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RESUME

RESUME

Numéro un dans la hiérarchie des maladies néonatales, les diarrhées du veau représentent une
dominante pathologique.

Ce syndrome aux multiples visages fait intervenir une multitude d’agents qui peuvent agir
soit seul, soit en association de deux ou plusieurs germes provoquant des signes cliniques dont la
gravité dépend de la nature des germes, du type d’association et des synergies de leur action.

C’est dans cette optique que nous avons men¢ a travers différentes régions du territoire national
un certain nombre d’enquétes avec pour objectif d’estimer 1’incidence et la prévalence de 7 parmi
ces agents pris seul ou associés, afin d’avoir une idée sur le faciés microbien dans nos élevages.

Une deuxieme étape a consisté en 1’estimation de I’efficacité des antibiotiques utilisés en
Algérie dans le traitement contre 1’agent qui intervient en premier dans ce syndrome et qui n’est
autre que le colibacille F5+, afin d’évaluer son profil d’antibio-résistance.

Enfin n’ayant pas de traitement a ce jour contre la cryptosporidiose, on s’est attelé a évaluer
leur résistance aux différents désinfectants usuellement utilisés.

De ces différentes enquétes il ressort que les 7 agents recherchés ont été tous retrouvés avec des
% qui dans I’ensemble rejoignent ceux qui sont retrouvés dans les nombreuses enquétes menées
a travers le monde.

11
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Summary

The use of several techniques of diagnosis of Cryptosporidies in order to choose of them those
which seem simplest and effective for an application on the ground within the framework of
epidemiologic investigations, to this end the technique of Zeihl-Neelsen modified by Henriksen
and Polhenz is shown most powerful.

The use of this technique within the framework of an epidemiologic investigation with louse
drank the estimate of the incidence and of the prevalence within the framework of the diarrhoeas
néonatales of calf showed that the incidence of the cryptosporidies in calf in the followed breedings
was 16,97%, that the maximum incidence is 2nd (39,60%) and 3rd (32,09%) weeks, and that the
maximum degree of infestation is during the 2nd week of age with 31,55%.

The search of C.parvum, E.coli F5+ and Salmonella enabled us to show that E.coli F5+ is
established as of the 1st day, that C.parvum intervenes especially as from the 2nd week and that the
salmonellas appears later. C. parvum and E.coli F5+ are more readily met in the diarrheal animals.

The investigation gathering Cryptosporidies, Giardia and Coccidies, showed that
Cryptosporidies were met compared to Giardias which in their turn were met than Coccidies, and
than the increase in the degree of infestation by the cryptosporidies and Giardias was synonymous
with diarrhoea.

The joint search for C. parvum, E.coli F5+ of Rotavirus and Coronavirus confirmed the
greatest frequency of these agents in diarrheal calves, the respective incidences of these agents
within the framework of this investigation were 17,05% for the crptosporidies, 11,2% for
Rotavirus, 9,11% for Coronavirus and 8,4% for E.coli F5+, that E.coli F5+ is met as from the first
day (24,1%), Cryptosporidies as from the second week (25,6%), Rotavirus the first and second
weeks (22,4% and 28,2%) and finally Coronavirus the second week (20,5%). The resistance of
C. parvum with different disinfecting was tested and showed that this protozoon very resistant in
the majority of disinfecting is used. Finally the resistance of E.coli F5+ to various antibiotics was
tested and showed that the abusive use and as a blind man of antibiotics within the framework
of the diarrhoeas néonatales in calf with conduit with an increase of the antiorésistance of these
bacteria to many antibiotics.

Key words: Diarrhoea; F5+ colon bacillus; Coronavirus; Rotavirus; Cryptosporidium;
Salmonella; Giardia; Coccidie; Colostrum.
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INTRODUCTION
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L'Algérie malgré les efforts fournis par les pouvoirs publics continue a dépendre pour la
consommation de lait par la population de dépendre des importations de lait en poudre.

En effet la production de lait en Algérie ne couvre que 70 % de ses besoins.

Les importations de lait ont coutés en 2005, 742 millions de dollars, selon le
professionels ces importations pourraient couter en 2007 autour de 1 milliard de dollars.

Devant cet état de fait les pouvoirs publics ont décidé pour palier a ce déficit
d’augmenter les effectifs de bovins au niveau local, parmi les nombreuses mesures
décidées, I'application et la généralisation progressives des biotechnologies appliquées a la
reproduction et ce dans le but de repeupler progressivement nos élevages a partir a partir de
veaux nés en Algérie. Le veau nouveau-né constituant ainsi le point nodal de I'élevage bovin,
c’est lui qui sera la future génisse en élevage bovin laitier, c’est lui aussi qui constituera le
futur veau de boucherie pour I'élevage de viande, et bien que ces deux types d’élevages
soient dans leur conception différent, le veau lui a la méme fragilité, et doit faire I'objet de la
méme attention pendant cette période trés particuliére qu’est la période néonatale.

Malheureusement parmi les veaux nés en Algérie beaucoup continuent a étre perdus
dans la période néonatale des suites de pathologies digestives, en effet comme partout
dans le monde les gastroentérites sont les maladies les plus communément rencontrées
pendant cette période de la vie du veau, elles représentent en effet pour I'élevage bovin un
probléme crucial, (Mebus 1973 ; Fecteau. 1998), et ce au triple point de vue.

Médical : Puisqu’elles représentent une menace certaine, car souvent la mort
conclut I'évolution clinique, (Tainturier et Bezille, 1981), observent que méme lors de
la mise en place d’un traitement intensif, 70% seulement des animaux guérissent et
parmi ceux-ci 10 a 15% présentent une rechute fatale. D’autres auteurs considérent
ce syndrome comme étant le plus rencontré dans la période néonatale avec une
mortalité dont le taux varie de 1,5% a 8%, (Clement et al., 1995; Wells et al., 1996).

A travers le monde le pourcentage de veaux atteints de diarrhée semble varier
considérablement, il peut aller en fonction des élevages de 0 a 70%, (Debnath et al., 1990).

Economique : c’est durant la premiére semaine de la vie que le veau est le plus
exposeé au risque de diarrhée, puis ce risque diminue avec 'age, (Martin et al., 1975;
Wells et al., 1996).

Ces morbidité et mortalité précoces sont a I'origine de grosses pertes pour I'éleveur, soit
directes par la mortalité des animaux soit indirectes par les frais de traitement trés souvent
inopérant car survenant tardivement et des retards de croissance des animaux cliniquement
guérris.

Sanitaire : surtout avec l'interventuon de plus en plus fréquente de germes tels que
les salmonelles a I'origine de graves toxinfections d’origine alimentaire.



INTRODUCTION

D’autres agents peuvent également intervenir c’est le cas des cryptosporidies dont au moins
4 sont infectants pour ’homme (génotypes | et Il principalement, et les génotypes du porc et
du chien), ainsi que les Giardias en rapport particulierement avec la consommation d’eau.

Devant cette situation il nous est apparu imporatant de faire un travail afin de connaitre
de facon plus précise I'impact de ce syndrome dans certains élevages bovins de certaines
régions du centre et de I'est Algérien, I'incidence des différents germes responsables de
diarrhée dans ces élevages, ainsi que I'impact que pouvaient avoir certaines mesures
d’hygiénes dans la diminution de I'incidence de ces diarrhées.

15
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Partie bibliographique

1. Rappel anatomique, histologique et physiologique
sur ’'intestin du veau

1.1. Anatomie

L'intestin se divise en deux segments, I'intestin gréle et le gros intestin.
- l'intestin gréle est composé du duodénum, du jéjunum et de I'iléon.
- le gros intestin, est composé du coecum, du colon et du rectum.

Chez le veau, lintestin est peu développé. En raison du faible volume du rumen, il
se projette sur presque toute I'étendue du flanc gauche, depuis le rein jusqu'a la paroi
abdominale. A droite, il occupe une place plus petite du fait de la présence de la caillette,
(Vaillard et al., 1983).

(Fig 1. et 2).

1.2. Histologie

16

La paroi de l'intestin comprend trois parties de I'extérieur vers l'intérieur

La sereuse

La musculeuse (formée de deux couches de fibres lisses)

La muqueuse dont la structure épithéliale est formée de villosités séparées par des
cryptes, (Brugere, 1983a).

1.2.1. Structure de la muqueuse

La muqueuse est le siége des phénoménes de sécrétion et d’absorption, (Letelier, 1979).

Elle sépare le milieu extérieur du milieu intérieur. Elle tapisse l'intestin et présente
de nombreux plis qui sont le support d’un épithélium qui est organisé en d’innombrables
villosités qui conférent a la surface de I'intestin son aspect velouté.

Les villosités intestinales sont des expansions de I'épithélium qui ont soit la forme
d'un doigt, soit foliacé. Elles permettent d’accroitre la surface d'un facteur de 10 a 40,
(Johnson,1981). Elles ont leurs propres artéres, veines, nerfs ainsi qu’'un systéme de
drainage lymphatique (chylifére) situé au centre de la villosité. (Fig 1, 2, 3,4 et 5).

Des microvillosités constituent la membrane apicale des entérocytes, constituant par
la méme une structure appelée bordure en brosse, recouverte d’un revétement de surface,
le glycocalyx de nature glycoprotéique.

Elle est habituellement faite de 3 couches superposées :

La muscularis mucosea, qui par ses contractions, assure les mouvements des villosités
et le renouvellement du chyme en contact avce I'épithélium ainsi que la vidange des glandes
des cryptes dans la lumiére de l'intestin.
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Figure 1. Figure 2 representation treidimensionnelle
de la paroi intestinal ((1).(2), (Brugere, 1983).

Elle est habituellement faite de 3 couches superposées :

La muscularis mucosea, qui par ses contractions, assure les mouvements des
villosités et le renouvellement du chyme en contact avce I'épithélium ainsi que la
vidange des glandes des cryptes dans la lumiére de l'intestin.

La lamina propria.

L’épithélium, couche monocellulaire, s’insinue en profondeur pour former les cryptes, ou
glandes de lieberkhuns, puis se dirige vers le sommet pour donner naissance aux villosités.

Les fonctions de chacune des parties peut étre défini comme suit :
Les cryptes assurent

La régénération de I'épithélium dans sa totalité

La sécrétion du suc intestinal

La sécrétion endocrine

Les villosités

L'absorption des nutriments

La sécrétion du mucus

17
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La production des enzymes digestives (la localisation de certaines d’entre elles se
trouve dans la bordure en brosse, les autres se trouvent dans la cellule)

Figuron 1,2,3.4 o1 § | Morphologie do L paisl ilasniseles
(O mprdn UHEE R H R0

Figure 3. Figure 4. Figure 5: morphologie de la paroi intestinale (Brugere, 1983)

1. 2.2. Structure de la musculeuse

Elle est constituée de deux couches :

Une qui est circulaire et est a l'origine des contractions segmentairesl’autre
longitudinale et externe a l'origine des contractions pendulaires et péristaltiques, les
mouvements de l'intestin résultent du jeu coordonné des 2 contingents, (Brugére, 1983a).

La musculeuse qui est I'élément moteur de l'intestin est sous le contrdle du systéme
nerveux végétatif et de I'innervation intrinséque, (Letelier, 1979).

1. 2.3. Structure de la sereuse

Elle joue un rble de soutien, d’emballage et de liaison vasculo-nerveuse de l'intestin,
(Letelier, 1979).

1.3. L'immunite chez le veau

1.3.1. Immunité passive

18
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Il s’agit d’'une immunité spécifique, le transfert des anticorps de la mére vers le veau
se fait par la voie transplacentaire chez les espéces a placentation hémochoriales et
endothéliochoriales tels les primates, les rongeurs et les carnivores. Chez la vache, vu
sa placentation épithéliochoriale, ce processus est inopérant, ce qui fait que le veau est
dépourvu d’anticorps a la naissance et est donc agammaglobulinémique. L'immunité locale
du veau est totalement liée a la transmission passive par la voie orale des immunoglobulines
via le colostrum, (Oudar et al., 1976 ; Naciri et al., 2000). Bien que le colostrum soit sécrété
par la glande mammaire les premiers jours qui suivent la mise bas, il ne garde toute sa
valeur que pendant la premiére traite, (Bensouilah, 1979 ; Fecteau et al., 2002).

1.3.1.1. Origines des immunoglobulines colostrales

Leur origine est double

Une partie provient du sérum par filtration, (Newby et al., 1977; Scheldrake et al., 1984),
par passage des immunoglobulines plasmatiques: chez les bovins, le % d'immunoglobulines
provenant du sérum est de presque 100 % pour les IgG, 50 a 70 % IgM, 50% IgA.

Le reste est synthétisé dans la mamelle.
il se produit également une synthése locale d'lgG1 et d'IgA.

1.3.1.2. Facteurs de variations de la composition du colostrum

Le temps : la concentration en Ig décroit rapidement avec les traites, (Tableau : 1), elle
baisse de moitié a la seconde traite, les concentrations les plus élevées en Ig et vitamines

A, E et C sont obtenues le 187 jour qui suit le vélage, (Wielgosz-Groth et Groth, 2001).
(Graphe 1)
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Graphe1: Evolution des composantes du
colostrum en fonction du temps. (Fecteau, 1998)

Tableau 1 : Variation de la concentration en immunoglobulines dans le colostrum en fonction du temps

(Mainer et al., 2000).
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Type Concentrations en Immunoglobulines Rapport concentration
d'immunoglobulines 1ére traite aprés le 2éme semaine de Er] immunoglobulines
Vélageenmg /| traite Aprés le vélage 1°"€ traite / lait
enmg/|
IgG 41,97 1,40 45
IgM 2,14 0,23 13
IgA 2,99 0,17 25

La variation de la concentration en immunoglobulines dépend également de la qualité
ou la concentration immunologique du colostrum de la vache, la capacité d’absorption de
lintestin du veau (Graphe 2 et 3).
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Graphe 2 :effet de la quantité de colostrum ingeré sur le transfert des IgG.
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Graphe 3: évolution de l’efficacité de I'absorbtion des IgG chez le veau dans les
heurs qui suivent la mise bas. (Fecteau G., 1998). (Graphe 2 et 3, Fecteau G., 1998)

Tableau 2 : Concentrations et pourcentages relatifs en immunoglobulines dans le serum et dans les
sécrétions mammaire chez la vache (L. Bienvenu et al 2002)
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Immunoglobulin€oncentrations  (mg/ml) Répartition |Des Différentes |classes
immunog lobulin | Es.
(%)
sérum Colostrum de | lait sérum |Colostrum |lait
1°"€ traite de 1°"®
traite

lgG1 11,0 47,6 0,59 80 81 73
lgG2 7,9 2,9 0,02 6 5 2,5
IgM 2,6 4,2 0,05 12 7 6,5
IgA 0,5 3,9 0,14 2 7 18

et des modalités d’administration du colostrum qui vont avoir une importance
particuliére dans I'immunisation du veau a la naissance.

1.3.1.3. Qualité du colostrum

Le colostrum présente donc une grande importance pour le bon démarrage et la survie du
veau nouveau-né, son pouvoir protecteur dépend de sa teneur en immuniglobulines.

Les bovine présentent 4 classes d'immunoglobulines, (Tableau 2), les IgG, les IgM, les
IgA, et les IgE. Ces derniéres sont en trés faible proportion.

Les immunoglobulines apparaissent dans le premier mois de la gestation, leur
concentration dans le colostrum est un des éléments qui détermine la qualité de la protection
du veau, I'apport de ces immunoglobulines pour le veau est vital, en effet des expériences
ont montré que sur une population de veaux a faible taux d’Immunoglobulines, la morbidité
était de 100%, et la mortalité de 55%, (Dardillat, 1982a et 1982b).
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Graphe 4 : Variation quantitative et qualitative de la production
des AC lors de reponse primaire ou secondaire, (Pellerin, 1983).

Les variations du taux en immunoglobulines sériques peuvent étre dues a I'age, a
la race, a I'importance des stimulations du systéme immunitaire suite soit a une infection
naturelle ou a une vaccination (graphe 4), et bien sar a I'état physiologique de la vache, et
a son intégrité hépatique, (Molla, 1980). (Graphe 5)
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Graphe 5 : Histogramme de repartition des concentrations en
Immunoglobulines IgG1 dans 397 colostrums de vaches allaitantes, (Levieux, 1983).

Les IgG : C’est de loin la classe d’immunoglobulines la plus représentée, elle constitue
90% des immunoglobulines totales du sérum sanguin, elles ont pour réle la phagocytose des
bactéries et la neutralisation des virus, elles ont une demi-vie de 20 jours, et sont subdivisées
en deux sous classes

Les IgG1 chargées de la fixation du complément
Les IgG2 responsable des phénoménes d’opsonisation.

Le colostrum contient essentiellement des IgG1, ces derniéres sont transférées
massivement, et leur transfert est donc selectif et actif et est sous dépendance hormonale.

Les autres classes d’'immunoglobulines IgM et IgA se trouvent en petites quantités dans
le colostrum (Tableau 2), (Bienvenu et al., 2002).

Les IgM : représentant moins de 20% des immunoglobulines colostrales, constituant
la premiére réponse immunitaire, elles sont donc les premiéres immunoglobulines a étre
produites pendant les premiéres semaines de la vie du veau, leur demi-vie n’excéde pas
4 jours

Les IgA : Bien que ce soit une classe d'immunoglobulines concentrée surtout dans les
sécrétions comme le colostrum, le lait, la salive, les larmes, les voies respiratoires, lesvoies
uro-génitales et le tube digestif, les IgA se trouvent en faible quantité dans le colostrum,
(Oudar et al., 1976), leur demi-vie est de 2 a 3 jours.

Il est cependant a noter la grande variabilité individuelle de la richesse du colostrum
en immunoglobulines (graphe 5).

Cette concentration va ensuite chuter au fur et a mesure des traites, pour atteindre des
taux de 10% d’lg restantes 48heures apres le part, ce qui fait que le colostrum est considérée
et a juste titre comme le lait de la premiére traite, (Levieux, 1983 ; Fecteau, 1998). (Graphe 1)

Il est cependant a noter qu’il N’y a aucune relation entre les concentrations en IgG1

dans le colostrum et celle du lait dans les 1°'s jours qui suivent la parturition.
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Le colostrum contient en plus des oligo-éléments et des vitamines, indispensables pour
le développement de 'immunité active chez le veau en particulier le zinc et la vitamine A,
(Sereys, 2000).

Les causes d’une faible teneur du colostrum en Ig :

Les faibles teneurs du colostrum en Ig tiennent a la perte de la premiére traite, a un
tarissement trop prés du terme, a I'état sanitaire de la mére (atteinte de métrite, mammites),
il est a signaler que les vaches en premiére lactation ont réguli€rement un colostrum moins
riche en anticorps que les vaches ayant vélées plusieurs fois.

Enfin il existe aussi une variabilité de la teneur en colostrum entre les quartiers.

1.3.1.4. Capacité d’absorption du veau

Elle dépend de la quantité de colostrum ingérée par le veau nouveau-né et la capacité
d’absorption de sa muqueuse intestinale.

1 . 3 .1.4.1. La quantité de colostrum ingérée par le veau

Elle dépend de plusieurs facteurs :

La race : les veaux de race pie noire sont beaucoup plus aptes a ingérer de grandes
quantités de colostrum, (Levieux, 1983).

Les veaux nés avant terme ont plus de mal a ingérer leur colostrum comparés aux
veaux normaux, dans les premiéres heures apres le part. I'ingestion d’un litre de colostrum
est tres difficile, (Rivard et Marcoux, 1996).

La qualité du colostrum : les veaux absorbent mal les Ig des colostrums fermentés,
un colostrum de faible qualité immunologique n’est pas protecteur.

Le poids du veau a la naissance : les veaux relativement gros absorbent moins bien
le colostrum que les veaux plus maigres et donc plus vigoureux, (Menissier et Petit, 1982),
en effet les veaux a poids excessif sont souvent victime de vélage difficile et donc naissent
hypoxiques et par voie de conséquence inapte a absorber normalement le colostrum.

L’environnement du veau : la présence de la mére, le savoir-faire de I'éleveur sont
autant de facteurs qui permettent au veau de se mettre en station debout plus rapidement
et donc de s’alimenter. De méme que des conditions d’hygiénes avantageuses ne peuvent
que favoriser un développement harmonieux du veau.

1.3 .1.4.2. Capacité fonctionnelle de la muqueuse intestinale

Pendant les premiers moments de la vie (jusqu'a 24 heures), le ph de la caillette demeure
proche de la neutralité, ce qui a pour conséquence de réduire la capacité de digestion,
I'épithélium intestinal grace a ses grosses pores est encore capable d’absorber des
macromolécules qu’il transfert vers le systeme circulatoire.

Le colostrum est plus digeste, plus riche en énergie, en vitamines, en oligo-éléments
en enzymes en hormones et en facteurs de croissance que le lait. Pour le veau nouveau-né
sa richesse est inégalable (tableau : 3), la muqueuse intestinale est par contre trés sensible
aux germes qui s'implantent pendant les 12 premiéres heures de la vie, cette perméabilité
intestinale doit permettre le transfert des immunoglobulines colostrales puis lactées les
premiers jours de la vie de lintestin vers le sang afin de protéger le veau contre les
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éventuelles septicémies néonatales, il est a signaler que I'absorption des immunoglobulines
colostrales s’effectue de fagon non selective par pinocytose.

Cette absorption est influencée par un certain nombre de facteurs, tels, les conditions
d’élevage, I'age des animaux, la race, la température, en effet les basses températures
favorisent I'absorption.

1.3.1.5. Mode d’administration du colostrum

Bien qu’étant le mode d’administration le plus utilisé la tétée naturelle ne permet pas de
contréler la quantité et la qualité du colostrum ingéré par le veau. (Figure 7)

Il est important que I'éleveur intervienne quand le veau faible ne peut accéder a la
mamelle, veaux prématurés, veaux peu actifs pour téter, mauvaise conformation du pis,
mammite, maladie ou mort de la vache.

C’est pour ces différentes raisons qu'il serait plus bénéfique que I'administration du
colostrum se fasse a 'aide d’un biberon ou d’'une sonde oesophagienne, car elle permet de
contréler une absorption optimale de colostrum, et en permettant de favoriser la compétition
en faveur des Ig, elle permet de prémunir le veau contre les infections, en effet les anticorps
arrivant les premiers empéchent les microbes de pénétrer dans I'organisme.

Elle minimise les risques d’infection erratique par voie buccale au moment ou le veau
cherche la mamelle.

[l faut que le veau ingére environ 1,5 litres de colostrum dans les deux heures et 4,5
litres dans les 24 heures qui suivent sa naissance, (Vallet, 1990), soit environ 10 a 12 % du
poids du corps du veau, (Fecteau, 1998).

Le colostrum qui reste en excés peut étre conservé sous couvert du froid entre -18°C et
-25°C , a ces températures, le colostrum se conserve pendant plusieurs mois voir plusieurs
années, (Fecteau, 1998), et peut ainsi étre absorbé par des veaux dont les méres sont
déficientes ( vache malade,ou présentant peu ou pas de colostrum, ou encore souffrant
de mammite), les immunoglobulines étant trés sensibles a la dénaturation thermique, il est
important de décongeler a une température comprise entre 40°C et 45°C.

La nécessité de labsorption des immunoglobulines colostrales d'un animal
hyperimmunisé de fagon spécifique étant primordiale, dans la conduite de I'élevage des
veauy, il ne faut cependant pas négliger I'importance de I'hygiéne générale de I'élevage
pendant la période néonatale, les deux mesures (prise colostrale, et hygiéne de I'élevage),
sont en définitive complémentaires et indissociables pour la survie du veau nouveau-né.
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Figure 6: mode d’alimentation des veaux (Fecteau, 1998)

Le veau doit prendre son colostrum et son lait, la téte dirigée vers le haut, autrement
la gouttiere oesophagienne risque de ne pas se fermer au moment ou le veau prend son
repas ce qui laisse une partie de ce repas dans le rumen avec pour conséquences des
phénoménes de fermentation préjudiciables a la santé du veau.

1.3.1.6. Autres constituants du colostrum

Le colostrum est riches en matiéres azotées, il contient des protéines solubles bien s(r
majoritairement constituées d'lg, surtout les 1gG1, il est également riche en minéraux et en
oligoéléménts (Mg, Zn, Se) (Tableau :3).

Les teneurs en Na, Cl,Fe,Zn et chrome ont tendance a diminuer alors que celles de
l'iode, le K, le P et le Manganése ont plutét tendance a augmenter au fur et 2 mesure des
traites, (Guo et al., 1996), les concentrations en vitamines A et E sont 5 a 10 fois supérieures
a celles du lait, la concentration en acide ascorbique est 2 fois plus élevée dans le colostrum
(16 mg/ml), (Hidiroglou et al., 1995).

Tableau 3: concentration en mineraux et vitamines dans le colostrum en fonction du rang de gestation

Concentrations En mg /100 ml| Primipares Multipares
Calcium 284 234
Phosphore 234 217

Zinc 25,7 17,5
Vitamine A 377 186
Bétacaroténe 135 65

(Bienvenu et al., 2002).

Le colostrum contient également des enzymes et des facteurs de croissance (IGFl,
IGFII), (Nicolic et Masnikosa, 1998), un facteur de croissance fibroblastique, (Hironaka et
al., 1997), des facteurs antimicrobiens non spécifiques et des inhibiteurs de la dégradation
protéique, (Christensen et al., 1995).

1.3.2. Immunité active
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Gay a pu protéger des veaux privés de colostrum en les vaccinant dans l'utérus de leur
meére, cette immunité n'apparait qu’aprés 2 a 3 semaines, ce qui suppose que le veau bien
que dépourvus d’anticorps a la naissance posséde un systéeme immunitaire mature, mais sa
réponse immunitaire nécessite 2 a 3 semaines pour étre efficace fait qu’il n’est pas protéger
pendant cette période d’ou I'importance de la prise colostrale.(Figure : 8)
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Figure 7: Période durant laquelle les veaux sont les plus vulnérables (Rivard, 1996)

2. Les diarrhées néonatales

2 1. Définition
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La multiplicité des définitions indique la complexité de ce syndrome, nous allons en citer
les deux les plus usitées.

La diarrhée est définie comme étant un syndréome indiquant une sécrétion intestinale
d’eau et d’électrolytes trop élevée.

Ou encore I'évacuation fréquente de matieres fécales trop liquides.

A I'état normal les mouvements liquidiens sont trés important au niveau de l'intestin,
en effet 'intestin du veau est le siége de deux flux opposés de liquides, les mouvements
liquidiens y sont trés important, chez un veau sain, chaque jour environ 100 litres sont
absorbés, une quantité voisine est sécrétée, il en résulte une absorption nette d’environ 3
a 4 litres, (Fecteau, 1998 ; Rollin, 2002).

Le contraire est observé chez le veau diarrhéique, en I'absence de réhydratation ce
veau subit une sécrétion d’eau, (Bywater et Logan, 1974), ces pertes d’eau peuvent mettre
en péril la vie de I'animal, puisque lors de colibacillose entérotoxinogéne, un veau peut
perdre jusqu'a 13% de son poids vif en eau en 24 heures, (Roussel, 1998).

Chez le veau diarrhéique, il se produit une rupture de I'équilibre entre les entrées et
les sorties, avec comme conséquence une déperdition de liquides, qui se caractérise d’un
point de vue clinique par 'augmentation du volume des matiéres fécales émises et par la
diminution de leur teneur en matiéres séches.
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Ainsi un veau sain de 50 kg doit rejeter en moyenne 300 grammes de matiéres fécales/
jour a 25 % de matiéres séches.

2. 2. Mécanismes de la diarrhée

Les mécanismes qui conduisent a la diarrhée peuvent étre de 3 types :

Stimulation de la sécrétion passive
Stimulation de la sécrétion active
Réduction de I'absorption

2.2.1. Stimulation de la sécrétion passive

Le passage de I'eau du milieu plasmatique vers la lumiére intestinale se fait soit grace a
des facteurs circulatoires, soit a la présence dans I'intestin d’'une substance osmotiquement
active.

2. 2. 1.1. Les facteurs circulatoires

peuvent étre dus a des modifications de I'état de la muqueuse lors de processus
inflammatoires, c’est le cas par exemple lors d’atteinte par les virus( coronavirus et rotavirus)
ou encore par les (cryptosporidies), ce qui permet alors un transit par extravasation d’eau
plasmatique et de substances dissoutes.

