83%), Entamoeba coli (6,24%), Giardia intestinalis (7,17%), Endolymax
nana (7,02%) et E. histolytica (8,89%), donc Cryptosporidium et Giardia intestinalis.

- La présence de Cryptosporidium et Giardia intestinalis chez les humains nous conduit a la
recherche de ces protozoaires chez les bovins car sont les animaux domestiques les plus répandue

dans la région d'étude.

- D’apres nos résulatas, le sexe n’a aucune influence sur la prévalence de l'infection par les

parasites intestinaux.

- La prévalence des patientes diarrhéiques (33,91%) est significativement supérieure (P<0,05) a
celle des non diarrhéiques 11,03%.

- Au vu de ces résultats, il apparait nécessaire de mener des regles rigoureuses pour réduire la
prévalence de parasitisme par les parasites intestinaux telles que sensibilisation des populations par

I’éducation sanitaire, 1’installation des réseaux d’assainissements et de 1’eau potable.
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II.1.

ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE
CLASSIQUE
(CRYPTOSPORIDIUMET
GIARDIA)




Introduction

Cryptosporidium spp. est un protozoaire parasitant les voies digestives et/ou respiratoires de
nombreuses especes animales, chez les oiseaux, les reptiles, les poissons et les mammiféres y
compris I’homme [FAYER et UNGAR, 1986].

Deux espéces majeures sont rencontrées chez les bovins, C. parvum & localisation surtout
intestinale [PUTIGNANI et MENICHELLA, 2010] qui est I’espéce la plus fréquemment isolée
chez les bovins et la plus pathogéne. La seconde espéce, C. muris a développement gastrique est
rarement pathogéne et sa présence est renseignée de maniére irréguliere dans la littérature
[PEARSON et LOGAN, 1983; POHJOLA et LINDBERG, 1986; OSMAN et al., 2016].

Le role pathogéne de C. parvum en tant agent majeur dans 1’étiologie des diarrhées néonatales
fut longtemps ignoré [AJJAMPUR et al., 2008 ; BOUZID et al., 2013] et ce n’est qu’a la suite des
travaux menés aussi bien sur le terrain par MEUTEN et al. (1974); TZIPORI et al. (1983);
DARABUS et al. (2001) que son role fut démontré dans 1’étiologie du syndrome diarrhéique
néonatal chez le veau ceci méme en ’absence d’autres germes entéropathogenes (E. coli, rotavirus,

coronavirus, et salmonelles).

Compte tenu du fait que peu d’enquéte épidémiologique n’ont été entreprise sur la
cryptosporidiose chez diverses espéces animales dans la région est de 1’ Algérie et encore moins sur
les ruminants, a 1’exception de 1’étude de ABBAS et al. (2015) qui avait ciblé un petit effectif 12
fermes dans trois Wilaya de I’Est d’Algérie y compris Bejaia, Sétif et Souk Ahras et qui a mis en
évidence les oocystes de Cryptospridium dans les selles des veaux par la technique de Ziehl- Neelsen
modifiée par Henriksen et Pohlenz, ainsi que OUCHENE et al., 2012, 2014; HOCINE et al., 2016
et LAATAMNA et al. (2018). De ce fait, la présente étude tend a situer la prévalence de
Cryptosporidium dans la Wilaya de Batna en fonction de certains facteurs de risque tels que I’age, le

sexe et la présence ou I’absence de la diarrhée.
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11.1.1. Matériel et Méthodes

11.1.1.1. Présentation de la zone d’étude

La Wilaya de Batna est située au nord est de I'Algérie. Sa superficie est d'environ 12 192 km?
pour une population totale environ de 1 119 791 habitants. Le climat de la Wilaya est de type semi-
aride frais, une pluviométrie moyenne enregistrée varie entre 350 et 375 mm/ an. L'hiver est froid
avec des temperatures allant de 0 °C a 5 °C, I'été est trés chaud avec des températures pouvant allez
jusqu'a 45 °C a l'ombre. L’humidité relative moyenne varie entre 56 et 60 %, le minimum étant situé
entre 30 et 36 % et un maximum entre 77 et 81 %. Cette semi-aridité du climat de la région, marque

durement la végétation et les écoulements [http://wilaya-batna.gov.dz/].

La région a été ciblé en raison de pour son développement intensif de 1’élevage bovin laitier,
qui est estimé a 50 578 tétes dont 25 289 vaches laitieres (DSA Batna, 2016), qui a 1’échelle

nationale est en passe de devenir une des premiéres Wilayas en matiere de production laitiere.

Notre étude s’est déroulée entre le mois d’Avril 2014 au Novembre 2016 dans 40 élevages
bovins repartis sur six communes (Merouana, EI Madher, Djerma, Arris, Ras ElI Aioun, Chemora,
Ain Yagout, Bouhmar) (Figure 11). Ces élevages sont en majorité de taille moyenne et renferme que

les bovins. La figure 01 montre la situation exacte de chaque zone d’étude dans la Wilaya de Batna.
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(A) : Situation géographique du la Wilaya de BATNA dans 1’ Algérie.
(B) : Situation géographique de chaque région de collection dans la Wilaya de BATNA.

Figure 11. Situation géographique de la zone d’échantillonnage. http://www.d-
maps.com/carte.php?num_car=176844&lang=en.
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11.1.1.2. Récolte des échantillons de féces

Notre étude a ciblé sur un effectif total de 620 échantillons fécaux. Ces échantillons de selles
sont collectés entre Mars 2015 & Mars 2016 de 40 fermes bovines (Tableau 6). Les selles sont
récoltées des leur émission dans des pots en plastiques stériles (5 g au minimum), puis sont remis
dans une glaciére isotherme (4 °C) et acheminés le jour méme au niveau du laboratoire de
parasitologie. Tous ces échantillons sont traités au niveau du laboratoire de parasitologie et

Mycologie de CHU de BATNA, en vue de recherche les oocystes de Cryptosporidium spp.

Chaque prélévement de selle est accompagné d’une fiche commémorative renfermant certaines
informations des animaux comme (station, date de prélévement, 1’age, le sexe, type de ferme et la

présence ou I’absence de la diarrhée).

Tableau 6. Répartition du nombre de fermes ciblé dans chaque département.

Station Nombre de ferme
Merouana 4
El Madher 4
Djerma 8
Arris 3
Ras El Aioun 6
Chemora 4
Ain Yagout )
Bouhmar 6
Total 40

Pour un bon examen coproparasitaire, les selles doivent étre collectées via le rectum des

animaux et non pas du sol de la litiere, séparément du sol et 1’eau.
11.1.1.3. Conservation des féeces

Il est important d’analyser les féces fraiches pour I’observation des parasites. Si les
échantillons sont récoltés apres un délai supérieur a 6 h, elles peuvent également étre conservées de

différentes fagons lorsqu’il est impossible de les faire parvenir trés rapidement. De ce fait, ils
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peuvent étre conservés plusieurs mois au réfrigérateur a une température de 4 °C (apres addition

préalable d’une solution de conservation (formaldéhyde 5% ou bien bichromate de potassium).

Pour la recherche d’oocystes de Cryptosporidium, les prélevements sont conservés dans le
bichromate de potassium (K.Cr,07) a 2,5% a température ambiante (< 2 semaines) ou a température
de 4 °C.

1. 1.1.4. Méthodes d’analyses microscopiques

» Mise en évidence des parasites dans les matiéres fécales

Aprés récupération et identification des échantillons de selles, nous avons suivi une démarche

systématique et qui consiste en la réalisation des démarches suivantes :
11. 1.1.4.1. Examen macroscopique des feces

Apres la récolte de féces, ’aspect des selles est relevé (liquides, pateuses, moulées, présence de

mucus, de sang ...etc). Cet examen consiste a apprécier la couleur, la consistance [MONGI, 1993].
I. 1.1.4.2. Technique de RITCHIE modifiée

Cette technique permet d'augmenter la sensibilité de la recherche des éléments parasitaires
dans les selles (kystes, oocystes et ceufs). Apres la collection et la numérotation des échantillons,
nous avons transférés les échantillons dans une glaciere puis nous avons les conservés a 4 °C. Nous
avons suivi la méthode de Ritchie pour la concentration des parasites COELHO et al. (2009) (voir

annexe 02).
11. 1.1.4.3. Technique de coloration de ZN modifiée

Cette technique de coloration permet d’observer les oocystes de Cryptosporidium qui sont
colorés en rose sur un fond verdatre [GARCIA et SHIMIZU, 1997].

La coloration a ZN modifiée est détaillée dans le chapitre I.

L’examen est dit positif lorsqu’un oocyste est visualisé dans 150 champs microscopiques.
Inversement, il est dit négatif lorsqu'aucun oocyste n’est observé apres observation de 150 champs
microscopiques pris au hasard sous grossissement 40 x [AKAM et al., 2004].

L’estimation de I’intensité de I’infestation parasitaire en fonction des tranches d’age des bovins

est évaluée selon 3 scores d’infestation : infestation faible (+1): 1 a 4 oocyste(s)/champ, infestation
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moyenne (+2): 5 & 10 oocystes/champ, infestation massive (+3): nombre d’oocystes > 10 par champ
[AKAM et al., 2002].

11.1.1.4.4.1dentification de Cryptosporidium et de Giardia par ’immunofluorescence directe (IFD)

A. Principe du test

C’est une technique utilisant des anticorps monoclonaux marques par fluorescence et dirigés
contre des antigénes spécifiques pariétaux des kystes de Giardia et des oocystes de Cryptosporidium
sont ensuite appliqués sur la lame en vue d’étre incubés. On utilise ensuite un microscope a

fluorescence pour la lecture afin de trouver les corps fluorescents susceptibles d’étre des kystes ou

des oocystes [BEN YOUNES et al., 1997].

B. Exécution de ’immunofluorescence

Nous avons testé avec cette téchnique 30 échantillons qui sont hautement positif avec la

coloration de Ziehl Neelsen.

Dans la téchnique IFD, nous avons utilisé le MERIFLUOR® pour Giardia et Cryptosporidium
(Meridian Life Science, Inc., Memphis, TN, USA), nous avons pris 50 pl des selles concentrées,
chaque lame contient trois puits, pour la premiére lame un puit pour I’échantillon et les deux autres
pour le controle positif et négatif respectivement. Apres I’étalement de I’échantillon sur le puit, selon
les instructions du fabriquant, nous avons laissé sécher a 42 °C, puis une goutte de la solution des
anticorps monoclonaux anti-Cryptosporidium et anti-Giardia contenant une protéine stabilisante et
0,1% de sodium azide a été ajouté puis une goutte de colorant fluorescent a été rajoutée qui est la
solution de Eriochrome Black aprés ces lames ont été incubés dans une chambre humide et apres 45
mn les puits sont lavés avec une solution de lavage 20 X.

Apreés lavage, une solution de montage qui est le glycérol buffer contenant le formaldéhyde et
le sodium azide a 0,05 % est appliquée sur tous les puits puis le DAPI (4'-6-diamidino-2-

phénylindole) est ajouté dans chaque puit pour vérifier la viabilité des kystes et les oocystes.

Enfin une observation sur microscope a fluorescence (EVOS FL) équipé d’un systéme de filtre
pour fluoresceine isothiocyanate (FITC) avec quelques caractéristiques : Excitation 490-500 nm,
barriére filtre : 510-530 nm, (grossissement x400). Le contréle positif formaliné est une préparation

des selles contenant les oocystes de Cryptosporidium et les kystes de Giardia contenant 0,09% de
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thimerosale et le controle négatif sont des selles formalinisé contenant 0,09% de thimerosale, ces

contréles ont subit & la méme procédure (voir annexe 3).

Cependant, et bien que cette méthode soit tres sensible, I’identification finale des kystes et des
oocystes nécessite souvent une coloration additionnelle et un examen microscopique subséquent,
étant donné que certaines algues naturellement fluorescentes ressemblent beaucoup aux kystes et aux
oocystes de par leur taille et leurs caractéristiques de coloration. L’identification de Cryptosporidium
et Giardia est basée sur la forme, la taille du parasite ainsi que sur I'intensité de I'immunofluorescence
[GARCIA et al., 1992].

I. 1.1.5. Tests statistiques

Les résultats ont été analysés par le GraphPad Prism 6, utilisant le test ¥ et ANOVA univarié
suivie du test Dunnet /Tukey pour les comparaisons multiples et la détermination des taux de

signification, les valeurs de P<0,05 sont considérées statistiquement significatives.

11.1.2. Résultats et Discussion

1. 1.2.1. Oocyste de Cryptosporidium spp. observé sur un frottis, coloré par la technique de
Ziehl-Neelson modifiée

Dans la coloration ZN, les oocystes apparaissaient comme des corps rosés denses sur un fond
vert pale sphériques de 5 a 6um de diametre (Figure 12 a et 12b).

Oocystes de

(a) (b)
Figure 12. Oocystes de Cryptosporidium spp. observées par la technique de Ziehl- Neelsen modifiée
par Henriksen et Pohlenz (Gx 100).

Cryptosporidium
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11.1 .2.2. Répartition de la fréquence d’isolements des Cryptosporidium chez les veaux

Tableau 7. Répartition de Cryptosporidium spp. dans les fermes bovines des différents fermes de la
Wilaya de Batna.

N° | Régions Nbre de_vgaux Résultats
examines Nbre %
1 |Merouana 72 56 (77,7)
2 | El Madher 64 15 (23,4)
3 |Djerma 135 66 (48,8)
4 | Arris 38 7 (18,4)
5 |Ras El Aioun 105 82 (78,0)
6 |Chemora 56 14 (25,0)
7 | Ain Yagout 72 25 (34,7)
8 |Bouhmar 78 38 (48,7)
Total 620 302 (48,7)

Sur un effectif total de 620 veaux répartis dans ’ensemble des 40 fermes, Cryptosporidium
spp. est apparue plus largement répandue dans toutes les fermes ciblées. Sachant que le taux de

prévalence chez les veaux varie de 18,4 % et 77,7 % (Tableau 7).

La variation de la fréquence d’isolement peut étre liée a d'autres facteurs dont certains sont liés
aux animaux étudiés (age, et le statut clinique) et d'autres sont liés particulierement a
I'échantillonnage et aux conditions d'hygiéne qui jouent un réle trés important [STIBBS et
ONGERTH, 1986]. La cryptosporidiose semble présente dans toutes les régions quel que soit le
type d’élevage (laitier ou allaitant) [AKAM et al., 2004].



https://fr.wikipedia.org/wiki/Chemora
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11.1 .2.3. Distribution des résultats des analyses selon la présence ou absence de la diarrhée

Tableau 8. Fréquence d’isolement de Cryptosporidium selon la présence ou absence de la diarrhée
chez les veaux.

N° Unités V.D. V.N.D.
d’élevage
Nombre Nbre decas(+) %
examener
Nombre V.D.
examener
Nbredecas(+) %
1 Merouana 48 12 2 (16,6)
2 El Madher 51 36 (75) 11 -
3 Djerma 122 29 (56,8) 35 6 (17,1)
4 Aurris 22 78 (63,9) 6 -
5 Ras El Aioun 66 11 (50) 23 7 (30,4)
6 Chemora 57 38 (57,5) 28 3 (10,7)
7 Ain Yagout 43 24 (42,1) 17 -
8 Bouhmar 61 29 (67,4) 18 -
Effectif total 470 284***  (60,42) 39 (63,9) 18 (12,00)

Légende: V. D.: Veaux diarrhéiques; V. N. D.: Veaux non diarrhéiques ; Nbre: Nombre de cas positif ;

N°: numéro d’ordre ;*: significative ; x°=106.7 ,P<0.0001

ov.D. OV.N.D

12,00%

N 1 E:))

Légende: V. D. Veaux diarrhéiques; V. N. D: Veaux non diarrhéiques;

(n=): nombre de veaux examinés.

Figure 13. Repartition de Cryptosporidium selon la présence ou absence de la diarrhée.
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A Tissue de cette étude, et comme le montre le tableau 8 et la figure 13, la présence du
parasite est fortement relevée chez les veaux diarrhéiques que non diarrhéiques, 60,4% contre 12,0 %
(soit, 284/470 vs 18/150), avec une différence significative entre les deux (P < 0.0001). Ces résultats
sont proches de ceux rapportés par OUCHENE et al. (2012) a Sétif avec une prévalence de 65,3%

pour les veaux diarrhéiques et 17,8% pour les veaux non diarrhéiques.

Sachant que la prévalence du parasite dans les fermes varie de 75% a 42,1% chez les premiers
et de 30,4% a 16,6% chez les seconds.

En ce qui concerne la distribution de I’incidence du parasite selon le statut clinique (présence ou
absence de la diarrhée) des sujets examinés, nos résultats sont comparables a ceux obtenus dans
plusieurs pays par d’autres chercheurs: le parasite se retrouve a la fois chez les veaux cliniqguement
sains (non diarrhéique) et chez les malades [AKAM et al., 2002; AKAM et al., 2004; AKAM et al.,
2007].

Chez les jeunes bovins, I’excrétion massive du parasite est fréquemment accompagnée de signes
clinigues [RAMADAN et al., 2015]. Selon JUNGMANN et HEIPE (1983), la présence de 20
oocystes sous un grossissement de 60x est plus ouvent associée a la diarrhée. Pour notre part, le
nombre moyen d’oocystes a partir duquel on observe souvent la diarrhée se situe autour de 15

oocystes/champ, sous un grossissement de 40x.
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11.1 .2.4. Distribution des résultats des analyses par tranche d’age des bovins

Tableau 9. Distribution de I’infestation de Cryptosporidium spp. Selon les tranches d’age des

bovins.
N° | Tranches |Nombre Résultats : Intensité d’infestation
d’age d’examen | (|nfestation) o) o 3
Nbre
% Nbre % | Nbre % Nbre %

1 1-3J 12 1 (0,3 1 (0,4) - -

2 4-7) 21 8 (2,6) 3 (1,3) 1 (25 4  (11,7)

3 8-14] 27 17 (5,6) 9 (3,9) 2 (51 6 (17,6)

4 15-211) 84 76 (251)] 46  (20,0) 18  (46,1) 12 (35,2)

5 22-30J 72 65 (21,5)] 50 (21,8) 10  (25,6) 5 (14,7

6 1-2M 98 48 (15,8)] 38  (16,5) 5 (12,8) 5 (14,7

7 351 67 31 (10,2)| 28 (12,2) 1 (2,5) 2 (5,8)

8 6-8M 98 29 (9,6) 29  (12,6) - -

9 9-12 M 45 14 (4,6) 12 (52) 2 (5)) -

10 1-2 96 13 (4,3) 13 (5,6) - -

Total 620 302 (48,7)| 229 (75,82)* 39 (12,91) 34 (11,25)
Légende: N°: Numéro d’ordre; (%): Pourcentage; J: jours; M: Mois; A: année; * : Significative (P<0.05)

Nbre: nombre de cas positif; +1: 1 & 4 oocyste(s)/champ; +2: 5 a 10 oocystes/champ; (+3) >10 oocystes/champ).

La distribution du parasite selon les tranches d’age des bovins est visualisée dans le tableau 9
et la figure 14. En effet, Cryptosporidium est isolé dans toutes les tranches d’age des bovins, avec
cependant, une nette dominance chez les veaux de 4-30 jours. Ainsi, si nous examinons la répartition
des fréquences d’isolement du parasite chez les individus 4gés de moins d’un mois, nous remarquons
que c’est surtout les 15-21 jours qui paraissent les plus significativement infestés par les
cryptosporidies (25,1%), suivi de prés par les 22-30 jours (21,5%). Cependant, nous notons une nette
diminution du taux de parasitisme chez les 1-2 mois (15,8%) et les 2-3 mois (10,2%). Inversement,

un faible taux de positivité est relevé chez les 1-3 jours (0,3%).