2.2.1.2. Effet de la pression osmotique

Des pressions osmotiques fortes sont relevées lors :

De déficience en lactase, lorsque le lactose du lait n’est pas hydrolysé et donc non
absorbé, il peut avoir un effet osmotique par appel d’eau vers la lumiére intestinale.

La destruction des villosités intestinales, la encore le rble des virus et des protozoaires
(cryptosporidies) est important car il conduit @ une perte en enzymes telles que les
dissacharidases qui sont produites au niveau des cellules apicales des villosités intestinales,
(Rollin, 2002).

L’amidon non digéré ou mal digéré dans l'intestin conduit a la production de polyosides
qui n’étant pas absorbés parviennent au niveau du gros intestin ou par des mécanismes
d’effet osmotique et de prolifération microbienne attirent 'eau au niveau des intestins et
conduisent a la diarrhée.

Le méme schéma se produit avec les acides gras, qui non absorbés ou mal absorbés
dans l'intestin gréle, parviennent au niveau du gros intestin ou ils subissent une hydrolyse, ce
qui les solubilise leur conférant ainsi un pouvoir osmotique avec stimulation de la sécrétion
du colon.

Les sels biliaires par la suite d’'une mauvaise digestion dans l'intestin gréle vont eux
aussi dans le gros intestin et provoquent de la diarrhée a la fois par leur pouvoir osmotique
et leur effet irritant, (Rollin, 2002).

2.2.2. Stimulation de la sécrétion active
La stimulation de la sécrétion active est provoquée par plusieurs facteurs.
Les toxines bactériennes peuvent soit :
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Stimuler directement une cyclase membranaire provoquant de la sorte la libération de
I’AMPcyclique, c’est le cas des E.coli entérotoxinogéne ou ETEC, qui en provoquant une
inflammation locale et la synthése des PGE, prostaglandines vont entrainer I'augmentation
de la production de 'AMPcyclique.

Les facteurs humoraux :

Le VIP ou vaso-active intestinal peptide a un réle dans le contrble physiologique de la
sécrétion, (Read, 1982).

Les cholinergiques tels I'acétylcholine, les amines, telle la sérotonine, les peptides tels
la calcitonine et la sécrétine peuvent étre des déclencheurs de la sécrétion dans les intestins
sans faire intervenir TAMP cyclique, mais le Ca++ lui semble jouer le role d’intermédiaire
commun a tous ces processus de stimulation de la sécrétion.

2.2.3. Le syndrome malabsorption - maldigestion

Est provoqué en général par tous les agents infectieux qui présentent un tropisme intestinal,
mais c’est surtout les virus el les cryptosporidies qui en détruisant les entérocytes sont
a l'origine de phénoménes de malabsorption des nutriments dans l'intestin gréle, avec
augmentation de la pression osmotique et un appel d’eau consécutif qui conduit a la
diarrhée, (Rollin, 2002).

Ce processus peut faire suite aussi a I'utilisation de nombreux antibiotiques administrés
par la voie orale.

Des facteurs fonctionnels peuvent également intervenir, c’est le cas des agents
cholinergiques qui réduisent I'absorption, les agents adrénergiques eux la stimulent.

D’autres mécanismes peuvent également intervenir il s’agit de:

2.2.4. augmentation de la perméabilité

Cette augmentation de la perméabilité est régulierement rencontrée lors des processus
inflammatoires provoqués par les salmonelles ou les cryptosporidies, mais elle accompagne
aussi I'action de tout agent a l'origine de l'inflammation intestinale.

2.2.5. Modification de la motricité

Qu’elle soit en hyper ou en hypo, toute modification de la motricité intestinale peut conduire a
la diarrhée, ainsi les prostaglandines par leur action stimulante, de méme que la sérotonine
et les acides gras peuvent provoquer de la diarrhée.

Des causes alimentaires (augmentation du volume de lait ingéré par le veau), de méme
que des agents infectieux ou parasitaires peuvent conduire a une accélération de la motricité
et donc a la diarrhée.

L’hypomotricité profite aux germes pathogénes, (Brugére, 1983b).

Mai c’est en général des processus en hypo qui prédominent dans le cadre des gastro-
entérites néonatales, (Rollin, 2002).

L'ensemble de ces mécanismes pris seul ou associés vont conduire a des pertes
fécales en eau, sodium, potassium, chlore, bicarbonate, et en énergie, ce qui engendre
un ou plusieurs des phénomeénes suivant : la déshydratation, I'acidose, les troubles
électrolytiques et une balance énergétique négative, (Lewis et Phillips, 1972 ; Demigné et
al., 1980).
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2.3.Conséquences de la diarrhée

2.3.1. La déshydratation

Ce qu’il faut savoir c’est que le veau a la naissance par rapport a I'animal adulte a une teneur
totale en eau beaucoup plus élevée, de I'ordre de 80% pour seulement 60% chez I'adulte.
Cette différence est due a la différence de la quantité en eau du secteur extracellulaire, et
c’est justement ce secteur qui va subir les plus grosses pertes lors de diarrhée, et c’est
pour cela que le veau de par sa richesse en eau extracellulaire est il prédisposé a la
déshydratation lors de processus diarrhéiques, (Rollin, 2002).

Les compartiments intracellulaire et extracellulaire ont une composition ionique
différente, ceci est le résultat de I'action de la pompe a sodium qui introduit le potassium
dans les cellules en échange de I'ion sodium.

Et puisque lors de diarrhée les pertes d’eau sont toujours accompagnées de pertes
ioniques en sodium (10 a 20 fois plus que la normale), il n’est pas possible de penser a
réhydrater un veau sans tenir compte de cet aspect fondamental. En plus du sodium le
veau enregistre également des pertes en chlorures, en potassium, et dans une moindre
quantité en magnésium, et en bicarbonate, (Remesy et Demigne, 1982). (Fig 9). Les pertes
en potassium proviennent du compartement extracellulaire, ils perturbent le fonctionnement
du muscle cardiaque et squelettique.

Compartiment Compartimant Tube digestif
intracellulaire extracollulaire
|
| [
| i
Mu* i -——
|
[ ] = =
I It I—L— . B+ L = _— e ——
' 8 | = A —} -
i
20|
T g— [
| l

Figure 8 : Les Echange Hydroelectrolytique (Remesy et Demigne, 1982)

2 1 1. Les signes de la déshydratation

Certains signes extérieurs peuvent nous donner des indications sur la gravité de la
déshydratation, il en est ainsi de la position de I'ceil dans 'orbite de 'animal, ainsi a I'état
normal I'ceil rempli bien l'orbite, dans le cas d’'une déshydratation, I'ceil s’enfonce dans
I'orbite et un vide va apparaitre en avant de I'ceil.
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La persistance du pli de peau fournit également des renseignements, a I'état normal
celui-ci revient a sa place trés rapidement, en cas de déshydratation celle-ci est considérée
modérée si le pli reprend sa place apres 3 secondes, elle est considérée sévére au-dela
de 5 secondes.

Le veau garde son réflexe de succion jusqu'a un certain degré de déshydratation. La
perte de ce réflexe est toujours considérée comme un signe de déshydratation sévére.

Les extrémités deviennent froides au fur et a mesure de la vasoconstriction périphérique
qui accompagne la déshydratation.

En général le degré de déshydratation est classé en tenant compte de ces critéres en:
Légére 1a5 %

Modérée 6 a 8%

Sévére 9a 1%

Fatale 12% (Tableaux 4 et 5)

Tableau 4 : degré de déshydratation en relation avec les symptomes et le traitement (Bywater, 1983).

Degré de Perte de poids | Signes cliniques traitement

déshydratation

Légére 1a5% Légére dépression Peau Réhydratation
souple Yeux brillants peu orale

enfoncés Extrémités chaudes
Comportement actif Excrétion
urinaire diminuée

Modérée 5a8% Perte d’élasticité de la peau Yeux |Réhydratation
nettement enfoncés Extrémités orale

froides Réflexe de succion
positif Diminution importante de
L’excrétion urinaire

Sévere 9a11 % Symptdmes précédents plus Réhydratation
accentués Bouche et extrémités intra-veineuse
froides a glacées suivie de la

réhydratation
orale
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Syimptomes cliniques % de deshydratation
Anamnese de diarthee awec tres ped de| 5-6%
syrmptomes
Legere énophtalmie; plii de peau = 3-5
seC, E—8%
Yeau continue 3 teter

g—10%

Enophtalmie franche ; pli de peau jusgu'a
10 sec.; Mugueuses séches et collantes ;
dépression.

Enophtalmie sévere; pli de peau persis-|10-14 %
tant

Indéfinirment ; pouls faible, extrérmités
Froides : dépression intense voire coma

Tableau 5: guide d’évaluation de la déshydratation
chez le veau diarrhéique (Tremblay, 1990)

(Constable, 1998), a décrit une nouvelle formule qui consiste a évaluer le degré de
déshydratation sur la base de I'évaluation de I'’énophtalmie et le pli de peau réalisé sur le
cou ou le thorax.

% déshydratation = 1.71 (énophtalmie en mm) + 0.38

% déshydratation = 1.77 (durée du pli de peau en secondes) — 3.16
Enfin Constable P.D. a encore simplifié la formule en 2002.

% déshydratation = 1.7 (énophtalmie en mm)

2.3.2. L’Acidose

(Tableau : 6)
Cette derniére est généralement la conséquence soit :
de pertes d’ions bicarbonate dans les matiéres fécales

la production d’acide lactique suite a la glycolyse anaérobie due a I’hypoxie tissulaire
conséquente a I’hypovolémie.

la diminution de I'excrétion des ions H+ par les reins hypoperfusés
I'absorption d’acides organiques a courtes chaines produits par une flore anormale
dans le colon, (Kasari et Naylor, 1984), conduit a une hyper D-lactatémie due a des
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fermentations bactériennes dans l'intestin, (Schelcher et al., 1998), ou encore a la formation
de L- et D- lactate dans les pré-estomacs, (Constable, 2002).

Enfin il estimportant de séparer les causes d’acidose pour les animaux de moins d’une
semaine de celles qu’on retrouve chez les veaux de plus d’'une semaine.

En effet 'acidose chez les veaux pendant la premiere semaine est liée a 'accumulation
d’acide lactique dans la circulation en rapport avec I'hypoxie, les veaux de plus d’une
semaine, développent eux une acidose a la suite des fuites en bicarbonate et leur déficit
en base, (Naylor, 1987b). (tableau : 7)

Le PH sanguin normal est de 'ordre de 7.40, lors de diarrhée il chute a 7.10, I'acidose
devient mortel aux environs de 6.80.

Syimptdme Methode d'evaluation Scare Interprétation
Feflexe de| Doigt dans [a bouche 0 Forte succion
guccion Succion fahle et coordonnée

hlachormement désordormée

Lhgent
Reflexe de menace | Mowverent rapide de = 0 Réflexe instantans
La miain wers I'eeil 1 Béflexe lent et retardé
Sensthilité tactile 2 Lbgent
Pincernent de la peau a Spasme de la peau et
Diang la région lobaire tomrne la téte vers le flane
Spasme de la peau seulement
Capacité 4 tenir Lucune rEponse
Diehont Stirroaler le thorax 0 Station debout possible
Chalewr  de  la | svec les doigts 2 Incapable
carvite Deigts dans labemshe 0 Memale
Buccale 1 Fraicke
2 Froide
Chaleur des Ilain autour des 0 Normales
extrérnités Boulets 1 Fraiches
2 Froides

Total : 0413

Tableau 6 : Quantification des signes cliniques de I'acidose
meétabolique par le systéme de scores numériques (Kasari et Naylor, 1986).

Le total des points obtenus peut s’étaler de 0 pour un veau sain a 13 pour un veau
avec une acidose grave.
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(DesCéteaux et Harvey, 1990), proposent de classer ces animaux en 3 catégories et
ceci en mettant en relation le score clinique obtenu et le déficit en base (BD) équivalent.

Un score de 2 a 5 équivaut a un BD de 15 a 20 mmol/L
II. Un score de 6 a 8 équivaut a un BD de 20 a 25 mmol/L
[ll. Un score de 9 et plus équivaut a un BD de 25 a 30 mmol/L

Tableau 7 : Nature et sévérité de I'acidose chez des veaux diarrhéiques agés de plus ou de moins d’une
semaine (Naylor, 1987)

Veaux < 7 jours Veaux > 7 jours

pH Bicarbonate (mmol/L) Déficiten 7.11818.811.4 3.6 + 7.04210.8 19.51.2 +++
Base (BD, mmol/L) Acide lactique
(mmol/L) Compensation respiratoire

2. 3.3. Les troubles électrolytiques

S’il en est un trouble électrolytique qui mérite une attention particuliere c’est bien
I'hyperkaliémie

Elle s’installe au fur et a mesure du développement de 'acidose et est due a la sortie
des ions K+ des cellules qui accompagne I'entrée dans ces mémes cellules des ions H+ et
ce pour le respect de I'électroneutralité, ceci est important a signaler car on assiste a une
augmentation du potassium dans le sang alors que dans le méme temps il est perdu dans
les matieres fécales au détriment des cellules.

Poury remédier il importe de combattre I'acidose par du bicarbonate et favoriser I'entrée
du K+ dans la cellule en relangant la pompe a sodium grace a du glucose, (Rollin, 2002).

2.3.4. L’Hypoglycémie ou balance énergétique négative

Au fur et a mesure de I'évolution de la diarrhée et de linstallation de la déshydratation, de
nombreux veaux présentent une diminution de I'ingestion de la nourriture, une augmentation
de leur métabolisme de base conséquence de la maladie et une diminution de I'absorption
des nutriments, (Nappert et al., 1993), ces phénoménes aboutissent trés rapidement a une
balance énergétique négative chez le veau.

Cette hypoglycémie peut étre également la conséquence d’'une endotoxémie, (Case
et al., 1980).

3. La Cryptosporidiose

3. 1. Définition

La cryptosporidiose est une parasitose due a I'action de coccidies du genre Cryptospridium,
dont certaines sont communes aux animaux et a ’homme, (Euzeby, 2002).
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Ce sont des parasites unicellulaires (protozoaire), du phylum des apicomplexa,
appartenant a la sous-classe des coccidies, (Verdon et al., 1992; Afssa, 2002),
généralement entérotropes, (Euzeby, 2002).

Ces protozoaires présentent un tropisme particulier pour les cellules épithéliales de la
muqueuse de l'intestin gréle, (Tartera, 2000a), mais peuvent aussi atteindre les épithéliums
des voies biliaires ou respiratoires surtout chez les sujets immunodéprimés, (Naciri, 1984a;
Afssa, 2002).

Ce parasite peut provoquer des diarrhées dans les élevages de bovins, d’ovins et de
certaines espeéces aviaires, (Verdon et al., 1992).

C’est en 1907, que Tyzzer observe pour la premiére fois Cryptosporidium muris, au
niveau de la muqueuse gastrique de la souris de laboratoire, (Cenac et al.,1984).

Chez les bovins deux espéces ont été décrites :

Cryptosporidium muris, rare a développement asymptomatique dans I'abomasum et
Cryptosporidium parvum trés fréquent, a localisation intestinale, responsable de diarrhées
néonatales graves, (Naciri et al., 1999b).

Chez I'homme, la cryptosporidiose est habituellement bénigne, mais elle peut se
présenter sous une forme relativement sévere et prolongée, (Chermette et Boufassa-
ouzrout 1986; 1988), chez les sujets immunodéficients, elle est a l'origine d’un défaut
d’absorption intestinale, entrainant I'’émission d’une diarrhée massive, (Euzeby, 2002).
D’ailleurs l'identification du parasite chez 'homme est une acquisition récente, en effet les
deux premiers cas humains ont été dépistés seulement en (1976) par deux équipes de
chercheurs (Nime et col et par Meisel et col) cités par (Cenac et al., 1984), et elle a été
contemporaine de l'identification des premiers cas de SIDA.

C’est Cryptosporidium parvum qui est I'espéce pathogéne pour 'lhomme, dans cette
espéce il existe des souches zoophiles et des souches anthropophiles. Récemment,
d’autres espéces ont été signalés chez ’homme, il s’agit de C.felis (cryptosporidies du chat),
C.meleagridis (dinde) et C.muris (rongeurs), (Guyot et al., 2003).

3 .2. Historique
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3.2.1. Chez les animaux

En 1907 : Tyzzer décrit pour la premiére fois, un parasite unicellulaire vivant dans
I'épithélium gastrique d’une souris de laboratoire (mus musculus), (Cenac, 1984; Chartier,
2003), il le nomme Cryptosporidium muris, pense qu’il appartient a la sous-classe des
coccidia et suppose que ce parasite se transmet par la voie oro-fécale.

En 1910 : Tyzzer propose la création du genre Cryptosporidium, afin de classer C.muris.
Il décrit le cycle du parasite et pense que ce protozoaire est extracellulaire et vit "attaché"
a I'épithélium des glandes gastriques, et reproduit I'infection expérimentalement sur des
souriceaux nouveau-nés, (Morin, 2002).

En 1912 : il découvre Cryptosporidium parvum qu'il isole des cellules épithéliales de la
bordure en brosse de l'intestin gréle de la souris, (Euzeby, 2002).

En 1925 : Triffit décrit cryptosporidium crolati chez le serpent
(Levine, 1984).
En 1929 : Tyzzer décrit Cryptosporidium du lapin, (Cenac, 1984).
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En 1955 : Slavin décrit Cryptosporidium meleagridis chez le dindon (meleagris
gallopavo). Atteint de diarrhée aigué, ce qui fait penser a un role pathogéne potentiel des
Cryptosporidies, (Levine, 1984; Chartier, 2003).

En 1964 : Barupt, le met en évidence chez le dingo, (Morin, 2002).

En 1971 : (Panciera et al., 1971), decrivent une cryptosporidiose clinique sur une
génisse de 8 mois, (Chermette et Boufassa-Ouzrout, 1988). La méme année (Vetterling et
al., 1971), décrivent C.wrairi chez le cobaye (cavia porcellus), (Euzeby ,2002).

(Berker et Carbonella, 1972), découvrent le parasite chez le chevreau et I'agneau,
(Morin, 2002).

En 1972 : (Kovatsch et White, 1972), décrivent Cryptosporidium chez le jeune singe
rhésus. (Euzeby, 2002).

En 1974 : (Proctor et kem, 1974), cités par (Euzeby, 2002), signalent le parasite chez
I'oie, la méme année deux nouveaux cas de cryptosporidiose bovine sont décrits, dont un
sur un veau agé de deux semaines et qui a présenté de la diarrhée pendant 10 jours.

Puis des chercheurs nord américains, décrivent la présence d’infections
cryptosporidiennes sur des veaux laitiers et allaitants 4gés de moins de deux semaines
et présentant une diarrhée aigué. Mais, la coexistence d'autres agents entéropathogénes
(bactériens et viraux) a fait que les cryptosporidies ont été considérées comme des parasites
opportunistes.

En 1979, (Iseki, 1979), décrit C.felis chez le chat (félis catus), (O’'Donoghe, 1995)

En 1980 : (Tzipori et al., 1980), rapportent une enzootie de diarrhée chez des veaux
infectés naturellement par Cryptosporidium, sans pour autant démontrer la présence des
autres agents entéropathogénes communément impliqués dans les diarrhées néonatales
du veau, (Chartier, 2003). Ces cas de diarrhées bovines sont alors attribués a C.parvum.
La méme année Levine décrit Cryptosporidium serpentis, (Euzeby, 2002), sur plusieurs
especes de serpents.

En 1981: (Hoover et al., 1981), cités par (Euzeby, 2002) Décrivent C.nasorum, chez
un poisson (nasoliteratus).

En 1984, (Levine, 1984), regroupa 19 espéces décrites dans le genre Cryptospridium
(Rebatichi, 1999).

En 1985 : Une forme abomasale d’infection cryptosporidienne est trouvée sur un bovin
aux U.S.A. Elle est provoquée par une espéce qui semble identique a C.muris, appelé aussi
C.andersoni, binbme créé par (Angus, 1990; Morin, 2002).

En 1986 : (Current et al.,1986), décrivent, C.bayleyi chez le poulet, (Euzeby, 2002).

En 1998, (Koudela et Mordy, 1998), décrivent C.saurophilum. (chez les poissons)
(Euzeby, 2002).

3.2.2. Chez ’homme

Les premiers cas humains ont été décrits par (Nime et al et par Meisel et al, 1976), aux
USA, cités par,(Watt, 1986).

A partir de 1981 et avec I'explosion du SIDA, les Cryptosporidies sont reconnues
responsable de diarrhée chez 'homme .La parasitose est alors considérée comme une
zoonose dont le principal réservoir serait représenté par les ruminants, (Naciri et al., 2000).
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En 1984 : Des épidémies de cryptosporidiose humaine liées a la consommation d’eau
contaminée apparaissent, notamment aux USA et au Royaume-Uni.

En 1985 : Upton, se basant sur des criteres morphologiques et biologiques, prouve
qu'il existe 2 formes de Cryptosporidium chez I’'homme, I'une petite, c’est la plus fréquente,
considérée comme C.parvum. L'autre, plus grande le plus souvent ovalaire, serait C.muris,
(Forget et al., 1990).

En algérie les premiers cas ont été diagnostiqués en 1992 par (Azzam-Bouchek, 1992).

3.3. Biologie Du Parasite
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Classification (Taxonomie)

La connaissance du cycle évolutif et des caractéres morphologiques des différents
stades parasitaires, ont amené a plusieurs classifications dont celle de (Levine, en 1980;
1984) et celle de (Bird et Smith, 1980). Pour aboutir & La taxonomie actuellement admise,
(Morin, 2002). (Tableau, 8).

Classification Caractéres
Foyaume (regne) Frotistes Frocanmotes
S01s- e gne Protozoa (protozoaires) | Orzarmasme uracellnlare
Fhelum (ermbranchernent) | Apicomgplexa Présence d™an cormplexe apical | toutes les
espéces sont parasitaires
“lagse Sporozoasida Feproduction asexmée et sexmée, awvec
(sporiEoaires) formation d'oocystes
Sans-classe Coceidiasing (coccidies) | “¥ele de développement cormprend :
Iérogonie, gamétogonie et sporogonie.
Oipdre Encoceidionda
Ilérogorie (o scluzogonie) présente.
Développerent mdépendant de la
s orde Firreriorina Mlicrogaraie et de la Wacrogarmie.
Cyele  monoxéne, oocystes contenant
Farnille Cryptosporidiid quatre sporczoltes Hus (sans-
sporocyste).
Clenzs Cryptosporidium Le seul genre de la faralle des

cryptospondudés (Chermette et Boufassa,
1958)
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Tableau 8: Classification taxonomique de Cryptosporidium (D’aprés
O’Donoghue, 1995, basée sur la classification proposée par Levine, 1980)

3.3.2. Les espéces du parasite (spéciation)

Au départ, on croyait que les cryptosporidies étaient spécifiques de I'espéce hbte, ce qui a
conduit a la création d’environ 20 espéces de Cryptospridium, chez plus de 117 espéces
de mammiféres dans le monde. La plus fréquente est Cryptosporidium parvum, avec,
10 génotypes identifiés chez de nombreux mammiféres domestiques et sauvages, dont
au moins 4 infectants pour 'lhomme (génotypes | et Il principalement, et les génotypes
du porc et du chien). D’autres espéces sont identifiées telles que : Cryptosporidium
felis (cryptosporidie du chat), Cryptosporidium meleagridis (cryptosporidie des oiseaux) et
Cryptosporidium muris (cryptosporidie des rongeurs et des bovins adultes). La fréquence
des contaminations humaines par des espéces de cryptosporidies animales ou des
génotypes de Cryptosporidium parvum autres que les génotypes | et Il est mal connue en
raison de la difficulté d’identification de ces espéces.

Aujourd’hui, les différentes études effectuées en biochimie, immunologie, en biologie
moléculaire et les études de génotypies ont permis de retenir, 11 espéces : C.parvum ;
C.muris ; C.meleagridis ; C.wrairi ; C.felis ; C.serpentis ; C.nasorum ;

C.bayleyi ; C.saurophilum ; C.andersoni ; C.canis, (Bonnin et al., 2001; Euzeby, 2002).
(Tableau : 9)

Ces especes sont groupées sous sept génotypes : 2 génotypes pour C.parvum ; un
pour C.felis ; un pour C.wrairi ; un génotype pour Cryptosporidium sp ; et deux génotypes
pour C.muris (A et B).

3.3.2.1. Cryptosporidium Parvum

Est I'espéce la plus importante médicalement et économiquement, (Morin, 2002), a
localisation surtout intestinale, c’est la plus fréquente et la plus pathogéne chez les bovins
et chez ’lhomme, elle était considérée au départ comme commensale, par la suite elle a été
reconnue comme pathogéne opportuniste.

Il existe 2 génotypes de C.Parvum :

Le génotype 1 ou H (human) : on le trouve uniquement chez 'homme, (Naciri et al.,
2001), il semble le mieux adapté a ’lhomme chez qui, il est le plus infectant, par contre il ne
semble pas doté de pouvoir pathogéne chez les animaux de laboratoire et le veau, (Morin,
2002).

Le génotype 2 ou calf est le génotype bovin, (Tzipori et al., 1999). Il infeste un grand
nombre de mammiféres, y compris I’homme, (Xiao et al ., 2000), et représente le génotype
animal avec le plus grand potentiel zoonotique.

3.3.2.2. C. muris

Décrit pour la premiére fois avant C .parvum par Tyzzer en 1907, Il posséde de grands
oocystes et présente un tropisme gastrique. Certains auteurs I'appellent C. andersoni chez
les bovins, (Chartier, 2003).

Il peut étre responsable d’'une gastrite chronique chez les bovins de tous ages, qui
conduit a des retards de croissance chez les animaux a I'engrais et des chutes de production
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laitiere, (Chartie, 2003). Certains auteurs ne le signalent pas chez 'homme, (Tzipori et
Griffiths, 1998), d’autres par contre le mentionnent, (Guyot et al., 2003).

3.3.2.3. C. wrairi

Espéce spécifique au cochon d’Inde (cobaye), cependant lors d’'une transmission croisée,
le pouvoir infectant de cette espéce a été obtenu chez le veau, (Morin, 2002).

3.3.2.4. C. felis

Spécifique au chat, il se localise au niveau de l'intestin. L'infection ne s’accompagne pas
de manifestations cliniques sauf lors d’association avec le virus de la leucose feline (FIV-
FelLV), ou en cas d'immunodépression secondaire, (Morin, 2002).

C.felis, est zoonotique, (Euzeby, 2002), il posséde des caractéristiques tres proche de
celles de C.parvum I'espéce la plus pathogéne pour I’homme.

3.3.2.5. C. serpentis

C’est une espéce qui touche les reptiles, et affecte surtout les serpents adultes. Elle
a une localisation gastrique avec comme principal symptdome, une gastrite chronique
(O’'Donoghue, 1995).

3.3.2.6. C. saurophilum

La deuxieme espéce qui touche les reptiles, et semble étre spécifique au Iézard avec un
tropisme intestinal, (Xiao et al., 2000).

3.3.2.7. C. crolati

Initialement décrite chez les reptiles, cette appellation est aujourd’hui. Abandonnée, (Morin,
2002).

3.3.2.8. C. nasorum

Spécifique aux poisson marins et des eaux douces. Elle se localise préférentiellement au
niveau de l'intestin et 'estomac, elle est rarement pathogéne pour ces espéces, (Euzeby,
2002).

3.3.2.9. C. meleagridis

Découverte par Slavin en 1955 chez la dinde, elle a un tropisme intestinale, (Morin, 2002),
elle provoque de la diarrhée en particulier chez les élevages en bandes mais aussi chez les
oiseaux sauvages, (O’Donoghe, 1995). Elle est considérée parmi les espéces zoonotique,
(Guyot et al., 2003).

3.3.2.10. C. baileyi

Elle touche les oiseaux surtout en bande et les oiseaux sauvages. Elle a un tropisme
varié : bourse de Fabricius, cloaque, intestin et la trachée, (provoquant ainsi des symptémes
respiratoires), (Cheadle et al., 1999).C.bayley peut infecter aussi la bourse de Fabricius des
galliformes, (Euzeby, 2002).