La cryptosporidiose est une maladie qui provoque des diarrhées néonatales bovine
[CHARTIER et PARAUD, 2010] parce que le systeme immunitaire des bovins pendant les
premiers jours de la vie est encore immature ce qui augmente la sensibilité a la cryptosporidiose
[GUNTHER, 1983 ; DARABUS et al., 2001; AKAM et al., 2004]. Ainsi que ’installation de
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I’immunité nécessite 2 a 3 semaines aprés la naissance pour que leur statut immunitaire devient

suffisant pour résister a une certaine charge de ce parasite [KHELEF et al., 2007].

Concernant la distribution de l'intensité de I'infestation du parasite en fonction des tranches
d’age des bovins montre que les animaux agés de 1 a 7 jours et ceux de 2 mois et plus, expriment
souvent une faible infestation (+1). Par contre, pour les 15 jours a 2 mois I’infestation par

Cryptosporidium est souvent soit moyennement (+2) et fortement exprimée (+3) (Tableau 9).

La fréquence et I’intensité d’apparition du parasite diminuent avec 1’age des sujets examings,
notamment a partir de I’age de 2 mois. Cette diminution du taux de parasitisme est liée a la résistance
des animaux aux cryptosporidies [GUNTHER, 1983; DARABUS et al., 2001; AKAM et al., 2007].

La résistance des veaux a plus d’un mois pu étre due a I’exposition précoce des veaux a
I’infestation et surtout aux contacts renouvelés avec le parasite qui induit le développement d’une
immunité acquise [HARP et al., 1990]. La sensibilité des adultes au parasite est peut-étre liée au
stress du peri-partum qui affecte certaines vaches, a un milieu fortement souillé par les
cryptosporidies [AKAM et al., 2007].

Par ailleurs, nous remarquons que la fréquence d’isolement du parasite chute brutalement au
dela de deux mois. En effet, chez les veaux de 1-2 mois, le taux de positivité est de 15,8%, puis par
la suite, celui-ci décroit progressivement chez les 3-5 mois (10,2%) et les 6-8 mois (9,6%) pour

devenir tres faible chez les 9-12 mois (4,6%).

Fréquence
d'infestation 30 ¢
(%) 25,1

1-3) 4-7) 8-14j 15-21j 22-30j 1-2M 3-5M 6-9M 9-12M 1-2A

Tranches d'age

Légende: j: jours; M: mois; A: Année

Figure 14. Distribution de I’infestation de Cryptosporidium spp. selon les tranches d’age des bovins.
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Chez les bovins adultes, la présence du parasite est apparue moins importante en comparaison

avec celle les jeunes, avec seulement 13 cas positifs chez les sujets ages de 1-2 ans. Il est indiqué que

ces infestations chez les adultes étaient accompagnées d’une élimination oocystale tant faible sur le

plan de la durée que de la concentration (+).

Il a également été convenu par AKAM et al. (2004), XIAO et al. (2004) et NGUYEN et al.

(2007) que Cryptosporidium est observé chez tous les groupes d'age avec une prédominance chez les

veaux de moins de 6 mois.

11.1.2.5. Distribution des résultats des analyses selon le sexe des bovins

Tableau 10. Influence du sexe sur I’infestation de Cryptosporidium spp. chez les bovins dans

I’ensemble des fermes.

Veaux Velles
N° Unités
d’élevage Nombre Nbre de cas (+) % Nombre Nbre de cas (+) %
d’échantillon d’échantillon
1 Merouana 21 9 (42,85)* 39 29 (74,35)
2 | El Madher 12 6 (50,0) 50 23 (46,0)
3 Djerma 46 28 (60,8) 111 56 (50,4)
4 ATrris 7 5 (71,42)* 21 6 (28,5)
5 |Ras El Aioun 19 11 (57,8) 70 34 (48,5)
6 Chemora 15 5 (33,3) 70 22 (31,4)
7 Ain Yagout 16 7 (43,7) 44 22 (50,0)
8 |Bouhmar 21 13 (61,9) 58 26 (44,82)
Total 157 84 (53,5) 463 218 (45,13)

Dans

Légende: Nbre: nombre de cas positif

I’ensemble

des

¢levages,

Pas de différence significative (P>0.05)

aucune différence significative de

répartition de

Cryptosporidium n’est relevée entre les veaux et les velles et ou nous avons enregistré des taux

respectifs de 53,50% et 45,13%. Sachant que le taux d’incidence du parasite dans les fermes chez les

premiers varient de 71,4 % a 33,3 % et chez les secondes de 74,3 % a 28,5 % (Tableau 10 et Figure

15).
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Concernant la distribution du parasite selon le sexe au sein de chaque ferme, celle-ci est apparue
uniforme aussi bien dans les fermes 1, 2, 3, 5, 6,7 et 8, a I’exception d’¢levage numéro 4 ou la

prévalence s’est montrée plus penchante en faveur des males que des femelles (71,42 % contre

28,5%).

H Veaux i Velles

46,08% (218) 53,50% (n=84)

Figure 15. Répartition de I’infestation de Cryptosporidium selon le sexe des bovins.

Concernant, la fréquence de I’infection de Cryptosporidium spp. en fonction du sexe, peu de
chercheurs sont intéressés a étudier ce paramétre. Selon DARABUS et al., (2001) et AKAM et al.
(2002, 2004, 2007), le sexe ne semble avoir aucune influence sur le parasitisme des veaux, ce qui en

accord avec nos résultats.

Selon GOW et WALDNER (2006), les veaux sont plus fragiles que les velles et ce,
particulierement quand les conditions de vélage sont difficiles, ce qui n’a pas été le cas dans la

présente étude oll nous avons enregistré une légere sensibilité en faveur des dernieres.

11.1.2.6. Influence de I’hygiéne des fermes sur P’infestation de Cryptosporidium spp. chez les

veaux

L’influence de I’hygiene des fermes bovines sur les incidences des infestations de

Cryptosporidium est visualisée dans le tableau 11 et annexe 04.
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Tableau 11. Influence de I’hygiéne des grandes fermes sur les incidences de Cryptosporidium spp.

chez les jeunes veaux.

N° Conditions | Nbre de fermes Nbre de veaux Résultats
Sanitaires Visitées examinés
Nbre %
1 | Mauvaise 10 150 107 (71.33)
2 | Moyenne 16 284 156 (54.93)
3 |Bonne 14 186 39 (20.96)
Total 40 620 302 (48.7)
Légende: Nbre: nombre S:1vs2et3 (P<0.05),y *=92.43

D’aprés les résultats obtenus, nous avons constaté que I’impact de la cryptosporidiose bovine
est apparu élevée tres significativement dans les fermes présentant des conditions sanitaires

défavorables (mauvaises).

Un méme constat est également signalé dans les travaux de MORIN et al. (1976), SANFORD
et JOSEPHSON (1982).

En effet, I’ensemble de ces auteurs s’accordent & dire que lorsque les conditions sanitaires
d’une ferme sont défavorables, la circulation des cryptosporidies entre les animaux est tres
importante permettant ainsi 1’augmentation du risque d’infection et inversement, elle est réduite

lorsque I’hygiéne des fermes est moyennement ou bien trés bien entrenu (bonnes).

1.1 .2.7. Influence du systeme d’élevage sur les incidences de Cryptosporidium spp. chez les
veaux

L’¢tude de I’influence du mode d’entretien (ou systeme d’¢élevage) sur les incidences des

cryptosporidies chez les veaux est représentée dans le tableau 12 et la figure 16 a, 16 b et 16 c.
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Tableau 12. Influence du systéme d’élevage des veaux sur les incidences des Cryptosporidies.

Systeme Types Mode d’entretien Nbre de Résultats
d’élevage d’élevage des veaux fermes ciblées V.P./V.T. %
Al Boxe individuel 4 22/64 (34,37)
A2 Boxe collectif 7 42/111 (46,8)
(2 veau(x)/box)
A A3 Boxe collectif 11 56 /133 (42,10)

(3 a 6 veaux/box)

Ad Boxe collectif 5 51/74 (68,9)

(Nbre > 6 veaux/box)

Total (A1, A2, A3) 171/376 (45,47)
B1 Boxe individuel (DM) 4 19/79 (24,05)
B2 Boxe collectif (DM) 3 26 /57 (45,6)
B (2 veaux/box)
B3 Boxe collectif (DM) 6 86/102 (84,31)***

(3 a 6 veaux/box)

Total (B1, B2, B3) 131/238 (55,0)*
Total 40 302/620 (48,7)
Légende: Nbre: nombre; DM: derriere les méres *:BvsA; ***B3vs A3

V.P. : Veaux positifs, V.T.: Veaux totaux examinés NS : Al vs B1; A2 vs B2

A travers les résultats obtenus sur le terrain, nous remarquons que dans les 40 fermes ou nous
avons observe les cryptosporidies, 67,5% d’entre-elles (soit, 27/40) pratiquent la séparation des
veaux des meres et des autres adultes deés la naissance (c’est a dire quelques heures apres la
naissance) contre 32,5% (soit, 13/40 fermes) mettent les animaux nouveau-nés derriere les meéres

et/ou les autres bovins adultes.

En outre, I’influence du systéme d’élevage sur les incidences de Cryptosporidium spp. chez les
veaux est apparue variable selon que ces derniers sont placés derriére les meres ou éleveés en isolation
de celles-ci ou encore selon que ces derniers sont séparément mis dans des boxes individuels ou

mélangés avec les congéneres dans des boxes collectif (supérieur ou égal a 2).
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En effet, si on compare la fréquence d’isolement des cryptosporidies chez les veaux dans le
premier cas, c’est surtout celui du systéme B qui apparait le significativement élevé (P<0,05) que le
systeme A (55,0 % vs 45,47 %), alors que dans le deuxiéme cas, c’est particulierement le type B3 qui
offre un taux de parasitisme le plus élevé chez les veaux (84,3%), suivi de pres par celui des veaux
élevée dans le mode A4 (68,9%) et A2 (46,8%). Inversement, ce qui n’est pas le cas des animaux des
modes B1 et Alou les taux de positivité enregistrés paraissent relativement basses (34,3% et 24,0%

respectivement) d’une facon trés le significative (P<0,05) par rapport aux A, et A 4.

B Systeme A M Systéme B

(a) Totale

OAl BA2 OA3 OA4

(b): Systeme A

oB1 @B2 0B3
(c): Systeme B
i 84,3

Légende : Al : Box individuel ; B1 : Box individuel (derriére les méres) ;
A2 : Box collectif (1 & 2 veau (x)/box) ; B2 : Box collectif (1 & 2 veaux/box derriere les méres) ;
A3 : Box collectif (3 a 6 veaux/box) ; B3: Box collectif (Supérieur a 3 veaux/box derriére les meres);

Figure 16(a, b, c). Influence des différents systémes d'élevage sur I’incidence de
Cryptosporidium spp. Chez les bovins.
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Cependant, si nous comparons les résultats de performance de chaque mode d’¢levage (Al,
A2, A3, A4, B1, B2 et B3) selon le systeme d’élevage (A et B), ceux-ci sont variables d’un mode a
un autre. En effet, pour les veaux élevés en boxes individuels (Al, B1) et collectifs de 2 (A2, B2),
c’est le systéme A qui enregistre des taux de positivité plus ¢élevés que le systtme B (34,3% vs et
46,8% vs 45,6% respectivement). Quant aux boxes collectifs renfermant entre 3-6 veaux (A3, B3),
c’est particulierement celui du systéme B qui offre un score de parasitisme trop €levé que le systéme

A (84,3% vs 68,9% respectivement).

D’apres les résultats obtenus, il apparait que les veaux placés derriéres les meres et/ou les
adultes paraissent les plus vulnérables atteinte par le parasite que ceux mis en isolation dans des
boxes individuels ou collectifs. Un méme constat est signalé dans 1’étude de BAUSSIER et
DUMONT (1984) et AKAM et al. (2004) ou I’infection était beaucoup plus prononcée chez les
sujets placés au voisinage des meres que ceux mis dans des boxes ou dans des parcs éloignés des

meres.

Dans la présente étude, la cryptosporidiose est apparue fortement contractée chez les veaux des
boxes collectifs renfermant (3 a 6 sujets, voir plus). Ceci est en accord & ce qui est indiqué dans les
études épidémiologiques de PALVASEK (1999), ATWILL et al. (1998) et AKAM et al. (2004) ou
I’ensemble de ces auteurs confirment la grande sensibilité des animaux confinés dans les boxes
collectifs renfermant plus de trois veaux que ceux appartenant aux boxes individuels ou collectifs

regroupant 2 veaux.

En comparant le taux de parasitisme des veaux dans les différents boxes d’élevage, c’est
surtout ceux renfermant plus de 6 veaux qui sont les plus durement contaminés et inversement, une
faible incidence est notée chez les veaux des boxes individuels par exemple (A4 vs A;) et (B 3 vs By)

avec une différence trés significative (P<0.05).

DARABUS et al. (2001) a pu comparer 5 systémes de croissance (boxe individuel, boxe
collectif 2-3, 3- 4 et 7-8 veaux) et il a obtenu des résultats comparables a nos résultats, a savoir, une
plus grande fréquence d’infestation chez les veaux des boxes collectif (7 et 8 veaux) et inversement,

une faible incidence chez les veaux qui prennent des boxes individuels.

Les boxes collectifs chargés aux animaux ont un taux de charge plus élevé améliorent

I'infection puisque les veaux infectés produisent un grand nombre d'oocystes et quant ces veaux
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infectés restent la plupart de temps dans des endroits clos assure une contamination
environnementale élevée [GEURDEN et al., 2006 ; AYANA et ALEMU, 2015].

En revanche, dans le systeme d'élevage traditionnel, les veaux restent la plupart du temps dans
des paturages, ou les oocystes sont dispersés sur une grande surface et exposés a la lumiére directe
du soleil, ce qui réduit la viabilité des oocystes [LEFAY et al., 2000].

11.1 .2.8. Identification de Cryptosporidium et Giardia par I'immunofluorescence

Aprés la récupération des échantillons de selles révelés positives par la technique Ziehl

Neelseen, nous avons obtenu les résultats qui sont présentés dans la (Figure 17).

(b)
Figure 17. Oocyste de Cryptosporidium observeé par : (a) I’'immunofluorescence directe ; filtres verts

(émission, 518 nm) (b) DAPI-positif ; filtres bleus (émission, 461 nm) (GX 100).
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Les résultats montrent que tous les échantillons sont révélés positifs avec la technique
d’immunofluorescence. Cryptosporidium apparaissent avec la couleur verte sur fond noir cependant
la présence ou l'absence de contenu d'oocystes en utilisant DAPI, parmi les 30 échantillons testés, 26

sont DAPI- positif avec fluorescence bleu du noyau.

La mise en évidence des cryptosporidies dans les matiéres fécales s’appuie sur des techniques
de coloration, de concentration (sédimentation ou flottation) ou d’immuno-marquage. Les techniques
de coloration comprennent principalement la coloration de Ziehl-Neelsen modifiée, la coloration de
Kinyoun, la coloration auramine- phénol et la coloration négative de Heine [GARCIA et al., 1983 ;
CASEMORE, 1991].

Les techniques de concentration comprennent la flottation au sucrose et la sédimentation au
formol-ether ou au formol-acétate d’éthyle. La flottation au sucrose est une technique permettant a
la fois d’augmenter la sensibilité et de quantifier I’excrétion d’oocystes ce qui est trés précieux lors
d’essais thérapeutiques ou d’études épidémiologiques [MANCASSOLA et al., 1995].

Les techniques de marquage immunologique s’appuient sur ['utilisation d’anticorps
monoclonaux conjugués a des marqueurs fluorescents, des enzymes comme dans la technique
ELISA ou d’autres supports (microsphéres de latex) [JEX et al., 2008].

Parmi les techniques utilisées pour détecter le Cryptosporidium dans des échantillons fécaux,
le IFD est le test le plus important [FAYER et al., 2000 ; BIALEK et al., 2002]. Cette méthode
présente la bonne sensibilité et haute spécificité que les techniques traditionnelles de colorations
[JOHNSTON et al., 2003].

D’aprés MANK et al. (1997), ce test est plus sensible que I'examen traditionnel des frottis
permanents pour Giardia et une sensibilité égale ou supérieure a celle de I'examen traditionnel des

frottis permanents prépares a partir des échantillons de selles concentrés pour Cryptosporidium.

Pour évaluer la viabilité des kystes et des oocystes, 1’ajout d’un colorant fluorogene nucléaire
"le DAPI" est trés fiable [WARE et al., 2003 ; AL-ADHAMI et al., 2007]. Le DAPI se lie a I’ADN,
il met en évidence les noyaux des kystes et des oocystes et confirme leurs présence [GRIMASON et
al., 1994 1.

GRIMASON et al. (1994) ont développé la méthode d’immunofluorescence, en utilisant le

DAPI, qui s'intercale avec les noyaux dans les oocystes sporulés, en conjonction avec un anticorps
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monoclonal anti-Cryptosporidium conjugué a l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC-C-MAD) puis

une visialisation sur le microscope a fluorescence.

GARCIA et SHIMIZU (1997) ont mentionné que ces immunodosages sont sensibles et
specifiques que les méthodes microscopiques traditionnelles et augmentent I'efficacité du laboratoire

en minimisant le travail, le temps et les codts.

Les immunodosages pour la détection d'antigene sont largement utilisés pour Giardia et
Cryptosporidium sont les tests IFD qui détectent les organismes intacts et les immunodosages
enzymatiques (EIA) qui détectent les antigénes solubles dans les selles [GARCIA et al., 1992 ;
GARCIA et SHIMIZU, 2000]. Les sensibilités rapportées par EIA vont de 94 a 97% et les
spécificités vont de 99 a 100% [KEHL et al., 1995, JOHNSTON et al., 2003].

Les tests IFD utilisent des anticorps marqueés a la fluorescéine dirigés contre les antigénes de
la paroi cellulaire des kystes de Giardia et des oocystes de Cryptosporidium et permettent la
visualisation des parasites intacts, fournissant un diagnostique définitif. La sensibilité et la spécificité
du test IFD commercial le plus couramment utilisé, le test MERIFLUOR IFD, est de 96 a 100% et de
99,8 a 100% pour Giardia et Cryptosporidium respectivement [GARCIA et al., 1992 ; KEHL et al.,
1995 ; GARCIA et SHIMIZU, 1997].

JOHNSTON et al. (2003) ont comparé le dosage rapide I'lmmunoCard STAT au test
MERIFLUOR Cryptosporidium / Giardia IFD (Meridian Bioscience, Inc.), au test de microplaque
ProSpecT Giardia EZ (EIA) (Alexon-Trend, Inc., Ramsey, Minn.), et ProSpecT Cryptosporidium
microplagque (EIA) (Alexon-Trend, Inc.) pour la détection de Giardia et Cryptosporidium, et ils ont

trouvé que la spécificité de tous les tests était > 99%.

Selon JOHNSTON et al. (2003) la sensibilité est calculée comme étant le nombre de
résultats d'essais positifs divisé par la somme des résultats positifs pour I'lFD et multiplié par 100. La
spécificité est définie comme le nombre de résultats d'essais négatifs divisé par la somme des

résultats négatifs et multiplié par 100.

La sélection d'un kit particulier et d'une approche pour l'incorporation dans le flux de travail
devrait étre la responsabilité de chaque laboratoire. Ces décisions sont basées sur un certain nombre

de facteurs, y compris les codts, la charge de travail anticipée, la facilité de la performance du kit, le



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnston%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12574257
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nombre de personnel formé, la taille de laboratoire, la disponibilité des équipements, le temps
nécessaire pour atteindre un résultat [JOHNSTON et al., 2003].

Ces kits de diagnostique ne remplacent pas les techniques de routine mais ils sont tres utiles
pour confirmer les infections par Giardia et Cryptosporidium est une approche de dépistage peut étre
utile lors de la gestion d'une situation d'épidémie potentielle, en particulier si une flambée d'origine
hydrique est suspectée [GARCIA et SHIMIZU, 1997 ; TEIXEIRA et al., 2011].

Selon GARCIA et SHIMIZU (1997) la téchnique IFD a des quelques problemes y compris
probablement la liaison de l'anticorps aux oocystes vides qui sont trouvés couramment dans
I’échantillon, donc la PCR est plus sensible par apport a 'immunofluorescence pour la détection de

Cryptosporidium.

L'étude de WEBER et al. (1991) révele que la sensibilité de la méthode de diagnostique par
I’TFD pour détecter les oocystes de Cryptosporidium dans les selles humaines était liée a la quantite
d'oocystes. Les quantités minimales d'oocystes par g étaient de 5 000 a 10 000 dans des selles
liquides, et de 10 000 a 50 000 dans des selles solides [WEBER et al., 1991]. Cette méthode permet
de détecter 100 oocystes de Cryptosporidium et 100 kystes de Giardia en g de matiéres fécales
[XIAO et HERD, 1993].

Selon LENG et al. (1996), la sensibilité de I'lFD peut étre influencée par les techniques de
concentration d'oocystes et la consistance des selles ou s’effectue un processus de lavage pour les

suspensions fécales avant la coloration.

Récemment, le IFD est utilisée pour estimer l'intensité de l'infection par Cryptosporidium chez
les patients atteints du SIDA [GOODGAME et al., 1993].
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Conclusion

- Dans I’ensemble des 620 veaux ciblées, 48,7% (soit, 302/620) d’entre-elles hébergent les
Cryptosporidies.

- Dans les 40 fermes, la prévalence de la cryptosporidiose varie de 18,4% a 77,7%.

- Le portage asymptomatique existe pour Cryptosporidium, avec cependant une plus grande

fréquence chez les sujets diarrhéiques (60,4% vs 12,0%).

- La réceptivité maximale des veaux aux cryptosporidies se situe a 1’age de 15-21 jours

(25,1%) et & un degré moindre chez les 22-30 jours (21,5%).

- La cryptosporidiose est faiblement exprimée en intensité et en durée chez les veaux 1-7 jours
et ceux dépassant 60 jours. Inversement, elle est fortement développée en intensité (+2, +3) et en

durée chez les 8-30 jours.

- Le sexe ne semble avoir aucune influence sur I’incidence des cryptosporidies chez les
Veaux.

- Les fermes a conditions sanitaires mauvaises hébergent beaucoup plus les cryptosporidies
que celles offrant des conditions sanitaires moyennes ou bonnes et ce, quel que soit la taille de

I’exploitation.

- Les veaux placés derrieres les meres sont plus vulnérables au parasite que ceux mis en

isolation des meres et/ou des autres adultes (55,00% vs 45,4%).

- Le risque d’infestation cryptosporidienne est trop élevé chez les veaux placés dans les boxes
individuels ou collectifs placés derriére les meres que ceux des boxes individuels placés en isolation

des méres.

- L’agglomération des veaux dans les boxes collectifs (3-6 veaux) et plus, isolément ou
derriere les méres augmente significativement (P<0,05) le risque de propagation du parasite entre les

congénéres.

- La téchnique IFD qui a été effectué pour confirmer la présence de Cryptosporidium a révélé

26 échantillons positifs parmi 30 échantillons testés, I’IFD a confirmé 1’absence de Giardia.




II. 2.

ETUDE MOLECULAIRES
( CRYPTOSPORIDIUM ET

GIARDIA)




1.
CRYPTOSPORIDIUM



Introduction

Ces dernieres années et comparant aux méthodes conventionnelles et coprospcopiques
(Immunofluorescence, coloration a 1’auramine phénol et la sédimentation formol-éther), les
méthodes moléculaires ont une meilleure sensibilité dans la détection de Cryptosporidium dans les
matieres fécales [WEBSTER et al., 1996].

L’étude épidémiologique sur la cryptosporidiose bovine est moins abondante en Algérie,

puisque 1’étude de cette maladie auparavant était concentrée sur I’analyse microscopique sans 1’étude

moléculaire [OUCHENE et al., 2012 ; ABBAS et al., 2015].

Deux études seulement, a ce jour, ont présenté des résultats de caractérisation moléculaire
d’isolats de Cryptosporidium retrouvés chez le poulet de chair et le dindon de chair [BAROUDI et
al., 2013] chez les veaux [BAROUDI et al., 2017] chez les agneaux et les chevreaux [BAROUDI et
al., 2018] chez les équins [LAATAMNA et al., 2013] et chez les chevaux et les anes [LAATAMNA
etal., 2015].

Il parait essentiel, sachant qu’a ce jour peu de connaissance sur 1’épidémiologie de ces
parasites chez les bovins dans le but de pouvoir mettre en place des mésures préventives hygiéniques

adaptées.

L’objectif de notre travail est de compléter les données disponibles sur la présence de
Cryptosporidium spp. chez les bovins en Algeérie et la relation avec 1’age, le sexe et le contexte

clinique observé, puis d’identifier les espéces excrétées et enfin d’évaluer leur potentiel zoonotique.
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11.2.1.1. Matériel et Méthodes
11.2.1.1.1 Récolte et analyse des échantillons fécaux

Notre étude a été réalisée entre Janvier a Mars 2016 au niveau de 17 élevages bovins laitiers
de race Prim’Holstein et Montbéliarde (Figure 18). Dans tous ces élevages, nous avons été informé
que les veaux restent aupres de leurs méres aprés la naissance jusqu’a 1’age de deux semaines, apres
ils aient été isolés dans des boxes collectifs. Ainsi, les diarrhées sont fréquentes dans ces élevages

sans aucune prévention ou traitement n’ont été entreprise.

Au total, 132 prélévements d’échantillons de matiére fécale issus seulement de veaux
diarrhéiques (dont I'age entre 15J a 8 Mois) sont collectés. Chaque animal a fait 1’objet d’un seul
prélevement. Les préléevements de selles sont recueillis directement a partir du rectum (défécation
provoquée par I’introduction d’un doigt ganté ou un thermomeétre) dans des flacons stériles puis
acheminés dans une glaciére au laboratoire de parasitologie de CHU de BATNA ou ils sont traités
par la technique de coloration de Ziehl-Neelsen modifiée par Henriksen et Pohlenz apreés application
préalable de la méthode d'enrichissement de Ritchie simplifiée par Allen et Ridley, (1970).

Seuls 66 des échantillons révélés positifs par les techniques de colorations sont retenus et

conservés dans le bichromate de potassium (K;Cr,07) a 2,5% a une température de 4°C en vue d’une
m}

Figure 18. Carte de I'Algérie et de la Wilaya de Batna montrant I'emplacement des fermes laitiéres

étudiées, qui sont*: Merouana, EI Madher, Djerma, Arris, Ras EI Aioun,Chemora, Ain Yagout,
Bouhmar.

(Cartes originales téléchargées depuis http://www.d-maps.com/carte.php?num_car=176844&Ilang=en, 2018).

analyse moléculaire.
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11.2.1.1. 2. Concentration des selles pour I’étude moléculaire

Dans le but de récupérer les selles y compris les éléments parasitaires du dichromate de
potassium, nous avons mis 4 & 5 g de matiere fécale aprés homogénéisation dans un tube de 50 ml
contre 40 ml d’eau distillée puis nous avons le mis sous vortex pour étre mélangé. Le mélange est
filtré puis mis dans un tube de 50 ml, et nous avons ajusté le volume a 40 ml avec I’cau distillée,
apres deux centrifugations a 3600 rpm pendant 10 mn, la premiére ou le culbt est suspendu avec
I’eau distillée a 40 ml suivi par une deuxiéme centrifugation ou le culdt est récupérer [BENHOUDA

etal., 2017].

11.2.1.1. 3. Extraction de PADN a partir des échantillons fécaux

L’extraction de I’ADN est effectuée par un kit disponible dans le commerce (ADN QIlAamp ™
Stool Mini Kit, Qiagen, Hilden, Allemagne) selon les instructions du fabricant. 200ul d’échantillon
de selle concentré sont transférés dans un tube Eppendorf de 2 ml puis nous avons rajouté 1 ml de
tampon Inhibitex, suivi d’une homogénéisation pendant 1 mn dans le vortex et enfin incubé a 95 C°

pendant 10 mn sous agitation avec Thermomixeur Eppendorf (voir annexe 05).

Apres l'agitation, nous avons fait une centrifugation pendant 1 mn a 1400 rpm afin de

sédimenter les substances insolubles avec une micro-centrifugeuse a Eppendorf 5415 D (annexe 07).

D’un autre c6té, nous avons mis 25 pl de la Protéinase k dans un tube propre de 2 ml dans
lequel nous avons rajouté 600 pl de surnagent contre 600 pl de tampon AL, puis nous avons mis le
mélange dans le vortex pendent 15 seconde, suivi d'une incubation a 70 C° pendant 10 mn puis nous

avons mis 600 pl de I’éthanol avec une concentration de 96 -100 % au lysat qui est sous vortex.

Ainsi, pour chaque échantillon, nous avons mis une colonne de récupération dans un tube de
collection dans laquelle on déepose 600 pl de lysat, suivi d’une centrifugation a 1400 rpm pendant
1mn, puis on jette le tube de collection et en met la colonne de récupération dans un nouveau tube

de collection, cette étape est répétée deux fois.

Aprés, 500 pl de tampon de lavage AWL1 est ajouté a la colonne de récupération puis
centrifugé 1400 rpm pendant 1 mn, on jette le tube de collection et on met la colonne de
récupération dans un nouveau tube de collection, encore 500 ul de tampon de lavage AW2 est ajouté
a la colonne de récupération puis centrifugé 1400 rpm pendant 3 mn. Puis on jette le tube de
collection et on tourne pendant une minute supplémentaire pour retirer le tampon résiduel, puis nous

avons transféré la colonne de récupération dans un tube Eppendorf de 1,5 ml (voir annexe 07).
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200 pl de tampon d'élution (ATE) est rajouté a la colonne de récupération puis elle est incubée
pendant 1-2 mn apres centrifugé a 14000 rpm / mn pendant 1 mn, ensuite la colonne de récupération

a été jeté et les tubes Eppendorf contenant les extraits d’/ADN ont été conservés a +4C°.
11.2.1.1. 4. Amplification de ’ADN par PCR
11.2.1.1. 4. 1. Principe du test

La PCR ou la réaction de polymérisation en chaine (ou Polymerase Chain Reaction), "
classique " permet d’amplifier une séquence d'ADN d’une fagon exponentielle a I’aide d’une enzyme
polymérase [OIE, 2008]. Le plus souvent I'ADN extrait passe par une phase de dénaturation a une
phase d’hybridation avec des amorces appropriées puis a une phase d’¢longation. La séquence est
recopiée en présence d’une enzyme Taq polymérase, de quatre types de nucléotides qui different par
la nature de la base azotée qui peut étre (Adénine, Guanine, Thymine et Cytosine) et MgCl, Cette
réaction est répétée n fois aboutissant a la synthése de 2" copies de la séquence d’ADN initiale
[LOMBARDI et al., 2009]. Les produits de la PCR classique sont visualisés par 1’électrophorése sur
un gel d’agarose contenant le bromure d'éthidium (BET) et sous la lumiére ultraviolette UV [OIE,
2008].

Un autre type de PCR qui est la PCR nichée (ou Nested PCR) consiste a une amplification de
produit de la premiere PCR pour une deuxieme fois avec des amorces étant censées amplifiées une
séquence interne dans le premier fragment amplifié [IMWONG et al., 2009]. La PCR nichée permet

avec cette deuxieme amplification d’augmenter fortement la crédibilité de la technique (Figure 19).

Saequence cible

1°r couple d'amorces
a ampllller

(externs) \

1ere PCR

qer couple d'amorces
(externe)

2¢ couple d'amorces 2% couple damorces
(interne) {interne)
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11.2.1.1. 4.2. PCR nichée sur le géne de I'ARNT 18S de Cryptosporidium
A. Principe du test

La PCR nichée sur le gene de I'ARNr 18S est appliquée sur I'ADN extrait d'échantillons
cliniques présentés pour le diagnostique et le génotypage de Cryptosporidium [FENG et al., 2007].
Le géne d’ARNTr 18S a des avantages par rapport a d'autres genes (COWP, HSP70, actine) grace a la
présence de régions semi-conservées au sein du genre, dans laquelle on trouve des régions hautement
polymorphes qui varient entre les espéces ce qui rend plus facile a développer les amorces qui ciblent
la plupart des espéces [XIAO, 2010]. La PCR de ce géne permet d’amplifier une séquence d'environ
de 830 pb. Les produits de la PCR sont visualisés par électrophorese en gel d'agarose [KITAGAWA
etal., 1996; ZEAITER et al., 2003].

B. Préparation des mélanges réactionnels

La PCR est effectuée en utilisant 25 pl de 2X GoTagGreen (Promega, Madison, WI, USA), 10
pmol de chaque amorce, (2,5-5,0 ul) d'ADN et de I'eau exempte de nucléase jusqu'a un volume final
de 50 pL. Les différents réactifs et les concentrations citées dans le tableau 13. Des réactions sont
effectuées sur un Thermocycleur Perkin Elmer 9700 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) (voir
annexe 08) [DAVID et al., 2015].

Tableau 13. Mélange réactionnel nécessaire pour un seul échantillon (PCR classique).

Composants Pour 1Tube (ul)
PCR Master Mix Promega (2X) 25
Amorce sens 10 pmol/ul 1
Amorce anti — sens 10 pmol/ul 1
Eau exempte de nucléase 18
L’extrait d’ADN 5
Volume Finale 50

PCR Master Mix Promega est un mélange de Tampon (Mg Cl,, de dNTPs et Taq Polymérase)
avec des concentrations appropriées pour une réaction PCR efficace, suivant la procédure décrite par
RYAN et al. (2003).




Chapitre 11 Sources animées de Cryptosporidium et de Giardia pour les
humains via les bovins)

a. Controéles positifs
- Controle positif de PCR primaire : ADN de Cryptosporidium.
- Contrdle positif de PCR secondaire : Produit de controle positif de PCR primaire.
b. Contrdles négatifs
- Contrdle negatif de PCR primaire : eau distillée.
- PCR secondaire : le méme contrdle négatif de PCR primaire.
c. Amorces utilisées :
- Amorces de la premiere PCR pour un fragment de ~ 763 pb:
Avant (18SiCF2):5' -GAC ATATCA TTC AAG TTT CTG ACC-3' (Position de paire de base 292)
Inverse (18SiCR2):5'-CTG AAG GAG TAA GGA ACA ACC-3')(Position de la paire de base 1007).
- Amorces de la deuxiéme PCR pour un fragment de ~587 pb :
Avant (18SiCF1):5' -CCT ATC AGC TTT AGA CGG TAG G-3') (Position de paire de base 289)
Inverse (18SiCR1):5-TCT AAG AAT TTC ACC TCT GAC TG-3') (Position de paire de base 851)

C. Exécution du test PCR

Dans la zone de préparation de la PCR et apres la préparation du mélange réactionnel de PCR,
le mélange est homogénéis¢ a I’aide d’un vortex pendant quelques secondes pour enlever toute
solution piégée dans le bouchon du tube. 49 pl (pour la PCR primaire) ou 48 pl (pour la PCR
secondaire) de mélange réactionnel préalablement préparé dans chaque tube de 0,2 ml pour PCR sont
ajoutés puis 1 pl de chaque échantillon d'ADN a été ajouté aux tubes avec le mélange réactionnel
pour la PCR primaire, puis nous avons ajouté 2 ul des produits pour les tubes avec le mélange

réactionnel pour la PCR secondaire pour avoir un volume total de 50 pl.

- Pour le contrdle négatif, 1 ml d'eau distillée sont ajoutés au tube vide désigné pour la PCR primaire
et la PCR secondaire.

- Pour le contrdle positif, 1 ul d'ADN de contrdle positif est rajouté au tube désigné pour la PCR
primaire et 2 pl de produit PCR de contrdle positif de la PCR primaire sont rajouté au mélange
réactionnel du controle positif de PCR secondaire. Les tubes de PCR sont centrifugés a 3100 rpm
pendant 1mn avec une centrifugeuse 5804 eppendorf (voir annexe 09) puis places dans le bloc
thermique (« thermal block ») du thermocycleur Perkin EImer 9700 [RYAN et al., 2003].

La PCR est réalisée selon la programmation de thermocycleur décrite par SOTIRIADOU et
al. (2013) présenté dans le tableau 14.
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Tableau 14. Programmation du thermocycleur (temps et températures) en PCR sur le gene de

I'ARNTr 18S.
Etapes Temps et Températures
Dénaturation initiale 5mn/ 94 C°
Cycle d’amplifications | pénaturation 30s /94 C°
(répétées 30 fois) —
Hybridation des amorces 30s/55C°
Elongation 60s/72C°
Elongation finale 7mn/72C°

D. Révélation
a. Préparation du gel d’agarose

Afin de préparer un gel d'agarose a 1,5%, 2 g d’agarose (CSL-AG500) sont melangés avec 200
ml d’eau distillée (la proportion d’agarose dépend de la taille des molécules d’ADN a séparer). Ce
mélange est alors agité afin d’étre homogénéis¢€. Avant que la stabilisation de la solution, nous avons
mis au four a micro-ondes en surveillant pour éviter les projections. La solution est agitée de temps a
autre pour homogénéiser le mélange. Apres, celle ci elle est laissée pour refroidir (environ 60 °C),
puis 0,5 ug /ml de BET est rajouté [SMITH et al., 1989].

Le gel d'agarose est coulé lentement dans la cuve pour faire un gel de 3 a 5 mm d'épaisseur.
Apreés le refroidissement du gel au moins 30 mn, le peigne est enlevé et le gel sera prét pour le dépot

des échantillons (voir annexe 10).
b. Séparation des fragments d'ADN par électrophorése

Apreés solidification du gel, la chambre est remplie avec TAE (x 1) pour couvrir le gel puis 10
pl de marqueur de taille (100 pb) sont pipetés dans le premier et le dernier puit. Par la suite, un
mélange de 2 pl de gel 6x tampon de chargement et 10 ul de chaque produit PCR est préparé pour
tous les échantillons, puis 10 pl de chaque mélange est chargé a I’intérieur de chaque puit. La
migration est conjointe le contrdle positif, contréle négatif et avec une puissance 60V. Le gel est
retiré jusqu'a ce que le colorant migre a une distance appropriée, la révélation est effectuée sous la

lumiere UV avec transluminateur (voir annexe 11).
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c. Interprétation des résultats de PCR sur I’électrophoreése

La taille des bandes d'amplification révélées par I'électrophorese d’environ 600 pb sur le gel
d'agarose et en accord avec le contréle positif sont considérés comme positifs, indiquant la présence
d’/ADN de Cryptosporidium dans [I'échantillon analysé (Figure 19). Le contr6le négatif de
I'amplification ne montre aucun produit d'amplification. L'échantillon est considéré comme négatif si

aucune bande n'est visible ou si la bande a une taille non conforme au contrdle positif.
11.2.1.1. 4.3. PCR nichée sur le géne de protéine GP60 de Cryptosporidium
A. Principe du test

L'analyse de la séquence du gene gp60 est largement utilisee dans le sous-typage de
Cryptosporidium grace de son hétérogénéité de sequence. C'est le marqueur polymorphe le plus
simple et qui est identifié jusqu'a présent dans le génome de Cryptosporidium [GATEI et al., 2006;
LEONI et al., 2007; WIELINGA et al., 2008]. Le gp60 est situé sur la surface de la région apicale
des stades invasifs du parasite, et est l'une des cibles dominantes pour neutraliser les réponses
d'anticorps chez I'hnomme [O'CONNOR et al., 2007].

B. Préparation des mélanges réactionnels
Nous avons utilisé le protocole de DURANTI et al. (2009) la préparation des mélanges
réactionnels est la comme celle utilisée dans la Nested PCR 18S (ou PCR nichée).
a. Controéles positifs et négatifs
Les contr6les positifs et négatifs sont les mémes utilisés dans la Nested PCR 18S.
b. Amorces utilisées :
- Amorces de la premiére PCR pour le gene complet :
Avant (gp15ATG):5-CGGGATCCATATGAGATTGTCGCTCATTATC-3'
Inverse (gp15STOP):5' -GGAATTCTTACAACACGAATAAGGCTG -3
- Amorces de la deuxiéme PCR pour un fragment de ~300 pb :
Avant: 5-GCCGTTCCACTCAGAGGAAC-3'
Inverse : 5'- CATTACAAATGAAGTGCCGCA-3'

C. Exécution du test PCR

La PCR est réalisée de la méme facon que la PCR 18S selon la méthode de DURANTI et al.
(2009), la différence liée a la température et le temps de la réaction qui sont mentionnés dans le
tableau 15.
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Tableau 15. Programmation du thermocycleur (temps et températures) en PCR sur le géne de
protéine GP60.