D’autre part le genre Cryptosporidium peut étre divisé en deux groupes suivant la

localisation élective :

Parasites gastricoles : C.muris, C.andersoni et C.serpentis ;
Parasites entérotropes : C.parvum, C.felis, C.wrairi, C. meleagridis, C.baileyi ;

C.saurophilum.
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Bimensions cocylales (en pmy
Espéces Hétes Sites de prédilection Extrémes (Moyenne)

Die Linfection Lengueurs Largeurs
2. parvirm Ilareniféres | [ntestin 4856 (50 4242 (4 6)
(2 arrairl Cobayes Intestin 4 8-56 (54 4.0-50(4.6)
Creleagnidis | Olsean Intestin 4560050 4253 (4 6)
= saurophilum | Lézards Intestin 4456 (5,0 4252040
i felis Chats Intestin 3,2-5,1(4.6) 3,0-4.0 (4.0
2 hailewn Diseany Bourse de Fabricins, | 6.0-7.5 (6,6) 4.8-571(50)

Cloacque, trachée et

I[ntestin
2 ronris Rongeurs Estomac 2,0-22 (8 4 5,8-A4 (6.0
i andersord Fuminants | Aboroasam 6,0-5,1 (7.4 5.0-6.5(5.5)
i serpentis Serpents Estorman 5.68-6 6 (6 2] dE-53605,5
2 hasorim Foissons Estomac et intestin [ 3,5-4.7 (4.3) 2540035

Tableau 9 : Différences biologiques parmi les espéces
supposées de Cryptosporidium (D’aprés XIAO, 2000).

3. 3. 3. Spécificité d’hoéte

A l'origine, les Cryptosporidies étaient considérées comme spécifiques d’hdte et de site,
(Naciri et Yvore, 1983), et donc a chaque espéce d’héte ou de site correspondait une espéce
de parasite, 20 espéces ont alors été décrites, (Verdon et al., 1992).

(Vetterling et al., 1971) cités par (Cenac et al., 1984), considérent qu’il existe 6 espéces
du genre Cryptosporidium, selon I'animal infesté.

(Nime etal., 1976), cités par (Naciri et Yvore, 1983), lors de la description du premier cas
humain, ne peuvent déterminer I'espéce responsable, la morphologie de tous ces parasites
étant semblable. Cependant (Tzipori et al., 1980), réussissent a transmettre a partir de
l'isolat prélevé sur un veau diarrhéique des Cryptosporidies, par voie orale a sept espéces
différentes dontla chévre, le beeuf, le porc, le rat, la souris, le cobaye, le poulet. Les oocystes
ont été retrouvés dans les frottis fécaux de ces animaux par la suite, (Cenac et al., 1984).
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Puis, (Reese et al ., 1982), cités par (Cenac et al., 1984), a partir d’'un sujet contaminé
et aussi d’isolat d’'un veau, parviennent a transmettre la parasitose a des souris et des rats
non sevrés ainsi qu’a des souris adultes.

La méme année, (Tzipori et al., 1982), a partir des selles diarrhéiques d’'un homme,
arrivent a infester deux chevreaux nouveaux nés (germ-free), au bout de trois jours les deux
animaux présentent de la diarrhée avec I'excrétion d’oocystes dans leur Matiéres fécales,
(Cenac et al., 1984).

Ceci indique, que Cryptosporidium n’a pas d’hbte spécifique, et qu’il peut contaminer
plusieurs espéces animales avec une seule espéce, ce qui laisse croire a I'existence d’'une
espéce unique de cryptosporidie, commune a ’homme et aux animaux, (Chermette et
Boufassa-Ouzrout, 1988).

Cependant cette unicité n’est pas retenue par (Levine, en 1980), qui croit en I'existence
de quatre espéces :

C.muris
C.meleagridis
C.crotali
C.nasorum

Par la suite d'autres travaux sont venus conforter cette hypothése, puisqu’ils
réussissent des essais de transmission croisés entre hotes appartenant a la méme classe
de vertébrés (de mammifere a mammifére ou d’oiseau a oiseau), alors que la plupart des
essais de transmission de l'infection entre des hotes appartenant a des classes de vertébrés
différentes n’a pas réussi, (Tharddeus et al., 1986). Compte tenu du caractére ubiquiste
du genre Cryptospridium et de la difficulté de spécifier I'néte la majorité des scientifiques
utilise le terme «isolat»en fonction de I'éspéce-hbte dont il est issu (isolat de bovins, isolat
humain...etc.), (Morin, 2002).

Ces isolats présentent des caractéristiques hétérogénes considérables permettant une
identification du parasite, ces caractérisations portent sur leur morphologie, leur spécificité
d’héte, leur sites d’infection, leur infectivité, leur antigénes (critéres immunologiques), Leurs
enzymes, protéines et iso enzymes (critéres biochimiques), ainsi que leur criteres génétique
(séquences nucléotidique). La plupart des auteurs s’accordent a reconnaitre qu'il existe
7a10 especes sur la base de ces différents éléments de caractérisation, (Tzipori et al., 1999;
Morin, 2002).

Finalement, Les méthodes de typage moléculaire des souches de Cryptosporidium
fondées sur la PCR (polimérase Chain réaction) permettent d’'une part d’identifier les
différentes espéces, d’autre part de distinguer les génotypes ou les souches au niveau infra-
spécifique.

Ceci présente lintérét d’affiner les classifications basées sur les caractéristiques
morphologiques et biochimiques, et de procéder a des investigations épidémiologiques plus
précises, (Afssa, 2002).

3.3.4. Localisation du parasite

Les cryptosporidies semblent avoir une préférence pour I'iléon, mais les autres portions de
lintestin telle le jéjunum peuvent étre atteintes, (Koudela et Hermanek, 1993). En effet le
parasite montre une préférence aux démes épithéliaux des plaques de Peyer de l'iléon chez
le veau, le cobaye et le porc, (Chermette et Boufassa-Ouzrout, 1988).
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D’autres localisations ont été aussi observées mais elles restent relativement rares.
Ainsi peuvent étre touchés, I'épithélium des glandes annexes, du tractus respiratoire surtout
chez les oiseaux, et les personnes immunodéprimés, urinaire et méme génital, (Chermette
et Boufassa-Ouzrout, 1988) et bien sir la muqueuse gastrique.

3.3.5. Relation cellule héte-parasite

Une fois ingéré, une étroite relation se produit entre 'oocyste et la cellule héte, ce dernier
se développe au niveau de la bordure en brosse dans une vacuole parasitophore, (Euzeby,
2002). Cette vacuole semble dériver de la membrane parasitaire, cette hypothése ne fait
cependant pas I'unanimité puisque certains auteurs relient cette vacuole aux microvillosités
de la cellule héte, par I'existence d’un glycocalyx similaire (voir photo n°1).

Photo 1: Approche d’une cellule intestinale par un sporozoite
en microscopie électronique a transmission (in Morin R., 2002)

La membrane externe du parasite est formée de nombreux replis, (Verdon et
al.,1992) ,qui augmentent la surface de contact avec le cytoplasme de I'entérocyte, de ce
contact va naitre une structure lamellaire nouvelle nommée «feeder organelle ou organite
de nutrition», (Morin, 2002), a partir de la cellule hote et qui se situe a la base des rhoptries
et les micronémes ,cet organite est le résultat du raccourcissement et de la disparition
des microvillosités atrophiées qui laissent place a une sorte de cratére ou le parasite va
s’attacher et former cet organite, (Antoine et Pivont,1984). (Photos : 2 et 3)

Les ropthries et les micronémes étant déchargés, une nouvelle vacuole limitée par une
membrane apparait dans le tiers basal du parasite.
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Figure 9 : Représentation schématique d’un jeune trophozoite
Juste apres son internalisation dans la cellule —héte .Le
cytoplasme de I’entérocyte est représenté en gris (Morin R., 2002)

Limitée par une jonction trimenbranaire annulaire en forme Y, de ce contact résulte une
zone d’attachement électrodense ou disque électrodense, (Morin, 2002) et a proximité une
zone de fusion.

Tout ces éléments montrent que Cryptosporidium ne pénétre pas (dans la cellule héte)
(figure : 10), il en reste par contre séparé par une bande dense visible en microscopie
électronique, formée par des éléments du cytosquelette entérocytaire, (Verdon et al., 1992).

Ce qui fait que la majorité des chercheurs s’accordent a dire que les cryptosporidies
sont des parasites «intracellulaire» mais «extra cytoplasmique», (Chermette et Boufassa-
Ouzrout, 1988).

Photo 2 : Cryptosporidiose intestinale a Cryptosporidium parvum
(HES).parasites faisant saillie dans la lumiére intestinale et semblant
s’accrocher a 'apex des entérocytes. (Afssa, 2002), source ANOFEL

Photo 3 : Développement apical de Cryptosporidium parvum dans les
entérocytes (Microscopie électronique) (gauche : microvillosités la bordure
en brosse entourant les parasites ; droite : shizonte : coupe avec plusieurs

meérozoites) A.Bonnin, J.F.Dubremetz (Afssa, 2002) source ANOFEL
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3.3.6. Morphologie

Les stades exogenes et La forme de dissémination du parasite sont représentés par les
oocystes (figure 11). Ce sont des éléments sporulés, arrondis ou ovoides, de taille variable
entre 2-7 um de diamétre en fonction de leur stade de développement, (Chartier, 2003).
lls ont une paroi épaisse, (Euzeby, 2002), un cytoplasme finement granuleux présentant
une tache sombre centrale ou latérale c’est le corps résiduel ou le reliquatoocytal, (Chartier,
2003), ce dernier contient quatre taches plus petites en forme de croissant, (Rebatichi, 1999)
ou vermiforme, (Chartier, 2003), ce sont les sporozoites (Photo : 1), et chaque sporozoites
contient un petit noyau non renfermé dans un sporocyste, (Morin, 2002). lls sont localisés
a la surface de I'épithélium, dans la bordure en brosse (microvillosités), et font saillie dans
la lumiére de I'organe infecté, en position intracellulaire mais extra-cytoplasmique ou libre
dans sa lumiére, (Chartier, 2003).

-En microscopie électronique, la paroi de I'oocyste apparait lisse d’environ 50 nm
d’épaisseur. Elle est composée de 2 couches denses aux électrons, séparées par un fin
espace transparent, (Fayer et Ungar, 1986).

-En microscopie électronique a transmission d’électrons, apparait une ligne qui entoure
partiellement la paroi et s’étend d’un seul pole de I'oocyste c’est le lieu de suture (Photo :
5), qui se dissout lors de I'excystement, (Harris et Frazsetry, 1999).

-I'oocyste est entouré par une substance riche en carbohydrate qui est constituée d’'un
glycocalyx, (Fayer et Ungar, 1986)

Figure 10 : Représentation schématique d’un oocyste
de Cryptosporidium in (Euzeby J., 1987a1 et 1987a2)

b) Le sporozoite : (Figure 12)(Figure 13)(Photo : 4)

Est une cellule mobile, allongée, falciforme, entourée d’'une double membrane. I
contient un noyau polaire, un réticulum endoplasmique abondant, un appareil de golgi,
des petits corps élécrodenses et des organites spécialisés (micronémes, complexe
conoidal, rhoptries, anneau polaire).cette ultrastructure caractérise 'embranchement des
apicomplexa, (Chermette et Boufassa-Ouzrout, 1988).
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Figure 11 : Germe infectieux des Apicomplexa (sporozoite)
a)Microscopie optique(Baker)
b) Microscopie électronique (Scholtysek)-
c)Complexe apical : 1.Plasnéme ; 2 :
Membrane interne;3 : Anneau polaire ; 4 : Conoide ; 5:
Microtubules ; 6 : Anneau polaire postérieur ;

7 : Micropore ; 8 : Rhoptries ; 9 : Appareil de golgi ; 10:Réticulum
endoplasmique;11Noyau ;

12 : Micronémes ;
13 : Mitochondrie. (Euzeby J., 1987 a1)
d)Le trophozoite : (Figure 14)(Figure 15)

Se trouve a la partie apicale de I'entérocyte, mais toujours extracellulaire, il apparait entouré
de quatre membranes dont les deux externes forment la vacuole parasitophore a I'exception
de la zone d’attachement qui est électrodense et ou I'on ne peut pas faire la distinction
entre les membranes du parasite et celle de la cellule hbéte. Le trophozoite posséde un
noyau volumineux, nucléolé, un cytoplasme réduit riche en réticulum endoplasmique et un
complexe de Golgi, (Deluol et al., 1984). (Figure 10)

e) Les schizontes mirs (matdres) :

Sont de deux types | et Il contenant respectivement 4et 8 mérozoites (Photos : 7 et 8),
en forme de banane, a l'intérieur les mérozoites sont entourés d’'une double membrane et
sont attachés par I'une de leurs extrémités a un petit corps résiduel et a la partie postérieur
ils contiennent un noyau volumineux avec nucléole. En outre, ils contiennent a la partie
antérieur des micronémes et des ropthries, (Morin, 2002).

f) Le macrogameétocyte :

Contient un cytoplasme abondant avec un réticulum endoplasmique grossier, on note aussi
la présence de larges granules de polysaccharides et de phospholipides (précurseurs de la
membrane épaisse de I'oocyste), (Rebatichi, 1999).

g) Le microgamétocyte :
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Il se différencie nettement par la présence en périphérie des microgamétes a noyau dense
qui sont au nombre de 12 a 16, cunéiformes et par un corps résiduel central, (Rebatichi,

1999).

3.3.7. Cycle Biologique (évolutif)
(voir Figure :16)
1) Excystation ou sortie active des sporozoites de I'oocyste :

=

J-.
e

Photo 5: Oocyste de Cryptosporidium avec la ligne du suture a la surface,
signaler par la fleche.Microscopie électronique d’apres (Fayer et Ungar ,1986).
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Figure 12: Représentation schématique d’un sporozoite au début de I'invasion De la
cellule-héte.Le cytoplasme de la cellule intestinale est représenté en gris (Morin, , 2002).
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Figure 14: Représentation schématique d’un trophozoite dans sa niche
intracellulaire.Le cytoplasme de la cellule-héte est représenté en gris. (Morin, 2002)

Photo 6 : Libération de 07 mérozoites dans la lumiere intestinale aprés
meérogonie de type | en microscopie électronique d’apres, (Fayer et Ungar,1986).

Photo 7: Libération de 04 mérozoites dans la lumiere intestinale aprés
mérogonie de type Il en microscopie électronique d’aprés (Fayer et Ungar, 1986).
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3.4. Epidemiologie

(figure : 17)
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Figure 16 : Représentation schématique de
I'épidémiologie de la cryptosporidiose (Euzeby, 1987 a 1).

3.5. Diagnostic de laboratoire (Biologique)

Le recours au laboratoire est le seul moyen de démontrer de fagon certaine la présence
ou I'absence des Cryptosporidies chez un malade .Le diagnostic repose soit sur la mise en

évidence du parasite, (Naciri et Yvore, 1983; Chartier, 2003), de ses antigénes, ses anticorps
ou plus récemment ses fractions génomiques.

Cependant certaines techniques sont plus fiables, sensibles, et moins onéreuses .Ces
techniques sont réalisables sur I'individu mort ou vivant, (Morin R, 2002), que ce soit chez
’lhomme ou chez l'animal .Elles consistent a rechercher les oocystes dans les selles,
le liquide d’aspiration jéjunal, plus rarement dans la bile, le liquide de lavage broncho-
alvéolaire, et /ou sur les biopsies digestives, (Verdon et al., 1992).

3.5.1. Techniques coprologiques
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Elles consistent a mettre en évidence les oocystes de Cryptospridium dans les selles, elles
ontl'avantage d’étre rapides, simples, et peu colteuses. Les principales techniques utilisées
sont :

3 .5.1.1 Techniques de coloration

A partir d’'une concentration, un frottis sur lame est fixé puis coloré, ce qui permet une
différenciation des parasites par rapport aux autres éléments (bactéries, cellules...etc.) on
a:

La coloration de Ziehl Neelsen Modifiée par Henriksen et Pohlenz, considérée,

comme la technique de référence, il existe plusieurs variantes :

la coloration négative de Heine

la coloration de Kinyoun a froid modifiée

les colorations aux fluorochromes (surtout a 'auramine 0), celle-ci étant plus
colteuses

la coloration au bleu de méthyléne/éosine
la coloration d’Armand-Desbordes.
la coloration de May-Grunwald-Giemsa

La coloration de Giemsa, présente I'inconvénient pour les frottis de selles de la possible
confusion avec les levures.

La sensibilité de ces méthodes peut étre améliorée par I'une des méthodes de
concentration au préalable, (Naciri et al., 2001)

3.5.1.2. Les techniques de concentration (d’enrichissement)

Elles ont pour but de concentrer dans un faible volume un petit nombre de parasite dispersés
initialement dans un grand volume.

On décrit deux grands groupes de techniques : Les techniques physiques et les
techniques physico-chimiques

3.5.1.3.Techniques physiques

Ont pour principe la différence de densité qui existe entre les éléments parasitaires et le
diluant.

Deux groupes de techniques se dégagent:
les techniques de flottaison et les techniques de sédimentation, (Achir, 2004).

3.5.1.3.1. Les techniques de flottaison

Elles utilisent un diluant dont la densité est supérieure a celle des parasites. Ces derniers,
plus légers vont flotter a la surface

-Techniques d’Anderson : La plus couramment utilisée. Une solution de saccharose
est diluée, filtrée puis centrifugée. Cette techniquee est trés sensible mais présente
inconvénient d’étre de lecture difficile, (Bussiéras et Chermette, 1992).

Flottaison rapide sur lame modifiée par Naciri : Qui utilise la solution de seather, ou le
saccharose.

Flottaison par utilisation d’'une solution saturée de Nacl (technique de Willis)
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Flottaison par utilisation d’une solution de bichromate de potassium
Flottaison par utilisation d’'une solution de sulfate de zinc
Flottaison en lodo-mercurate de potassium (technique de janeckso-urbanuyin)

3.5.1.3.2. Les techniques de sédimentation

Elles utilisent un diluant dont la densité est inférieure a celle des parasites. Ces derniers
plus lourds vont sédimenter au fond, on a :

Formol-acetate d’éthyle
Eau-éther.

La sédimentation permet d’obtenir des oocystes trés purifiés avec un seuil de détection
d’environ 10000 a 50000 opg, (Chartier, 2003).

3.5.1.3.3. Techniques diphasique

C’est des techniques qui utilisent deux phases liquides non missibles, 'une aqueuse
et l'autre organique de sorte a produire un coefficient de partage basé sur la balance
hydrophyle-lipophile du parasite on a :

-Technique de Formol-éther appelée aussi Ritchie simplifiée, c’est une technique trés
largement utilisée dans les laboratoires humains, (Achir, 2004).

3.5.2. Principales méthodes utilisables au laboratoire

Les principales techniques utilisées au laboratoire, et qui permettent d’établir un diagnostic
de certitude sont:

3.5.2.1. Techniques de coloration
Il'y a 2 types de colorations :

temporaires
permanentes

3.5.2.1.1. Colorations temporaires

Ces colorations sont utilisées pour une orientation rapide, elles sont faciles a utiliser aprés
enrichissement, mais peu efficaces, (Tounsi, 2001). Elles sont positives pour les levures
mais ne colorent pas les cryptosporidies, (Bailainger, 1986).

3.5.2.1.1.1. La coloration de Heine (modifiée par Naciri)(Photo : 8)

Déposer sur une lame de microscope une goutte (3 ul) de féces ou leur équivalent si
les feces sont solides.

Mélanger avec une goutte (3ul) de fuchsine de Ziehl.

Faire un étalement mince.

Laisser sécher a I'air.

Recouvrir d’huile a 'immersion dés que le séchage est obtenu.
Déposer une lamelle

Observer au microscope (objectif x40) ou, sans lamelle, au microscope a 'immersion
(objectif x100), ou au microscope a contraste de phase de préférence.
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Les oocystes apparaissent comme des éléments ronds a ovoides de 4 a 5,5 ym de diameétre
incolores, biréfringents avec une tache rouge sombre (reliquat oocytal), sur un fond coloré
en rouge.

Avantage: C’est une technique facile a réaliser, peu colteuse et rapide (plus rapide
que la coloration de Ziehl Neelsen modifiée), sa sensibilité est de I'ordre de 10 opg

Inconvénient: Pour étre plus facile la lecture nécessite un microscope a contraste de
phase, de plus, la lecture doit étre faite dans les 15 minutes qui suivent la préparation, au
dela les oocystes se déforment ou prennent la coloration du fond), de ce fait les lames ne
peuvent pas étre conservées, (Euzeby, 1987; Morin, 2002).

Photo 8 :frottie fecal colore par la thecnique de heine.
Les occystes du Cryptosporidium spp (fleches), sont tres
refringents sur le fond rose de la preparationGx1000).

3.5.2.1.1.2.: Coloration au lugol

(Photo : 9)

La préparation est placée entre lame et lamelle, les levures sont jaune-brun, la lecture
doit étre immédiate car les cryptosporidies commencent a se colorer au bout de 15 minutes
(Bailanger, 1986).

Photo 9 : Oocyste de cryptosporidium spp (fleche) dans
un frottis fécal coloré par le lugol & 2% (GX1000)(Gati, 1992).

3.5.2.1.2.Les colorations permanentes

3.5.1.3.1.1. La coloration de Ziehl Neelsen modifiée par Henriksen et Pohlenz
(1981)

(Photos :10 et 11)
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Photo 10 : frottis fecal coloré par la technique de Ziehl
Neelsen modifiée par Henriksen et Pohlenz. Les QOocystes de
Cryptosporidium spp (fleches) mesurent 4,5 x 5,3 u et renfermant un

Le corps résiduel. Les sporozoites sont disposés en périphérie. Les éléments arrondis
et colorés en bleu représentent les levures (GX2000)(Gati, 1992).

Photo 11 : Oocystes de Cryptosporidium colorés par la technique de Ziehl-
Neelsen Modifiée par Henriksen et Pohlenz(GrX1650) d’apres (Forget et al., 1990).

3.5.1.3.1.2. La coloration de Ziehl Neelsen modifiée par Angus acid-fast-stain

Fixer le frottis a 'Ethanol a 95° pendant 5 minutes.

Flamber la lame.

Recouvrir immédiatement la lame, encore chaude, de fuchsine de Ziehl
Rincer a 'eau du robinet.

Asperger la lame d’'une ou deux giclées avec du HCL a 3 % dans de I'Ethanol a 95
%(en brefs contacts séparés d’un court ringage a I'eau du robinet) pour différencier
avec les autres micro-organismes.

Rincer a 'eau du robinet.

Contre colorer en Recouvrant la lame avec du vert malachite a 0,25% pendant 30
secondes (ou avec du bleu de méthylene de 0,1 a 0,3% pendant 60 secondes).

Rincer.
Sécher.
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observer a l'aide d’un objectif x40 ou a I'immersion (x100).Les oocystes apparaissent
de couleur rose a rouge vif sur un fond vert et/ou sur un fond bleu si la coloration est
faite au bleu de méthyléne.

Avantage : Technique simple, peu colteuse et de lecture facile (les levures, les bactéries et
les débris fécaux prennent la contre coloration, en plus les lames peuvent étre conservées
longtemps.

Inconvénient : Nécessite une assez forte concentration en parasites, sa sensibilité est
de l'ordre de 10.0pg, et les oocystes peuvent ne pas bien prendre la coloration, de ce fait
la lecture est difficile en cas d’une faible excrétion, (Polack, 1984 ; Delafosse, et al., 2004).

3.5.1.3.1.3. Coloration de Giemsa (technique peu utilisée)

(Photo : 12)
Technique :

Fixer le frottis au méthanol ou a 'alcool absolu pendant 5 minutes et laisser sécher a
I'air.

colorer pendant 10 a 30 minutes dans du Giemsa rapide dilué au 1/20éme.

Rincer a I'eau de robinet.

sécher a l'air.

Observer directement a I'objectif X100.

Les oocystes apparaissent ronds a ovoides de 2 a 5 ym de diamétre. Leur cytoplasme
est bleuté et granuleux avec un centre clair contenant jusqu’a 6 corpuscules rouges. Les
parasites sont souvent entourés d’un halo clair.

-Avantage : technique facile, rapide et peu colteuse.

-Inconvénient : cette technique a tendance a étre abandonnée en raison de la difficulté
rencontrée lors de la lecture. Les oocystes peuvent étre confondus avec les levures dont
la taille est trés voisine et qui se colorent aussi en bleu. De plus il y a peu de contraste de
couleur entre le parasite et les autres particules fécales, (Tounsi, 2001).

Photo 12: Oocyste de cryptosporidium spp (fleche) dans un frottis fecal
coloré au Giemsa. Le cytoplasme apparait en rose (GX1000)(Gati, 1992).

3.5.1.3.1.4..Méthode rapide de Baxby et Blundell (technique peu utilisée)
(photo : 13)

Technique a la safranine bleu de méthyléne :
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Les frottis fixés sont recouverts de safranine a 1% et colorés comme suit :

3 minutes de chauffage doux avec émission de vapeurs, sans ébullition.
3 minutes de coloration, sans chauffage.

Rincage a I'eau.

Coloration au bleu de méthyléne a 0,5% pendant 30secondes.

Rincage.

Séchage.

Les oocystes se colorent en bleu sur fond rose.

Photo 13 : Oocyste de cryptosporidium spp dans
un frottis coloré a la saframine (GX1000)(Gati, 1992).

Technique au bleu de méthyléne Fuchsine basique :

—  Les frottis fixés a I'’éthanol sont recouverts d’'une solution de bleu de
méthyléne a 0,5%,3 minutes de chauffage puis 3 minutes de coloration
puis rincage.

—  Colorer avec de la fuchsine basique pendant 1 minutes

— Rincgage a 'eau puis sécher a l'air.

Les oocystes apparaissent colorés en bleu sur fond rose.
Cette technique a I'avantage d’étre rapide et spécifique, (Tounsi, 2001).

3.5.2.2. Technique de concentration

Ce sont des techniques d’enrichissement dont les plus utilisées sont :

3.5.2.2.1. Méthode d’Anderson : (Photo : 14)

C’est une technique de flottaison qui nécessite une solution d’enrichissement saturée
(dense) en saccharose composée de réactifs:

Saccharose........covuviiiiiiiii e, 4549
Eaudistillée........cccovviiiiiii 355 ml
Solution Phénola 5 %.....cccccvvviiiiiiiin.. 6,7ml d=1,27 ou iodo-mercurate-de
potassium

Technique :
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Diluer quelques grammes de selles (1a5g) dans 20 ml d’eau physiologique.

Filtrer sur plusieurs épaisseurs de gaze ou sur tamis a mailles de 30 microns et
centrifuger le filtrat pendant 10 minutes a 500 g.

Jeter le surnageant et ajouter au culot 10 ml de solution de saccharose et bien agiter.
Centrifuger de nouveau pendant 10 minutes a 500g.

Prélever a l'aide d’'une anse de platine la surface du liquide (ménisque superficiel).
Examen entre lame et lamelle a (x40), pour repérer les oocystes, puis a x100
(immersion) pour confirmer I'identification

Les oocystes apparaissent sous forme d’éléments arrondis a ovoides de 4a6u de diamétre,
finement granuleux et renfermant une tache brune saillante qui correspond au reliquat
oocytal. lls sont variables du rose au bleu gris suivant les optiques des microscopes;
réfringents et contenant 2 a 4 points noiratres qui correspondent aux sporozoites.

Photo 14 : Oocystes de cryptosporidies dans les matiéres
fécales par la flottaison en sucrose phénol (Naciri et Yvore, 1983).

Avantage : C’est une technique fiable, peu colteuse, sensible et elle présente aussi
'avantage de mettre en évidence, d’autres éléments parasitaires tels que les coccidies et
les ceufs de nématodes et de cestodes.

Inconvénient : Un peu lourde a réaliser et la recherche de cryptosporidies est difficile
avec la présence de nombreuses cellules végétales, de plus la lecture des préparations doit
étre faite rapidement, car les oocystes sont détruits en moins d’'une heure

3.5.2.2.2. La flottaison rapide sur lame

Déposer sur une lame de microscope une goutte de féces.

Mélanger avec une goutte de solution dense de saccharose de densité 1,27 composée
de : 4549 de sucre +355 ml d’eau+6,7 ml de phénol a 5% ou solution développée par Naciri :
500g de sucre+320 ml d’eau+0,2 g/l d’azide de sodium).