Etapes Temps et Températures
Dénaturation initiale 15 mn/ 95 C®
Cycle d’amplifications Dénaturation 30s /94 C°
(répétées 35 fois) Hybridation des amorces 30s /50 C°
Elongation 60s/72C°
Elongation finale 7mn/72C°

D. Révélation

La méme révélation effectuée dans la PCR 18S.
11.2.1.1. 4.4. Purifications des produits positifs par PCR

Afin de purifier les échantillons positifs par PCR, en utilisant QIAquick® PCR Purification Kit
(QIAGEN®, Hilden, Germany) et selon les instructions du fabriquant, 40 pl de chaque produit de
PCR sont mélangés. Le mélange est alors dilué avec 200 pl de buffer PB (guanidine hydrochloride
et isopropanol) donc une dilution d’ordre 1V/5V puis centrifugé 10 000 tours /mn pendant 1 mn, le
culdt est écarté, puis 750 ul de solution de lavage PE (contenant de I'éthanol 96-100%) est rajouté
pour éliminer tout ce qui est lié d’une maniére passif, puis une centrifugation effectuée pendant 1
mn a 10 000 tours par mn puis le cul6t est écarté . Une autre centrifugation est appliquée pendant 12

000 tours /mn pendant 2 mn pour éliminer la solution de lavage restante.

L’élution est faite avec 30 ul de tampon d’élution EB (de I’eau a pH 7,0— 8.5) puis laissé 1mn,
suivi d’une derniere centrifugation (10 000 tours /mn pendant 1 mn). Apres 30 pl de chaque

échantillon pur est obtenus, contenant des fragments d’ADN pur et concentré.

On confirme la présence d’ADN pur par €léctrophorese sur un gel d’agarose a 1%, nous avons
mis 6 pul de marqueur du poids dilué¢ 1X d’ordre de 1000 pb et 12 pl dans chaque puit de chaque
solution preparée (5 pul de chaque produit pur est ajouté a 2 pl de tampon 6 X et 5 pl d’eau exempte

de nuclease) (voir annexe 12).
11.2.1.1. 4.3. 5. Estimation de la quantité d’ADN de produit de PCR purifié

Nous avons mesuré la quantit¢é d’ADN dans les 25 pl de chaque échantillon purifié avec un

fluoromeétre Qubit qui est hautement sensible (voir annexe 13).
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Une solution de travail Qubit® est préparée en diluant le réactif Qubit® dsDNA HS 1: 200
dans le tampon Qubit®QsDNA dsDNA HS.

190 pl de solution de travail Qubit® est rajoutée a 10 ul de chaque étalon Qubit® dans un tube
approprié pour les étalons, puis mélangé au vortex pendant 2-3 secondes en évitant la formation des

bulles d’aires.

Aux tubes de dosage individuels (tubes PCR de 0,5 ml a paroi mince et transparents),195 ul de
solution de travail Qubit® est ajouté a 5 ul d’échantillon purifié de sorte que le volume final dans
chaque tube est de 200 pl puis agité au vortex pendant 2-3 secondes, suivi d’une incubation a la
température ambiante pendant 2 mn. Aprés, nous avons mis le tube de dosage dans la chambre
d'échantillonnage fluorométre Qubit®, apres la fermeture du couvercle. Lorsque la lecture est

terminée (~ 3 secondes), on retire le tube.

Le fluoromeétre Qubit® donne des valeurs pour le dosage Qubit® dsDNA HS en ng / ml. Cette
valeur correspond a la concentration de 1’échantillon aprés la dilution de I’échantillon dans le tube de

dosage et la concentration de 1’échantillon est calculée comme suit :

200
Concentration de I’échantillon = valeur de QF XT

Valeur de QF = Valeur donnée par le fluorometre Qubit® 2.0 ;

X = Nombre de microlitres d'échantillon ajoutés au tube d'essai.

Une fois la mesure est faite, la dilution est effectuée d’une fagon que chaque échantillon a une

concentration d’ADN de 10 a 20 ng puisque le séquengage exige cette concentration.
11.2.1.1.5. Exécution du séquencage de I'ADN

Les échantillons purifiés sont séquenceés le long des deux brins en utilisant le kit de sequengage
cyclique ABI PRISM®BigDye Terminator (Life Technologies) selon les instructions du fabricant.
Les reactions de sequencage sont analysées a lI'aide d'un séquenceur automatique ABI PRISM® 3130
(Life Technologies).
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11.2.1.1.6. Etude bioinformatique

Les chromatogrammes sont édités et assemblés a 1'aide d’un logiciel SeqMan 7,1 (DNASTAR,
Madison, WI, USA). Les especes et les sous-types sont identifiées par I'analyse BLAST par rapport a

la base de données Genbank.

De nouvelles séquences sont déposées dans GenBank avec numéros d'accés KY765343,
KY765344, KY765345, et KY775519 pour Cryptosporidium.

11.2.1.1.7. Tests statistiques

Les données obtenues par PCR nichée sont classées en fonction de I'dge et du sexe de
I’animale. Les résultats de la présente étude sont analysés par GraphPad prisme 6 (version 5.02,
GraphPad Software, Inc., CA, USA) par analyse de x2. Aussi le test ANOVA 1 et ANOVA 2 sont
utilisés, suivi par le test de tukey. Les probabilités (valeur de P<0,05) sont considérées comme

significatives.




Chapitre 11 Sources animées de Cryptosporidium et de Giardia pour les
humains via les bovins)

11.2.1.2. Résultats et Discussion
11.2.1.2. 1. Analyse microscopique et les produits de la PCR

Tableau 16. Especes de Cryptosporidium identifiées chez les bovins de la région Est d’Algérie BATNA.

Origine |Nbre |Nbre Nbre d’ Nbre Nbre Espéce identifiée Nbre
de ferme |de Veaux/ | Echantillons positives positives d’espece
fermes | ferme | fécale testées par la | testées
collectés microscopie | par PCR
1 33 7 717 217 Cryptosporidium bovis 1
Djarma Cryptosporidium ryanae 1
2 6 2 212 1/2 Cryptosporidium bovis 1
17 6 2 2/2 212 Cryptosporidium bovis 2
3 26 10 10/10 317 Cryptosporidium bovis 3
Ain 4 40 10 10/10 3/5 Cryptosporidiumbovis 2
yagout Cryptosporidium parvum 1
Maader 5 20 6 6/6 4/ 6 Cryptosporidium bovis 2
Cryptosporidium parvum 2
Aurris 6 7 3 3/3 0/3 — -
7 10 8 8/8 1/2 Cryptosporidium ryanae 1
Marwana 8 40 8 8/8 213 Cryptosporidium parvum 1
Cryptosporidium ryanae 1
Chemora 9 15 5 4/5 1/5 Cryptosporidium ryanae 1
10 10 4 4/4 1/1 Cryptosporidium ryanae 1
11 11 5 3/5 0/5 — -
Bouhmar | 12 34 24 15/24 1/5 Cryptosporidium bovis 1
13 27 9 9/9 1/1 Cryptosporidium bovis 1
Raas 14 11 5 2/5 0/5 e -
Laayeon | 15 28 15 11/15 1/4 Cryptosporidium bovis 1
16 32 9 719 1/3 Cryptosporidium ryanae 1
Total 17 - 132 111/132 24/66 — -
(-):Négatif.

Sur la base de l'analyse microscopique des frottis fécaux colorés par la méthode de Ziehl-
Neelsen modifiee, la majorité des échantillons (84%) dans chacune des 17 fermes étudiées étaient
positifs (Tableau 16). Egalement, nous avons trouvé au moins un échantillon positif dans chacune

des 17 fermes étudiées.

Nous avons observé que dans la majorité des échantillons (58%) renferment peu d’oocystes de

Cryptosporidium. En raison de la possibilité de faux négatif des résultats de I’analyse microscopique
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et la plus grande sensibilit¢ de 1’analyse moléculaire, 66 échantillons, comprenant au moins un

échantillon par ferme sont retenus pour cette analyse.

Apres le séquencage des amplicons d’ARNr de SSU Cryptosporidium bovis comme 1’espéce la
plus répondue (n = 14, présent dans neuf fermes), suivi de C. ryanae (n = 6), dans six fermes et C.
parvum (n = 4), dans trois fermes.

En particulier, les séquences obtenues avaient 100% de similitude avec les séquences de
référence GenBank pour C. bovis (AY741305), C.ryanae (EU410344) et C. parvum (KY514062).
Aucune variation observée n’a été détectée dans la séquence intra-especes dans le fragment du géne
de 'ARNr SSU (Tableau 16).

Les Cryptosporidium sont isolés de nombreux types de vertébreés, tels que les mammifeéres, les
oiseaux, les reptiles et les poissons. C'est une maladie zoonotique en raison de sa capacité a
transmettre des animaux a I'nomme [SANFORD et JOSEPHSON, 1982; SUNNOTEL et al., 2006
B].

La préparation directe des frottis de selles ou l'utilisation d'un sédiment de technique éther
formique pour la préparation des frottis et I'application de la coloration de Ziehl-Neelsen modifiee
est une méthode ordinaire pour le diagnostique de I'oocyste Cryptosporidium en microscopie [NEVA
et BROWN, 1994; FAYER et al., 2000; AKAM et al.,2004] mais la présence des autres micro-
organismes dans les féces comme la levure et Cyclospora rend la détection de Cryptosporidium
difficile [PRAKRITI et al., 2012; BIDEROUNI et SALEHI, 2014].

L'inconvénient de cette technique est la nécessité d'au moins 50 000-500 000 d’oocystes /g de
selles pour la détection, ce qui nécessite a rechercher une nouvelle méthode, capable de détecter
moins d'oocystes /g de selles et des résultats plus fiables [ANONYMOUS, 1996].

L'amplification par PCR semble étre un choix évident pour améliorer la détection de
Cryptosporidium dans les feces en raison de sa sensibilité et ses performances faciles [KEHL et al.,
1995].

11.2.1.2.2. PCR nichée sur le géne de I'ARNYr 18S de Cryptosporidium

L'amplification par PCR nichée d'un fragment d’/ARNr de SSU a entrainé I'identification de 24
échantillons positifs (36,36%) (Figure 20).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tahvildar-Biderouni%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24834304
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P= contrdle positif. N1=controle négatif-1, N2 = contr6le négatif-2.

M : marqueur moléculaire de 100pb

Figure 20. Résultats de la PCR nichée pour Cryptosporidium (24 cas positifs).

Au niveau des fermes 14 a 17, il y a au moins un échantillon positif par PCR (Tableau 12), ce

(@)

(b)

qui suggeére une prévalence de 82% au niveau du troupeau et de 18% (24 sur 132) veaux examinés.
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11.2.1.2.3. Répartition des résultats des analyses moléculaires selon I’age
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Les résultats sont comparés par test ANOVA 1 (A) et ANOVA 2 (B) *P< 0,05, ** P<0,001, *** P<0,0001.

Figure 21. Les différentes especes de Cryptosporidium et leurs fréguences. (A) Taux d'infection avec
les différentes espéces de Cryptosporidium spp. chez les veaux. (B) Distribution de C. parvum , C. bovis et C.

ryanae selon I'age.

Cryptosporidium bovis est I’espéce la plus freguemment identifié, responsable pour (21,21%)
de toutes les infections a Cryptosporidium suivi par C.raynae (9,09%) et parvum (6,06%) mais avec
une différence significative entre C.bovis et les autres (P<0.0001) et une différence entre C.raynae et
et C.parvum (P< 0,05) (Figure 21 A).

Nous avons constaté qu’il n’ya pas de différence significative (P> 0,05) observée entre les taux
d'infection par C. parvum et C. bovis chez les bovins adultes (>2 mois) mais dans 1’age entre 15-20 |
C.parvum est 1’espéce la plus répandue par rapport a C.bovis et C. ryane avec une différence tres
significative (P>0,0001) (Figure 21 B).




Chapitre 11 Sources animées de Cryptosporidium et de Giardia pour les
humains via les bovins)

En revanche, C. bovis est détectée avec une grande valeur (16,65 %) chez les animaux de 1- 2
mois qui est tres significativement ¢élevée (P<0.0001) par rapport aux taux des deux autres parasites.

C.bovis était plus commun chez les veaux agés 1-2 mois (n = 11) que chez ceux ages de 15-20
jours (n = 3) avec une différence significative (P<0,0001).

11.2.1.2.4. Répartition des résultats des analyses moléculaires selon le sexe

Tableau 17. Prévalence de Cryptosporidium chez les bovins selon le sexe de I’animale dans la
Wilaya de BATNA.

Nombre d’échantillons Male Femelle
Nombre testé 21 45
Nombre infecté 7 17
Pourcentage positive 33,33% 37,77%
Valeur y* = 0,057"° NS: non significatif (P=0,81)

Selon nos résultats obtenus, le taux de Cryptoporidium chez les males (33.33 %) contre
(37.77%) chez les femelles, sans différence significative (° = 0.057 ; P>0.05) (Tableau 17).
Donc le sexe de I'animal ne semble pas une influence sur le taux de prévalence de I'infection

par Cryptosporidium chez les bovins laitiers de 1’est de 1’ Algérie.

Les veaux males et femelles sont également sensibles et il n'y a pas de changement
significatif dans la prévalence.

Nos résultats de la présente étude sont similaires & ceux qui sont obtenus avec DARABUS et

al. (2001); AKAM et al. (2002); AKAM et al. (2004); KARANIS et al. (2010); AKAM et al .
(2007) et VENU et al. (2013).

Une étude faite par SQUIRE et al. (2013), ce dernier a trouvé qu’il n’a y pas de différence

significative d'infection entre bovins femelles et males, comme 1’ont indiqué d'autres auteurs

[MALLINATH et al., 2009; AYINMODE et FAGBEMI, 2010].

11.2.1.2.5. Sous type de Cryptosporidium

L'amplification par PCR Nichée d'un fragment du locus gp60 et le séquencage des amplicons a
révelé le sous-type 11aA13G2R1 de C. parvum chez deux animaux de la méme ferme. Les séquences

étaient identiques a la séquence de GenBank KF008184. Ce sous-type est retrouvé chez les veaux en
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Turquie [TAYLAN-OZKAN et al., 2016], au Canada [TROTZ-WILLIAMS et al., 2006], en
Belgique [GEURDEN et al., 2007] et aux Pays-Bas [WIELINGA et al. , 2008] et chez les humains
ayant du VIH / SIDA en Malaisie [IQBAL et al., 2012] et aux Etats-Unis [HERGES et al., 2012].

En Algérie, le séquencage du géne gp60 a montré que trois échantillons positifs de C. parvum
chez des agneaux avaient le sous-type 1laA13G2R 1, malgré qu’il n'a pas signalé précédemment chez
les moutons indiquant qu'il s'agit probablement d'un agent pathogene zoonotique dans un large
éventail de domaines [BAROUDI et al., 2018].

En Tunisie, les sous-types de C. parvum I1aA15G2R1 et IIdA16G1 sont identifiés chez les
veaux et les enfants d'une région rurale du nord du pays [RAHMOUNI et al., 2014].

Une étude réalisée & Maryland (Etats-Unis) sur des échantillons de veaux pré-sevrés, une PCR
nichée d’un fragment du géne gp 60 a revelé que le sous-type 11aA15G2R1 est présent dans tout les
échantillons [SANTI'N et al., 2008].

Une autre étude en Tunisie a identifié C. hominis, C. parvum et C. meleagridis chez les
personnes immunocompétentes et immunodéprimées, principalement les enfants. Par conséquent, les
especes zoonotiques et anthroponotiques sont responsables de l'infection humaine dans ces régions
[ESSID et al., 2008].

Dans la présente étude, nous apportons les premiéres informations sur la prévalence et le
génotypage des especes de Cryptosporidium chez les jeunes veaux (< 2 mois) que celle ci est élevée

dans les petites fermes traditionnelles dans le Nord-est de I'Algérie.

Un des plus outils de sous-typage commun est l'analyse de séquence d'ADN de la
glycoprotéine de 60 kDa (gp60, également connu sous le nom de gp40 /15). La plupart de
I'netérogénéité génétique dans ce géne est la variation du nombre de répétition tri-nucléotidique
(TCA, TCG ou TCT) dans I’extrémité 5 '(gp40) de la région codante, bien que le polymorphisme de
séquence est également présent dans le reste de géne. Le polymorphisme est utilisé pour définir le

sous-type de familles au sein d'une espéce [FENG et al., 2011; LI et al., 2014].

L'analyse de la séquence du gene gp60 est largement utilisée dans le sous-typage de
Cryptosporidium en raison de son hétérogénéité de séquence et de la pertinence a la biologie
parasitaire. C'est le marqueur polymorphe le plus simple identifié jusqu'a présent dans le génome de
Cryptosporidium [GATEI et al., 2006; LEONI et al., 2007; WIELINGA et al., 2008; XIAO,
2010].
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Le gp60 est situé sur la surface de la région apicale des stades invasifs du parasite, et est I'une
des cibles dominantes pour neutraliser les réponses d'anticorps chez 1’étre humain [O'CONNOR et
al., 2007].

Ainsi, il est possible de lier des produits biologiques caractéristiques des parasites et des
présentations cliniques avec l'identité de la famille du sous-type. Certaines familles de sous-types de
C. parvum, tels que lla et Ild, se trouvent chez les humains et les ruminants, responsables de la
cryptosporidiose zoonotique. Dans les zones a la fois avec lla et I1d, comme en Espagne, les sous-
types lla infectent préférentiellement les veaux alors que les sous-types Ild infectent
préférentiellement les agneaux et les chevreaux [QUILEZ et al., 2008 A, B; XIAO, 2010].

Une étude faite par WANG et al. (2011) sur 67 échantillons positifs aprés séquencage de géne
gp60, ils ont pu detecter un seul sous-type (IIdA19G1). En général, le soutype Ild n'est pas aussi
commun que le sous-type zoonotique majeur famille lla [XIAO, 2010]. Ainsi, seulement en Hongrie
(I1dA19GL1 et 11dA22G1), Belgique (I11dA22G1), Portugal (I1dA17G1), Espagne (11dA23G1), Suede
(11dA20G1e, I1dA23G1, et 11IdA16G1c), I'Allemagne (11dA22G1), I'Egypte (11dA20G1), et Serbie et
Monténégro (I1dA18G1b), sont des sous-types isolés chez un petit nombre de veaux laitiers
[PLUTZER et KARANIS, 2007; MISIC et ABE, 2007; BROGLIA et al., 2008; QUILEZ et al.,
2008 B; AMER et al., 2010; SILVERLA'S et al., 2010; XIAO, 2010].En outre, la famille sous-
type 11d de C. parvum est fréquente principalement chez les moutons et des chévres dans I’Europe du

Sud [QUILEZ, 2008 B].

La cryptosporidiose chez les bovins et les humains est principalement causée par C. parvum
[SUNNOTEL et al., 2006 A]. Selon DIAZ-LEE et al. (2011), les autres especes de
Cryptosporidium qui infectent les bovins sont C. andersoni, C. bovis, C. ryana et C. parvum. Cette
derniére espece est la plus fréquente qui infecte I'épithélium gastro-intestinal de la plupart des
mammiferes hétes, cette espece provoque une sévére entérite avec une morbidité et une mortalité
importante chez les jeunes veaux, les enfants et les personnes immunodéprimées telles que les

sidéens.