Couvrir d’'une lamelle.

Observer au microscope a l'objectif X25, X40ou X63. Les oocystes de cryptosporidies
apparaissent au grossissement x25, |égérement rosées, les levures ne prennent pas cette
teinte rosée. Au grossissement x63, ils perdent leur coloration mais on peut observer une a
quatre granulations noiratres qui correspondent aux sporozoites.

Avantage : Cette méthode a l'avantage d’étre simple, rapide, sensible (seuil de
détection d’oocystes est de 10000 opg) de méme elle est peu colteuse.
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Elle présente l'inconvénient de la lecture rapide, car au-dela de 15 a 30 minutes, la
solution dense hypertonique détruira les oocystes, et de ce fait les lames ne peuvent pas
étre conservées, (Tartera, 2000).

3.5.2.2.3. Méthode quantitative sur cellule de Thoma
Technique :

Déliter 0,25 g de Matieres-fécales dans 0,75 ml d’eau
Ajouter 4 ml de solution dense de saccharose.
Agiter vigoureusement.

Remplir une cellule de Thoma ou de Neubaeur (hématocymétre) et compter les
oocystes .La numération obtenue est corrigé en fonction de la taille de la cellule
utilisée, de la dilution effectuée et du volume fécal de départ. Cette méthode est
utilisée, dans les laboratoires de recherche pour des essais cliniques mais présente
l'inconvénient d’étre longue et fastidieuse pour étre utilisée en routine, (Morin, 2002).

3.5.2.3. Techniques immunologiques (ELISA, immunofluorescences)

Disponibles sous forme de Kits commerciaux ex : Cryptocure : Elles font appel a l'utilisation
d’anticorps poly-clonaux ou monoclonaux, elles sont trés sensibles leurs inconvénients
majeurs demeurent, leur colt et leur lenteur d’exécution en plus elles nécessitent I'utilisation
d’'un équipement spécialisé, (Morin, 2002).

Elles sont utilisées dans le :

3.5.2.3.1. Sérodiagnostic

Consiste en la recherche d’Ac ou d’Ag dans le sérum de I'Hbéte parasité. Les
anticorps spécifiques anti Cryptosporidies sont facilement décelés par ELISA ou par
immunofluorescence indirecte, (Naciri, 2001). Le sérodiagnostic est important pour
les études épidémiologiques et indispensable pour le traitement d’un grand nombre
d’échantillons, qui serait laborieux avec les techniques de coloration ou de flottation. Ces
méthodes lorsqu’elles sont utilisées comme appui aux techniques de concentration peuvent
servir dans les enquétes épidémiologiques et la recherche des porteurs asymptomatiques
(séroprévalence), (Chartier, 2003).

Mais, le sérodiagnostic ne permet pas de dater linfection, de plus il ne semble
pas exister une corrélation entre la présence d’anticorps sériques spécifiques de
Cryptosporidium et la résistance a la réinfection. En médecine vétérinaire le sérodiagnostic
est sans intérét, car avant quinze jours d’age le veau porte les anticorps maternelles
d’origine colostrale, les anticorps post infectieux ne seront décelés que tardivement lorsque
I'animal est guéri ou en voie de I'étre, (Naciri et al., 2001).

3.5.1.3.1.1.ELISA : (Enzyme linked immunosorbent assay)

Permet de mettre en évidence les IgM, IgG, IgA, dans le sérum, (Hannahs, 2002), elle peut
étre pratiquée dés la 2éme semaine ,en utilisant un antigéne préparé a partir de sporozoites
lysés par ultrasons; mais a cet age la détection des IgG est sans intérét car ces derniéres
peuvent étre d’origine maternelle, (Euzeby, 1987c¢).

Les tests ELISA présentent 'avantage d’étre sensible, spécifique, de lecture aisée avec
un seuil de sensibilité d’environ 310 opg, (Chartier, 2003).
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Mais elle reste onéreuse pour une utilisation de routine, longue a réalisée, (Verdon et
al., 1992).

3.5.1.3.1.2. Immunofluoresence indirecte

Elle fait appel a l'utilisation comme antigéne des oocystes de Cryptosporidium ou des
coupes de lésions renfermant des stades endogénes du parasite, (Naciri et al.,2000).

Elle présente 'avantage d’étre trés sensible, avec une bonne spécificité, le seuil de
détection est environ 1000 opg, (Peeters et Villacorta, 1995). Les réactions croisées avec
d’autres coccidies, telles que les toxoplasmes, les sarcocystis et les Isospora sont nulles ou
positives a de faibles taux, (Campbell et Current, 1983, in N.Acha et Boris 1989a et b).

Inconvénient : elle est cependant onéreuse pour une utilisation de routine avec
difficultés de réalisation, (Chartier, 2003).

3.5.1.3.1.3. Immunodiagnosic (Immunofluorescence directe): (Photo : 15)

Elle consiste a détecter la présence d’antigénes cryptosporidiens dans les selles (copro-
antigénes),en utilisant des anticorps Monoclonaux anti-C.parvum fluorescents, (Hannahs,
2002), dirigés contre des déterminants antigéniques de la paroi des oocystes présents dans
les matieres fécales, (Achir, 2004).

Dans ce cas les oocystes marqués présentent une fluorescence
Jaune vert intense. (Achir, 2004).

Avantage: elle est d’'une grande sensibilité, d’'une bonne spécificité, son seuil de
détection est d’environ 1000 opg, (Peeters et Villacorta 1995).

Inconvénient: c’est une technique onéreuse, de réalisation difficile, et peut présenter
des faux positifs et surtout des faux négatifs, (Naciri et al., 2001).

Il existe une variante qui est la technique ELISA double sandwich par immunocapture
pour la détection des antigenes de Cryptosporidies dans les selles, (Achir, 2004).

Photo 15 : Marquage par les anticorps monoclonaux
fluorescents (GrX350) d’apres (Forget et al, 1990)

3.5.1.3.1.4. Test d’agglutination au latex et hémagglutination passive

Repose sur la mise en évidence des antigénes d’oocystes dans les féces : Il s'agit de
I'agglutination par ces antigénes, de particules de latex imprégnées d’anticorps spécifiques
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produits sur des lapin immunisé avec des oocystes de Cryptosporidies, néanmoins, ils
sont moins utilisés, (Chartier, 2003), mais possédent une grande spécificité et une grande
sensibilité. Seulement, ce test est défaillant en sensibilité dans les cas des matiéres fécales
pauvres en parasites, (Chartier, 2001).

3.5.1.3.1.5. Les méthodes d’amplification par PCR (polymerase Chain

Réaction)

Ce sont des méthodes trés récentes en biologie moléculaire, qui consistent en la détection
de 'ADN du parasite, (Hannahs, 2002).

Avantage: Permettent a la fois la détection et I'identification aprés concentration des
especes de cryptosporidies présentes méme en trés faible quantité dans un grand volume,

tel que l'eau, le lait et méme I'aliment, (Naciri et al., 2001).

Inconvénient:

Ne permet pas de préciser si les éléments parasitaires détectés sont infectants ou
non, (Naciri et al., 2001).

Nécessite un équipement spécialis€, d’ou son colt élevé, actuellement certains
laboratoires la pratiquent en routine.

Une nouvelle méthode d’identification spécifique et de typage de cryptosporidium
par PCR-RFLP est actuellement utilisée .Elle consiste en une association d’une
PCR nichée et de digestions enzymatiques séquentielles. C’est une technique trés
sensible, simple et qui peut étre utilisée pour différents échantillons biologiques ou

environnementaux, (Coupe et al., 2003).

Le northern blot peut étre aussi utilisé dans un but d’identifier le RNAmM du C.parvum
dans les cellules TCD8+, (Schoroeder et al., 1999).

3.5.2.3.2. Comparaison entre des méthodes d’identification des oocystes de

Cryptosporidium parvum (tableau : 10)

Tableau 10 : comparaison entre les principales méthodes d’identification des oocystes de Cryptosporidium

parvum (Tartera, 2000b)

Méthodes
Ziehl-Neelsen
Heine

Flottation rapide
ELISA

Immunofluorescence

Simplicité
+++

+++

++++

+

+

Coat
+

+

+
+++
+++

Temps
++

++

+

+++
+++

Sensibilité
++

++

+++

+++

+++

Fiabilité
+++
+++
+++
+++
+++

Tableau 11 : Sensibilité des principales techniques de mise en évidence des oocystes de C.parvum

(Chartier, 2003).
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Techniques Seuil de sensibilité
PCR avec purification 80 O.P.G

PCR sans purification 600 O.P.G
Flottation 4000 O.P.G
Sédimentation 102500000 O.P.G
Frottis 1000000 O.P.G
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3.5.2.4. Diagnostic histologique

La détection du parasite aprés la mort peut étre réalisée, Une recherche histologique
effectuée sur des coupes d’intestin (figure : 34), permet de mettre en évidence des différents
stades endogénes des Cryptosporidies.

3.5.2.4.1. Les biopsies et les coupes intestinales : (Photo : 16)

Les prélévements doivent étre effectués au niveau de la région iléale et ne doivent pas
dépasser le délai de 6 heures aprés la mort sous peine d’autolyse ce qui rendra tres difficile
la lecture des lames. Par la suite les coupes sont réalisées et les biopsies fixées avec du
formol a 10% ou dans du liquide de Bouin, enfin elles subissent les techniques de colorations
d’histologie classique : coloration & hématoxyline-éosine (HSE), Giemsa, ou de Grocott. La
lecture se fait en microscopie optique.

Les cryptosporidies apparaissent comme des éléments sphériques ou ovoides, de 2a5
pm de diameétre, basophiles retrouvées en surface des cellules épithéliales attachées a la
bordure en brosse des entérocytes, au sommet et sur les cotés des villosités intestinales et
dans la lumiére des cryptes, (Chermette et Boufassa-Ouzrout, 1986).

Les biopsies et les sections intestinales peuvent étre préparées pour une observation
en microscopie électronique pour cela elles doivent faire I'objet de

fixation dans le glutaraldéhyde a 2,5 %

post-fixées dans une solution de tétraoxyde d’osmium a 1%
déshydratées dans un gradient d’Ethanol

incluse dans I'araldite

colorer I'ultra section au citrate ou a I'acétate d’uranyl.

en microscopie électronique on peut observer les différents stades endogénes ainsi que les
structures internes du parasite, (Chermette et Boufassa-Ouzrout, 1986 et 1988).

3.5.2.4.2. Examen apreés raclages de la muqueuse

Un raclage de la muqueuse peut étre pratiqué surtout au lieu d’élection du parasite (iléon),
(Bussiéras et Chermette, 1992), a ce niveau les prélévements peuvent étre réalisés méme
24 a 36 heures apres la mort, dans ce cas l'autolyse de la muqueuse ne géne pas la
lecture des lames, mais ces raclages doivent étre immédiatement étalés sur lames, séchés
a l'air et fixés a I'alcool. On peut effectuer par la suite une coloration par la technique de
Ziehl-Neelsen modifiée ou par la méthode de Giemsa. Cependant il faut bien signaler que
la technique de Heine et les différentes méthodes de concentrations ne peuvent pas étre
appliquées pour le raclage. (Chermette et Boufassa-Ouzrout, 1986).
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REF VPR - ®
Photo 16 : Coupe d’intestin .Cryptosporidies dans la lumiére
et au niveau de la bordure en brosse. (Naciri et al., 1983).

3.5.2.5. Xenodiagnostic

Ce type de diagnostic peut étre utilisé pour la confirmation dans le cas ou un doute
est resté aprés utilisation des techniques de coloration ou de concentration, il consiste a
inoculer par voie orale du matériel fécal frais provenant d’'un sujet suspect a des animaux
de laboratoire nouveau-nés, (Chermette et Boufassa-Ouzrout, 1988), (souris, rats, lapin
axéniques), généralement le matériel fécal a inoculer (inoculum) est préparer selon le
procédé suivant:

Décontaminer le matériel fécal de tous les germes, par 'utilisation d’antibiotiques,
d’antifongiques, d’eau de Javel ou par passages successifs sur animaux axéniques.
Isolement des cryptosporidies par filtration sur gaze ou sur colonnes.

Les animaux sont infectés a I'dge de 1 a 5 jours.

La recherche des Cryptosporidies se fait a partir du oeme jour post-inoculation, dans les
matiéres fécales des animaux infectés, et cela par les méthodes conventionnelles, surtout
la coloration ou la flottaison. Par ailleurs les animaux peuvent étre sacrifiés au bout de 6
jours. Pour rechercher les stades de développement endogénes du parasite sur des coupes
histologiques d’intestin et sur raclage de muqueuse puis voir au microscopie optique et
électronique, (Chermette et Boufassa-Ouzrout, 1988).

3.6. Traitement

3.6.1. Traitement spécifique

Chez le veau :

Il nexiste pas de traitement spécifique de la cryptosporidiose convaincant a ce jour.
Le traitement symptomatique lui, est identique a celui utilisé pour les autres affections
diarrhéiques, (Chartier, 2003).

Les molécules utilisées (anticoccidiens, sulfamides et antibiotiques), testées seules ou
en association ont donné des résultats décevants, (Cenac et al., 1984 ; Chartier, 2005)
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Néanmoins plusieurs molécules ont été proposées:

Le lactate d’halofuginone, est le seul médicament validé par une AMM en France,
(Naciri et al., 2000). Il s’agit d’'une molécule de synthése appartenant aux quinazolinones
connue pour son activité anticoccidienne, (Villacorta et al., 1991).

Le lactate d’halofuginone a fait preuve d'une efficacité dans les conditions
expérimentales, (Naciri et al., 1993). Il a une action cryptosporidiostatique. La molécule
atteint les stades précoces du cycle et les stades libres du parasite (sporozoites et
meérozoites).

Sa tolérance est relativement faible et entraine des effets secondaires comme de la
diarrhée, pertes de poids et lymphopénies, qui peuvent apparaitre a deux ou trois fois la
dose thérapeutique.

La dose a utiliser est de 100 a 120 pg/kg de poids vif une fois par jour, soit 2 ml d’halocur
par 10 kg de poids vif pendant sept jours consécutifs, par voie orale et apres le repas de
colostrum, de lait ou de lactoremplaceur.

Le sulfate de paromomycine est un antibiotique aminoside, (Mancassola et al., 1995).

.La paromomycine a été expérimentée chez des veaux laitiers. en effet, administrée
pendant 11 jours, en débutant d’'un jour avant l'infestation par les cryptosporidies, elle
a diminué l'intensité de la diarrhée et le nombre d’oocystes excrété par ces derniers ,
(Bourgouin, 1996). Par ailleurs (Fayer et Ellis) cités par (Chartier, 2003), ont réalisé un
essai concernant I'activité de ce produit chez le veau infecté expérimentalement .En lui
administrant une dose variant de 25 a 100mg/kg/j pendant 11 jours, les veaux n’ont pas
excrété d’oocystes pendant toute la durée du suivi (28 jours), ces expériences confirment
alors I'efficacité prophylactique du sulfate de paromomycine.

Le lasaloside: C’est un antibiotique ionophore a activité anticoccidienne. Son efficacité
a été demontré sur le terrain par, (Navetat et al., 1995 ; Navetat et Rizet, 2002) administré le
produit en préventif et en curatif a des rats immunodéprimés. Cette molécule a empéché ou
supprimé les manifestations cliniques de l'infection .Toutefois, une dizaine de jours aprés
I'arrét du traitement, I'infection s’est redéclarée.

La dose curative utilisée est de 3 a 5 mg /kg/j par voie orale pendant 3 jours. Cependant
sa toxicité constitue un grand inconvénient, (Morin, 2002).

Le décoquinate: Anticoccidien de la famille des hydroxy-quinolones, (Euzeby, 1987),
Il semble que son action réduit la prolifération des cryptosporidies a la posologie de 2,5 a 5
mg/kg/j par voie orale et pendant 20 a 30 jours, (Courouble,1998; Beugnet, 2000). En plus
de la durée du traitement, son efficacité thérapeutique n ‘est pas confirmée.

L’aprinocide: anticoccidien dérivé des amino-purines, il est d’abord coccidiostatique
mais devient coccidicide aprés une administration prolongée, (Euzeby, 1987). Chez le rat
cette molécule a montré une certaine efficacité, a la dose de 25-50mg/Kg/j, (Chartier, 2001).

La clarithromycine, la cyclosporine A, la dinitolmide, I'érythromycine, La maduramycine,
la mépacrine, I'oléandomycine, la pentamidine, I'alborixine, 'amprolium et la salinomycine,
testés sur le souriceau nouveau-né ou le rat immunodéprimé, d’'une maniére préventive,
réduisent I'excrétion parasitaire et les signes cliniques, (Chartier , 2001).

En général, ces différentes molécules ont donné des résultats intéressants
essentiellement lorsqu’elles sont utilisées de maniére préventive pendant plusieurs jours,
(Chartier, 2001).



Partie bibliographique

3.6.2. Traitement symptomatique

En raison des maigres résultats obtenus avec les molécules existantes, le traitement
symptomatique s’'impose et est en général analogue a celui des autres diarrhées
néonatales, (Chartier, 2003).

Chez I’animal :

3.6.2.1. La réhydratation

Elle sera orale ou veineuse et dépend du degré de déshydratation et de la capacité de
la muqueuse intestinale a absorber des liquides. La déshydratation est considérée grave
lorsqu’elle dépasse 5% du poids corporelle avec des signes d’enfoncement oculaire et
persistance du pli cutané et que I'animal refuse de boire, (Gapihan, 1982). La réhydratation
est primordiale dans le traitement des diarrhées chez le veau, car elle permet de remédier
a la déshydratation et les troubles métaboliques qui I'accompagnent (acidose, fuite d’ions,
urémie, hypoglycémie) qui peuvent conduire rapidement a la mort de I'animal (Bourgouin,
1996; Blanchard et Mage, 2001).

3.6.2.1.1. La réhydratation orale

Doit étre systématique et rapide pour répondre aux pertes en eau et en électrolytes (sodium,
potassium, chlorure, bicarbonate) causées par la diarrhée. Pour les animaux qui ne veulent
pas ou ne peuvent pas boire, l'utilisation d’'une sonde est préconisée, ce qui permet en
méme temps d’administrer des quantités beaucoup plus importantes de liquides et de
solutés, en particulier en potassium. Il est en outre recommandé d’utiliser des solutions
contenant de la glutamine. (Demigne, 1982; Morin, 2002).

3.6.2.1.2..La réhydratation veineuse

Utilisée dans les cas graves, en plus d’apporter de I'eau et des électrolytes pour compenser
les pertes, elle sert surtout a corriger 'acidose métabolique qui est généralement associé a
la diarrhée, (Demigne, 1982; Morin, 2002). Les produits réhydratant contiennent en général
des ions chlorures, sodium, bicarbonates, potassium (combattre I'acidose), du magnésium
mais aussi du glucose, du lactose, dextrose, sorbitol et ou des acides aminés, qui réalisent
un apport énergétique utile pour la réparation de la cellule intestinale et relancer la pompe
a sodium potassium, (Maach et al., 1996; Blanchard et Mage, 2001).

3.6.2.2. Le régime alimentaire

La question de la suspension ou non de l'alimentation laisse place a de nombreuses
controverses, certains préconisent l'arrét de l'alimentation lactée d’autres au contraire
conseillent son maintien, (Rollin, 2002).

3.6.2.3. Les anti-inflammatoires

L'utilisation des anti-inflammatoires lors de la cryptosporidiose est indiqué au vu de
limplication des prostaglandines dans le mécanisme de l'apparition des diarrhées
cryptosporidiennes. Les faveurs vont bien sar vers I'utilisation des anti-inflammatoires non
stéroidiens pour combattre I'inflammation, les non stéroidiens sont par contre contre-
indiqués.

3.6.2.4. Les vitamines
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3.7.

Certains auteurs préconisent I'utilisation des vitamines des groupes B, et K. lls proposent
en plus des sulfamides d'utiliser des vitamines des groupes B2, B12 et K. La vitamine A
parait jouer un réle bénéfique car sa carence favorise I'apparition de la cryptosporidiose,
(Morin, 2002).

3.6.2.5. Les pansements intestinaux

Tels le Kaolin, le Bismuth, la smectite ou les pectines (Bourgouin, 1996; Beugnet, 2000),
Sont également indiqués.

3.6.2.6. Les antibiotiques

L'utilisation des antibiotiques a larges spectres est utilisée en particulier pour éviter les
surinfections bactériennes trés fréquentes, (Bourgouin, 1996; Morin, 2002).

Prophylaxie
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3.7.1. Prophylaxie sanitaire

A) chez I’'animal :

La cryptosporidiose étant transmise par lingestion d’oocystes, il importe donc de
détruire dans la mesure du possible le parasite dans I'environnement et réduire les
possibilités de contact avec les animaux, (Angus, 1990), a proposé un protocole en 10 points
qui s’appelle d’ailleurs les ‘dix points d’Angus’.

L’administration précoce de colostrum, qui méme si elle ne protége pas le veau contre
la cryptosporidiose, permet de le protéger contre les autres agents entéropathogeénes,
(Wattiaux, 1999).

Respect du principe : ‘ tout plein tout vide’, qui consiste a éviter les vas et viens des
animaux -Désinfection systématique des locaux entre les lots (ammoniac a 5 ou 10
%, eau oxygénée a 3 % et le formol a 10 %) peuvent étre utilisés efficacement.
Maintien d’un environnement propre et sec, paillage fréquent (de 1 Kg de paille par
m2 tous les 2 jours).

Elevage en box individuel et jusqu’a deux a trois semaines d’age, cette mesure aura
pour but de retarder le plus possible I'exposition des animaux au parasite.

Isolement des malades dés les premiers symptémes,

Utilisation de bottes et de vétements spécifiques pour les soins des lots malades,
Stérilisation (nettoyage) quotidienne du matériel.

Vaccination des méres contre les autres entéropathogénes, et prise systématique

du colostrum par le veau dés les premiers moments aprés sa naissance en quantité,
qualité et dans les délais.

Statut minéral des femelles (concerne les petits ruminants)

Faire un plan de dératisation car les rats et les souris peuvent servir a transporter le
parasite et servir de source de contamination.

La transmission du parasite par voie hydrique est possible, aussi il faut éviter I'acces des
animaux d’élevage aux eaux de surface.

(Euzeby, 1987; Fleming et al., 2004).

3.7.2. Prophylaxie Médicale
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La chimioprophylaxie repose sur les deux molécules utilisées dans le traitement,
(le lactate d’halofuginone et le sulfate de paromomycine).

Des essais vaccinaux ont été tentés sur des méres en fin de gestation en vue d’obtenir
un colostrum hyper immun, permettant I'apport d’anticorps neutralisant les sporozoaires.
Dans ce but, des études réalisées chez les bovins et les caprins, utilisant une protéine
recombinante injectée par voie sous-cutanée dans le premier cas et un fragment d’ADN
codant pour une protéine de surface du sporozoite administrée par voie nasale dans le
second cas ont conduit a une réduction de la diarrhée et de I'excrétion d’oocystes chez les
animaux recevant le colostrum hyper immun produit par les méres vaccinés.

En revanche, la vaccination directe des ruminants nouveau-nés parait difficilement
réalisable en raison de la contamination précoce et de la période prépatente trés courte .Les
résultats obtenus a ce jour demeurent peu encourageant, (Chartier, 2003).

4. Le coronavirus

4.1. Synthese Bibliographique

4.1.1. Historique

Considéré comme étant 'un des agents majeurs des diarrhées néonatales, le coronavirus
bovin présente une importance économique considérable, il est a I'origine de diarrhées et
de maladies respiratoires chez le veau, (Kapil et Basaraba, 1997), et de winter dysentery
chez les bovins adultes, (Saif, 1990).

Les coronavirus sont des virus qui infectent les oiseaux et de nombreux mammiféeres
y compris I’homme, ils touchent la trachée, les organes gastro-intestinaux, le systéme
nerveux, ainsi que d’autres organes tels le foie, le cceur, les reins et les yeux, (Escor et al.,
2001a et b), mais c’est les cellules épithéliales intestinales qui en sont les cibles privilégiées,
(Alonso et al., 2002a et 2002b).

Le coronavirus du veau a été découvert en (1971), par Mebus dans I'état du Nebraska
(USA) a la suite d’'un échec de vaccination contre le rotavirus. lls démontrérent tout d’abord
que le virus était présent dans les féces des veaux diarrhéiques qu’ils avaient observées
au microscope électronique. Aprés avoir partiellement purifié le virus, ils reproduisirent
expérimentalement la maladie sur des veaux conventionnels et privés de colostrum de la
méme lignée qui subirent isolément une inoculation orale de filtrats de matiéres fécales
(issues de veaux diarrhéiques) exemptes de bactéries et contenant une grande quantité de
virus, (Stair et al., 1972).

L'identité du coronavirus a été confirmée en (1976, par Sharpee et ses collaborateurs),
(Sharpee et al., 1976). Il est désormais reconnus comme un des agents importants des
diarrhées néonatales chez le veau ou il arrive juste aprés le rotavirus, (Craig et Kapil, 1994)
comme agent de diarrhées, particuliérement ceux de 1 & 16 semaines d’age, (Heckert et al.,
1990; Kapil et al., 1991), et chez bovins adultes ou il provoque la winter dysentery (entérite
hémorragique hivernale), (Saif et al., 1988; Kapil et Basaraba, 1997)

Enfin, 'association de ce virus avec d’autres germes a été démontrée par de nombreux
travaux, (Acres et al., 1975; Kohara et al., 1997).
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Ces découvertes ont alors incité les virologistes a rechercher I'existence de coronavirus

dans d’autres espéces.
lls découvrirent ainsi:

le coronavirus entéritique du chien
le coronavirus du poulain

le coronavirus du souriceau.

le coronavirus entéritique humain

En 1965, I'étude de I'agent responsable de la Gastro-entérite transmissible du porcelet avait
été entreprise. En 1968, caractérisation de la morphologie du virus responsable, et enfin

définition de la famille des CORINAVIRIDAE.
On a également identifié:

le CV 777, isolé chez le porc, lors d’une épizootie de diarrhées, par (Pensaert et

Callebaut, 1978), qu'il faut distinguer du virus G.E.T.
le virus de la Péritonite Infectieuse Féline

Ce dernier n’est pas gastro-entérique et détermine des symptédmes non spécifiques

(anorexie, hyperthermie, amaigrissement, etc).

Il est maintenant établi que, le coronavirus appartient a I'ordre des Nirovirales qui inclut

trois familles, les Coronaviridae (Coronavirus), les Asteroviridae et les Ronoviridae.

Les Coronaviridae comprennent les genres Coronavirus et Torovirus (Tableau : 12)

Tableau 12 : Caractéristiques des coronavirus et des torovirus. (Cavanagh, 1998)

Caractéristiques Coronavirus |Torovirus
Enveloppé + +

ARN positif simple brin avec queue polyA + +

Géne 5'Polymerase — Génes de protéines structurales en 3’ + +

Le 3’co-terminal naissant porte au moins 4 ARNm + +
subgénomique

Seule la région 5'de 'ARNm est traductionnellement active + +
Décalage du cadre de lecture ribosomal dans le géne de la + +
polymérase

Une protéine M avec au moins 3 séquences traversant la + +
membrane

Bourgeonnement intracellulaire + +

Taille du génome en KB 27 -31,5 ~25
Séquence 5’ Leader + -

Core (Cceur) + -
Nucléocapside Hélicoidale Tubulaire
Spicule (spike) proéminentes + +
Structure en hélice/hélice des spicules + +
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Le genre coronavirus est divisé en trois groupes selon leurs propriétés sérologiques
et génétiques. Le groupe 2 dans lequel se trouve le coronavirus bovin(BCoV), contient
également le coronavirus des mammiféres et aviaire, de méme que les coronavirus
de I'hépatite de la souris, de I'entérite de la poule, le virus de I'encéphalomyélite
hémagglutinante du porc, et le coronavirus humain(HCoV) OC43. L'une des caractéristiques
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du groupe 2 est la présence d’'un géne codant pour une hémagglutinine esterase, protéine
absente dans les autres groupes, (Holmes et Lai, 1996). le BCoV a été en premier associé
a la diarrhée du veau, puis plus tard a la winter dysentery chez les bovins adultes , le méme
virus semble étre a 'origine de la maladie des jeunes et des adultes, (Traven et al., 2001),
et les animaux éliminent souvent le virus a travers leur excrétions nasales et fecales, (Cho
et al., 2001; Chouljenko et al., 2001).

4.1.2. Les caracteres du virus

Bien que Les connaissances restent encore fragmentaires, I'utilisation des techniques
ELISA, (Carpenter, 1997; Schoenthaler et Kapil, 1999), avec des anticorps monoclonaukx,
(Daginakatte et al., 1999), de 'immunofluorescence, (Heckert et al., 1989; Tahir et al., 1995).
De la microscopie électronique, (Pedersen et al., 1978), de 'hémagglutination, (Tahir et al.,
1995), ainsi que des techniques sérologiques, (Laporte et al., 1980), ont largement contribué
a leur amélioration.

4.1.2.1. Caractéres morphologiques

Au départ les chercheurs pensaient que les CORONAVIRIDAES formaient une famille de
virus ne contenant qu’un seul genre, (Scherrer et Laporte, 1983), par la suite les recherches
ont montré qu’ils formaient deux genres, le genre Coronavirus et le genre Torovirus..
Ce sont des virus enveloppés, pléiomorphes mais généralement sphériques ou ovoides,
(Scherrer et Laporte, 1983), de diamétre variable (60 a 220 nm), avec une moyenne de
120 nm, (Pensaert et Callebaut, 1978), au microscope électronique, leur caractéristique
morphologique principale est la présence de spicules, (Scherrer et Laporte, 1983), qui sont
des projections de surface que I'on appelle aussi «péploméres», ce sont des sortes de
franges a extrémité renflée, en forme de club de golf longs de 20 nm et formant une couronne
(corona) autour de la particule virale, ces projections ressemblent encore a des pétales qui
seraient reliées a la particule virale par des tiges de 10 a 12 nm, la longueur totale de ces
projections variant de 15 a 23 nm, (Cavanagh, 1998) (Photos : 18 et 19), ordinairement,
elles apparaissent bi laminées, (Escors et al., 2001a et 2001b), d’aspect uniforme et sont
régulierement distribuées a la surface du virion , tandis que, dans certains cas les longueurs
sont trés différentes, la répartition est irréguliére et I'image typique du Coronavirus disparait
complétement.

Pour obtenir une coloration adéquate du virion, on emploie le phosphotungstate de
sodium a 4 % et de PH = 7,2 ou le Molybdate d’ammonium a 2 % et de PH = 7,2, c’est une
coloration dite négative, (L’'Haridon et al., 1981).

La structure interne de la nucléocapside est mal définie, (Dea et al., 1981).

Le génome viral est constitué d’'une molécule d’ARN, (Pensaert et Callebaut, 1978),
non segmenté, (Stern et Kennedy, 1980), et infectieuse, (Siddell et al., 1983), un traitement
au 5—iodo — 2’ désoxyuridine, (Sato et al., 1977a et b), et a I'actinomycine, (Dennis et Brian,
1982), confirment cette nature ribonucléique, (Sharpee et al., 1976), puisque ces molécules
n’affectent pas la croissance du virus (ce qui aurait été le cas s’il avait contenu de ’ADN),

(Guy et Brian, 1979), c’est dailleurs le plus grand ARN monocaténaire connu (6,7 x 106

daltons de poids moléculaire moyen , avec un minimum a 3,8 x 106 daltons), (Gonzalez

et al., 2002).
Sa polarité est positive, (Siddell et al., 1981), et il jouerait le role d'un ARN messager,
(Gorbalenya, 2001). (Cette particularité semble prouvée par le fait qu’'une simple injection
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d’ARN viral sur une souris induit 'apparition de particules virales dans I'organisme du
rongeur).

Il est protégé par une protéine non glycosylée "N", (Gonzalez et al., 2002), dont la
masse moléculaire atteint les 50 000 daltons, 'ensemble, qui représente la nucléoprotéine
du virus, est entouré d’'une membrane lipoprotéique, (Schmidt, 1982).

Les protéines de structure majeures du Coronavirus bovin sont au nombre de cinqg
(ORF4, ORF9, ORF10, ORF3, ORF8), (Cavanagh et al., 1990 ; Lai et Cavanagh 1997),
(Tableau 13).

La premiére est la protéine "N", nucléocapsides (N) protéines (43 a 50 kdaltons)

La seconde est I'un des constituants de la membrane, une glycoprotéine (M) (25 a 35
kdaltons) de 28 Kdaltons

La troisieme est une autre glycoprotéine, de (180 a 220 kdaltons), constitutive des
spicules et composée de 2 sous unités (de 100 kdaltons chacune) (S1 et S2), (Gonzalez et
al., 2002), correspondant aux N-terminal et C-terminal sous unités) (180- 220) reliées entre
elles par des ponts dissulfures.

La quatrieme une Hemagglutinine estérase (HE) glycoprotéines (125-140 kdaltons),

De récentes études ont montré que le coronavirus posséde une protéine virale, la
protéine E (10 a12 kdaltons), (Cavanagh et al., 1990 ; Lai et Cavanagh, 1997).

La protéine S (ORF4) des spicules est constituée de 2 sous unités S1 (N-terminal half)
et S2 (C terminal-half), qui jouent un réle important dans I'interaction du virus avec I'hote,
la sous unité S1 est associée a la fixation du virus aux recepteurs de la cellule hote, (Kubo
et al., 1994 ; Sawicki et al., 2001), la sous unité S2 est responsable de la fusion avec la
membrane cellulaire, (Yoo et al., 1991), la seconde importance de la protéine S est son
pouvoir antigéne, qui est plus important que celui induit par ’lhémagglutinine esterase ou
protéine (ORF3), (Lin etal., 2000), la sous unité S1 du BCoV confére au virus une résistance
a la neutralisation du virus, (Yoo et Deregt, 2001), les variations du tropisme du virus par
rapport a I'héte et a différents tissus sont largement influencées par la protéine des spicules,
(Gallagher et Buchmeier, 2001).

Protéines Coronavins Tororims
Glycoprotémes Spicule (Spike) 5 120 -220 200
Protéine IWiernbranaire (Mlerwbrane I 23-35 27
Frotein)

Proteine de Mucléocapside H 50 -40 &0
Petite protéine d Ersveloppe E 9-12 H.LC.
Protéme d'Hémagglutinane Estérase | HE b5 65

i Haemagglutirg — esterase)

Tableau 13 : les protéines associées au virus des coronaviridae (Cavanagh, 1998)
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Photo 17 : Coronavirus en microscopie électronique (Cavanagh, 1998)
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Figure 17 : La structure du coronavirus. (Cavanagh, 1998)

4.1.2.2. Propriétés biophysiques
Densité :

La densité du Coronavirus en suspension dans du saccharose peut varier de 1,18 a
1,20 g /ml, (Siddell et al., 1981).

Elle est de 1,24 g /ml si on le met dans du Chlorure de Césium, (Roitt et al., 1998).
Hémagglutination et Hémadsorption :

Les Coronavirus entéritiques bovins, humains et murins agglutinent les globules rouges
de rat, de souris, de hamster ou de poulet, (Akashi et al., 1981).

Cependant, aucun pouvoir d’hémadsorption n’a pu étre constaté vis-a-vis des globules
rouges de chat, de chien, de cheval, de chévre, de bovin et de 'homme, (Sato et al., 1977b).
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L’hémagglutinine est portée par les spicules de la particule virale, seul le virus de la
G.E.T. n’en posséde pas. Le pouvoir hémagglutinant du Coronavirus bovin semble d’ailleurs
lié aux particules infectieuses et a la présence de spicules sur celles-ci, (Sato et al., 1977).

On inhibe ce pouvoir d’hémagglutination en soumettant le virus a I'action des solvants
lipidiques, (Dea et al., 1981), alors que la température (50° C) et I'acidité (PH = 3) n’ont pas
cet effet altérant.

Il a été démontré que le Coronavirus de la diarrhée néonatale du veau n’est pas
pathogéne pour le souriceau, le hamster ou le cobaye nouveau—né, (Dea et al., 1981), et
qu’il ne se multiplie ni dans la lignée des cellules allantoidiennes, ni sur la membrane chorio
allantoidienne des ceufs embryonnés de poulet, (Dea et al., 1981), toutefois, le virus se
développe dans le cerveau de souriceau, (Dea et al., 1981).

Les glycoprotéines HE et S sont les déterminants antigéniques de la neutralisation et
I’lhémagglutination du coronavirus, (Lai et Cavanagh, 1997).

4.1.2.3. Propriétés biochimiques

Résistances:

Moins résistant que le Rotavirus dans le milieu extérieur, du fait de son enveloppe, ce
qui explique sa faible fréquence, il est sensible a I'éther, au chloroforme, (Sato et al., 1977),
et perd totalement son pouvoir infectieux lors de traitements par des solvants lipidiques,
(Sato et al., 1977).

Il est également sensible au désoxycholate et a la trypsine, (Sato et al., 1977).

Un Coronavirus isolé au Quebec s’est d’ailleurs montré sensible a des concentrations
supérieures a 0.25 % de trypsine, (Sato et al., 1977), une étude effectuée sur 7 Coronavirus
bovins isolés au Quebec, a toutefois démontré que cette sensibilité était trés variable d’'une
souche a l'autre, (Dea et al., 1981).

C’est un virus qui reste stable en milieu aqueux ainsi qu’a des PH compris entre 3 et
11; sa stabilité en milieu acide lui permet de résister au passage dans I'estomac du veau
(PH : 6). Le virus est en outre complétement altéré par 24 heures d’'incubation dans un bain
a 0.02 % de formol, (Dea et al., 1981).

Les coronavirus respiratoires humains et les coronavirus aviaires sont, quant a eux,
trés sensibles aux milieux acides.

4.1.2.4. Antigénicité et immunité
Plusieurs études ont été effectuées pour connaitre le pouvoir antigéne du coronavirus a
I'aide d’anticorps monoclonaux et polyclonaux, (Milane et al., 1997).

Le Coronavirus bovin s’intégre au groupe des coronavirus respiratoires humains de
type OC 43, (Tzipori, 1981), le motif structural de I'épitope commun a ce groupe reste encore
inconnu, (Dea et al., 1980).

Il est, d’autre part, toujours impossible de distinguer des coronavirus d’origines
géographiques différentes avec I'aide des anticorps classiques.

Plusieurs tentatives ont été effectuées, soit au moyen de I'lmmunofluorescence
Indirecte, soit au moyen de la Séro—Neutralisation.

Aucune distinction n’a pu étre établie entre par exemple les souches G11q (francaise)
et américaine (souche isolée au Nebraska par (Sharpee et al., 1976).
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Les sérums, qu’elle que soit leur origine, présentent les mémes titres vis-a-vis de
chacune de ces deux souches, (L'Haridon et al., 1981).

Grace aux techniques d’ImmunoPrécipitation (ou ImmunoDiffusion) et de Contre
Immunoélectrophorése on a pu démontrer I'existence de 2 a 3 antigénes précipitants chez
les Coronavirus bovins.

On a eu recours a des sérums hyperimmuns dirigés contre les souches étudiées et
contre la souche du Nebraska, (Dea et al., 1980).

L'antigéne précipitant majeur semble étre lié aux structures membranaires de
I'enveloppe virale, (Dea et al., 1981).

Ces techniques (CIE et ID) ont été utilisées pour établir les relations antigéniques
existantes entre 5 isolats de Coronavirus bovins, (Dea et al., 1980).

La premiere (CIE) a permis I'observation de 2 antigénes précipitants pour chacun de
ces isolats, un des antigénes a été dénommé "antigéne "M" ", commun aux cinq isolats.

L'autre, identifié comme "antigéne "m" ", s’est avéré variable avec l'isolat considéré.
Ces isolats ont été classés en 2 groupes, en fonction de ce second antigene ("m").

La seconde méthode (ID) a mis en évidence I'existence de réactions croisées partielles
entre les virus des deux différents groupes.

Seul, de toute maniere, le recours aux anticorps monoclonaux a permis une
classification beaucoup plus rigoureuse, (Crouch et al., 1984). (Tableau 14)

COROHAVIRITS
Bronchite irdectiense aviare
LVIAIRES Coronavins respiratoire du Dindon
Coronavirs respiratoire Hurain 229 E
Virus de Ja G E.T. du Porcelet
Coronavirs entértique Camn
LIALINIFERES Virsde laF.LF.

Coronavirs respiratoire Hurmain OC 43
Virus de I"Hépatite Ilurine

Coronavirs du Fat

Coronavirms enténtigue Hurman
Coronavirns entértique Bosin (B EC V)

Virus hérmagelutinant de 'encéphahte o pore.
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Tableau 14 : classification actuelle de la famille des coronaviridae(Cavanagh, 1998)
Le virus CV 777 du porc ne semble entrer dans aucun de ces groupes.

Les coronavirus aviaires, d’'une part, et ceux des mammiféres, d’autre part, n'ont
aucune parenté antigénique entre eux.

Ce sont les virus humains, respectivement " OC 43 " et " 229 E " qui sont les chefs de
file des 2 sous groupes " Mammiféres ".

Les connaissances acquises sur 'immunité engendrée par les coronavirus sont encore
peu nombreuses, (Baudoux et al., 1998; Nslund et al., 2000).
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Figure 18 : reaction de defense dans les enterites virales (Brahimi, 1984).

Les remarques suivantes apportent cependant des informations importantes (Figure
19).

Chez les veaux privés de colostrum, on constate la présence de virus dans le liquide
des anses intestinales quatre jours aprés I'inoculation expérimentale de ceux — ci tandis
gu’aucun anticorps neutralisant ni aucune molécule d’interféron ne peuvent y étre

détectés.

Par contre, six a sept jours aprés cette infection, on observe les phénoménes inverses,
c'est-a-dire que I'on ne retrouve plus de virus mais de nombreux anticorps de type IgA et
IgM.

Une haute et durable réponse des IgM est constatée dans le sérum et lait des vaches
infectées et qui confirment chez les vaches présentant une infection respiratoire par le
coronavirus , la présence de linfection primaire par le BCV, (Buiting et al., 1996), ceci
montre que la réponse précoce est indépendante des cellules T, (Marshall-Clarke et al.,
2000), en outre des virus de familles différentes et de types différents, mais possédant les
mémes déterminants antigéniques provoquent une réponse IgM indépendante des cellules
T, (Bachmann et Zinkernagel, 1996), ce qui explique la trés allongée réponse IgM spécifique
au BCV dans le lait de vache. Ces résultats sont retrouvés dans plusieurs travaux, (Nslund
et al., 2000), des cellules sont également retrouvées 2 mois apres la primo infection dans
les cellules nasales des animaux aprés une primo infection du nouveau-né, (Heckert et al.,
1991).
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Les IgA restent trés longtemps et sont détectées jusqu'a 17 mois apres infection, la
relation entre 'age des animaux et la persistance des IgA dans le sérum est confirmée par
différents travaux, (Nslund et al., 2000).

Ces faits suggeérent I'existence d’une protection immédiate, qui résulterait d’'une
interférence du virus, et d’'une protection retardée, réalisée par les immunoglobulines
signalées.

L'interferon de type I, IFN1, semble étre un indiacteur précoce de I'infection par les virus
qui le produisent, (Traven et al., 1991), les titres élevés en interferon de type | sont retrouvés
localement dans le tractus digestif et respiratoire et dans I'organisme, ceci est confirmé par
différents travaux, (Baudoux et al., 1998).

Chez les veaux, qui recoivent du colostrum, on note des titres sériques élevés,
(Snodgrass et Browning, 1999), en anticorps dirigés contre le coronavirus bien que
ce dernier continue a se multiplier dans les anses intestinales lorsqu'on I'a inoculé
expérimentalement.

Ces veaux ne semblent pas protégés contre I'infection virale et cette constatation s’est
révélée aussi vraie sur le terrain, lors d’infection naturelle, (Foucras et al., 2004).

4.1.2.5. Comportement du virus en culture

Deux voies d’approche ont été utilisées avec le coronavirus.

La premiére a consisté en I'adaptation d’'une souche sauvage a des cultures de reins
de bovin embryonnés, (Dea et al.,, 1980b), cette méthode fut préconisée par (Mebus et
collaborateurs, 1971), ainsi que (L'Haridon et al., 1981).

Elle abouitit, a I'issue de nombreux passages (environ une vingtaine), a la multiplication
du virus, (Scherrer et Laporte, 1983), dans les cellules décrites avec, pour résultat moyen :

1x 10° UFP/ml (= souche G11( frangaise).

La seconde visait 'adaptation des souches sauvages a des lignées cellulaires
d’origine intestinale, plus proches des cellules naturellement sensibles. C’est (Laporte et
collaborateurs qui ont décrit cette technique entre 1970-1980) et le recours a des cellules
HRT 18 (HUMAN RECTAL TUMOR), (Laporte al., 1980), leurs résultats ont été excellents
puisqu’ils ont obtenu une production de coronavirus d’environ mille fois supérieure : 1 a 5 x

108 UFP/ ml et, aprés 5 a 6 passages seulement (souche frangaise F15 ). D’autres études

ont montré la performance de ces cellules dans |la multiplication du virus, (Benfield et Saif,
1990; Tsunemitsu et al., 1991).

4.1.3. Les Infections a Coronavirus
4.1.3.1. Epidémiologie de la maladie

4.1.3.1.1. Descriptive

Depuis qu’on I'a découvert dans les féces diarrhéiques de veaux, aux U.S.A., le coronavirus
du veau a été retrouvé un peu partout dans le monde. Associé a des cas de diarrhée,
(Scherrer et Laporte, 1983), grace auxquels il fut identifié, on I'a observé au Canada, en
France, en Grande-Bretagne et au Danemark, (L'Haridon et al., 1981).
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4.1.3.1.2. Analytique

Le coronavirus atteint principalement les veaux agés de 1 a 3 semaines, (Benfield et Saif,
1990; Tsunemitsu et al., 1991), comme semblent le confirmer des enquétes réalisées en
Belgique, (Dea et al., 1981), et aux Etats-Unis, (Mebus et al., 1973; Bendali et al., 1999).

Ceci n’est cependant pas une régle absolue, on peut le retrouver aussi jusqu’a I'age

d’'un an, chez les jeunes bovins, et parfois méme plus tard, dans les fécés diarrhéiques
d’adultes, (Akashi et al., 1980; Kapil et al., 1995), ou il est fortement soupconné d’étre I'un
des agents responsables de la W.D (Winter Dysentery), (Espinasse et al., 1981; Kapil et
Basaraba, 1997).

Le type d’élevage, quant a lui, ne semble pas interférer sur I'expression de cette
pathologie, (Dassonville, 1979; Dea et al., 1981). La race, pas plus que I'alimentation, n’a
de role actif sur I'expression de cette pathologie, (Amelot, 1980). L'imbrication avec d’autres
agents pathogénes est par contre tout a fait évidente.

4.1.3.2. Pathogénie/ conséquences de l'infection:(Figure 20)

La contamination du virus se fait par voie orale, (Scherrer et Laporte, 1983), il migre alors
a travers le tube digestif, franchit facilement la caillette du veau grace a sa résistance aux
PH acides et arrive sur son site de prédilection : le sommet des villosités intestinales ou se
situent les entérocytes différenciés.

C’est surtout au niveau de l'intestin gréle et des premiéres portions du cblon que I'on
pourra le retrouver, provoquant les mémes lésions chez le veau que chez le porc, (Dea et
al., 1981), il n’atteint cependant pas le colon de ce dernier.

La pathogénie apparait semblable pour ces deux espéces.

Chez le veau gnotoxénique, ou conventionnel privé de colostrum, le coronavirus induit
une diarrhée trés séveére qui peut conduire a la mort de 'animal.

On connait cependant encore peu de choses de I'adsorption des coronavirus sur la
cellule intestinale mais leur spécificité d’hote, leur tropisme étroit pour lintestin, et plus
particulierement pour les entérocytes différenciés du sommet des villosités, suggérent
fortement la présence de récepteurs spécifiques a la surface des cellules.

Les spicules du virus sont vraisemblablement responsables de ce phénomeéne
spécifique.

La pénétration du génome viral se fait sans doute par la fusion de la membrane cellulaire
avec I'enveloppe virale. (Figure 20).
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Figure 19 : Modele de réplication des coronavirus. (Cavanagh, 1998)

On connait encore moins le déroulement des événements qui ont lieu jusqu'a la
formation des virions, (Siddell et al., 1981).

On sait toutefois que '’ARN viral, de polarité positive, est lui méme traduit en protéines
virales dans la cellule infectée, (Nagy et Simon 1997; Pastermak et al., 2001), puis répliquée
en un grand nombre d’exemplaires.

L'assemblage des protéines de structures et de 'ARN se fait dans des " factories ". Ce
sont des formations cytoplasmiques associées a la membrane du réticulum endoplasmique
et a 'appareil de Golgi.

Apreés le bourgeonnement de la nucléocapside, les spicules sont ajoutés aux particules
néoformées (10 a 100 virions par cellule atteinte).

La libération des particules virales se fait par lyse des membranes plasmatiques ou du
réticulum, mais également par fusion des vacuoles cytoplasmiques qui renferment le virus.

C’est alors que 'on peut assister a la formation de syncitia (fusion cellulaire) et a la
desquamation des cellules infectées.

Les conséquences de I'action du Coronavirus sont des modifications profondes du
fonctionnement du tube digestif. Le virus détruit les cellules spécialisées : les entérocytes
différenciés du sommet des villosités intestinales. Cela se passe autant dans I'intestin gréle
que dans le colon. Les villosités apparaissent alors souvent raccourcies, de longueurs
variées, fusionnant parfois entre elles, (Mebus et al., 1975). Le rapport de la taille des
villosités a la taille des cryptes diminue, cette évolution montre bien que ce sont les cellules
de I'apex qui sont préférentiellement détruites.

Ces modifications conduisent a la non absorption du suc intestinal (matiéres ingérées
et sécrétions gastro-intestinales) puisque les entérocytes sont détournés de leur fonction
habituelle vers la production de virions. De plus, les entérocytes n’ont qu’une courte durée de
vie. lls sont remplacés par des nouvelles cellules en provenance des cryptes, ou se déroule
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la multiplication active. Ces jeunes entérocytes acquiérent ordinairement leurs caractéres
propres au cours de leur migration vers le sommet des villosités. Leur renouvellement
acceéléré fait qu’ils vont largement restreindre leurs temps de migration et ne seront donc
jamais totalement matures, donc réellement fonctionnels lorsqu’ils parviendront au sommet.
Ce "handicap " explique les troubles de I'absorption.

La diarrhée pourrait donc résulter de plusieurs phénomeénes :

Le remplacement des épithéliums Iésés par des cellules immatures ;

La réduction de la surface utile d’absorption ;

Une infection continue de lintestin.

La plus grande sensibilité des jeunes animaux a I'attaque du virus peut se
comprendre par deux raisons :

La pénétration aisée du virus dans les cellules intestinales qui absorbent encore de
grosses molécules (par pinocytoses) ;

Le renouvellement plus lent des entérocytes chez les nouveaux-nés.

La perte en eau et en électrolytes est d’abord d’origine extracellulaire ; les ions qui

fuient sont le sodium (Na+), le potassium (K+), les Bicarbonates (HCO3 ) et le Chlore
(CI"). Conjointement, l'incapacité de I'intestin a digérer le lait (par déficience en
lactase) va occasionner une accumulation de lactose dans la lumiére digestive.

Cette situation induit 'augmentation de la pression osmotique dans le milieu, responsable
d’'un appel supplémentaire d’eau et d’ions ; la diarrhée en est I'expression classique. Le
déficit en ions Carbonates entraine une acidose du milieu.

L'inanition et la déshydratation engendrent des désordres circulatoires périphériques
(Amelot, 1980), auxquels font suite une production exagérée d’acide lactique (puisque la
production d’énergie est déviée du cycle de Krebs vers la glycolyse anaérobie).

Ces troubles de la circulation sanguine sont aussi a I'origine d’'une mauvaise perfusion,
donc d’un dysfonctionnement, des reins.

Ces anomalies, cumulées, seront les responsables de I'expression clinique de
I'infection et de son issue généralement fatale, (Dea et al., 1981).

En outre, la malabsorption intestinale va favoriser la croissance et I'extension des
colonies bactériennes grace a I'accumulation des nutriments dans la lumiére, milieu de
culture idéal pour des microorganismes (qu’ils soient commensaux ou entéropathogénes).

Cette invasion bactérienne aura trois conséquences majeures :
une bactériémie néfaste ;
L'inhibition du processus de régénération des cellules intestinales ;

et, du fait de l'activité métabolique propre a ces germes, un nouvel appel d’eau et
d’électrolytes, (Dea et al., 1981).

Enfin, ces microorganismes pourront affecter secondairement:

Le foie;
Les reins;
Les poumons;

Et méme le cerveau, se rendant ainsi responsables de l'issue fatale.

4.1.3.3. Les signes cliniques
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Toutes ces modifications vont se traduire par un certain nombre de symptdomes qui
apparaitront au terme d’une incubation de 19 a 24 heures, (Tzipori, 1981) (le cycle du virus
est approximativement de 12 heure, le délai observable est fonction du titre infectant de
l'inoculum).

Chez des veaux gnotoxéniques ou privés de colostrum et inoculés avec des filtrats de
matieres fécales riches en coronavirus, voire méme avec du virus purifié, selon,(Dea et al.,
1981), on peut observer les signes suivants:

Un abattement général;

Une grande faiblesse;

Une hypersalivation (due a des ulcéres locaux), (50 % des cas);
De 'anorexie;

Un amaigrissement;

Un syndrome abdominal douloureux (sans attitude anormale);
Une légére hyperthermie (38 a 40° C) en début d’évolution;
Une diarrhée profuse.

Les féces sont alors liquides, jaune or a jaune verdatre, trés abondantes, et riches en
mucus et en lait caillé, elles deviennent sanguinolantes, dans environ 30 % des cas, en fin
d’évolution.

Cette diarrhée, qui s’laccompagne d’une déshydratation, donne rapidement a I'animal
un aspect "desséché" et se conclut, au bout de 5 a 6 jours, par son déces.

Dans la nature, la gravité de l'infection dépend essentiellement de I'état général de
'animal atteint, de la dose de virus infectant, de sa virulence propre (donc de sa souche
d’origine), et probablement aussi de la présence d’éventuelles bactéries.

L'infection naturelle s’accompagne de signes semblables a ceux de [linfection
expérimentale, elle aboutit a la mort de I'animal aprés une évolution clinique de 4 a 14 jours
et les veaux qui échappent a ce sort restent dans un état avancé de dénutrition durant 4
a 6 semaines.

lIs ne récupérent jamais tout a fait et toujours trés lentement.

Bien souvent aussi, les rescapés deviennent des infectés chroniques et demeurent
ainsi des sources permanentes de virus pour leurs congéneéres.

4.1.3.4. Les lésions

4.1.3.4.1. Macroscopiques

L'autopsie des animaux infectés met en évidence des ulcéres dans la cavité buccale
(Wellemans et al., 1977), et sur la muqueuse oesophagienne, on en retrouve parfois aussi
sur la caillette et le duodénum.

L'intestin gréle et le gros intestin sont remplis d’un liquide jaunatre et mousseux.

L'intestin gréle apparait mince et transparent, notamment dans la portion proximale et
médiane du jéjunum. Les Iésions du célon demeurent toutefois moindres que celles de ces
précédents segments.

Le virus colonise le tube digestif aussi bien en surface que dans sa profondeur

(les cryptes), (Wellemans et al., 1977).
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Les villosités intestinales apparaissent dénudées et le rapport de la longueur des
villosités a celle des cryptes est nettement modifié, il peut passer de 6 sur 1 a 2 sur 1.

La destruction des entérocytes différenciés au sommet des villosités induit leur
remplacement par des cellules cuboides plus petites et encore immatures (il faut rappeler
que ce sont les cellules de la crypte qui sont a I'origine de ce remplacement du fait de leur
multiplication active), (Dea et al., 1981).

Le ganglion mésentérique réactionnel est souvent hypertrophié, (Dea et al., 1981).

4.1.3.4.2. Microscopiques

Déja, dés les premiéres heures de la diarrhée, on peut observer, par immunofluorescence,
la présence d’antigénes viraux dans les cellules épithéliales digestives, (Dea et al., 1981),
sans qu’il n’y ait encore de Iésions nettement visibles.