Il a eté montré que la PCR a une grande spécificité, tels que la PCR ARNr 18S, amplifient
sélectivement les espéces de Cryptosporidium [CAMA et al., 2006].
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L’identification de C. bovis et C. ryanae comme principales espéces de Cryptosporidium
trouvées chez les bovins post-sevrés [GEURDEN et al., 2007; FAYER et al., 2008]. Ces deux
espéeces ne sont pas trouvées ni chez les humains ni chez les bovins malades [FAYER et al., 2008].

Dans notre étude, C.rayane a une prévalence faible de (6,06%), et répondu chez les veaux de

1-2 mois.

Les bovins en Etats-Unis infectés par C. ryanae étaient géographiquement répandus, couvrant
une distance globale de plus de 2100 km, dans des fermes offrant une large gamme de conditions
climatiques, de sol et de gestion [SANTI'N et al., 2004; FAYER et al., 2006].

SANTI'N et al. (2004) a pu enregistrer un faible taux de C. ryanae chez les veaux pré-sevrés

et sevres (2 vs 7,6%) respectivement.

Dans une étude longitudinale effectuée sur 30 veaux agés entre 3 jours a 2 ans 60% sont
infectés avec C. ryanae [SANTI'N et al., 2008].

Dans une autre étude, C. ryanae a été détectée chez les veaux agés de 2 semaines a 16 mois
mais avec un taux élevé chez les veaux de 18-20 semaines [GEURDEN et al., 2007; SANTI'N et
al., 2008].

DE GRAAF et al. (1999) a prouvé que les veaux infectés par Cryptosporidium sont souvent

des diarrhéiques.

Dans une étude a Iran, la détection de Cryptosporidium est faite par la technique de PCR
d’ARNr 18S car la PCR classique était incapable de détecter I'infection par ce parasite, la PCR nichée
avec des amorces d'ARNr 18S internes était capable de reconnaitre I'infection [BAIRAMI et al.,
2011]. L’avantage de cette technique est préconisé lors d’une faible infestation. En effet, la PCR
nichée a permis de détecter Cryptosporidium dans tous les échantillons infectés par ce parasite, donc

la sensibilité de 1'analyse par PCR niché par rapport a I’analyse microscopique était de 100%.

La méthode moléculaire peut étre utile dans les études épidémiologiques sur la
cryptosporidiose ainsi que dans les études environnementales et la recherche des parasites dans les
sources d'eau [MORGAN et THOMPSON, 1998 ; FRICKER et CRABB, 1998; XIAO, 2010;
BAIRAMI et al., 2011].

Il existe plusieurs facteurs qui compliquent la détection de Cryptosporidium par PCR dans les
selles par exemple la fixation standard dans la formaline tamponnée & 10% peut réduire la sensibilité
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de la PCR surtout si la fixation se produit sur une période prolongée [WIDMER, 1998; MORGAN
et THOMPSON, 1998; CLARK, 1999].

La PCR peut étre inhibée par de nombreuses substances, y compris certains composants des
selles. Plusieurs chercheurs ont mis au point des méthodes d'extraction des acides nucléiques pour les
selles afin d'éliminer ces inhibiteurs. Malheureusement, beaucoup de ces méthodes sont assez
complexes, et des études comparatives détaillées n'ont pas été réalisées pour identifier la technique la
plus utile [CLARK, 1999; PRAKRITI et al., 2012].

Les outils de diagnostique basés sur d'autres genes étaient populaires auparavant, mais leur
utilisation dans le génotypage de Cryptosporidium a été diminuée dans les années récentes. Ainsi,
des outils basés sur le gene de la protéine de la paroi d'oocyste (COWP) ont été utilisés dans 23 des
116 publications originales (généralement en combinaison avec des outils basés sur I'ARNr SSU) et
d'autres genes rarement utilise [GOMEZ-COUSO et al., 2005; MEAMAR et al., 2007].

Les outils de PCR basés sur ces génes en général ne font qu'amplifier I’ADN de C. parvum, C.
hominis, C. meleagridis et especes / génotypes étroitement apparenté a C. parvum. Les études qui ont
utilisé ces outils sur I’humain, 1’animal et I’environnement ont généralement montré moins des
especes et génotypes de Cryptosporidium [WOLSKA-KUSNIERZ et al., 2007; BAJER et al.,
2008; DURANTI et al., 2009; GIANGASPERO et al., 2009].

Les outils de sous-typage ont été largement utilisés dans les études de la transmission de C.
hominis chez I'hnomme, C. parvum chez les humains et les ruminants, et quelques autres espéces
apparentées de Cryptosporidium telles que C. meleagridis et C. ubiquitum chez les humains et
animaux [XIAO, 2010; L1 et al., 2014].




Conclusion

- Dans notre étude 132 échantillons fécaux diarrhéiques des veaux qui sont collectés a partir de
17 fermes laitiéres de la province de Batna, située au Nord-Est d’ Algérie.

- Les échantillons sont examinés microscopiquement en utilisant la méthode de Ziehl-Neelsen

modifiée, et au moins un échantillon par ferme a été soumis a analyse moléculaire.

- L’analyse par PCR nichée du géne de I’ARNTr 18S de 66 échantillons a donné 24 cas positif
avec une prévalence de (36,36 %).

- Aprés séquencage nous avons identifié seulement trois espéces, Cryptosporidium bovis (n =
14), C. ryanae (n = 6) et C. parvum (n = 4).

-Un sous-type zoonotique peu répandu, a été identifié¢ par séquencage d’un fragment du géne

gp60 dans deux isolats d’une seule ferme a donné le sous-type 11aA13G2R1 de C. parvum.

- Consernant les résultats des analyses moléculaires en rapport avec 1’age des bovins ou C.
parvum se retrouve surtout chez les veaux entre 1-15 jours, C. bovis et C. ryanae sont plus fréquents

chez les veaux de 1-2 mois.

- En conclusion, nos résultats suggeérent que les bovins peuvent jouer un réle prépondirant dans

le maintien de la circulation des espéces de C. parvum.




GIARDIA



Introduction

La giardiase est une maladie diarrhéique majeure qui a été découverte dans le monde entier.

Chez la plupart des mammiféres, la giardiase est causée par Giardia intestinalis.

Des recherches sur G. intestinalis chez le bétail, en particulier les bovins, ont montré que le
parasite est tres commun dans cette population et infecte beaucoup plus les jeunes veaux, ce qui
entraine une forte prévalence de l'infection dans les troupeaux [SNEL et al., 2009; MARK-
CAREW et al., 2010]. Les veaux sont infectés par G. intestinalis dés I'dage de quatre jours et ont la
plus forte intensité d’excrétion de kyste (10°-10° kystes /g) entre ’4ge de 4-12 semaines [RALSTON
et al., 2003].

D’apres BJORKMAN et al. (2003) G. intestinalis est un agent étiologique des maladies
diarrhéiques chez les bovins mais il est souvent lié a un autre parasite intestinal commun,

Cryptosporidium.

En Algérie, plus particulierement la région Est, une seule étude épidimiologie classique a été
menée par OUCHENE et al. (2012,2014) et BENHASSINE et al. (2016) dans la région de la steppe

central.
En revanche, la seule étude moléculaire a été faite par BAROUDI et al. (2017).

L’objectif de notre travail est de déterminer la prévalence d’excrétion de Giardia spp. chez les

veaux dans 17 élevages situés dans la région de Batna au nord-est de 1’ Algérie.




Chapitre 11 Sources animées de Cryptosporidium et de Giardia pour les
humains via les bovins

11.2.2.1. Matériel et méthodes

11.2.2.1.1. Recueil et traitement des échantillons fécaux

132 échantillons fécaux des bovins sont récoltés pour 1’étude moléculaire de Giardia. Ces
prélévements sont traités par la technique de coloration au lugol apres une application préalable de la
méthode d'enrichissement de Ritchie simplifiée par ALLEN et RIDLEY (1970).

Seuls 66 des échantillons sont retenus pour I’analyse moléculaire.
11.2.2.1.2. Concentration des selles pour I’étude moléculaire
La concentration des selles est faite selon la méme méthode décrite pour Cryptosporidium.

11.2.2.1.3. Extraction de PADN a partir des échantillons fécaux (Kit QIAamp Qiagen, Hilden,

Allemagne).

L’extraction de I’ADN est faite pour Giardia dans les échantillons fécaux en utilisant un kit
disponible dans le commerce (ADN QIAamp ™ Stool Mini Kit, Qiagen, Hilden, Allemagne)

selon les instructions du fabricant.

11.2.2.1.4. Amplification de ’ADN par PCR
11.2.2.1.4. 1. PCR nichée sur le géne p-giardine de Giardia
A. Principe du test

Les Giardines sont définis comme une famille de protéines structurelles ayant une taille
d'environ 29-38 kDa avec une structure hélicoidale [HOLBERTON et al., 1988]. Les protéines se
trouvent sur les bords des microrubans (ou rubans dorsaux), qui font partie intégrante du disque
ventrale du trophozoite [ADAM, 2001].

Plusieurs genes, codant pour al- giardine, o2-giardine, B-giardine et y-giardine, ont été clonés
[AGGARWAL et al., 1989, ALONSO et PEATTIE, 1992, NOHRIA et al., 1992]. L'avantage
d'utiliser des génes de giardines comme cibles pour la détection moléculaire des kystes de Giardia

est qu'ils sont considérés comme spécifiques de ce parasite [FAUBERT, 2000].

En effet, le test PCR développé par MAHBUBANI et al. (1992), basé sur I'amplification d'un
fragment de 218 pb du gene B-giardine, était hautement spécifique, et aucune amplification croisée

n'a été observée en utilisant 'ADN hote, protozoaire, fongique ou bactérien [CACCIO et al.,

2002].
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B. Préparation des mélanges reactionnels
Préparation est faite de la méme maniere de préparation des melanges réactionnels que celle
décrite dans la PCR 18S nichée pour Cryptosporidium.

a. Controdles positifs

o Controle positif de PCR primaire : ADN de Giardia.

« Controle positif de PCR secondaire : Produit de controle positif de PCR primaire.
b. Contréles négatifs

« Controle négatif de PCR primaire : eau distillée.

« PCR secondaire : le méme controle négatif de PCR primaire.

C. Amorces utilisées :
- Amorces de la premiere PCR pour le gene complet :
Avant (gp15ATG) :5-CGGGATCCATATGAGATTGTCGCTCATTATC-3'

Inverse (gp15STOP) :5' -GGAATTCTTACAACACGAATAAGGCTG -3
- Amorces de la deuxiéme PCR pour un fragment de ~300 pb :

Avant: 5'-GCCGTTCCACTCAGAGGAAC-3"'

Inverse : 5'- CATTACAAATGAAGTGCCGCA-3'

D. Exécution du test PCR

La PCR est faite de la méme facon que la PCR 18S, la seule différence pour Cryptosporidium
seul réside dans la température et le temps de la réaction qui figure dans le tableau 18 [DURANTI
et al., 2009].

Tableau 18. Programmation du thermocycleur (temps et températures) en PCR sur le gene de Beta-

giardine.
Etapes Temps / Températures
Dénaturation initiale 5mn/ 94 C°
Cycle d’amplifications Dénaturation 30s/94 C°
(répetées 35 fois) Hybridation des amorces 30s/53C°
Elongation 60s/72C°

Elongation finale 7mn/72C°
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E. Révélation
Nous avons réalisé la méme technique de révélation utilisée dans la PCR 18S pour

Cryptosporidium.

11.2.2.1.5. Tests statistiques
Les données obtenues par PCR nichée ont été classées en fonction de I'dge et du sexe. Les

résultats de la présente étude ont été analysés par Graph pad prism 6, analyse y2.

11.2.2.2. Résultats et Discussion

11.2.2.2.1. Examen microscopique
L’analyse microscopique de Giardia par le lugol n’a révélé aucun cas positif dans les 17

fermes étudiées.

11.2.2.2.2. Etude moléculaire
Apreés I’analyse moléculaire, nous avons pu obtenir 4 échantillons positifs (n = 4) parmi les 66

échantillons examinés (Figure 22 a, b, c).
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M 23 26 27 16 M

(b)

(©

M : marqueur moléculaire de 100 pb.
(Lignes 23, 26, 27 et 16 échantillons positive).
Figure 22. (a),(b),(c) Résultats de la PCR nichée pour Giardia (4 cas positifs).
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On peut expliquer I’absence de Giardia apres coloration au lugol et apres

I’'immunofluorescence et leur présence apres PCR par I’excrétion intermittente de Giardia.

11.2.2.2.3. Prévalence et distribution de Giardia en fonction de I’Age par analyse PCR

Tableau 19. Variation de la prévalence et distribution de Giardia intestinalis en fonction de I’age,
apres analyse par PCR.

Age Giardia intestinalis (%)
15-20 jours 00
1a2 mois 4 (6,06 %)*
> 2 mois 00
Totale 04 (6,06%)

Valeur y > = 8,16, * différence significative (P<0,05)
En se basant sur les résultats de I’analyse de PCR, le taux d'infection de Giardia intestinalis est
de 6,06 %.
Nous avons trouvé que seuls les veaux de 1-2 mois excrétent Giardia intestinalis d’une fagon
significative (x °> = 8,16, P< 0,05) en comparaison avec ceux &gés de 15-20 j et plus de 2 mois
(Tableau 19).

La prévalence globale de Giardia retrouvée par PCR chez les bovins se révéle plus importante
que celle par les méthodes microscopiques. Giardia intestinalis est identifiée seulement chez les
veaux agés entre 1 et 2 mois (6,06%), avec cependant, une absence par les autres tranches d’ages

(Tableau 15).

Cette étude souligne la présence de G. intestinalis chez les bovins dans la zone de BATNA
Nord-Est d’Algerie. La prévalence de l'infection enregistrée pour ce parasite est faible (6,06%)
comparativement celle trouvée par BAROUDI et al. (2015) (21%), on peut interpréter cet écart entre
les résultats actuels et précédents par la variation de I'état environnemental et les caractéristiques des

localités d'étude, et le nombre de génes recherchés par la PCR.

Des etudes récentes ont indique que les bovins ne devraient pas étre considéres comme source
de la giardiase humaine [CACCIO et al., 2005, GEURDEN et al., 2008].
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Dans le présent travail, I’excrétion des kystes de Giardia spp. a commencé dés 1’age de 1 a 2

mois. Cependant, beaucoup d’études restent controversées sur cette question.

Une étude qui a été faite a Sétif par OUCHENE et al. (2012) au nord-est de 1’ Algérie montre
que I’excrétion des kystes de Giardia spp. a commencé deés 1’age de 8 jours avec une prévalence plus

élevée chez les veaux agés de 4 a 12 mois et ces résultats sont désaccord avec nos résultats.

11.2.2.2.4. Prévalence et distribution de Giardia en fonction du sexe aprés analyses par PCR

Tableau 20. Variation de la prévalence et distribution de Giardia intestinalis en fonction de sexe,

par PCR
Nombre d’échantillons Male Femelle
Nombre testés 21 45
Nombre infectés 3 1
Pourcentage (%) 14,28 2,22
Valeur y 2 = 3,66 NS non significatif (P>0,05)

La prévalence de Giardia en fonction du sexe a montré une fréquence de 14.28 % (pour les 3
veaux laitiers males) sur 21 testés contre 1 velle (2,22 %) parmi 45 individus testés.

Statistiquement, aucune différence significative n'a été observée (y 2= 3,66, P >0,05) entre le
taux de prévalence chez les méles et les femelles (Tableau 20).

Selon nos résultats obtenus le sexe n’a pas influencé sur la prévalence de Giardia par contre
STUART et al. (2003) a trouveé que le sexe est un facteur de risque important pour la détection de
Giardia intestinalis, avec une prévalence élevée chez les veaux que les velles, donc, la variation de
I’excrétion fécale de Cryptosporidium et de Giardia differe selon I'dge et le sexe est peut étre due

soit a des sources de nourriture, I'habitat et le systeme immunitaire.
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11.2.2.2.5. Association de Cryptosporidium spp. et Giardia spp., retrouvée par analyse PCR

Tableau 21. Prévalence des infections parasitaires par analyse de PCR selon le type d’infection.

Type d’infection nombre %
(une seule infection ou association)
Giardia spp. 4 6,06
Cryptosporidium spp. 24 36,36***
Giardia + Cryptosporidium 2 3,03

Valeur y © = 34,89 °, ***(P<0,0001)

Sur 66 échantillons fécaux testés par PCR, seulement deux cas (3,03%) ont excrété des kystes

de Giardia spp. contre les 24 cas pour Cryptosporidium spp.

En outre, ’infection par Cryptosporidium, nous avons trouvé 24 cas positif (36,36%) c'est-a-
dire Cryptosporidium spp., cette prévalence a été tres significativement élevée par rapport a celle de
I’excrétion de kystes de Giardia spp. (y 2 = 34,89 5, P<0,0001) (Tableau 21).

Le mécanisme exact menant a la giardiase est inconnu mais la recherche indique une
combinaison entre I'osmose, la sécrétion active, I'exsudation, I'inflammation et la motilité altérée en
tant que moteurs de la diarrhée induite par Giardia [LEJEUNE et al., 2011].

En termes moléculaires, la perturbation, I'expression réduite et ou la délocalisation des
protéines TJ et du cytosquelette (telles que ZO-1, claudin-1, F-actine et a-actinine) se traduisent par
une augmentation de la perméabilité intestinale et une baisse du TER. , indiquant que l'infection peut

provoquer une fuite paracellulaire (diarrhée exsudative) [BURET, 2008].

Les évenements menant a cette classe de diarrhée sont similaires a la cryptosporidiose et a
I'amibiase. En conséquence, une perturbation d’une proteine dite zonula occludens ZO-1 a été
rapportée dans des cellules coliques infectées par Cryptosporidium tandis que dans les cellules
infectées par E. histolytica, une dégradation des protéines TJ (protéine-jonction serrée) ZO-1 et ZO-
2, une déphosphorylation de ZO-2 et la délocalisation de claudin-4 étaient sous-jacentes a la diarrhée
exsudative [BURET, 2008].

Cependant, Giardia provoque la dégradation de la TJ sans pénetrer dans I'épithélium et E.
histolytica tue (par apoptose et trogocytose), envahit et détruit les tissus de I'hote [LEROY et al.,
2000; LEJEUNE et al., 2011].
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Un individu infecté libére des kystes microscopiques avec les selles et des vésicules
intermittentes peuvent étre perdues pendant plusieurs semaines [XIAO et HERD, 1994].

Les infections par le rotavirus et le coronavirus sont des causes bien connues de diarrhée aigué
chez les jeunes veaux, qui se produisent généralement chez les veaux ages de 1 a 3 semaines
[MEBUS et al., 1973; SAIF et al.,1994].

Le tableau clinique est similaire a celui de la cryptosporidiose et comprend la diarrhée, la
dépression, l'anorexie et la fievre Iégere. Dans plusieurs enquétes, le rotavirus a été détecté dans
I'entérite néonatale [SNODGRASS et al., 1986; BJORKMAN et al.,2003].

D'autres agents infectieux comme Eimeria spp., bredavirus, calicivirus, astrovirus, parvovirus,
Salmonella spp., Campylobacter spp., Clostridium perfringens sont également signalés comme
pathogenes dans la diarrhée néonatale du veau [TZIPORI, 1981].

La présentation clinique de l'infection par Giardia varie d'un état de porteur asymptomatique a
une maladie grave associée a une malabsorption des graisses et a une intolérance au lactose due a un
déficit en disaccharidases [GARDNER et HILL, 2001; BURET, 2008].

Dans le présent travail, une association des deux protozoaires Giardia spp. et Cryptosporidium
spp. a été constatée avec un taux de 3,03% mais ce pourcentage est inférieur par rapport aux résultats
observés par OUCHENE et al. (2012) qui a trouvé 10,2 %.

Certains lieux de vie comme les collectivités (chenils, élevages, animaleries) constituent un
facteur de risque important et encouragent la forte contagiosité du parasite. Par ailleurs, la ou la
pression d'infection est forte, les troubles observés sont souvent le résultat d'une association avec

d'autres pathogenes, parasitaires ou viraux [FRANC et al., 1997].