On peut néanmoins remarquer une augmentation du nombre des cellules retrouvées
dans la "lamina propia ", (Tzipori, 1981), ainsi qu’'une dilatation des vaisseaux chyliferes qui
se remplissent de macrophages a noyaux pycnotiques, (Dea et al., 1981).

Environ 30 a 40 heures aprés le début de la diarrhée apparaissent les premieres
lésions, sévéres, (Dea et al., 1981), sur l'intestin gréle, sur le cblon et sur le ganglion
mésentérique, on peut noter soit I'atrophie marquée des villosités soit leur fusion mutuelle,
les cellules cylindriques sont détruites et remplacées par des cellules cuboides ou
squameuses, (immatures) vacuolisées et souvent dépourvues de leur bordure en brosse.

La " lamina propria " se trouve donc Iésée, oedématiée et la proportion des cellules
réticulaires qui la composent augmentent, (Dea et al., 1981).

Les cellules du colon, ordinairement cuboidales, prennent un aspect fenestré, les
crétes sont atrophiées et les cryptes sont dispersées, dilatées et recouvertes de cellules
squameuses ou cuboidales, (Dea et al., 1981).

Les ganglions mésentériques, outre une déplétion lymphoide marquée, sont le siege
de multiples foyers d'immunofluorescence, (Dea et al., 1981).

4.1.3.5. Diagnostic de I'infection

D’une maniére générale, ce diagnostic reste délicat en raison des difficultés de mise en
évidence du coronavirus.

La seule prise en compte des données cliniques ou épidémiologiques est insuffisante,
méme si elle aboutit a une suspicion plus ou moins bien étayée avec une probabilité de
certitude qui est non négligeable.

Il existe encore trop de zones d’ombres quant a I'épidémiologie du virus et les
interférences avec d’autres pathogénes sont trop fréquentes pour ne pas masquer sa
présence d’un seul point de vue clinique.

Le diagnostic de laboratoire s’avére donc indispensable. Différentes techniques sont
actuellement utilisées pour la détection du virus dans les fécés de veaux diarrhéiques.

Le microscope électronique est frequemment employé mais demeure un moyen "lourd".
En outre, les particules virales ne s’observent pas toujours facilement, le Coronavirus
perdant frequemment ses spicules, il perd son aspect spécifique et typique.

On remédie néanmoins a cet inconvénient en soumettant préalablement I'’échantillon a
une ultracentrifugation afin de concentrer le virus qu'il contient.
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Bien que le recours a I'immunofluorescence sur des coupes d’intestin soit une bonne
méthode de détection, elle reste limitée a des examens post mortem, (Dea et al, 1981; Saif
et Tahiret, 1995), de méme que les méthodes immunohistochimiques, (Zhang et al., 1997;
Daginakatte et al., 1999). Le virus provoque la lyse totale des cellules et il est donc rarement
retrouvé sur place. Les techniques qui semblent actuellement les plus intéressantes sont
la méthode E.L.I.S.A, (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) (Vautherot, 1981), avec
'emploi des anticorps monoclonaux ce qui augmente sa sensibilité et sa spécificité,
(Tsunemitsu et al., 1995 ; Schoenthaler et Kapil, 1999), ces techniques ont été décrites
précedemment telles 'ELISA sandwitch, (Schoenthaler et Kapil , 1999), et la méthode
H.E.H.A. (Hémadsorption Elution Hémagglutination Assay).

Ces techniques ont 'avantage de leur plus grande sensibilité et de leur rapidité de mise
en ceuvre méme pour un trés large nombre d’échantillons. En outre, elles sont d’'un colt
relativement faible.

L'utilisation de la Contre Electrophorése est également intéressante. Cette technique
n’est cependant pas encore trés développée.

Une équipe de virologistes hollandais qui a travaillé sur la détection des antigénes de
coronavirus dans les fécés de veaux a comparé les deux premiers tests cités (E.L.I.S.A. et
H.E.H.A.), (Vanbalken et al., 1978).

C’est 'E.L.I.S.A. qui a procuré les résultats les plus intéressants, mais la valeur de
ces deux techniques reste encore trés proche, on peut méme les considérer comme
complémentaires. Plus tard encore, en (1980), elle a permis d’étudier le degré de "parenté"
entre les coronavirus HCV 229 E et MHV 3, (Kraaijeveld et al., 1980). L'ensemble de ces
données a orienté vers le choix de la méthode E.L.I.S.A. pour la mise au point d’'un test
efficace, précis et sensible rendant possible la " visualisation" du coronavirus dans des
matiéres fécales de bovin ainsi que la mise en évidence des anticorps dirigés contre lui dans
le sérum de ces mémes bovins. La méthode E.L.I.S.A permet cette recherche sur un large
nombre d’échantillons sans que I'opération ne devienne un travail titanesque, peu pratique
et fastidieux.

Ces moyens de diagnostic, direct et indirect, permettent donc d’envisager I'étude de la
"circulation " du coronavirus au sein des populations bovines.

4.1.3.6. Prophylaxie

Sanitaire: Ces mesures font appel au tarissement de la vache, et a I'hygiéne autour du part.

Médical: différents types de vaccins ont été fabriqués, mais pour certains auteurs ont
données moins de satisfaction contre le coronavirus par rapport au rotavirus, (Kodara et al.,
1997), pour d’autres I'immunité colostrale et lactogéne protége bien contre le coronavirus,
(Snodgrass et Browning, 1999).

Actuellement des vaccins trés interessant sont utilisés et donnent pleine satisfaction.

(Voir recommandations)

5. La colibacillose

Parmi les agents responsables des diarrhées néonatales chez le veau, Escherichia coli
occupe une place de choix. Mais selon le cas il peut soit rester localisé au niveau de l'intestin
et ou le seul signe clinique sera une entérite avec de la diarrhée, (Mainil, 2000), ou encore
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envahir 'organisme et provoquer des cas de septicémie, bactériémie, pneumonies, cystite,
pyélonéphrite, (Mainil, 2000).

Devant la multiplicité des tableaux cliniques, il a fallu pour les chercheurs subdiviser
ces bactéries sur la base du pathotype c'est-a-dire sur les propriétés liées de fagon directe
ou indirecte a la virulence et au pouvoir pathogene de la souche, propriétés qui auront
pour réle de permettre aux souches d’E .coli qui en sont dotées de réaliser les étapes
nécessaires a I'exercice de leur pouvoir pathogene, (Mainil, 2003a, 2003b; Van Bost et
Mainil, 2003). Ainsi pour étre pathogéne ces souches d’E.coli doivent se différencier des
autres par la présence de facteurs de virulence propres conduisant a I'apparition de Iésions
typiques, (facteur de colonisation, production d’aérobactine, facteur de résistance a l'activité
bactéricide du complément ou a la phagocytose, production de sidérophores). Ces facteurs
vont permettre aux colibacilles de réaliser, la colonisation de la surface des muqueuses, le
franchissement de ces muqueuses, la résistance aux défenses internes de I'organisme, la
production d’'un effet toxique.

Les souches bovines, produisent des adhésines de type fimbriaire des familles (P. et S).
Les fimbriae de la famille P appartiennent le plus souvent au serotype F11 et sont porteurs
de I'adhésine PrsG, (Dozois et al., 1997), d’autres fimbiae ont été également décrites, telle
I'adhésine PapGrs, (Bertin et al., 2000; Girardeau et al., 2003).

Ainsi de nombreuses souches sont décrites, (Pohl, 1993; Nagy et Fekete, 1999). (Voir:
tableau 15)

Les facteurs et propriétés de virulence de ces souches restent cependant mal
carctérisés, (Mainil, 1993; Wray et Woodward, 1997).

Les souches entérotoxinogénes (ETEC), restent les plus importantes en pathologie
bovine, d’autres souches présentent aussi un pouvoir pathogéne certain, (Tableau : 16),
il s’agit des (EPEC)(«Enteropathogenic E.coli»), des (VTEC) («Verotoxigenic E.coli»),
des (EHEC)(«Enterohemorragic E.coli») et des (NTEC)(«Necrotoxinogenic E.coli»), qui
produisent un facteur cytotoxique nécrosant ou toxique, (Blanco et al., 1993b), elles
représentent 10 a 50% des colibacilloses invasives et 5 a 20% des colibacilloses des bovins,
(De Rycke et al., 1999; Beutin, 2000).

Les NTEC sont représentées par deux souches, les NTEC1 etles NTEC2, Les NTEC2
sont retrouvées dans des cas de septicémies chez les veaux et chez des animaux adultes,
(Blanco et al., 1996; Orden et al., 1999), mais le fait de les retrouver également chez des
animaux sains avec des taux de prévalence qui peuvent atteindre les 50% laisse planer le
doute sur leur véritable réle pathogéne, (Burns et al.,1996; Osek, 2001).

Les NTECH1, plus rares sont en générale associées a des infections systémiques et
septicémiques chez le veau ainsi qu’a des cas d’entérites (muqueuse ou hémorragique),
(Wray et al., 1992; Kaipainen et al., 2002).

Tableau 15 : Définition actuelles des principaux groupes d’Escherichia coli pathogénes intestinaux
chez ’lhomme et les animaux domestiques (Nataro et Kaper, 1998 ; Beutin, 1999 ; De Rycke et al. 1999 ; Dho
et Fairbrother, 1999 ; Le Bouguénec et Bertin, 1999 ; Mainil et al., 1999 ; Milon et al., 1999 ; Nagy et Fekete,

1999) :
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Nom Acronyme Définition Espéces cibles
anglophone

Entéro-invasifs EIEC 2 Envahissement des Homme, Primates
entérocytes

Entérotoxinogénes ETEC Production d’entérotoxines Ruminants, porc,
avec accumulation de fluide ||homme (chien)
dans l'intestin

Entéropathogénes EPEC Production de la Iésion Animaux domestiques,

d’attachement et d’effacement
(AJE)

homme

Vérotoxinogénes (=
Shigatoxinogénes)

VTEC (=STEC) Production de toxines actives

sur cellules Véro en culture

Porc (ruminants,
homme)

Entérohémorragiques

EHEC

Responsables d’'une
entérocolite souvent
hémorragique, production de
Iésions A/E et de toxines Véro

Homme, ruminants

Entéroadhérents

EAEC

Adhésion aggrégative sur
cellules en culture

Homme

«Diffuse adhérent»

DAEC

Adhésion diffuse sur cellules
en culture

Homme (animaux ?)

Nécrotoxinogénes

NTEC

a8 EC = Escherichia coli

Production de : facteurs
cytotoxiques nécrosants
1 facteurs cytotoxiques
nécrosants 2

Animaux,
homme Ruminants
(monogastriques ?)
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VIII adultes septicérnie L.
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Tableau 16 Principaux facteurs spécifiques des souches d’Escherichia
coli pathogénes intestinaux chez le veau et tableau cliniques (De
Rycke et al., 1999 ; Milon et al., 1999 ; Nagy et Fekete, 1999) :

5.1. Identification des E.coli
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5.1.1. Morphologie
(Figure 21)

C’est un bacille & Gram négatif de 2 a 3 mum de long et de 0,6TTum de diamétre,
a extrémités arrondies non sporulé, et aero-anaerobie facultatif, présentant une ciliature,
(Bernard et Alain, 2003).

Au microscope photonique, I'examen de préparation a I'état frais met en évidence la
présence de cellules mobiles. On peut également observer autour du corps bactérien des
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cils ou flagelles mobiles aprés coloration spécifique. lls sont constitués de flagelline qui est
de nature protéique.

L'observation au microscope électronique permet de visualiser de trés nombreux
appendices raides, les pili communs ou fimbriae, constitués de piline de nature protéique.
lls permettent aux bactéries qui en sont dotées d’avoir des propriétés hémagglutinantes.
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Figure 20 : Morphologie de E .coli (Bernard et Alain., 2003).

Mg

5.1.2. Caracteéres culturaux

Différentes techniques ont été mises au point pour le diagnostic de la colibacillose on citera

Le test du souriceau nouveau-né, qui est un test biologique qui permet de mettre en
évidence la production par les colibacilles d’'une toxine thermostable (TS).

Un milieu de culture spécifique permettant I'expression du facteur K99+ (F5+), (ou
milieu Minca), facteur qui n’est pas synthétisé dans les milieux de culture classiques pour
entérobactéries, (Contrepois, 1983a).

5.1.3. Caracteéres antigéniques

5.1.3.1. Les ETEC

Ce sont des E.coli qui produisent une (des) toxine (s) capable (s) de conduire a
une accumulation de fluides dans l'intestin, (Mainil, 2000). Ces toxines sont appelées
(entérotoxines classiques). Le sérogroupage des souches des E.coli est basé sur les
antigénes somatiques 0, capsulaires K, flagellaires H, (Kauffman, 1947; Lior, 1994).

Les souches ETEC d’origine bovine appartiennent a un nombre réduit de sérogroupes
0:08;09; 020; 0101, (Mainil, 2000), les antigenes K les plus frequemment rencontrés
sont K25 ; K28 ; K30 ; K35 ; K85, (Mainil, 2000), les souches d’origine bovine sont pour la
plupart immobiles, (H-) et non hémolytiques, (Mainil, 2000).

5.1.3.2. Les combinaisons d’antigénes O et K suivantes représentent 80%
des souches isolées chez le veau
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08 : K25, 08 : K28, 08 :K85, 09: K?, 09 : K30, 09 : K35, 020 : K?, O101: K28 et O101:
K30, (Holland,1990; Nagy et Fekete,1999).

5.1.3.3. Facteurs d’adhésions des ETEC

C’est une structure antigénique d’enveloppe commune a la plupart des ETEC appelée a
I'origine «Kcoy, plus tard K99+, ou F5+, (Holland, 1990; Nagy et Fekete, 1999), permet
aux ETEC de coloniser I'intestin gréle en adhérant aux entérocytes, sans les endommager,
ce qui leur permet de se multiplier et d’atteindre des nombres élevés, contrairement aux
E.coli banales, (Smyth et al., 1994). Le déterminisme génétique de I'adhésine F5+ est
plasmidique, celui de 'adhésine F41 est chromosomique, (Mainil et al., 1992), le pouvoir
d’adhésion des ETEC en relation avec les adhésines est démontré lors de:

'observation de la paroi intestinale de veaux infectés par les ETEC.
'adhésion in vitro a la bordure en brosse des ETEC portant K99+, F5+, ou non.

l'inhibition in vivo, (Contrepois et al., 1980), et in vitro, (Girardeau et al.,1988), de
cette adhésion par des anticorps spécifiques.

l'inhibition in vitro de I'adhésion aux entérocytes par le médiateur chimique de cette
adhésion, (Contrepois et al., 1985).
Si les pilis sont impliquées dans le processus d’adhésion, d’autres structures de nature
polysaccharidiques pourraient avoir un role au moins partiel, (Haddad et Gyles, 1982).

Il existe également le facteur Fy, (Girardeau et al.,1988).

gl e
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Figure 21 : Mode d’action de la toxine thermostable. (Dubouguier, 1980).

5.1.4. Les toxines des E.coli
(Figure 22)
Il existe 2 types d’entérotoxines produites par les E.coli

les toxines thermolabiles (TL)

les toxines thermostables (TS) actives chez le souriceau nouveau-né (TSa), inactive
(TSb).

Les souches ETEC bovines produisent une seule entérotoxine thermostable (Figure 37), de
type (STa), il s’agit d’'un oligopeptide de 18 acides aminés, (Mainil, 2000), de faible poids
moléculaire < a 10000, (Contrepois et Gouet, 1983b), donc non détectable sérologiquement
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mais seulement par son activité sur I'entérocyte des espéces cibles (veau ou porcelet
nouveau-né) et chez le souriceau nouveau-né, (Mainil et al., 1992).

Les souches ETEC bovines peuvent étre regroupées en 2 pathotypes majeurs
STa+F5+F41 et STa+F5+, (Holland, 1990; Nagy et Fekete, 1999).

Cette STa, active la guanylate cyclase et augmente le taux de GMPcyclique dans
I'entérocyte, (Dubourguier et al., 1980). Ce qui a pour effet de provoquer une hypersecrétion
d’eau et d’electrolytes par les entérocytes dans la lumiére intestinale conduisant a la
diarrhée, (Gyles, 1994a; Mainil, 2000), le determinisme génétique de la toxine STa et celui
de I'adhésine F5 sont portés par un plasmide, (Mainil et al., 1992).

deux autres entérotoxines ont été décrites chez les E.coli responsables de diarrhée
chez le veau

La (LT2): entérotoxine thermolabile de type 2
La (EAST1) entérotoxine entéroaggrégative

Des souches LT2+ ont été isolées de veaux morts de diarrhée, de buffles d’eau et
d’humains, (Sériwatana et al., 1988; Mainil, 2000).

Leur déterminisme génétique est chromosomique, les souches EAST1 ont été décrites
au départ chez I’homme, (Savarino et al., 1991; Mainil, 2000).

5.1.6. Autres propriétés

Les antigénes K28 et K30 semblent accentuer la capacité des souches ETEC bovines a
coloniser I'intestin, cependant certaines souches d’ETEC ne possédant pas ces antigénes
ont la capacité de coloniser l'intestin.

L'antigéne O lui n’est pas impliqué dans la virulence des E.coli, (Moon, 1990; Buttler
et Clarke, 1994).

5.1.7. Aspect clinique

On observe en général une diarrhée sévere évoluant de fagon aigue, I'animal rejette de
grandes quantités de matiéres fécales trés liquides, de couleur jaune paille, cette diarrhée
émise sans effort conduit trés rapidement a un état de déshydratation marquée, I'animal
peut ainsi perdre jusqu'a 10% de son poids en quelques heures ce qui peut conduire a sa
mort si l'intervention n’est pas suffisamment rapide, (Holland, 1990; Nagy et Fekete, 1999).

5.1.8. Traitement

(Figure 23)

Le traitement visera essentiellement a combattre la diarrhée et donc la déshydrataion
qui 'accompagne, il repose sur une multitude d’action.
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Figure 22: Causes de la diarrhée et possibilités de traitement (Bywater, 1982),

5.1.9. Prophylaxie

Elle consistera en des mesures hygiéniques et des mesures médicales.

Les mesures sanitaires consistent a veiller a '’hygiéne autour du part, la conduite
du tarissement devrait étre réalisée dans les meilleures conditions pour la vache et pour
le veau. La vache doit recevoir en fin de gestation les complexes minéralo-vitaminés
nécessaires pour que le veau a la naissance soit dans les meilleurs dispositions.

Le cordon ombilical du veau doit étre systématiquement désinfecté et le veau placé
dans un box bien paillé. Il faut également veiller a la bonne prise colostrale par le veau car
le veau né au départ dépourvu de toute protection qui revient dans les premiéres heures a
la protection passive apportée par le colostrum.

Les mesures médicales reposent sur la vaccination des méres en fin de gestation,et
la prise du colostrum hyperimmunisé par le veau a la naissance.
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6. La rotavirose

6.1.

La rotavirose est une maladie virulente, infectieuse, inoculable, commune a de nombreuses
espéces animales domestiques et a ’lhomme, (Cohen, 1980; Yousif Al-yousif et al., 2002),
qui touche surtout les jeunes. Elle est généralement bénigne mais I'association virus-
virus ou virus-bactéries (E.C=F5) entraine un syndrome diarrhéique grave avec une forte
déshydratation qui peut conduire a la mort de I'animal, (Scherrer et Laporte, 1983).

Le rotavirus a été isolé en (1969), par (Mebus et al.,, 1969), des féces d’'un veau
diarrhéique, ces mémes chercheurs reproduisent expérimentalement une diarrhée en
inoculant le virus a de jeunes veaux, mais cette diarrhée guérissait spontanément au bout
de quelques temps en I'absence d’E.coli K99+ (F5+), (Blacklow et al, 1976). Au départ ce
virus a été appelé NCDV (néonatal calf diarrhea virus), par la suite il fut appelé réovirus-like
en raison de sa ressemblance avec de nombreux agents de la famille des réoviridea. Plus
tard le nom de Rotavirus a été donné a ce virus en raison de sa morphologie particuliére
qui évoque I'aspect d’'une roue, (Flewett et Woode, 1978). Le rotavirus est I'un des agents
majeurs des diarrhées néonatales, (Bellinzoni et al., 1990; Roger et Maes, 2003), la relation
entre infection par le rotavirus et la diarrhée est clairement établie, (de Verdier Klingenberg
etal., 1999), ainsi que la réduction de poids des veaux diarréhiques, (de Beer et al., 1997; de
Verdier Klingenberg et Svensson , 1998), certains chercheurs considérent que le rotavirus
est responsable d’environ 30 % des cas d’entérites chez les veaux. L'association entre le
coronavirus et le rotavirus a aussi été souvent rapportée, (Radostits et al., 2000).

Aux USA une étude faite sur les veaux d’engraissement a montré que le rotavirus et le
coronavirus ont été trouvé dans 35 % des cas de diarrhée, (Veterinary Services, 1992), le
rotavirus a lui seul a été retrouvé dans 46% des cas dans les élevages laitiers, (Veterinary
services, 1992).

Identification du Rotavirus

6.1.1. Morphologie
(Figure 24)

Les rotavirus appartiennent a la famille des réoviridea, c’est un virus non enveloppé,
parfaitement sphérique, il posséde un génome a ARN double chaines segmentées
caractérisé par deux types de particules virales:

* 'une de 55 nm £ 0,4 nm, (Bridger et Woode, 1976), désigné rough (rugueux),
(Dasonville, 1979), ne posséde pas de couche externe ce qui lui donne un aspect hérissé,
les capsomeéres sont bien visibles.

* L'autre de 66 nm % 0,4 nm, (Bridger et Woode, 1976), désignée du terme smooth
(lisse), elles sont moins nombreuses que les particules rugueuses mais possédent un
pouvoir infectieux 100 fois plus important, qui semble correspondre a un virus complet,
(Flewett et Woode, 1978) (Figure 39). Les rotavirus du groupe B,(GBRs), sont associés a
des cas de gastroentérites chez ’homme, le porc, le bovin , 'agneau, et le rat, (Chen et al.,
1990; Sen et al., 2003), Il a été rencontré seul dans de nombreux pays, les USA, le Japon,
(Chang et al., 1997; Tsunemitsu et al., 1999).

Le virus posséde trois capsides concentriques formées chacune de sous unités
organisées selon un mode géométrique.
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Figure 23: Flewett T.H. a assimilé la structure
du rotavirus a une roue, rota=roue (Estes, 1996)

Figure 24: la structure la particule compléte du rotavirus (Estes, 1996)

88



Partie bibliographique

Photo 18: Rotavirus en microscopie electronique (Estes, 1996)

la capside interne ou core de nature protéique = contient 11 segments d’ARN
bicathenaire codant chacun une protéine structurale appelée VP1 a VP7 ou une
protéine non structurale appelée NSP1 a NSP5, (Estes, 1996).

la capside intermédiaire : constituée de la protéine virale majeure VP6
la capside externe : constituée de la protéine VP7 et de la protéine de spicule VP4.

Les souches de rotavirus ont été classées dans les types G et P, VP7 et VP4, (Estes
etCohen, 1989), plusieurs tests sont utilisés pour typer le rotavirus, le test E.L.I.S.A avec
anticorps monoclonaux, hybridation d’acides nucléiques, reverse transcription- PCR (RT-
PCR) et 'analyse de séquences des nucléotides, (Hoshino et Kapikian, 1994).

4 types G de rotavirus épidémiologiquement important sont décrits chez les bovins ( G1-
G6, G8, G10), (Snodgrass et al., 1990; Blackhall et al., 1992), les types G2, G3, G7, et
G11 de rotavirus ont été décrits, (Brussow et al., 1992; Hussein et al., 1996), la distribution
des sérotypes de rotavirus est en relation avec le type d’élevage, la région , les conditions
d’élevages, (Bellinzoni et al.,1989; Lucchelli et al., 1994), les signes cliniques, (Hussein et
al., 1995) et I'age des veaux, (Clark et al., 1996).

6.1.2. Propriétés biochimiques et biophysiques
6.1.2.1. Propriétés biochimiques

6.1.2.1.1. Constante de sédimentation

La constante de sédimentation mesurée par marquage radioactif de ’ARN du virus est de
500 a 530 S, (Newman et al., 1975).

6.1.2.1.2. Densité du rotavirus

Par ultracentrifugation isopysmique, les rotavirus présentent deux densités en fonction des
particules, (Feillou, 1980) :

1.36 g /cm3 qui correspond a la particule virale présentant un double capside et qui
montre un pouvoir infectieux maximal, (Feillou, 1980).
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1.38 g /cm3 qui correspond aux particules virales nues ayant perdu sa double coque
et son infectivite.

6.1.2.1.3. Pouvoir hémagglutinant et hémadsorbant

Le virus agglutine les globules rouges humains du groupe O a un PH compris entre 5,7
et 7,4. Cette hémagglutination est inhibée par I'anti-sérum du veau inoculé par le virus de
Nebraska (USA), (Flewett et Woode, 1978).

L'observation en microscopie électronique et I'analyse de la constitution chimique du
virus, nécessitent des opérations de concentration et de purification préalables par des
méthodes d’ultracentrifugation, (Feillou, 1980).

6.1.3.1. Propriétés biophysiques

6.1.3.1.1. La température

Le rotavirus est relativement stable a la température puisqu’il résiste plus d’'une heure a
50°C. On observe une diminution de son titre infectieux de 1/10, mais a la différence des
réovirus il perd cette stabilité en présence du Mgcl2, a cette méme température et a un
PH 6-7.

Les matiéres fécales infectées par le rotavirus sont bien conservées a moins 20°C
(White et al.,1970).

6.1.3.1.2. Les ultrasons

Ne le modifient pas

6.1.3.1.3. Les ultraviolets

Le rotavirus perd son pouvoir infectieux en étant exposé aux ultraviolets pendant cinqg
minutes.

6.1.3.1.4. Résistance aux agents chimiques

il est stable aux PH acides, ainsi des valeurs de 3 de PH ne l'influencent pas (Flewett
et Woode, 1978).

il est résistant aux solvants organiques, éther, chloroforme, (Feillou, 1980).
il est insensible au désoxycholate de sodium, (Newman et al., 1975).

il est inactivé par le formol a une concentration de 0.2% pendant 48 h a 37°C (Feillou,
1980).

6.1.3. Les caractéres culturaux

Les types de cellules qu’on utilise le plus souvent sont les cellules provenant de rein de veau,
de porc, de mouton et de singe, (L’haridon et Scherrer, 1976). La stimulation du pouvoir
infectieux du virus est trés marquée avec I'utilisation des enzymes protéolytiques telles que
la trypsine. Les milieux de culture qu’on utilise sont les milieux de croissance, (Feillou, 1980).

6.2. Diagnostic
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6.2.1. Diagnostic de suspicion

Repose sur les signes cliniques, apparition d’'une diarrhée chez le veau nouveau-né€, qui
disparait en quelques jours en I'absence de complication mais la confirmation ne peut se
faire qu’au laboratoire.

6.2.2. Diagnostic de laboratoire
6.2.3. Techniques de mise en évidence du Rotavirus

6.2.4. Diagnostic direct
Peut étre fait sur

Les matieres fécales prélevées au niveau du rectum, (Mebus et al., 1969), et
acheminés sous couvert du froid au laboratoire.

Le tractus intestinal et le contenu de lintestin gréle.

Au laboratoire on peut mettre en évidence I'agent pathogéne par plusieurs
techniques:

Microscope électronique, apres clarification, Homogénéisation, puis centrifugation, les
échantillons font 'objet d’'une coloration négative, (Flewett et Woode, 1978; Radostits
et al., 2000).

Limmunofluorescence sur frottis de féces permet de visualiser le rotavirus dans les
cellules desquamées provenant de l'intestin. Cette méthode nécessite la réalisation
des prélevements dans les 4 premiéres heures aprés le début de la diarrhée.

La technique E.L.I.S.A. qui est une méthode, sensible, fiable et reproductible,
(Radostits et al., 2000).

limmunoelectrophorése

La séroneutralisation : Cette technique nécessite pour sa réalisation que le virus soit
adapté a un systéme cellulaire utilisé chez le veau, (Brahimi, 1984).

Le virus peut aussi étre inoculé a des veaux nouveaux nés, (Mebus et al., 1969), ou
sur culture cellulaire, mais I'effet cyto-pathogéne est généralement faible

6.2.5. Diagnostic indirect

Le virus provoque I'apparition d’anticorps sériques. Ce qui permet de faire un diagnostic
indirect par la recherche des anticorps spécifiques dans le sérum du malade ou du
convalescent. Plusieurs techniques peuvent étre utilisées.

La technique EL.ISA : Trés sensible et le taux d’anticorps détectés est trés élevé

La fixation du complément : Utilisée surtout dans le cadre des enquétes
épidémiologiques

6.3. Pouvoir pathogéne

Naturel :

Le pouvoir pathogéne est fonction des différences de virulences observées parmi les
souches sauvages (absence ou non de la couverture protéique) et du type de protection
passive de I'animal infecté. L'effet pathogene est discret, (Flewett et Woode, 1978), et ne
se manifeste qu’aprés une infection massive qui est due au tropisme du virus, pour les
entérocytes différenciés des sommets des villosités intestinales, son effet se manifeste par
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la lyse des entérocytes de la portion distale de l'intestin gréle (causant une diarrhée de
malabsorption), (Hall et al., 1993; Varshney et al., 1995), qui mettent quatre jours pour se
régénérer, (Toureilles, 1981). En plus le rotavirus quitte au fur et a mesure les sites infectés
et le fait de I'avant vers I'arriére de telle sorte que lorsque les sites postérieurs de l'intestin
sont infectés les sites antérieurs se trouvent en voie de guérison et recouvrent leur activité.

6.4. Pouvoir immunogéne

Il semble difficile de déterminer la classe d'immunoglobuline possédant une activité
antivirale, mais on a constaté qu’un sérum sans immunoglobulines G ne confére aucune
protection, (Scherrer et Laporte, 1983).

L’acquisition d’'une immunité peut s’opérer selon un processus soit actif, soit passif.
6.4.1. Immunité acquise

6.4.1.1. Protection par les anticorps sériques

(Woode et Crouch, 1978), ont montré que I'infection des veaux par une souche atténuée du
rotavirus conduit a I'apparition d’anticorps spécifiques trente jours aprés l'infection.

6.4.1.2. Protection locale au niveau de I’épithélium intestinal

(Dridi, 1988), estime que ce type de protection permet d’établir un contact direct entre
I'antigéne vaccinal et la muqueuse intestinale, ce qui constitue le mode de protection majeur
dans la défense contre les entérites virales, (Brahimi, 1984; Dodet et al., 1997).

6.4.2. Immunité passive

(Bohl, 1979), a constaté que les anticorps colostraux ne sont efficaces que s’ils sont présents
dans la lumiére intestinale au moment de l'infection. S’ils sont présents a ce moment les
anticorps colostraux neutralisent les rotavirus, ce méme constat par rapport a 'importance
de la prise colostrale est relevé par, (Acres et Babuik, 1978).

6.5. Epidémiologie
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6.5.1. Descriptive
Il s’agit d’'un germe ubiquiste, qui existe partout dans le monde, ceci semble lié a sa grande
résistance dans le milieu extérieur.

6.5.1. Analytique

6.5.1.1. Facteurs intrinséques

Espéce:Les rotavirus est plus spécialement adapté a une espéce
Race: Les races laitieres semblent plus vulnérables que les races a viandes

L’age: La maladie est en général plus grave chez les jeunes, chez le veau la maladie
apparait vers 5-7jours, mais peut persister jusqu'a 7 semaines, (Flewett et Woode, 1978).

Le sexe:On n'observe pas de différence entre les sexes.
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La réceptivité individuelle: Est variable, (Woode et Crouch, 1978), et dépend de la
prise plus ou moins précoce de colostrum, (Woode et Bridger, 1975), constatent que les
veaux nés de meres ayant un faible taux sériques en anticorps sont plus vulnérables.

6.5.1.2. Facteurs extrinséques

Environnement:

(Acrés et Babiuk, 1978), expliquent que le confinement des vaches au moment du
vélage augmentait le risque de contamination.

Les infections intercurrentes:

Surtout la concomitance par les E.coli ou un autre agent responsable de diarrhée.

6.5.1.2.1. Sources de virus

Les animaux malades:

Qui par leur matiéres fécales contaminent leur congénéres, en effet le virus reste
présent dans les matiéres fécales jusqu'a 6 a 10 jours aprés la contamination, (Fernelius
etal., 1972).

Les animaux porteurs:

Méme en I'absence de signes cliniques beaucoup d’animaux se révelent porteurs et
excréteurs, car il existe chez I'adulte une résistance a I'infection, (Mc Nulty et al., 1976).

6.5.1.2.2. Mode de contamination

Contact direct :

Aussi bien a I'étable qu’au paturage, par contact avec une mere infectée. (Mc Nulty et
al., 1976).

Contagion indirecte :

Peut se faire aprés un séjour dans un milieu infecté, 'infection par le rotavirus conduit
a l'apparition d’un syndrome diarrhéique chez le veau particulierement dans les 20 jours qui
suivent sa naissance, I'incidence maximum se situe autour du sixiéme jour. Chez le bovin
adulte, le rotavirus n’entraine aucun symptéme, sauf une Iégére diminution de la production,
(Feiilou, 1980).

6.5.1.2.3. Voies de pénétration

Dans les conditions naturelles, la transmission se fait par aérosol virulent, (Middleton, 1978).

Pathogénie

(Figure 26)

Le rotavirus est résistant dans le milieu extérieur, ce qui explique en partie sa trés
grande fréquence. Le virus pénétre par la voie orale, (Mebus et al., 1971; Woode et Crough,
1978), et migre vers I'intestin ou se trouvent les cellules cibles, (Scherrer et Laporte, 1983).
Au départ 'infection se limite aux cellules épithéliales de la portion absorbante des villosités,
portion proximale de l'intestin gréle, aprés le duodénum, I'infection se propage au jéjunum
et a l'iléon. Cette infection conduit a une destruction des cellules apicales des villosités
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intestinales qui deviennent plus espacées, ce qui entraine la diminution du rapport villosités/
cryptes, (Scherrer, 1983), avec pour conséquence, un raccourcissement des villosités,
une prolifération des cellules des cryptes, un remplacement des cellules lésées par des
cellules cubiques immatures provenant des cryptes réfractaires a I'infection virale, qui sont
non fonctionnelles puisque, malgré la cicatrisation de l'intestin, la diarrhée persiste, (Laval,
1988).

Un renouvellement plus lent des entérocytes chez I'animal nouveau-né que chez
I'animal plus &gé, ce qui favorise la compétition en faveur du virus, (Dodet et al., 1997).
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Figure 25: Replication du virus. (Dobet et al, 1997)

6.7 Aspect clinique et Iésionnel
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La maladie apparait chez le veau de moins de sept semaines, le plus souvent autour de
sept jours d’age, (Feillou, 1980). Les signes avant coureurs apparaissent quelques heures
avant le début de la diarrhée, on remarque alors que les veaux sont déprimés, présentent
un ptyalisme intense, épiphora séreux, la diarrhée apparait de fagon typique avec des
féces profuses, aqueuses et jaunes, Les veaux sont extrémement abattus. Il n’y a pas
de pic thermique, (Mebus et al., 1969), la déshydratation s’installe lors d’'une surinfection
bactérienne a E.coli, (Feillou, 1980), sinon en général, les veaux récupérent en un a trois
jours sans traitement, (Feilou, 1980).

Les veaux cliniquement guéris paraissent amaigris et présentent une sensibilité
particuliere aux infections pulmonaires, (Woode et Crouch, 1978).

6.5.2. Lésions

L'infection virale provoque la destruction des entérocytes différenciés essentiellement au
niveau du jéjunum et de l'iléon.

A tous les stades de l'infection, les cellules épithéliales des cryptes réfractaires, ne
contiennent jamais de virus détectable, que ce soit par microscopie électronique ou par
immunofluorescence

(Mebus et al., 1971; Flewett et Woode, 1978).

Pronostic et traitement

6.9.

6.8.1. Pronostic

Le pronostic médical est bon sauf lors d’intervention d’E.coli, (White et al., 1970; Mc
Nulty et al., 1976), pensent que I'évolution de la maladie dépend de la concentration en
immunoglobulines du plasma.

6.8.2. Traitement

Il nN'y a pas de traitement spécifique, cependant il faut toujours veiller a procéder au
traitement de la surinfection bactérienne a E.coli K99+ (F5+), qui peut rendre le pronostic
sombre.

L’état sanitaire de la mére et la qualité de I'environnement du veau seront a prendre
en compte car la qualité du colostrum qui sera distribué au veau en dépend, (Soulebot et
al., 1983).

Prophylaxie

6.9.1. Sanitaire

Les mesures a prendre sont 'immunisation et une hygiéne stricte

1) faire attention a I'alimentation des méres en fin de gestation, a I'hygiéne autour du
part. L’étable a veaux doit étre nettoyée, désinfectée, le cordon ombilical du veau sera
désinfecté a I'iode, on injectera des vitamines A,D,E.

Controle stricte de toute nouvelle introduction d’animaux.
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6.9.2. Médicale

- vaccination
Il s’agit de la méthode la plus efficace, (Mebus et al., 1969; Woode et al., 1976).
Elle est indiquée pour deux catégories d’animaux.

Les veaux nouveaux-nés, dés les premieres heures aprés la naissance, avant la prise
de colostrum, si possible, une deuxiéme dose peut étre administrée 48 heures apres,
(Fremont et Chaton Schaffner, 1979).

Les vaches gestantes pour les protéger et protéger leur veau par le transfert de
immunité passive par le biais du colostrum (Bohl, 1979), c’est la voie la plus préconisée
de nos jours (voir recommandations).

La Giardiose chez le veau

La giardiose est une affection parasitaire qui touche l'intestin gréle et qui se manifeste par
une entérite avec de la diarrhée conduisant a un syndrome de malabsorption qui peut étre
grave, elle est due a I'action d’un protozoaire ubiquiste, flagellé du genre Giardia que les
animaux ingérent avec I'eau polluée par les kystes du parasite.

Le réle de Giardia comme agent de diarrhée reste discuté, certains auteurs parlent
d’agent entéropathogéne, (Tartera, 2000a), et considérent Giardia intestinalis, parmi les
plus pathogénes de l'intestin chez 'homme et les animaux dans le monde, (Adams, 1991;
Medema, 1999), et qu’en plus ils sont omniprésents a la surface de I'eau. D’ailleurs c’est a
la suite de la contamination de I'eau par les bovins que 'homme s’infecte, (Anderson, 1998),
Pour les autres cette théorie reste peu convaincante, (Quilez et al., 1996; Morin, 2002).

C’est une maladie cosmopolite, qui peut parfois présenter un caractére zoonotique, les
giardia sont parmi les parasites intestinaux les plus communs en pays développés, (Euzeby,
1987a ; Afssa, 2002).

Elle a souvent été rapportée chez de nombreuses espéces animales, ainsi outre
’lhomme on la rencontre chez le veau, le cheval, (Xiao, 1994; Olson et al., 1995). Chez
les bovins G.duodenalis a été retrouvé avec une relative haute prévalence chez les veaux
laitiers, une prévalence de 73% a été retrouvée chez des veaux de la période juste aprés
la naissance jusqu'a 24 semaines en Colombie britanique, (Olson et al., 1997), un rapport
cumulé de 100% de prévalence a été retrouvé chez les veaux par (Xiao et Herd, 1994).
G.duodénalis a ainsi été reconnu comme étant un agent potentiel des diarrhées chez le
veau laitier, (Huetink, et al., 2001).

Synonymie : lambliase (lambliose)

7.1. Historique

C’est Kunstler en 1882 cité par (Euzeby, 1987b), qui le premier définit le genre Giardia et
le dédit a Giard, et en (1988), Blanchartd, le redéfinit et I'appelle Lamblia en hommage a
Lambel, (Hamdi, 1995) mais c’est le nom de Giardia qui sera retenu.

7.2. Etude du parasite
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7.2.1. Taxonomie

Régne des protistes

Sous embranchement des mastigophora

Ordre des Diplomonadida

Classe des flagellés

Genre giardia, (Duriez et al., 2002).

3 espéces sont décrites, Giardia intestinalis (= G.duodénalis, = G.lamblia), Giardia
madris, et Giardia agilis, (Euzeby, 1987a; Faubert, 1988).

7.2.2. Morphologie

Le Giardia est un protozoaire flagellé, unicellulaire, se présentant sous deux formes

7.2.2.1. Trophozoite : (Figure 27)

Il a un corps symétrique, en «cerf-volant» effilé vers I'arriére, mesure 10 a 20 um sur 6-10
um et aplati, il posséde 8 flagelles (6 flagelles antérieures + 2 postérieurs), présente une
dépression réniforme antérieure dans laquelle logent 2 noyaux et a un réle de fixation. II
présente également 2 corps parabasaux, il est trés mobile, (Euzeby, 1987b; Chartier, 2005).

Figure 26: Représentation schématique de la
forme végétatif de Giardia, d’aprés (Faubert, 1988).

7.2.2.2. Kyste : (Figure 28)

Figure 27: Représentation schématique d’un kyste de Giardia ( In Hamdi, 1995).

Il est immobile, de forme ovoide, avec une coque mince, claire, lisse, et réfringente, il
mesure 12x8um ; il posséde 2 noyaux a I'’émission, un amas flagellaire dans I'axe et deux
corps parabasaux en virgule, 4 noyaux apres un s€jour de 24 a 48 heures dans la nature. Le
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kyste représente la forme infectante, (Euzeby, 1987a; Chartier, 2005). Il semble qu’il existe
2 génotypes, (Hunt et al., 2000).

7.2.3. Cycle évolutif

Le parasite a un cycle direct (monoxene), (Chartier, 2005), et passe par une forme
trophozoite et une forme kystique.

Aprés ingestion par I'néte définitif des kystes a 4 noyaux (avec 'eau et les aliments), le
dékystement se fait dans le duodénum et les trophozoites se fixent par la suite a I'épithélium
intestinal, (N.Acha et Boris, 1989; Duriez et al., 2002).

Chez I’'héte définitif (homme ou animaux ) :

Les trophozoites se multiplient par division binaire dans la lumiére de l'intestin gréle,
ils s’enkystent lorsque le contenu intestinal quitte le jéjunum et commence a perdre son
humidité. Les trophozoites enkystés entreprennent une autre division et le kyste mar ainsi
formé contient quatre noyaux. Les kystes sont éliminés de maniére passive dans le milieu
extérieur avec les matiéres fécales, (N. Acha et Boris, 1989; Duriez et al., 2002).

7.3. Epidémiologie
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7.3.1. Répartition géographique

C’est une affection cosmopolite, (Euzeby, 1987a; Duriez et al., 2002).

7.3.2. Espéces affectées

Ce parasite peut infecter de nombreuses espéces animales et 'homme, (Fayer et Ungar,
1986; Adam, 1991), ainsi on le retrouve chez L'homme, les bovins, le chien, le chat, le
cobaye, le lapin, et plusieurs autres mammiféres domestiques et sauvages, (N. Acha et
Boris,1989), il s’agit en fait d’'une zoonose, (Fayer et Ungar, 1986; Buret Aet al., 1990),
chezle veau, il est 'une des causes majeures de diarrhée, (Xiao et al., 1993; Olson et al.,
1997).

7.3.3. Source d’infection et modes de transmission

Les animaux domestiques constituent un reservoir important de parasites (Kasprzak et
Pawlowski, 1989; Adams,1991).

La transmission du parasite dans sa forme kystique se fait par I'alimentation, les eaux
souillées, les mains sales, faire trés attention au péril fécale, (Fayer et Ungar, 1986; Duriez
etal., 2002), chez les bovins la transmission directe d’'un animal porteur a un animal sain est
le principal mode de contamination, (Xiao, 1994).Le contact étroit entre les animaux favorise
la contamination, (Corwin, 1992; Heath, 1992), le passage a I'animal, puis de I'animal a
’lhomme, se fait pour I'animal par la pature ou I'eau de boisson et pour 'homme elle se fait
par I'eau, (Craun, 1986).

7.3.4. Causes favorisantes

7.3.4.1. Facteurs intrinséques
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Plusieurs facteurspeuvent intervenir, on retiendra le role de 'age des animaux, (Euzeby,
1987a). En effet, il semble acquis que le maximum de prévalence se situe entre 1 et 6 mois,
avec d’abord une prévalence relativement faible pour les animaux de 1 mois et moins, la
prévalence maximum est retrouvée chez les animaux agés de 4 a 5 mois, (Quilez et al.,
1996; Wade et al., 2000b), pour (O’handley et al.,1999), 'age moyen de détection des kystes
de G. duodenalis chez le veau est de 31,5 + ou — 4,1 jours, cette excrétion persiste jusqu'a
'age de 120 jours. Mais en générale on note une nette diminution de la prévalence chez
les bovins de plus de 6 mois, (Quilez et al., 1996; Olson et al., 1997), on observe aussi une
différence de sensibilité entre les individus, certains veaux expriment des signes cliniques
alors que d’autres pas. La plupart des études effectuées pour montrer I'influence du type
d’élevage ont montrées une plus grande sensibilité des bovins a I'engrais, (Ralstonet al.,
2003), mais ces résultats sont a prendre avec prudence car la majorité de ces études ont été
faites sur des élevages laitiers, (Xiao et al., 1993; O’Handley et al., 1997), d’autres travaux
par contre ont montré les mémes types de réponse chez les veaux laitiers et ceux a I'engrais.

Ceci s’explique soit par I'existence de souches de Giardia duodénalis plus virulentes
que d’autres, soit par des différences dans le statut immunitaire des veaux. Et quand des
veaux excrétent un nombre important de Giardia, ils sont considérés comme une source
importante de contamination pour leurs congénéres, (Xiao et Herd, 1994; Xiao et al., 1993).
En effet, différentes études ont montré que les animaux hypogammaglobulinémiques en
particulier ceux déficients en IgA se montrent plus sensibles aux infections sévéres par
rapport a ceux immunologiquement normaux. L'immunité semble s’installer avec le temps,
ceci est conforté par le fait que les animaux agés de plus de 6 mois se révélent moins
porteurs de giardia, (Quilez et al., 1996; Wade et al., 2000). A ces deux facteurs (age
et déficit immunitaire), s’ajoute I' hypochlorydrie qui semble favoriser I'installation de la
maladie, (N.acha et Boris, 1989).

7.3.4.2. Facteurs extrinséques

Les mauvaises conditions d’élevages, prédisposent a la maladie, de méme que le type de
logement, en effet les veaux placés dans des box collectifs de par leur proximité sont plus
exposés a l'infection. La saison parait jouer un réle puisque certains auteurs ont remarqués
des pics de prévalence en hiver, (Huentink et al., 2001), par contre pour d’autres il n’existe
aucune différence entre les saisons, (Wade et al., 2000a).

7.3.5. Résistance du parasite

Les kystes sont la forme infectante. lls sont trés résistants dans le milieu extérieur et peuvent
survivre pendant plus de deux mois dans I'eau a 8°C, pendant environ un mois a 21°C et
pendant 2 mois a + 8°C , il ne supporte pas les temps chauds et secs, de méme que les
trés basses températures, (Bingham et al., 1979), il est cependant plus sensible dans le
milieu extérieur que C. parvum, (Sterling, 1990), son pic de prévalence semble se situer au
printemps, (Xiao et Herd, 1994), et en été, (Wade et al., 2000a), il résiste au chlore, (N.acha
et Boris, 1989; Duriez et al., 2002), la contamination de I'eau est usuelle, (Le Chevallier et
al., 1991).

7.3.6. Prévalence

Chez ’homme :

Elle varie de 1,5 a 20 % et ceci est en rapport avec le niveau d’hygiéne, une étude faite
au chili a montré que la prévalence de la maladie était de 29,9% des enfants de moins de
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10 ans, (N.Acha et Boris, 1989). La Giardiose peut prendre une allure épidémique, dans
une créche au chili, elle a affecté 60% des 111 enfants agés de 3 mois a 7 ans, (N.Acha
et Boris, 1989).

Chez les animaux :

Des études entreprises au colorado ont révélé que les kystes du parasite ont été
retrouvés sur des bovins (10%), des castors (18%), des coyotes (6%), (N.acha et Boris,
1989). Chez les bovins sa prévalence varie entre 1% et 51,6%, (Xiao, 1994).

7.4. Clinique

7.5.

Elle évolue aprés une phase d’incubation asymptomatique de 7 jours a 10 semaines vers
une phase d’état dominée par 3 symptémes, (Duriez et al., 2002).

Une diarrhée, avec une fréquence de 5 a 10 selles journaliéres, d’évolution aigue ou
chronique, intermittente ou durable, les féces peuvent étre ramollies ou liquides, contenant
du mucus mais non hémorragiques. Elle peut étre oui ou non accompagnée de nausées,
de douleur abdominale, d’anorexie et d’'un amaigrissement

C’est une diarrhée rebelle aux traitements qui peut parfois durer des mois,
(Euzeby ,1987a ; Duriez et al., 2002).

Un syndrome de maldigestion accompagné d’une inhibition de la lipolyse, d’une
réduction de [lactivité dissacharidasique, ce qui conduit outre a [linhibition des
dissacharidases, a une destruction du glycocallyx des microvillosités

et de malabsorption, avec érosion des villosités et des microvillosités intestinales, qui
conduit a une exfoliation rapide des entérocytes, avec pour conséquence un transport
actif défectueux des nutriments et une différenciation incompléte des entérocytes qui ne
peuvent atteindre leur maturité et leur performance d’absorption en particulier des lipides
d’ou stéatorrhée, (Euzeby, 1987b; Duriez et al., 2002), ce qui explique qu’en plus de la
diarrhée la giardiose est a 'origine d’un retard de croissance chez les animaux.

Syndrome hépatobiliaire : le parasite peut envahir les voies biliaires chez les sujets qui
produisent mal les IgA, (Euzeby, 1987b).

Néanmoins il existe des cas ou I'on n'observe pas de diarrhée mais qui s’laccompagnent
d’un retard de croissance et de chute de poids chez les animaux atteints, (Angus, 1990;
Olson et al., 1995).

Lésions
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7.5.1. Macroscopiques

On observe une atteinte inflammatoire du duodénum et du jéjunum avec un mucus
abondant.

7.5.2. Microscopiques

On remarque une inflammation diffuse qui peut étre modérée ou sévére au niveau du
duodénum et du jéjunum, le disque adhésif de giardia spp s’attache aux villosités dans leur
parties moyennes et basses conduisant a des Iésions mais qui restent peu séveres, (Rings
et Rings, 1996), les villosités sont parfois raccourcies.
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7.6. Diagnostic

7.6.1. Diagnostic clinique

Repose sur I'observation d’'une diarrhée chronique et ou d’un retard de croissance, d’'un
syndrome de malabsorption, et une maladie a caractére épidémique, (Duriez et al., 2002).

7.6.2. Diagnostic nécropsique

Basé sur la découverte de lésions d’entérite catarrhale touchant les premiéres portions de
l'intestin gréle, mais seule la recherche de I'agent causal permettra d’affirmer avec certitude
la présence de Giardiose, (N.Acha et Boris, 1989).

7.6.3. Diagnostic de laboratoire

La mise en évidence des parasites éliminés dans les matiéres fécales peut faire appel a
plusieurs méthodes mais beaucoup ne sont pas applicables au diagnostic de la Giardiose
chez le veau. L'examen des matiéres fécales diarrhéiques a I'état frais permet d’observer
des trophozoites mais ces derniers sont difficiles a visualiser, aussi leur fixation et leur
coloration a ’hématoxyline ferrique rend le test plus performant, (Euzeby, 1987a; N.Acha
et Boris, 1989).

La recherche des kystes est plus facile par coproscopie, pour cela les matiéres fécales
sont d’abord traitées par des méthodes de flottation en liquides denses (saccharose, sulfate
de magnésium a 1,28, sulfate de zinc a 1,33, iodo mercurate de potassium a 1,44), (Junod et
al., 1986). L'addition d’une goutte de lugol (iode sublimée 10g, iodure de potassium 50g, eau
gsp 100 ml) ou d’une goutte d’'un autre colorant a base d’iode comme le MIF (Mercurothiolate
lode Formol) donne aux kystes une teinte orangée les distinguant des autres protozoaires,
(Rebatichi, 1999; Achir, 2004).

L'immunofluorescence directe combinant I'utilisation d’anticorps monoclonaux marqués
a la fluoresceine s’avére étre une méthode beaucoup plus sensible surtout quant les
échantillons contiennent de faibles concentrations en kystes parasitaires, mais elle est plus
onéreuse.

7.7. Traitement

Chez I’animal :

Plusieurs molécules utilisées chez 'lhomme ont été utilisées avec succés chez les
bovins, (St-dJean et al., 1987; Xiao et al.,1993).Les benzimidazoles donnent de bons
résultats sur les kystes et les formes végétatives, (Foreyt, 2001). Recemment de trés bons
résultats ont été obtenus avec le fenbendazole, (Xiao et al., 1996).

7.8. Prophylaxie

7.8.1. Prophylaxie générale

Les mesures essentielles s’appuient en générale sur I'aspect sanitaire et se résument en
3 points.
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8. Les Coccidioses

Ce sont des maladies parasitaires, d’allure sporadique, (Yvoré et al., 1983), Provoquées par
des protozoaires, les coccidies du genre Eimeria, ce sont des pathologies, ou les conditions
d’hygiéne jouent un rdle primordial, et méme si la contamination est inévitable, elle ne
conduit pas systématiquement a la maladie, en effet, la seule présence des coccidies, méme
en grand nombre ne permet pas de conclure a une coccidiose.

Le parasite se localise dans les cellules de l'intestin gréle, la maladie se présente dans
sa forme grave par une dysenterie, avec émission de féces diarrhéiques renfermant du sang
en nature, accompagnée de ténesme et d’épreintes, (Navetat et Rizet, 2002). La coccidiose
prend parfois une allure épizootique chez les jeunes bovins de 1 a 12 mois. Son incidence
économique est alors trés grave, (Euzeby, 1987a1). La coccidiose bovine est connue pour
son caractére non zoonotique.

8.1. Etude du parasite

8.2.
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8.1.1. Morphologie

Bien qu'il ait été décrit une vingtaine d’espéces chez les bovins, (Yvoré et al., 1982).
Deux especes particulieres sont décrites, il s’agit :
* Eiméria bovis ( qui peut provoquer des diarrhées) :

Il s’agit d’'un oocyste de forme ovoide, de 27X20um de taille il a un pdle Iégérement
écrasé, il est de couleur vert sombre et posséde un micropyle, la sporulation se faiten 2 a
3 jours a la température ambiante, il ne présente pas de reliquat oocystal, ni de granules
polaires.

Sa localisation dans l'intestin gréle se fait au niveau du coecum, du colon et du rectum.
Eiméria Zuernii ( al’origine de diarrhée hémorragique) :

C’est un oocyste qui présente une forme sub-sphérique, sa taille est de 18X16um, il
s’agit d’'une «petite coccidie ronde des bovins», incolore, qui ne présente pas de micropyle,
son cytoplasme est tres souvent excentré, elle sporule dans un délai de 5 jours a 38°C, elle
ne laisse pas de reliquat oocystal.

La localisation du parasite se fait dans la région colo-rectale.

8.1.2. Cycle de développement

Les coccidies décrivent un cycle monoxene, il comprend une phase sexuée et une phase
asexuée, le cycle se déroule dans la cellule intestinale, ou il se produit une multiplication
intense du parasite, ce qui aboutit a une importante élimination du parasite dans les matiéres
fécales.

L'age intervient dans la réceptivité, en effet la maladie apparait chez les veaux agés de
1 mois et se maintient pendant toute la premiére année de la vie.

Epidémiologie

8.2.1. Répartition géographique
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La distribution des coccidies est mondiale, (Chartier, 2005).

8.2.2. Mode de transmission

A l'étable les animaux se contaminent par le Iéchage des litieres. Au paturage, c’est
ingestion des végétaux, de la terre, ou de I'eau qui conduit a la contamination par les
oocystes sporulés qui se trouvent dans le milieu extérieur, (Euzeby, 1987a1).

8.2.3. Facteurs prédisposants

L'’hygiéne de I'élevage joue un réle de premiére importance, il s’agit d’'une maladie qu’on
rencontre dans des élevages ou I'hygiéne est défectueuse, qui présentent une forte
concentration d’animaux.