D’apres nos résultats, malgré la présence de diarrhée dans 60 % des cas ou la présence des
agents parasitaires n’a pas ¢été relevée, cet étiologie peut étre diie a la présence des virus et/ ou des
bactéries, il ne faut pas écarter la trace des etiologies alimentaires [LEFAY et al., 2000; AKAM et
al., 2004; AYANA et ALEMU, 2015].




Conclusion

- L'étude de la présence de Giardia spp. dans 132 échantillons fécaux provenant de 17 élevages

a permis de déceler une faible fréquence de ce parasite dans la région de BATNA;
- Aucun échantillon fécal ne s’est révélé positif a I’examen coproscopique par le lugol.

- Les méthodes moléculaires ont été appliquées sur 66 échantillons fécaux ce qui permis de

mettre en évidence 4 cas d’infestation (6,06 %).

- L’identification moléculaire de Giardia spp. chez les bovins est considérée la premiére en
I’occurrence dans la région Est d’Algérie, laisse supposer que cet animal porte fortement le génotype

pathogene et potentiellement zoonotique.

- Cryptosporidium spp. est excrété beaucoup plus et qui a été constatée notamment ches les

veaux ageés de 15 a 30 jours, alors que Giardia spp. a été excrétée par les veaux de 1 a 2 mois.

- L’excrétion concomittente de Cryptosporidium et de Giardia chez lez veaux diarrhéiques n’a
été décelée que chez deux sujets.

- Le sexe semble avoir une influence sur I’excrétion de Giardia chez les jeunes bovins avec un
taux élevé chez les veaux males que les veaux femelles.

- D’autres études moléculaires plus ¢élargies seront indispensables pour évaluer la prévalence

réelle de ce protozoaire pathogéne et de ses assemblages zoonotiques.




ILS.

RECHERCHE DES PARASITES
INTESTINAUX CHEZ LES SOURCES
ANIMES (BOVINS) PAR LES

DEUX TECHNIQUES DE FLOTTATION




1.
TECHNIQUE DE FLOTAC



Introduction

Lors de suspicion epidémiologique (jeune animal, vie en collectivité) et/ou clinique (troubles
digestifs : diarrhées; amaigrissement) de parasitose, la coproscopie demeure I’examen de choix pour
mettre en évidence les éléments parasitaires [TROTZ-WILLIAMS et al., 2005]. Les ceufs de
nématodes (tels ceux de Toxocara spp.) et les oocystes coccidiens sont aisément repérables par les

techniques d’enrichissement.
Les kystes de Giardia ne sont plus reconnaissables du fait de leur petite taille et

de leur confusion possible avec des débris végétaux [BJIORKMAN et al., 2003]. Pour les identifier,
un ceil expérimenté est nécessaire. La coloration au lugol aide leur mise en évidence ainsi que
I’'immunofluorescence. Cependant, cette derniére technique n’est disponible que dans les laboratoires
specialisés. Différents tests rapides utilisant la technique de flottation ou de sédimentation sont
commercialisés pour mettre en évidence les éléments parasitaires dans les selles [CASEMORE,
1991; TULI et al., 2010].

ABBAS et al. (2015) ont trouvé que l'infection chez les bovins en Algérie par
Cryptosporidium, Giardia et Eimeria semble trés importante. Et ces parasites sont observés aussi

bien chez les jeunes veaux que les bovins adultes.

Cryptosporidium spp. affecte principalement les jeunes veaux de moins de 30 jours.
Cependant, Giardia spp. et Eimeria spp. frappent les veaux plus agés, de (1 a 12 mois) [AKAM et
al., 2004].

La technique du FLOTAC est une nouvelle méthode de flottation. Son principe se repose sur
la centrifugation des selles dans une solution de flottation (FS) a densité précise et I'examen
microscopique de la partie supérieure de la suspension fécale permet de détecter la présence d'ceufs

d'helminthes et les kystes des protozoaires intestinaux [BECKER et al., 2011].

Le but de cette étude est la recherhe des différents parasites dans les echantillons fecaux de
bovins du nord-est de I'Algérie en utilisant la méthode FLOTAC [CRINGOLI et al., 2013].



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trotz-Williams%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15943123
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111.3.1. Matériel et méthodes
111.3.1.1. Site d’étude

La téchnique a été réalisée au niveau de laboratoire de parasitologie de département de
pathologie et de santé animale, Faculté de médecine vétérinaire, Université Federico I,
CREMOPAR, Napoli, Italy.

Les échantillons de selles sont collectés a partir de différentes régions de la Wilaya de Batna
(Merouana, ElI Madher, Djerma, Arris, Ras El Aioun,Chemora, Ain Yagout, Bouhmar), entre Mars
2015 & Mars 2016.

Au total, 174 échantillons fécaux des bovins agés de 15 J jusqu’au 2 ans dont 96 diarrhéiques
contre 78 non diarrhéiques sont collectés, puis traités au niveau du laboratoire de parasitologie et
Mycologie de CHU de BATNA, en vue de recherche des oocystes de Cryptosporidium et autres
parasites mais le reste des prélevements sont conservés dans le bichromate de potassium a 2,5% a

une température de 4°C pour ’analyse des parasites par la téchnique FLOTAC.

111.3.1.2. Technique FLOTAC

A. Principe

Cette technique utilise I'appareil appelée FLOTAC (Figure 23) et elle est basée sur la flottation
avec centrifugation d'une suspension d'échantillon fécal et la lecture de la partie apicale de la
suspension flottante. Le développement initial de cette méthode a été pris a partir d'autres techniques
basées sur la flottation, en particulier les méthodes de McMaster et du Wisconsin. Cependant, une
caractéristique principale de la technique FLOTAC, c’est qu'elle permet de compter les PEs
(éléments parasitaires) dans de grandes aliquotes fécales (jusqu'a 1 g ou méme des quantités plus
élevées de matiéres fécales) [CRINGOLI, 2006].

Les techniques FLOTAC ont eté initialement développées pour la parasitologie vétérinaire
[CRINGOLI, 2006; LEVECKE et al., 2009], puis pratiqueés en parasitologie humaine
[UTZINGER et al., 2008].
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Figure 23. Appareil FLOTAC

Selon KNOPP et al. (2008; 2009a), les inconvénients des techniques FLOTAC ont été
récapitulés récemment, un inconvénient est qu'un certain niveau d'infrastructure de laboratoire (par
exemple centrifugeuse de grand volume ou centrifugeuse de paillasse avec rotor pour les plaques de
FLOTAC) est requis pour la technique FLOTAC, qui souvent n’est pas disponible dans les
ressources. De plus, comme pour les autres techniques de FEC baseées sur la flottation, le choix du FS
et du milieu de conservation pourrait influencer sur la performance des techniques FLOTAC et les

soins sont indiqués avec certains matériaux en raison de la toxicité environnementale et humaine.

Donc, il convient de noter qu'a I'heure actuelle, I'appareil FLOTAC (composants, accessoires et
manuels pour les humains, les chiens et les herbivores) n'est pas disponible dans le commerce, la

description de I’appareil FLOTAC est développée dans ’annexe 13.

B. Exécution du FLOTAC

C’est une méthode récente de flottation qui s’appelé FLOTAC, nous avons suivi la méthode
décrite par CRINGOLI et al. (2010) .Cette technique est appliquée sur 174 échantillons fécales de
59 de chaque échantillon fécale puis on ajoute 45 ml de I’eau (dilutions au 1/10), apres
homogénéisation (I’utilisation d’un mélangeur a main est suggérée), le mélange est filtré a travers
une passoire métallique (diamétre de pore : 250 um), apres deux 6 ml de la suspension filtré ont été
pris et ont été mis dans deux tubes coniques (de 10 ml de volume). Les deux tubes sont ensuite
centrifugés a 1500 rpm pendent 3 mn a la température ambiante. Aprés centrifugation, le surnagent a
été rejeté. Puis nous avons ajouté 6 ml de deux différent FS dans les deux tubes contenant le culot,
dans le premier (FS 4 : Solution de Nitrate de Sodium (NaNO3) 1.20) et dans le deuxiéme (FS 7 :
Sulfate de Zinc 1,35). Aprés homogénéisation des suspensions nous avons remplis les deux

chambres de I’appareil de FLOTAC (voir annexe 15) avec les deux suspensions fécales : la premiére
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chambre avec FS 4 et la deuxiéme avec FS 7. Aprés fermeture de 1’appareil de FLOTAC, nous
avons appliqué une centrifugation de 1000 rpm a 5 mn a la température ambiante. Apres
centrifugation, nous avons examiné sous microscope la partie flottante de la chambre de FLOTAC

avec grossissement (G X 40) (Figure 24).
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Figure 24. Différentes étapes de fonctionnement de la technique FLOTAC [CRINGOLI et al.,
2010].

111.3.1.3. Tests statistiques

Les résultats de la méthode FLOTAC ont été analysés par le GraphPad Prism 6, utilisant le test
2, test Student (t) et Anova univarié suivie du test Dunnet /Tukey pour les comparaisons multiples et

la détermination des taux de signification.

Les valeurs de P<0.05 sont considérées statistiquement significatives.

111.3.2. Résultats et Discussion
111.3.2. 1. Identification des parasites dans les échantillons preélevés par la méthode FLOTAC

Nous avons réalisé la technique Dual Flotac-400 pour la recherche des protozoaires intestinaux,
174 échantillons de selles obtenus a partir de neuf fermes de la wilaya de Batna. La technique Flotac
nous a permis d’isoler six types de parasites intestinaux : Autres Protozoa, Eimeria spp., Strongle,

Toxocara, Trichuris et Paramphistomum spp. (Figure 25, 26, 27, 28 et 29).
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Figure 25. Kyste de Protozoaire. observé par la technique de FLOTAC (GX 40).

Figure 26. Kyste d’Eimeria spp. observé par la technique de FLOTAC (GX 40).

Figure 27. (Euf de Strongle observé par la technique de FLOTAC (GX 40).
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Figure 28. (Euf de Toxocara spp. observé par la technique de FLOTAC (GX 40).

Figure 29. Kyste de Trichuris spp. observé par la technique de FLOTAC (GX 40).

Nous avons constaté 1’apparition d’un protozoaire intestinal mais il est mal connu (Figure 25),

et peut étre c’est un protozoaire connu mais il est déformé une fois soumis a la technique Flotac.

Divers facteurs peuvent affecter la précision des techniques copro-microscopiques basées sur la
flottation, y compris le choix du conservateur et du FS [JEANDRON et al., 2010; CRINGOLI et
al., 2010]. Dans notre étude cette déformation peut étre a cause de la conservation dans le dichromate
de potassium a 2,5% qui est un impact négatif potentiel des médias de préservation des selles et des
FS sur les ceufs fragiles comme les ankylostomes [KNOPP et al, 2009a].

Malgré ces contraintes, la performance de diagnostique de la technique double Flotac -400 pour

la détection des protozoaires intestinaux sont prometteurs [CRINGOLI et al., 2010].
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111.3.2.2. Prévalence des parasites par tranche d’age par la méthode de FLOTAC

Tableau 22. Prévalence d” Autres protozoaire, Eimeria spp., Strongle, Toxocara ,Trichuris, et
Paramphistomum dans les selles des bovins.

Nombre d’animaux infectés (%0)

Age N°. d’ Autres Eimeria Strongle  Toxocara Trichuris Paramphistomum
échantillon Protozoaires spp.

15-30J 5 2(1,15) 3(1,72) 1(0,57) 0(-) 0(-) 0(-)
1-2M 18 8(4,59) 12(6,89) 7(4,02) 1(0,57) 0(-) 0(-)
2-5M 43 13(7,47)  26(14,94) 11(6,32)  0(-) 1(0,57) 2(1,15)
5-7M 33 20(11,49)  16(9,19) 7(4,02)  1(0,57) 0(-) 2(1,15)
7-11M 23 18(10,34)  12(6,98) 6(3,44) 0(-) 0(-) 0(-)

12-20M 27 20(11,49)  14(8,04) 9(5,17) 0() 0() 0()
2A 25 20 (11,49) 9(5,17) 6 (3,44) 0(-) 0(-) 0(-)

(Adultes)

Totale 174 101(58,04) 92(52,87) 47(27,01) 2(1,15)  1(0,57) 4(2,34)

J:Jour ; M: Mois ; A: Année
La techniqgue FLOTAC est une technique validée avec succés pour le diagnostique des

helminthes et des protozoaires a la fois pour les animaux et les humains [GUALDIERI et al., 2011].

La technique FLOTAC est une technique multivalente caractérisée par la sensibilité et la
précision, initialement développée surtout pour la parasitologie vétérinaire mais récemment avec
succes en parasitologie humaine [UTZINGER et al., 2008; KNOPP et al., 2009b; CRINGOLI et
al., 2010] .

Selon les résultats obtenus, les veaux agés de 15 j jusqu’au 1’dge adulte excrété: Autres
protozoaire, Eimeria spp. et Strongle (Tableau 22). En revanche, Eimeria spp. et Strongle ont été
trouvés chez les veaux apres 15 jours et chez les adultes, mais Toxocara, Trichuris et
Paramphistomum sont marqués absents (Tableau 22). Ces parasites se trouvent seuls et en

association.

Selon DILLARD et al. (2007) P’infestation par Strongle, est plus importante chez les jeunes
veaux cela s’explique que I’'immunité des jeunes veaux infestés est moins développée, ce qui

augmente davantage la sensibilité des jeunes bovins et nos résultats en accord avec lui.




Chapitre 11 Sources animées de Cryptosporidium et de Giardia pour les
humains via les bovins

Nous avons remarqué 1’absence Paramphistomum chez les bovins adultes par contre
ALZIEU et DORCHIES (2007) ont trouvé que Paramphistomum sont répondue chez les bovins

adultes car, ils sont plus au contact avec les sources de contaminations.

Les coccidies touchent toutes les catégories d’age avec une prédominance plus €élevée chez les
jeunes bovins. Il faut noter que les conditions d’élevage jouent un role essentiel dans la propagation
des parasites, ainsi que le surpeuplement, le mélange d’animaux et la mauvaise hygiéne sont des

facteurs de risques d’infestation parasitaire [DORCHIES et al., 2012].

Toxocara apparait comme le principale parasite digestive chez les veaux agés de 0-3 mois dans
le Nord-Cameroun et Strongle trouvé toujours associé a Toxocara [ROBERTS, 1990 ; CHOLLET
et al., 1994].

L'age joue un rdle important dans la détection des parasites, par exemple la prévalence de
Cryptosporidium est plus élevée chez les bovins 4gé de 1 mois a deux ans [RAHMETO et al.,
2008].

DAUGSCHIES et NAJDROWSK (2005) ont indiqué gue les infections mixtes sont beaucoup

plus communes que les infections monospecifiques.

Les résultats de cette technique indiquent que FLOTAC représente un outil multivalent donc
elle peut étre utilisée simultanément dans le diagnostique de différents helminthes aussi bien que les
protozoaires intestinaux et elle est fiable pour estimer la prévalence et l'intensité des infections
helminthiques, soit pour le suivi des programmes de santé publique, soit pour I'étude de
I'épidémiologie des helminthes [JEANDRON et al., 2010; KNOPP et al, 2011; STEINMANN et
al., 2012].

Les résultats de la présente étude sont basés sur I'examen des selles en utilisant la technique
FLOTAC récemment développée avec FS7 et FS4. D’aprées JEANDRON et al. (2011), les ceufs sont
difficilement observés sur les glissieres Kato-Katz par rapport a la FLOTAC, sur cette derniere les
ceufs sont visuellement propres et homogenes en particulier selon les techniciens du laboratoire qui
ne connaissent pas ces ceufs donc la méthode FLOTAC est plus sensible que le frottis épais a Kato-
Katz.

KNOPP et al. (2009b) a montré que 1% des selles des échantillons n'ont pas pu étre analysés a

raison de la flottation de débris de selles directement sous la grille de I'appareil FLOTAC ce qui
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constitue 1’'une des limitations de la technique FLOTAC qui doit étre pris en considération dans les

études ultérieures.

JEANDRON et al. (2010) ont utilisé avec succes une centrifugeuse a main simple et peu
colteuse équipée d'un adaptateur spécial pour maintenir I'appareil FLOTAC.

Par conséquent, ils ont montré que la technique FLOTAC peut étre facilement adaptée et
utilisée dans les laboratoires avec un équipement minimal. Les résultats indiquent que FLOTAC
représente un outil multivalent et non invasif fiable pour estimer la prévalence et l'intensité des
infections parasitaires, soit pour le suivi des programmes de santé publique, soit pour I'étude de
I'épidémiologie [UTZINGER et al., 2008 ; KNOPP et al, 2009a ; RINALDI et al., 2011].

Divers facteurs peuvent affecter la précision des techniques copro-microscopiques basées sur la
flottation, y compris le choix du conservateur et du FS, l'utilisation simultanée de I'éther, et la durée

de conservation avant la préparation des selles pour 1’analyse microscopique [CRINGOLI et al.,

2010].

La méthode FLOTAC est prometteuse en tant qu’un nouvel outil important pour le
diagnostique des protozoaires et des helminthes. Pour un suivi rigoureux des programmes de lutte
contre 1'helminthe sera remis a I’Université de Naples Federico II. Actuellement, la méthode est
validée par différents groupes de recherche de parasitologie et les vétérinaires. Si ces validations
réussissent, la méthode sera fournie gratuitement a la recherche publique, y compris I'OMS et les
universités [RINALDI et al., 2012].

De plus, dans une étude récente menée en Cote d'lvoire a montré que la technique FLOTAC a
pu détecter un nombre plus élevé de résultats positifs que la technique de concentration en acétate
d'éthyle, et ceci était confirmé pour chaque espece d'helminthes / protozoaires détectée [ERNST et
al., 1987; KNOPP et al., 2009a].




Chapitre 11 Sources animées de Cryptosporidium et de Giardia pour les
humains via les bovins

111.3.2.3. Prévalence des parasites selon le sexe des bovins par la méthode de FLOTAC

Tableau 23. Répartition des parasites selon le sexe des bovins

Type de parasite Sexe
Velles Veaux

Autres Protozoaires 90 14
Eimeria spp. 69 12
Cryptosporidium spp. 23 9
Trichuris spp. 1 00
Toxocara spp. 2 00
Strongle 40 7
Paramphistomum spp. 4 00
Totale 145 19

P=0,072, P>0,05, t=1,96

Apres I’application de la méthode de FLOTAC, les velles semblent inféctées par les parasites
comme les veaux sans différence significative (P>0,05) (Tableau 23). Ces parasites se trouvent seuls
et en association.

Nos résultats sont en désaccord avec plusieurs études comme FIKRU et al. (2006); TIGIST et
al. (2012); GUNATHILAKA et al. (2018), Dans l'ensemble, la prévalence par sexe des parasites
gastro intestinaux était plus élevée chez les males que chez les femelles. Les pourcentages d'infection
plus élevés chez les males ne peuvent pas étre expliqués avec exactitude, mais cela pourrait étre dd a
I'attitude négligée des agriculteurs a I'égard de la gestion des animaux males puisque de nombreuses

exploitations ciblent la production laitiére, se concentrant davantage sur la santé des femmes.

111.3.2.4. Prévalence et distribution des parasites en fonction de la consistance des selles
Tableau 24. Prévalence d’Autres protozoaire, Eimeria spp, Trichuris, Toxocara, Strongle et

Paramphistum dans les selles diarrhéiques et non-diarrhéiques.

Aspect des Autres Eimeria spp. Trichuris Toxocara  Strongle Paramphistum

échantillons Protozoaire

fécaux

S.D Nbr 84 62 1 1 20 3

(n=96) % (87,5)*** (64,58)** (1,04) (1,04) (20,83) (3,12)

S.N.D Nbr 20 19 00 1 27 1

(n=78) % (25,64) (24,35) (0,00) (1,28) (35,61)* (1,28)

Totale Nbr 104 81 1(0,57) 2 47 4

(n=174) % (60,11) (46,82) P=ns (1,15) (27,16) (2,31)
P<0,0001 P<0,0001 x> =081 P=ns P<0,05 P>0,05
X' =6848 .2_ 2799 ©=0021  2=414 2 =0,65

S.D: selles diarrhéiques, S.N.D: selles non diarrhéiques.
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Les parasites: Autres Protozoaire et Eimeria spp. sont trouvés avec des valeurs élevés 87,5%
(84/96) et 64,58% (62/96) chez les veaux diarrheiques par apport aux veaux que non diarrhéiques
avec une différence significative (P<0,05) (Tableau 20). Ces parasites se trouvent seuls et en

association.

Par contre la présence des parasites Trichuris, Toxocara, Paramphistum n’est pas liée a la
diarrhée.
Strongle est avérée répondue dans les selles non diarrhéique que les selles diarrhéiques avec

une différence significative (P<0,05).

Des études épidémiologiques a plus grande échelle ont mentionné une forte corrélation entre les

niveaux d’Eimeria spp. et I'incidence de la diarrhée chez les veaux [BANGOURA et al., 2011].

111.3.2.5. Prévalence et distribution des parasites selon FS4 et FS7

Tableau 25. Prévalence des infections des protozoaires intestinaux déterminées par Flotac-400
(Les résultats obtenus a partir de FS4 et FS7 séparément)

Résultats de Flotac
Parasites FS4 seul FS7 seul
Nbr % 95% ClI Nbr % 95% CI
Autres Protozoaire +++ +++
Eimeria 88 50,57**  [44,06 — 74,94] 60 34,48 [30,97- 41,64]
P =0,002
=921
Strongle 50 28,73**  [23,50 - 55,83] 26 14,94 [8,723- 21,14]
P =0,0018,
¥* = 9,69
Toxocara 1 0,57 [-1,461-6,128] 1 0,57 [-0,6326 - 3,013]
Trichuris 0 0 [-1,202- 4,535] 1 0,57 [-0,1001- 2,220]
P=1,00
¥*=0,0
Paramphistomum 1 0,57 [-1,128 - 6,461] 5 2,87 [1,873-3,734]
P =0,099 (ns)
=271

C.I: Interval de confiance, *P<0,05, **P<0,001, ***P<0,0001, ns: non significative.




Chapitre 11 Sources animées de Cryptosporidium et de Giardia pour les
humains via les bovins

Le tableau 25 montre la prévalence de six espéces parasites intestinales identifiées, ces
parasites se trouvent seuls et en association.Selon la technique Flotac (ainsi que des résultats séparés
obtenus de FS4 ou FS7). Selon nos résultats, Eimeria spp. est le protozoaire intestinal le plus
fréquent, avec un taux de 50,57% (IC 95%, 44,06 a 74,94%). Les taux de prévalence de Strongyle et
Toxocara est de 28.73% (IC 95%, 23,50 a 55,83%), et 0,57% (IC 95%, -1,46 a 6,12%).

Dans notre étude, le FS4 a donné plus de parasites par apport a FS7 pour Eimeria et Strongle
avec une différence significative (P<0,05).

Concernant Toxocara, Trichuris et Paramphistomum il n’y a pas de différence significative
(P>0,05) entre FS4 et FS7.

Le FS4 et FS7sont les FS recommandés pour la recherche des helminthes intestinaux, en effet,

FS4 est avéré performant pour STH (les helminthes transmis par le sol) [SPEICH et al., 2010].

D’aprées BECKER et al. (2011) le FS4 et FS7 ont une grande sensibilité de détection des

protozoaires intestinaux.

JEANDRON et al. (2010) ont réalisé une étude a Kyrghizstan et ils ont comparés neuf FS
différents en utilisant des échantillons de selles positives humains contiennent 38 types
d’helminthes. Ces tests ont indiqué que le choix de FS4 et FS7 était approprié pour rencontrer les
especes d'helminthes a I'exception d” Hymenolepis nana, méme FS5 (saccharose et iodomercurate

de potassium) donne des meilleurs résultats pour la détection des protozoaires.

En Céte d'lvoire, les études récentes ont permis de révéler que la technique FLOTAC double a
été utilisée avec succes pour détecter les parasites et ils ont constaté que la technique FLOTAC est
plus importante que la technique de concentration en acétate d'éthyle [HUETINK et al., 2001; GUL
et al., 2008; KNOPP et al., 2009b].

La plus haute sensibilité de FLOTAC par rapport au Kato-Katz avaient déja démontré dans
différents contextes épidémiologiques, recemment FLOTAC-400 est disponible comme un appareil
plus développé et plus amelioré par rapport a FLOTAC-100, permettant un diagnostique
microscopique a un grossissement 4 fois plus élevé que FLOTAC-100, qui est nécessaire pour la
détection de protozoaires intestinaux [CRINGOLI et al., 2010].

Le FS est un déterminant clé de la sensibilité de toute technique copro-microscopique basée sur
la flottation [CRINGOLI, 2006; CRINGOLI et al., 2010].




Conclusion

- 174 échantillons fécaux sont analysés par la méthode de Zeihl-Neelsen et la méthode de

FLOTAC pour la détection de Cryptosporidium et d’autres parasites respectivement.

- Les parasites identifiés par la méthode FLOTAC sont Autres protozoaires, Eimeria spp.,

Strongle, Trichuris, Paramphistomum, Toxocara.

- Les deux solutions de flotation FS4 et FS7 sont considérés les meilleures solutions pour la

détection des helminths et les protozoires.

- Les veaux agés de 15 j jusqu’au I’age adulte excreté : Autres protozoaire, Eimeria spp. et Strongle
spp.,ainsi que Eimeria spp. et Strongle ont été trouvés chez les veaux aprés 15 j et chez les adultes, mais

Toxocara, Trichuris et Paramphistomum sont marqués absents chez les jeunes veaux.

- La comparaison entre le taux d’infection par les parasites chez les veaux et les velles était

trouvée sans différence significative (P>0,05).

- L'excrétion d” Eimeria et Autres Protozoaire et spp. est significativement corrélée avec la

présence de la diarrhée mais Trichuris, Toxocara, Paramphistum n’est pas liée a la diarrhée.




2.
TECHNIQUE DE MINI-FLOTAC



Introduction

Les infections intestinales constituent une lourde charge, surtout dans les pays en
développement, les helminthes (Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Ancylostoma duodenale,
Strongyloides stercoralis) ainsi que les protozoaires intestinaux (Giardia intestinalis, Entamoeba
histolytica) [SAVIOLI et al., 2006; BARDA et al.,2014a].

Kato Katz est une technique de diagnostique idéale appliquée dans la plupart des laboratoires
des pays d'endémie des helminthes puisqu’elle a combiné entre la robustesse, la simplicité, le faible
cott et la bonne sensibilité, c’est la technique quantitative recommandée pour le diagnostique de
STH [BARDA et al., 2013a]. D'autres techniques couramment utilisées pour le dénombrement des
ceufs fécaux des parasites sont adaptées dans la parasitologie vétérinaire et humaine, tels que
McMaster et la technique FLOTAC [CRINGOLI et al., 2010; LEVECKE et al., 2011].

Le Mini-FLOTAC est un nouveau dispositif de diagnostique récemment développé et simplifié
a partir de la technique FLOTAC, cette derniere, malgré a une sensibilité élevée pour le diagnostique
des infections parasitaires intestinales, et limitée par sa complexité et le besoin d'une centrifugeuse
spéciale [UTZINGER et al., 2008; KNOPP et al., 2009a].

Mini-FLOTAC est une méthode a faible colt, qui ne nécessite pas I’utilisation des
équipements colteux ou une source d'énergie, de sorte qu'il peut étre confortablement utilisé dans les
pays en développement [KNOPP et al., 2010]. L'objectif de cette téchnique est la recherche des

différents parasites dans les échantillons fécaux de bovins du nord-est de [I'Algérie.
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11.3.2.1. Matériel et méthodes
11.3.2.1.1. Site d’étude

Notre téchnique est réalisée sur des echantillons de selles qui ont été collectés a partir de
differentes localités de la Wilaya de Batna (Nord est de I'Algeérie): [Merouana, EI Madher, Djerma,

Aurris, Ras El Aioun, Chemora, Ain Yagout et Bouhmar].

Au total, 220 échantillons fécaux sont collectés, puis traités au niveau du laboratoire de
parasitologie et Mycologie de CHU de BATNA, puis conservés dans le bichromate de potassium
(K,Cr,0,) a2,5% a 4°C pour la téchnique de Mini-FLOTAC.

11.3.2.1.2. Technique de Mini-FLOTAC

A. Principe du test

Le Mini-FLOTAC est un nouveau dispositif simplifié de la technigue FLOTAC qui a été
développé récemment afin d’obtenir un appareil facilement utilisable et transportable dans les

laboratoires limités en équipement et il ne nécessite pas de centrifugeuse [CRINGOLI et al., 2010].

Elle est comme la technique FLOTAC basée sur la flottation des éléments parasitaires
[CRINGOLI, 2006; CRINGOLI et al., 2010]. La description de I’appareil Mini-FLOTAC est

développée dans I’annexe 16.

B. Exécution du Mini- FLOTAC

Les selles ont été traitées comme suit, 8 g de selles ont été placés dans le Fill-FLOTAC, puis
ont été dilués avec 8 ml de formol 5%, puis homogeénéisés et filtrés,aprés 2 ml de la suspension ont
été ajoutés directement a 18 ml de chacun des deux des solutions de flottation (FS) qui sont les
mémes que celles décrites dans le protocole de la techniqgue FLOTAC, a savoir FS2 (chlorure de
sodium saturé; a une densité de 1,20 ) afin de mettre en évidence les ceufs d’helminthes et FS7
(sulfate de zinc, a une densiteé de 1,35) afin de mettre en évidence les oocystes de coccidies et les
kystes de Giardia [CRINGOLI et al., 2010]. Les deux compartiments de Mini-FLOTAC ont été
remplis pour chaque échantillon, ’'un avec la suspension fécale dans FS2 et l'autre avec la

suspension fécale dans FS7.

Avant la lecture de la lame de dispositif et la traduction du disque de lecture, un temps moyen

de 10 mn était nécessaire pour que les ceufs, larves et (0o) kystes flottent. Les ceufs, les larves et les
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kystes de parasites intestinaux ont été détectes et lus dans la grille (Figure 30) [BARDA et al.,
2013b; BARDA et al., 2014 a].
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Figure 30. Différentes étapes de fonctionnement de la technique Mini-FLOTAC [CRINGOL.I et al.,
2013].
11.3.2.1.3. Tests statistiques

Les résultats de la méthode Mini-FLOTAC ont été analysés par le GraphPad Prism 6, utilisant
le test y2, test de Student et Anova univarié suivie du test Dunnet /Tukey pour les comparaisons

multiples et la détermination des taux de signification.

Les valeurs de P<0,05 sont considérées statistiquement significatives.

11.3.2.2. Résultats et Discussion
11.3.2.2.1. Identification des parasites intestinaux par la méthode Mini-FLOTAC

La technique Mini-FLOTAC a donné 4 types de parasites intestinaux : Autes protozoaires,

Eimeria spp., Strongle et Toxocara.
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11.3.2.2.2. Prévalence des parasites par tranche d’age

Tableau 26. Prévalence d’Autres Protozoaire, Eimeria spp., Strongle, Toxocara par la méthode de
Mini-FLOTC.

Nombre d’animaux infectés

Age Nbre d’ Autres Eimeria spp. Strongle Toxocara
échantillon Protozoaire
15-30J 28 11 13 00 0(-)
1-3M 52 29 27 1 1
3-5M 32 17 7 2 1
6-7M 46 14 13 3 0(-)
8-11M 28 10 11 8 0(-)
12-20M 11 6 4 5 0(-)
2A (Adultes) 23 7 6 3 0(-)
Totale 220 94 (42,72%)* 81 (36,81%0)* 22 (10%0) 2 (0,9%)
J: jour; M:mois;  A:année;*P<0,05

Aprés I’analyse par la technique de Mini —\FLOTAC nous avons obtenu les prévalences des
différents types de parasites gastro-intestinaux: deux especes d'helminthes intestinaux, qui sont
Strongle 22 (10,0 %), Toxocara 2 (0,9%), et des protozoaires, Eimeria spp. 81(36,81%) et Autres
Protozoaires 94 (42,72 %).

L’infection était trés importante avec autres protozoaire puis Eimeria spp. sans différence
significative (P>0,05).

L'infection par Strongle est la principale infection helminthique par rapport a Toxocara avec
une différence significative (P<0,05). Cette observation était en accord avec 1I’é¢tude de SHIRALE et
al. (2008) qui ont signalé une incidence plus élevée de Strongle chez les bovins du Rajasthan —Inde-
(Tableau 26).

Dans notre étude les animaux ont été éleves dans des granges de type village ou I'hygiéne et les
applications de médicaments antiparasitaires sont irréguliéres et ou le mouvement du bétail est
incontr6lé [SHIRALE et al., 2008; AVCIOGLU et BALKAYA, 2011].

Des études précédentes montrent que le Mini-FLOTAC est avéré étre I’approche le plus
sensible (95%) pour le diagnostique d'helminthes [CRINGOLI et al., 2010; GLINZ et al., 2012].
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Le Mini-FLOTAC a une trés bonne sensibilité pour la détection des helminthes, mais
relativement moins sensible pour la détection des protozoaires. Pour les oocystes de coccidies et les
kystes de Giardia, la sensibilité est meilleure avec le FLOTAC grace a 1’étape de centrifugation qui
permet d’augmenter la détection [BARDA et al., 2013 a].

La technique de Mini-FLOTAC est considérée importante tant qu’elle est combinée au
dispositif Fill-FLOTAC donc elle empéche tout risque de contamination de I'opérateur [BARDA et
al., 2013 a; BARDA et al., 2014 c].

BARDA et al. (2013 b), ont comparé I’examen directe (la méthode de concentration en
formol-éther FECM) et la Mini-FLOTAC et ils ont montré que le Mini-FLOTAC est certainement
une technique sensible et relativement simple pour le diagnostique qualitatif des infections
helminthiques et peut étre améliorée pour le diagnostique des protozoaires intestinaux [BARDA et
al., 2013b; BARDA et al., 2014 b].

La technique FECM est recommandée pour le diagnostique qualitatif de parasites intestinaux
(@ la fois les helminthes et les protozoaires intestinaux), le frottis direct pourrait étre considéré
comme une méthode suffisante pour le diagnostique des protozoaires dans les zones qui ont une
charge parasitaire et des ressources limitées [SUWANSAKSRI et al., 2002; BARDA et al., 2013 b].

Le Mini-FLOTAC est une technique quantitative qui permet de mesurer le nombre d'ceufs
contrairement a la FECM suivi d’un frottis direct. A cet égard, il serait intéressant de tester le Mini-
FLOTAC par rapport aux techniques copro-parasitologiques quantitatives classiques telles que Kato-
Katz et McMaster [BARDA et al., 2014 b].

Dans I'ensemble, la méthode la plus longue pour la réaliser était Kato-Katz (temps moyen 48
mn / échantillon), suivi du Mini-FLOTAC (13 mn / échantillon) mais McMaster a été considérée le
plus rapide car elle prend (7 mn / échantillon) [BARDA et al., 2014c].

Le Mini-FLOTAC est une technique prometteuse pour le diagnostique des helminthes, il est
plus sensible que Kato-Katz et McMaster pour l'identification H. nana et de A. lumbricoides
[BARDA et al., 2014c].

Le Mini-FLOTAC a une sensibilité analytique = 10 ceufs / larves / kystes par g de feces lors de
la lecture d’une seule chambre (de 1 ml) et de 10 OPG lors de la lecture des deux chambres
[BARDA et al., 2014a].




Chapitre 11 Sources animées de Cryptosporidium et de Giardia pour les
humains via les bovins

L’avantage majeur du Mini-FLOTAC, sa bonne sensibilité et sa simplicité d’utilisation ainsi

que son co(t faible du fait que le Mini-FLOTAC (a part le colt du kit actuellement gratuit pour la

recherche) et il soit réutilisable apres un rincage minutieux et que I’achat d’une centrifugeuse n’est

pas nécessaire. Donc sauf I'achat de (NaCl) et de (ZnSO4) pour les solutions de flottation [BARDA

etal., 2013b].

Le Mini-FLOTAC donne des meilleurs résultats que la technique classique de sédimentation

urinaire et peut étre utilisé a la place du FLOTAC dans les laboratoires ou I'étape de centrifugation

ne peut pas étre réalisée [MAURELLI et al., 2014].

11.3.2.2.3. Prévalence des parasites selon FS2 et FS7

Tableau 27 .Prévalence des parasites intestinaux déterminées par Mini-FLOTAC.

Résultats de Mini-Flotac

Parasite FS2 seul
N° % 95% ClI
Protozoaire ++
Eimeria spp. 81  36,81* [33,06-
40,94]
Strongle 22 13,41  [10,08
15,65]
Toxocara 2 0,90 [0,70
1,00]

NO
++

60

26

FS7 seul
% 95% CI
27,27 [25,97
31,64]
1181  [8,723
13,14]
0,45 [0,30

0,5]

2

V4

4,60

0,21

0,33

Valeur de P

0,03

0,63 (ns)

0,56 (ns)

IC:Intervalle de confiance ; N°: nombre; %: pourcentage

Selon nos résultats obtenus, nous avons constaté qu’il n’y a pas de différence significative

entre le pourcentage d’infection avec FS2 et FS7 avec la plupart des parasites (Tableau 27).

Le Mini-FLOTAC a été testé uniquement en utilisant deux différentes solutions de flottation

(NaCl saturé et sulfate de zinc), mais d'autres FS pourraient étre testés [BARDA et al., 2013b].
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11.3.2.2.4. Prévalence des parasites intestinaux par sexe

Tableau 28. Répartition des parasites selon le sexe.

Type de parasite sexes
Veaux Velles
autres Protozaires 22 72
Eimeria spp. 18 63
Toxocara 02 00
Strongle 08 14
Totale 45 175

P=0,22 , P>0.05,t=1,34
Les taux d'infection des deux sexes étaient de 45 chez les veaux contre 175 chez les velles

sans différence significative (P> 0,05) (Tableau 28).

11.3.2.2.5. Prévalence et distribution des especes en fonction de la consistance des selles

Tableau 29. Prévalence d’Eimeria, Toxocara, Strongle et Autres Protozoaire dans les selles
diarrhéiques et non-diarrhéiques.

Aspect des échantillons  autres Eimeria spp Toxocara Strongle
de selles Protozoaire
Nbre Nbre Nbre Nbre
SD 78 68 2 17
(n=145) (53,8)*** (46,89)*** 1,3 (11,72)
SND 16 13 00 5
(n=75) (21,33) (17,33) (6,66)
Totale (n=220) 94 81 2 22
(42,72) (36,81) (0,9) (10)
x’ 21.28 18,57 1,04 1,40
P<0,0001 P<0,0001 ns ns

SD: Selles diarrhéiques, SND: Selles non diarrhéiques, ***P<(,0001.

Selon nos résultats , I’infection par Autres protozoaires et Eimeria spp., est toujours liée a la
diarhée par contre la prévalence de Toxocara et Strongle est presque la méme dans les selles

diarrhéiques et non diarrhéiques sans différence significative (P> 0,05) (Tableau 29).

ALEMAYEHU et al. (2013) a noté que I'excrétion d'Eimeria spp. était tres significativement

associé a la diarrhée.




Conclusion

- Mini-FLOTAC est une méthode de flottation a faible codt, elle est réalisée sur 220

échantillons fécaux.

- Parmi les parasites intestinaux dépistés chez les bovins par la technique de Mini — FLOTAC
sont: Autres protozoaire 42,72% (94/220) suivi par Eimeria spp. 36,81% (81/220) et les helminthes
soit 10% (22/220) pour Strongle et soit 0,9 % (2/220) pour Toxocara .

- Le Mini-FLOTAC a révélé qu’Autres Protozoaire et Eimeria spp. sont liée a la diarrhé.

- La comparaison entre le taux d’infection par les parasites chez les veaux et les velles était

trouvée sans différence significative (P>0,05).

- La présente étude confirme que le Mini-FLOTAC est une technique prometteuse pour
détecter et compter les ceufs d'helminthes et les protozoaires dans les feces des bovins, et peut étre

sera utilisée dans les laboratoires de routine.




Concluston genérale



Conclusion générale et perspectives

La diarrhée est une maladie fréquemment signalée chez les individus immunodéprimés et les
veaux, et constitue encore une cause majeure de productivité et de perte économique pour les
éleveurs bovins a travers le monde.

Cryptosporidium spp. et Giardia spp. sont des agents pathogénes largement répandus chez les
humains et de nombreuses espéces de mammiferes.

Cependant, en Algérie, on connait encore peu I'épidémiologie de ces parasites en raison de la
pénurie de données sur les cas humains et animaux.

Dans notre étude nous avons accédé a la répartition des protozoaires et les helminthes

intestinaux chez les humains et les bovins au nord-est de I'Algeérie précisément la ville de BATNA.

La technique de Ritchie est utilisée, suivi par la coloration de ZN modifiée et la coloration au
lugol afin de détecter respectivement les oocystes de Cryptosporidium spp. et les kystes de Giardia
spp. pour 641 échantillons de matiére fécale humains et 620 échantillons bovins, 30 échantillons
fécaux des bovins sont examinés par I’immunofluorescence directe pour Cryptosporidium et
Giardia (IFD).

Cryptosporidium a un taux d’infestation de 48.7% tandis que Giardia est absente pour les
bovins, pour I’immunofluorescence 26 cas a été révéle positif pour Cryptosporidium seulement. Un
cas positif pour Cryptosporidium a été remarqué pour les échantillons humains mais Giardia a été
remarqué avec une fréquence de (7,17%).

La technique FLOTAC a été effectuée sur 174 échantillons bovins, cette technique a pu
révéler d’Autres Protozoaire, Eimeria spp., Strongle , Trichuris spp., Paramphistomum spp. et

Toxocara.

Parmi les parasites intestinaux dépistés chez les bovins par la technique de Mini — FLOTAC

sont: les protozoaires Autres Protozoaire, Eimeria spp. et les helminthes Strongle et Toxocara.

Les techniques de biologie moléculaire, PCR niché suivi par le séquencage utilisant le géne de

I’ ARN; 18S et le géne gp 60 de Cryptosporidium, le géne de B-giardine de Giardia.

Giardia et Cryptosporidium ont été detectés dans 4 échantillons (6,06%) et 24 échantillons
(36,36 %), respectivement. Dans deux échantillons, la co-infection par les deux parasites a été

observée.




Trois espéces de Cryptosporidium ont été identifiées, Cryptosporidium bovis (n = 14), C.

ryanae (n = 6) et C. parvum (n = 4) et un sous-type zoonotique de C. parvum a été identifié aprés

séquencage 11aA13G2R1, donc le risque zoonotique de Cryptosporidium est de 3,03 % (2 cas par

rapport & 66 cas examinés par PCR).

Les résultats d’analyse de séquencage indiquent le rdle important d’examiner les especes dans

le maintien des sources naturelles de Cryptosporidium spp. et Giardia spp.

Quelques perspectives sont souhaitées :

>

Des futures études sont nécessaires sur un nombre énorme d’échantillons pour fournir une
meilleure estimation de la prévalence et de I'identité des génotypes de C. parvum chez les
jeunes veaux et leur rdle dans la cryptosporidiose clinique.

Réalisation des journées portes ouvertes pour rappeler la bonne pratique pour la gestion de
mesures d'hygiene.

Reconnaissance des voies de transmission alimentaire de ces parasites.

Recherche des molécules bioactives a partir des plantes médicinales avec un effet anti-
cryptosporidiose.

Etude des mécanismes moléculaires expliquant I’action pathogéne de Cryptosporidium spp.
Diagnostique de Cryptosporidium spp. et Giardia spp. et l'identification des stades
endogenes par un examen histologique dont I'intérét est de localiser les zones infectées et
d'évaluer I'étendue des Iésions.

Découvrir des vaccins efficaces pour prévenir la cryptosporidiose.

Evaluer la progression des Iésions néoplasiques induites par Cryptosporidium sp. Vis a Vvis

un adénocarcinome invasif.
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Annexe:

Annexe 1:

1: Giardia intestinalis aprés coloration au lugol, 2: E .histolytica, 3: Ascaris lumbricoides, 4:
Endolymax nana G X 40.

Annexe 2:

La méthode de Ritchie pour la concentration des échantillons selon COELHO et al. (2009),
Nous avons dilué un volume de chaque échantillon contre 10 volume de réactif de Ritchie (100 ml de

formol, 9g de NaCl, 900 ml d'eau distillée) , aprés le mélange a été laissé sédimenté quelques



secondes, puis 1/3 d’éther ont été rajoutés pour 2/3 de mélange puis le tube a été placé dans la
centrifugeuse 3 min 1500 rpm/min, apres centrifugation le surnageant a été éliminé et un examen
directe a été effectué sur le culot.

Annexe 3: Identification de Cryptosporidium et de Giardia par IFD.




Annexe

B Mauvaise H Moyenne Bonne




Influence de la nature de I’hygiéne des fermes bovines sur ’infestation de Cryptosporidium spp.

Annexe 5:

Thermomixeur Eppendorf.

Annexe 6: Extraction de I’ADN.



600 pl de
surnagent

Les extraits d’ADN

I’élution

tampon de lavage || tampon de lavage
AW2 AW1

Annexe 7:



Centrifugeuse eppendorf 5415D.

Annexe 8:

Thermocycleur Perkin Elmer 9700 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

Annexe 9:



Centrifugeuse 5804 eppendorf.

Annexe 10:

Préparation du gel d’agarose.

Annexe 11:



L’appareil utilisé pour la révélation du gel.

Annexe 12: Purification des produits positifs par PCR .



Centrifugation

Tampon EB




Annexe 13:

Qubit pour la purification de I’ADN.

Annexe 14 : Description de I'appareil FLOTAC

L'appareil FLOTAC est un dispositif de forme cylindrique en thermoplastique amorphe en
polycarbonate. Ce matériau a été choisi en raison de son transmission excellente de la lumiere, de sa
grande résistance a la chaleur, de sa robustesse (peut étre lavé et réutilisé plusieurs fois) et de sa
grande stabilité dimensionnelle. L'appareil FLOTAC comprend trois composants physiques, a savoir
la base (Figure 1a), le disque de translation (Figure 1b) et le disque de lecture (Figure 1c). Il y a
deux chambres de flottation de 5 ml, qui sont congues pour un examen optimal des grandes
suspensions d'échantillons de matieres fécales dans chaque chambre de flottation (volume total = 10
ml).

Il 'y a cing accessoires, a savoir la vis (Figure 2 a), la clé (Figure 2 b), le fond (Figure 2 c),
I'adaptateur de centrifugeuse (Figure 2 d) et I'adaptateur de microscope (Figure 2 ). Ces accessoires
sont obligatoires pour le bon fonctionnement de I'appareil FLOTAC pendant la centrifugation et
I'examen au microscope. L'ensemble du processus d'assemblage FLOTAC est représenté sur la
figure 3, tandis que l'exécution de I'étape de traduction post-centrifugation est représentée sur la

figure 4.



=

Figure 1. Composants physiques de I'appareil Figure 2. Accessoires de I’appareil FLOTAC, a savoir la

FLOTAC. Le dispositif de base est composé d'un vis (figure 3a), la clé (figure 3b), le fond (figure 3c),
disque de lecture (a), d'un disque de translation (b) I'adaptateur de centrifugeuse (figure 3d) et I'adaptateur de
et dune base (c). Les fleches indiquent les microscope (figure 3e) [CRINGOLI et al., 2010] .

chambres de flottation [CRINGOLI et al., 2010] .

Figure 3. Processus d'assemblage FLOTAC Figure 4 Quelques détails sur les étapes de. montage et
1 . de fonctionnement de FLOTAC. L’appareil FLOTAC

montrant les éléments de base et les accessoires \ , R g
complétement assemblé (a) et l'exécution de 1’étape

[CRINGOLI etal,, 2010]. post-centrifugation (b) [CRINGOLI et al., 2010] .



Il existe deux versions de I'appareil FLOTAC: FLOTAC-100, qui permet un grossissement
maximal de x 100 (Figure 5 a), et FLOTAC-400, qui permet un grossissement maximal de x 400
(Figure 5 b). FLOTAC-400 a un perfectionnement et une amélioration par rapport a FLOTAC-100,
car il permet un diagnostique microscopique a un grossissement quatre fois plus élevé que FLOTAC-

100, ce qui est nécessaire pour la détection des protozoaires intestinaux.

Selon les travaux faits par CRINGOLI et al., (2010) , FLOTAC-100 est toujours suggeéré
pour le diagnostique des ceufs et des larves d'helminthes et pour l'enseignement, car le disque de
lecture est considérablement plus épais et donc plus robuste que celui utilisé dans FLOTAC-400, et

parce que les chambres de flottation peuvent étre rempli plus facilement.

—

HHA

(2) P (b)

Figure 5. Appareil de FLOTAC: (a) FLOTAC-100 approprié principalement pour le diagnostique des ceufs
et des larves d'helminthes, et (b) FLOTAC-400, qui peut également étre utilisé pour le diagnostique des
protozoaires intestinaux [CRINGOLI et al., 2010].

Annexe 15 :

Remplissage de I’appareil FLOTAC [CRINGOLI, 2006].



Annexe 16 : Description de I'appareil Mini- FLOTAC

Le matériel nécessaire comporte d’une part, une base Fill-FLOTAC qui sont des dispositifs
d'échantillonnage jetables, qui font partie des kits FLOTAC et Mini-FLOTAC (Figure 1),
[CRINGOLI, 2006 ; CRINGOLLI et al., 2010]. llIs consistent en un récipient, un collecteur et un
filtre (Figure 2). Ces Kits facilitent I'exécution des quatre premiéres étapes consécutives du Mini-

FLOTAC, c'est-a-dire la collecte (y compris la pesée), I'homogénéisation, filtration et remplissage.

D’autre part, le Mini-FLOTAC comprend deux composants physiques, la base et le disque de
lecture. Il y a deux chambres de flottation de 1 ml, qui sont congus pour un examen optimal de
suspensions d'échantillons fécaux (volume total = 2 ml) et qui permet un grossissement maximal de
400X [BARDA et al., 2013 b].

Fill - FLOTAC I Mini - FLOTAC

Figure 1. Kits Fill-FLOTAC et Mini- FLOTAC [BARDA et al., 2013b].

\_a/

Figure 2. Composants de Fill-FLOTAC: Collecteur (a), filtre (b) [CRINGOLI et al., 2010].



Annexe 17: Communications et publications:

1.V*™ Congrés International de Biotechnologie et Valorisation des Bio-Ressources ,Tabarka, Tunisie
du 22 du 25 mars 2017

Prevalence of Cryptosporidium spp. and gastrointestinal parasites and their sanitary impact in cattle of Batna
province, Algeria

DJAHIDA BENHOUDA! AHCENE HAKEM! DJAMEL BAROUDI?>, AFAF BENHOUDA?® LIHUA
XIAO* GIUSEPPE CRIGOLI°,LAURA RINALDI®

2. The second international workshop management and genetic improvement of Plant and Microbial
Resources (GRPM 2017), Tlemcen, 19 a 21 Mars 2017.

Identification of species of Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts in stool of calfs in BATNA (North east

algeria)

D. Benhouda, A. R. Sannella, D. Baroudi, A. Benhouda, A. Abdelaziz, A. Hakem & S. M. Caccio

3. Séminaire interternationale sur la Valorization des Ressource Naturelle dans les Zones Semi —haride
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PREMIERE INVESTIGATION MOLECULAIRE DE CRYPTOSPORIDIUM SPP. CHEZ LES
VEAUX DANS LA REGION DE BATNA (ALGERIE)

D. Benhouda, A. R. Sannella, D. Baroudi, A. Benhouda, A. Abdelaziz, A. Hakem & S. M. Caccio.

INFLUENCE DE L’AGE SUR LA PREVALENCE DE GIARDIA SPP ET DE CRYPTOSPORIDIUM
SPP CHEZ LES VEAUX DANS CERTAINS ELEVAGES DE L’EST ALGERIEN

A. Abdelhafid, D. Baroudi, D. Benhouda, A. Hakem, S. Caccio & A. Mekroud.




Zoonotic Potential risks of some Parasitic Protozoa in childhood and adult populations living
in urban and rural areas through pets

Abstract

Usually, calves suffer from diarrhea especially during the postpartum period, this diarrhea has many causes,
including: Bacteria, viruses, parasites.

Following this pathology which constitutes a real scourge for cattle breeding and that the involvement of parasites
in the etiology of neonatal diarrhea was confirmed in epidemiological and experimental studies undertaken in different
corners of the globe.

Our goal is to determine the prevalence of intestinal parasites in these cattle in Batna based on certain risk factors
such as age and sex. Through the use of different classical and molecular techniques and the transmission effect in
humans.

The study was conducted on 641 human feces samples and calves ranging in age from 1 day to 2 years where we
analyzed 620 animal samples for a two-year period.

The technique of Ziehl-Neelsen modified by Henriksen and Pohlenz is used for the detection of Cryptosporidium
and then associated with the immunofluorescence test and Lugol test for the detection of Giardia in the stools of cattle
and humans.

In humans, in all samples 1 positive case for Cryptosporidium spp. is detected. Direct examination revealed the
presence of: Ascaris lumbricoides (4.83%), Entamoeba coli (6.24%), Giardia intestinalis (7.17%), Endolymax nana
(7.02%) and E. histolytic (8.89%).

Of the subjects reviewed, 150 (23.24%) were found infected, 63 (20.58%) in rural areas and 87 (25.9%) in urban
areas.

Parasitism has a high prevalence among children in rural areas 39.21% but adults have a prevalence of 10.94% but
for the urban area the prevalence of parasitism in children is 25.00 % and in adults is 27.82 %.

We found that in In cattle 48.7% of the calf population is infected with Cryptosporidium spp. Cryptosporidia
isolated from diarrheal calves and non-diarrheal calves, with respective rates 60.4% and 12.0% respectively. A higher
frequency of parasite excretion is noted in animals aged between 2 and 3 weeks (25.1%).We know that the sex has no
influence on the incidence of cryptosporidium in calves, for Giardia no sample has been revealed positive.

Molecular techniques are performed on 66 faecal samples from cattle. The search for the 18S rRNA gene and the
sequencing of the GP 60 gene in Cryptosporidium revealed the presence of three species: Cryptosporidium bovis (n =
14), C. ryanae (n = 6) and C. parvum (n = 4). Only one zoonotic subtype for C. parvum (subtype 11aA13G2R1) could be
identified among 24 genotyped isolates.

About Giardia, a prevalence of 6.06% was found after searching for the B-giardine gene.

The association of the two parasites Cryptosporidium and Giardia in diarrheal calves were observed in two
calves, for sex has an effect on the prevalence of Giardia intestinalis with a high rate in male calves than female calves
but for Cryptosporidium the sex has no influence.

To analyze the prevalence of different parasites in bovine faecal specimens the FLOTAC method was used for
174 samples, the parasites identified by this method are Other Protozoa 101(58.04%), Eimeria spp. 92 (52.87%),
Strongles 47 (27.01%), Trichuris 1 (0.57%), Paramphistomes 4 (2.34%), Toxocara 2 (1.15%).

Another method of flotation is mini-Flotac wich applied on 220 samples, the identification of the parasites was
executed : Strongle 22 (10%), Toxocara 2(0. 9%), Eimeria spp. 81 (36.81%) and Other Protozoa 94 (42.72%).
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Risques du Potentiel Zoonotique de certains Protozoaires Parasites chez les populations
infantiles et adultes vivants en zone urbaine et rurale via les animaux domestiques

Résumé

Habituellement, les veaux souffrent de la diarrhée pendant la période post-partum, cette diarrhée a de nombreuses
causes, notamment : les bactéries, les virus et les parasites.

Suite & cette pathologie qui constitue un véritable fléau pour 1’élevage des bovins et que la mise en cause des
parasites dans I’étiologie des diarrhées néonatales fut confirmé dans les études épidémiologiques et expérimentales
entreprises dans différents coins du globe.

Notre but de travail est de déterminer la prévalence des parasites intestinaux chez les humains vivant en milieu
rurale et urbaine et chez les bovins dans la Wilaya de Batna en fonction de certains facteurs de risque tels que 1’age et
le sexe. Par 1’usage de différentes techniques classiques et moléculaires et 1’effet de transmission chez 1’étre humain.

L'étude a été menée sur 641 échantillons de matieres fécales humains et les veaux dont la tranche d'age de 1 jour a
2 ans ou nous avons analysé 620 échantillons d'animaux pour une période de deux ans.

La technique de Ziehl-Neelsen modifiée par Henriksen et Pohlenz est utilisée pour la détection de
Cryptosporidium puis associée a un test d’immunofluorescence et un test de lugol pour la détection de Giardia dans les
selles des bovins et des humains.

Chez les humains, dans tout les échantillons 1 cas positif pour Cryptosporidium spp.est détecté. L’examen direct
a révélé la présence : Ascaris lumbricoides (4,83%), Entamoeba coli (6,24%), Giardia intestinalis (7,17%), Endolymax
nana (7,02%) et E .histolytica (8,89%).

Parmi les sujets examineés, 150 (23,24%) ont été trouvés infectés, 63 (20,58 %) dans les régions rurales et 87 (25,9
%) dans les régions urbaines.

Le parasitisme a une grande prévalence chez les enfants des régions rurales 39,21 % mais les adultes ont une
prévalence de 10,94 % mais pour la région urbaine la prévalence de parasitisme chez les enfants est 25,00 % et chez les
adultes est 27,82 %.

Chez les bovins, 48,7% de veaux sont infectés par Cryptosporidium spp. les cryptosporidies isolés chez veaux
diarrhéiques que non diarrhéiques, avec des taux respectifs 60,4% et 12,0% respectivement. En plus une grande
fréquence d’excrétion du parasite est notée chez les animaux 4gés entre 2 et 3 semaines (25,1%). Sachant que le sexe n’a
aucune influence sur les incidences des cryptosporidies chez les veaux mais pour Giardia aucun échantillon n’a été
révélé positif.

Les techniques moléculaires sont réalisées sur 66 échantillons fécaux des bovins. La recherche du géne ARNr 18S
et le séquencage du géne gp 60 au sein de Cryptosporidium a révélé la présence de trois espéces: Cryptosporidium bovis
(n = 14), C. ryanae (n = 6) et C. parvum (n = 4).Un seul sous type zoonotique de C. parvum (sous-type 11aA13G2R1) a
pu étre identifié parmi 24 isolats génotypés.

A propos de Giardia, une prévalence de 6,06% a été trouvée apres recherche du géne B-giardine.

L’association des deux parasites Cryptosporidium et Giardia chez les veaux diarrhéiques a été observée chez deux
veaux, pour le sexe a un effet sur la prévalence de Giardia intestinalis avec un taux élevé chez les veaux males que les
veaux femelles mais pour Cryptosporidium le sexe n’a aucune influence.

Pour analyser la prévalence de différents parasites dans les échantillons fécaux de bovins, la méthode FLOTAC a
été utilisée pour 174 échantillons, les parasites identifiés par cette méthode sont Autres Protozoaire 101 (58,04%),
Eimeria spp. 92 (52,87%), Strongles 47 (27,01%), Trichuris 1 (0,57%), Paramphistomes 4 (2,34%) et Toxocara (1.15%).

Une autre méthode de flottation Mini-Flotac a été appliquée sur 220 échantillons, qui donne les parasites suivants
: Strongle 22 (10 %), Toxocara 2(0,9%), Eimeria spp. 81(36,81%) et Autres Protozoaires 94 (42,72 %).

Mots clés : diarrhée, humains, bovins, parasites intestinaux, Batna, FLOTAC, PCR.