Elle peut aussi apparaitre dans les paturages mais avec une incidence faible.

Certains facteurs liés a la température ambiante (augmentation de la température du
milieu dans lequel vivent les animaux), a la pluviométrie peuvent favoriser la maladie.

La saison peut jouer un role, en effet on observe la maladie, trés souvent en fin d’été
début d’automne dans des zones humides particulierement aprés un été sec. Mais I'infection
coccidienne peut étre contractée en toutes saisons. Le stress de la mise a I'herbe, le
chargement important des paturages en animaux et donc en coccidies, le sevrage surtout
s’il est précoce et ou brutale favorisent I'installation et I'expression de la maladie.

L'age des animaux est aussi important, en effet cette parasitose touche surtout les
jeunes, qui se montrent singuliérement réceptifs, particulierement aprés le sevrage, les
veaux de races laitieres montrent leur sensibilité a un age plus précoce (4 a 8 semaines).
La coccidiose est rare chez les individus ayant dépassé I'age de 15 a 18 mois, (Euzeby,
1987a1).

Clinique

8.4.

La période d’incubation dure en général, 12 a 16 jours, en fonction des espéces en cause,
elle est un peu plus courte pour E.zuernii que pour E.bovis.

On observe dans la forme aigue le tableau clinique suivant :

Dans le cas de Eiméria Zuernii, une diarrhée hémorragique avec des efforts
d’expulsion, de matiéres fécales contenant du mucus.

Lorsque c’est Eimeria bovis qui est a 'origine de la diarrhée, cette derniére n’est pas
hémorragique. Cette diarrhée avec I'anorexie conduisent a un amaigrissement rapide et
a une déshydratation extréme. La guérison, possible chez les animaux de plus de deux
ans d’age, commence par l'arrét progressif des signes cliniques, avec une période de
convalescence relativement longue et pénible pour I'animal, avec une diarrhée qui se
continue pendant 2 voir 3 semaines, (Euzeby, 1987a2).

Des rechutes sont toujours possibles, dans ce cas les animaux présentent des signes
nerveux, qui peuvent dans certains cas conduire a la mort d’'un certain nombre d’animaux.

Diagnostic

8.4.1. Diagnostic clinique
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8.4.2. Diagnostic de laboratoire

La mise en évidence des coccidies dans les matiéres fécales est facile a réaliser au
laboratoire.

Elle fait appel a [l'utilisation de plusieurs méthodes de détection du parasite,
principalement par les techniques d’enrichissement (Flottation) et de sédimentation,
(Euzeby, 1987a2).

8.5. Traitement

Un anticoccidien administré précocement pendant 5 jours consécutifs donne pleinement
satisfaction.

Les sulfamides (Sulfadimérazine, Sulfadiméthoxine et I’Amprolium) donnent également
de bons résultats, (Euzeby, 1987a2).

8.6. Prophylaxie

Dans le batiment

Au péturage :

La mise a I'herbe pouvant constituer un stress, il est souhaitable de ne pas faire sortir
les veaux au cours des périodes de basses températures ou de fortes pluies.

Chimio-prévention :

L'utilisation des anticoccidiens dans I'aliment concentré destiné aux jeunes bovins bien
que constituant un bon moyen de prévention présente le risque de créer des souches de
coccidies résistantes, (Euzeby, 1987a2).

9. La Salmonellose

9.1. Introduction
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La salmonellose est une zoonose commune a 'homme et a de nombreuses espéces
animales, en particulier les ruminants, elle est provoquée par des entérobactéries du genre
salmonella, ce sont des germes opportunistes.

La grande majorité des souches rencontrées chez les bovins appartiennent a deux
sérotypes :

Salmonella Typhimurium, germe ubiquiste, pathogéne pour de nombreuses espéces
animales et pour I’'homme, et qui est une cause majeure de morbidité et de mortalité chez
le veau, (Smith et al., 1994; Kaniga et al., 1995). Il est a I'origine d’'une diarrhée, (Zhang
et al., 2002), consécutive a un afflux de fluides et de polynucléaires (PNM), comme le
montrent les nombreux travaux réalisés sur anse intestinale ligaturée de veaux, (Galyov et
al., 1997; Zhang et al., 2002), cette diarrhée présente la méme physionomie chez ’homme,
(Frost et al.,1997 ; Tsolis et al., 1999). Cependant chez 'lhomme il existe une deuxiéme
forme de l'infection a Salmonella typhimurium il s’agit de la fiévre typhoide ou la diarrhée ne
représente qu’'un symptome mineur, (Muller et al., 1995).



Partie bibliographique

En outre Salmonella typhimurium reconnait deux sérotypes différents, ainsi le sérotype
SPI-1 provoque de la diarrhée non associée a une infection systémique, (Galyov et al.,
1997 ; Wallis et al., 1999). Contrairement au sérotype SPI-2 qui lui y est souvent associé,
(Ochman et al.,, 1996; Shea et al.,, 1999). L'infection intestinale peut se maintenir lors
d’infection orale chez les bovins, (Tsolis et al., 1999).

Salmonella Dublin, spécifique a I'espéce bovine. Présente la particularité d’étre plus
invasive, (Rings, 1985).

D’un point de vue clinique, I'infection passe le plus souvent inapercue, comme elle peut
se présenter sous la forme d’'une septicémie accompagnée ou non de diarrhée, (Martel et
Moulin, 1983; Martel, 2001).

9.2. Pathogénie

Il s’agit en général d’'une septicémie a point de départ intestinal, (Martel, 1999), qui reconnait
un certain nombre de phases.

contamination et invasion de 'organisme :

La bactérie pénétre généralement par la voie orale, a la suite de I'ingestion d’aliments
ou d’eau souillés par les salmonelles. La dissémination de la bactérie dans I'organisme
reconnait trois phases.

Une premiére phase qui se produit dans la partie distale de l'intestin (iléon), au niveau
des plaques de peyer. Arrivées au niveau de la lamina propria, elles sont prises en charge
par les macrophages et les ploynucléaires neutrophiles.

Les salmonelles intracellulaires, vont se retrouver plus tard dans les nceuds
lymphatiques mésentériques.

A partir de ce moment différents scénarios sont possibles :
La destruction compléte des salmonelles avec guérison compléte de I'individu infecté.

Les salmonelles (en particulier dublin), persistent en position intra macrophagique dans
les nceuds lymphatiques mésentériques et 'animal demeure alors porteur latent.

Les défenses de I'hdte sont débordées et la bactérie passe alors dans le sang, puis
dans une premiére phase, les salmonelles parviennent alors au niveau du foie et de la rate,
des signes généraux apparaissent qui peuvent parfois conduire a la mort de I'animal, on
peut aussi observer une deuxiéme phase ou les salmonelles peuvent se disséminer dans
d’autres organes, utérus, placenta, poumon, articulation, (Rings, 1985;Martel, 2001).

Phénomeéne de latence et incubation :

Dans certains cas en particulier avec salmonella dublin, chez les bovins I'infection
latente peut persister durant toute la vie de I'animal.

Cependant les différents stress tels que le transport, le changement d’environnement,
d’alimentation ainsi que ses déséquilibres peuvent faire exprimer la maladie, (Corrier et al.,
1990; Hume et al., 2004).

9.3. Symptomes et Lésions
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Elle provoque chez le jeune une septicémie accompagnée d’une gastroentérite, on
peut également rencontrer des formes pulmonaires, nerveuses, des arthrites chroniques,
(Martel, 1993).

9.3.1. Forme digestive

C’est la forme la plus fréquente chez les bovins, on observe alors des signes généraux avec
une fiévre de 'ordre de 40 a 41°C, un abattement intense, une diminution de I'appétit, une
congestion des muqueuses oculaires avec parfois des pétéchies.

La diarrhée est trés liquide, (Zhang et al., 2003), d’odeur nauséabonde, dans les
matiéres fécales on observe assez souvent la présence de mucus et de sang. Des douleurs
abdominales sont parfois observées, la maladie peut évoluer soit vers la guérison, soit vers
la mort de I'animal.

9.3.2. La forme classique de la maladie

Se manifeste par une septicémie accompagnée ou non d’une entérite.

Forme septicémique : atteint surtout les jeunes, on observe dans ce cas une
hyperthermie qui peut atteindre 40 a 41°C, de I'anorexie, 'animal est trés abattu (tuphos),
par la suite les extrémités se refroidissent, le pouls devient petit, les muqueuses cyanosées.

L'entérite, se manifeste par 'émission de selles liquides contenant parfois du mucus,
d’odeur nauséabonde, des coliques abdominales sont souvent observées.

La maladie est souvent conclue par la mort au bout de 2 a 8 jours et s’Taccompagne
tres souvent de signes respiratoires.

9.3.3. La forme génitale

Elle se manifeste par des avortements qui apparaissent dans le dernier tiers de la gestation,
suite a une inflammation du placenta avec ou sans mort du produit, en général 'avortement
est le seul signe au départ, par la suite il se produit une rétention placentaire, c’est le serovar
dublin qui est a I'origine du plus grand nombre d’avortements salmonelliques chez les bovins

9.3.4. La forme respiratoire

Elle touche surtout les jeunes animaux et est le plus souvent une complication d’'une forme
digestive ou septicémique, (Martel, 2001).

9.3.5. Autres formes

Des cas d’arthrites, de meningo-encéphalites, d’ostéites, de gangrénes des extrémités,
d’'uvéites, de mammites, etc, peuvent étre aussi observés mais sont plus rares.

Enfin les deux agents (S. typhimurium et S. dublin) peuvent provoquer I'avortement
chez la vache et chez la génisse sans d’autres signes cliniques, (Rings, 1985). Il est utile de
rappeler que certaines circonstances favorisent et entretiennent I'expression clinique de la
maladie telles, les changements de milieu et de régime alimentaire, la promiscuité entre les
animaux ou encore l'introduction d’animaux nouveaux sans quarantaine préalable et donc
probablement porteurs, (Ferris et al., 2003; Hume et al., 2004).

9.4. Autopsie
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(Photo 19)

Différents tableaux Iésionnels sont observés et montrent le caractére entéro-invasif des
salmonelles.

Ainsi on observe, des lésions de septicémie (congestion généralisée, hypertrophie des
ganglions lymphatiques, splénomégalies etc).

Au niveau de I'appareil digestif, on observe, une congestion gastro-intestinale, avec des
Iésions hémorragiques sous forme de pétéchies, des Iésons ulcéro-nécrotiques pouvant
aussi étre observées (Martel et Moulin, 1983).

Photo 19: representative examples of the gross pathology and
histopathology of peyer's patches and the terminal ileum of calves inoculated
orally with 1010 cfu of different salmonella serotype typhimurium strains.

(a) severe acute fibrinopurulent necrotizing enteritis with segmental or continuous
pseudomembrane formation in a calf infected with wild-type strain ir715 (similar pathological
changes were observed in calves infected with the sopa mutant, the sopd mutant, or the
sope2 mutant). Bar =1 cm.

(b) marked subacute fibrinopurulent necrotizing enteritis often confined to the peyer's
patches of the terminal ileum of a calf infected with strain za10 (sipa). Bar = 1 cm.

(c) normal peyer's patches and ileum of a calf infected with strain za21 (sipasopabde).
Bar = 1 cm. (d to f) hematoxylin- and eosin-stained sections of peyer's patches of
calves infected with ir715, za10 (sipa), and za21 (sipasopabde), respectively. The short
arrows indicate areas of lymphoid depletion; the long arrows indicate various degrees of
fibrinopurulent necrotizing ileitis at the mucosal surface. Bars = 200 pm.

Diagnostic

La seule observation des signes cliniques ne permet pas de poser un diagnostic de certitude,
seul l'isolement des salmonelles permet de poser un diagnostic.

Les prélévements
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* sur 'animal vivant, il s’agit de prélever des matiéres fécales, mais cette méthode a des
limites, car on peut avoir une excrétion permanente (malade positif porteur sain), excrétion
intermittente, (porteur sain), passage d’une souche de salmonelle sans implantation (donc
prélevement négatif ne veut pas dire absence de portage, et I'isolement d’une salmonelle
ne veut pas dire obligatoirement maladie).

* sur le cadavre, il faut rechercher les salmonelles dans différents organes pour montrer
leur caractére entéro-invasif, ce qui confirme le diagnostic de salmonellose.

Mais I'isolement de la souche permet de confirmer le diagnostic, de réaliser un
antibiogramme, et enfin éventuellement de proposer une prophylaxie médicale
raisonnée fondée sur I'dentification du sérovar, (Desjouis et al., 1997).

La sérologie : Est possible mais n’est pas d’un secours d’un point de vue diagnostic.

9.6. Traitement
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9.6.1. Indication du traitement

Le traitement est indispensable, car en I'absence de traitement la mortalité peut atteindre
80%, mais avec un traitement efficace elle peut descendre a moins de 10%, en plus lorsque
la maladie se déclare les animaux malades excrétent de trés importantes quantités de
salmonelles ce qui rend la contamination de I'environnement trés importante.

9.6.2. Bases du traitement

3 types de mesures doivent étre prises
I'antibiothérapie
la lutte contre le choc endotoxinique
la réhydratation

- Antibiothérapie : les salmonelles pouvant étre dans le milieu intracellulaire,
I'antibiotique, doit avoir un bon pouvoir de diffusion et une activité intracellulaire.

- La pression exercée par les antibiotiques, permet la mise en place par ces bactéries
de mécanisme de résistance, d’autant plus que les salmonelles présentent de
nombreux sérotypes, de plus ces sérovar peuvent exprimer des génes de résistance
a certains antibiotiques, (Bolton et al., 1999; Yang et al., 2002). La detection de ces
souches, résistantes devrait permettre de suivre leur évolution dans le but d’'une
utilisation plus raisonnée des antibiotiques, (Martel, 1997).

9.6.3. Traitement complémentaire

Dans le cas de salmonelloses digestives, la fluidothérapie est indispensable, les anti-
inflammatoires sont intéressants dans la lutte endotoxinique (les anti-inflammatoires non
stéroidiens sont préférés aux stéroidiens).

9.6.4. La vaccination

Existe, mais il n'y a pas d'immunité croisée entre les souches.

9.6.5. La prophylaxie sanitaire
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Repose sur certaines regles qui consistent en hygiéne trés stricte au moment du vélage
isolement des malades qui représentent une source de contamination controle de I'eau, des
aliments et des paturages précaution dans I'emploi du fumier, et lisier.

Sur le plan de I'économie animale elle est trés importante, chez les veaux, et bien que
sporadique chez les animaux adultes, elle demeure médicalement grave.

Sur le plan de la santé publique, I'infection animale est une source importante de
contamination pour ’lhomme.
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1 Comparaison de 7 méthodes de détection de
I’'oocyste de Cryptosporidium Parvum dans les selles
des veaux.

1.1. But et objectif

La présence de C.parvum dans les selles de veaux et sa participation dans I'étiologie des
diarrhées néonatales des jeunes bovins n’est plus a démonter. De nombreuses enquétes
épidémiologiques ont fait état de I'action primaire de cet agent dans ce syndro syndrome,
(Deluol et al., 1984; Krogh et Henriksen, 1985).

Devant l'impact grandissant de cette parasitose qui constitue un véritable frein au
développement de I'élevage bovin qu'il soit laitier ou a I'engrais, plusieurs auteurs ont
essayé de mettre en évidence le parasite dans les selles des veaux en utilisant une multitude
de techniques tout en opérant des études comparatives entre ces techniques, dans le but
d’évaluer leur sensibilité et leur degré de fiabilité, (Allen et Ridley, 1970; Graaf et al.,1999).

Pour cette raison, il nous est apparu intéressant d’évaluer le degré de sensibilité de
chacune des 7 techniques coproscopiques les plus couramment utilisées pour le diagnostic
de la cryptosporidiose.

1.2. Materiel Et Methodes
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Durant la période allant du 2 janvier 2001 au 30 mai 2001, 1063 échantillons de selles,
dont 674 diarrhéiques et 389 non diarrhéiques ont été récoltés sur 154 veaux appartenant a
quatre fermes d’élevages de bovins laitiers de la région de la Mitidja (Algérie). Les conditions
d’hygiénes dans ces élevages étaient moyennes, I'état d’embonpoint des animaux était
moyen a mauvais.

Selon les techniques utilisées, les selles récoltées ont été subdivisées en deux volumes
'un a été systématiquement additionné avec du bichromate de K a 2,5% (Vol / 2Vol), puis
immédiatement placé dans un réfrigérateur entre (4°-8°), 'autre volume a été mélangé avec
du formol & 10 % (Vol / 2Vol) et ce dans des tubes en verres de 5ml et conservé a la
température du laboratoire.

Les frottis fécaux ont été réalisés a partir des selles conservées dans du bichromate
de potassium, puis colorés par les techniques de coloration

temporaires
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La technique de Heine, (Angus et al., 1981),
Et celle de 'Auramine 0, (Anderson, 1985).

et permanentes.

La technique de Zeihl-Neelsen modifiée par Henriksen et Polhenz, (Beauvais et al., 1989)
Celle de Ziehl-Neelsen modifiée par Angus, (Anderson, 1981)
Celle de Giemsa, (Darabus, 1996).
La technique d’Anderson, (Anderson, 1981).

Quant a 'examen du culot concentré par la technique de formol-éther, (Allen et Ridley,
1970), il n’a été fait que sur les selles conservées dans du formol.

A partir de ces échantillons, 3370 frottis de selles diarrhéiques et 1945 non diarrhéiques
ont été préparés pour subir les colorations temporaires et permanentes, ainsi 1348
préparations de selles diarrhéiques et 778 non diarrhéiques sont réalisés pour les
techniques de concentration (Anderson, Formol-&ther).

Toutes les techniques ont été dans la majeure partie du temps appliquées dans les 2 a
4 heures qui ont suivies I'exécution des prélevements, et souvent simultanément, la lecture
des lames, a été faite a des intervalles de temps différents, en utilisant le microscope optique
pour les techniques de colorations permanentes et pour les techniques de concentrations, le
microscope a contraste de phase pour la technique de Heine. Le microscope a fluorescence
a été utilisé pour la technique de I’Auramine 0.

Selon la consistance des matiéres fécales les frottis sont confectionnés de fagon
différente. Ainsi, pour les selles diarrhéiques des frottis minces ont été confectionnés en
plusieurs lames, puis séchés a l'air et colorés ensuite par les différentes techniques (les deux
variantes de Ziehl, Giemsa, Heine, ’Auramine 0). Quant aux selles solides, elles ont subis
d’abord une dilution préalable et ce afin d’obtenir des frottis minces et de bonne qualité.

1.3. Resultats

Les résultats obtenus (Tableau 17), indiquent que sur les sept techniques utilisées pour la
détection des oocystes de C.parvum dans les selles des veaux, la technique de coloration
d’Henriksen est apparue la plus sensible et la plus fiable, avec un pourcentage de positivité
de 22,62 %, un degré moindre de sensibilité est relevé avec respectivement les techniques
d’Angus 15,77 % et d’Anderson 15,14 %.
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Techniques coposcopi(que Resultat en nombre et en powrcentage
S.T (%) 5.0 (%) S.HLD (%)
Ziel-Meelzon par Henriksen et Polhenz 241 (22620 1920(21.21 43 (2062
Zigl-Meelzon modifiee par Angus 168 (1577 142 (15.69) 26 (16.25)
Giemsa 115 (10.79) 105 (11 .60) 1006.25]
Heine 151 (14.17) 124 (13.70) 271657
Auratmine 0 133 (12.48) 115 (12.70) 18011.25)
Anderzon Flottation sur sacharrose 161 (1511 140 (15.46) 2101312
For maol-ether 95 [09.01) &7 (09.61) 09 (0562

Tableau 17: Nombre de prélevements positifs obtenus
par les différentes techniques coproscopiques en fonction des
échantillons de selles totales, diarrhéiques et non diarrhéiques.

S.T.: Selles totales ; S.D. : Selles diarrhéiques ; S.N.D. : Selles non diarrhéiques.

En outre, nous avons constaté que plus les selles étaient riches en parasites, plus
le nombre de techniques dont les résultats se rejoignaient dans l'identification du parasite
augmentait.

Pour ce qui est des résultats des techniques utilisées pour la recherche du parasite
dans les échantillons de selles diarrhéiques et non diarrhéiques et comme le montre le,
Tableau 17; la technique d’Henriksen se révéle la plus performante, avec un pourcentage
de 21,21 % pour les selles diarrhéiques et 30,62 % pour les selles non diarrhéiques en
comparaison avec les pourcentages obtenus avec les autres techniques et particulierement
avec celle de formol-éther qui donne un trés faible pourcentage , soit 9,61 % pour les selles
diarrhéiques et 5,62 % pour les selles non diarrhéiques .

En comparant la technique d’Henriksen a celle d’Angus, nous remarquons que 73 selles
(50 diarrhéiques et 23 non diarrhéiques) qui ont été révélées positives par la technique
d’Henriksen ont été négatives lors de I'utilisation de la technique d’Angus, démontrant par
la méme, la sensibilité de la technique d’Henriksen par rapport a celle d’Angus, sensibilité
qui semble surtout liée a la quantité de parasites que contient les selles.

Quant a la comparaison de la technique de Giemsa a celle d’Henriksen, nous avons
constaté que 126 selles (87 diarrhéiques et 39 non diarrhéiques) qui étaient négatives a la
technique de Giemsa, se sont montrées positives a la technique d’Henriksen. Les mémes
observations sont faites avec les techniques, Giemsa-Heine et Giemsa-Anderson.

Tous ces résultats militent en faveur du fait que la technique d’Henriksen est la plus
sensible, elle prend d’autant plus I'avantage que les selles sont pauvres en parasites.

Les mémes raisons sont a I'origine de la disparité des résultats obtenus en comparant
les techniques de Giemsa a celles de Heine et d’Anderson.

Nous avons constaté par ailleurs que les résultats obtenus par la technique d’Angus et
celle d’Anderson sont trés proches aussi bien pour les selles diarrhéiques que pour les selles
non diarrhéiques, et méme si d’'un point de vue sensibilité les techniques d’Anderson et de
Heine semblent comparables, I'efficacité de la premiére semble plus nette, puisqu’elle met
en évidence le parasite dans 24 selles diarrhéiques non révélées par la deuxiéme technique.
Cette difféerence enregistrée entre les deux techniques semble étre plus liée au volume de
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matiéres fécales par selle analysée par la méthode d’Anderson qu’a la quantité d’éléments
parasitaires que renferme les selles.

Quant aux échantillons de selles négatifs a la technique de Heine (90 selles dont 68
diarrhéiques et 22 non diarrhéiques), et positifs a la technique d’Henriksen, cette différence
est plus a mettre sur le compte du nombre de parasites dans les selles, qu’a la difficulté
rencontrée a la lecture des lames.

Nous remarquons que le nombre d’oocystes mis en évidence pour le méme
prélévement, qu’il soit diarrhéique ou non, est nettement supérieur avec la technique
d’Henriksen qu’avec les autres techniques, en particulier celles de concentrations
(Anderson, Formol-éther) en raison de I'existence de débris qui entravent I'identification de
'oocyste.

Quant a la morphologie du parasite (tableau : 18) visualisée par les différentes
techniques coproscopiques sus-mentionnées, elle est variable. En effet avec la technique
d’Henriksen, nous obtenons une meilleure visualisation de la morphologie du parasite,
ainsi on observe nettement, sa paroi, ses constituants internes (4sporozoides, corps
résiduel), en second lieu vient celle d’Anderson en comparaison avec les autres techniques
(Angus, Heine, 'Auramine 0 et Formol-éther), qui offrent dans la plupart du temps une vue
d’ensemble du parasite sans révéler ses structures internes.

Tableau18 : Estimation de la qualité de la morphologie de I'oocyte C.parvum visualisée par les

différentes techniques coproscopiques

Techniques Morphologie de I'oocyte
Ziel-Neelson par Henriksen et Polhenz A Excellente
Ziel-Neelson modifiée par Angus A Bonne
Giemsa A + bonne
Heine B Moyenne
Auramine 0 C Mauvaise
Anderson Flottation sur sacharrose A Trés bonne
Formol-éther A Mauvaise

De ce qui vient de procéder, et a travers les différents travaux réalisés de par
le monde, le diagnostic de la cryptosporidiose aussi bien chez I'espeéce humaine que
chez les animaux, est basé plus sur I'observation du parasite dans les frottis de selles
colorées par les différentes techniques coproscopiques, que sur l'utilisation des méthodes
de concentrations.

Dans notre étude, 7 techniques coproscopiques ont été comparées pour I'identification
de l'oocyste de C.parvum dans les selles de veaux.

Les résultats nous indiquent que la technique d’Henriksen est la plus efficace.

La qualité de la morphologie du parasite (Tableau 18), est basée sur les criteres
suivants : la taille ; la forme et les structures internes du parasite : (A) Examen sous
microscope optique ; (B) Examen sous microscope a contraste de phase ; (C) Examen sous
microscope a fluorescence sensible, a un degré moindres les méthodes d’Anderson et de
Heine.

Discussion :

De ce qui vient de préceder nous contatons que nos résultats sont comparables a
ceux obtenus par d’autres auteurs, (Polack et al., 1983 ; Forget et al.,1990), qui cherchant
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les cryptosporidies dans les selles de chevreaux et de veaux, ont montré que seule la
technique d’Henriksen et celle de Heine paraissent fiables et faciles d’interprétations. De
méme que (Garcia et al., 1983), travaillant sur les selles humaines et aprés comparaison de
la technique de coloration de Zeihl-Neelsen modifiée aux techniques de Heine, de Giemsa
et de flottation sur saccharose, ont montré sa plus grande sensibilité dans la détection du
parasite.

(Smith, 1988) , s’intéressant a l'identification de I'oocyste de C.parvum et C.muris dans
les eaux par l'utilisation des différentes techniques de colorations, est arrivé a la méme
conclusion que les auteurs pré-cités.

(Beauvais et al.,1989), comparant les résultats des examens portant sur la recherche
des oocystes dans les frottis de selles colorées par la technique d’Henriksen a ceux obtenus
par les méthodes de Ritchie et de fluorescence, ont trouvé que la technique d’Henriksen est
particulierement sensible comparativement aux autres techniques . Les méme observations
sont obtenues par, (Forget et al., 1990), deux années plus tard. Ces derniers, comparant
la technique de Mérifluor "fluorescence" a celle de coloration d’Henriksen, remarquent que
les deux techniques présentent une sensibilité trés comparable et recommandent vivement
I'utilisation de la technique d’Henriksen en raison de la stabilité de la coloration et du volume
important de selles a analyser.

(Robert et al., 1990), utilisant les techniques E.L.I.S.A, et de flottation sur saccharose
pour la détection des oocystes dans les selles de veaux, trouvent que les deux techniques
présentent un degré de sensibilité trés voisin surtout pour les selles moyennement ou
fortement riches en parasite .Les mémes auteurs reconnaissent la grande sensibilité des
techniques de coloration des frottis de selles mais leur reprochent la durée qui incombe a
leur utilisation et suggérent I'application soit de la technique de coloration des frottis soit
celle de 'immunofluorescence sur frottis de selles pour donner un diagnostic de précision.

Dans notre cas, il apparait que la coloration de Heine est plus stable que la méthode
de 'Auramine 0, en raison du temps trés court qu’elle prend et de I'obtention d’'une bonne
qualité de la morphologie du parasite. Pour ce qui est de I'utilisation de la coloration de
Giemsa et celle d’Angus, elles ne donnent pas de résultats satisfaisants particulierement
pour les selles pauciparasitées et offrent souvent une vue d’ensemble du parasite.

Nous recommandons donc pour le diagnostic de la cryptosporidiose I'utilisation de la
technique de coloration d’Henriksen en raison de sa sensibilité trés élevée et de ses grands
avantages qui se résument a la grande stabilité de la coloration, a la possibilité de faire la
lecture des lames ultérieurement et de la disponibilité des réactifs.

Cependant, vu sa lenteur, nous conseillons d’utiliser soit la technique d’Anderson, soit
celle de Heine pour s’orienter dans la démarche du diagnostic de la cryptosporidiose.

1.4. Conclusion
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A la lumiére de notre étude comparative des 7 techniques coproscopiques utilisées pour
le diagnostic de la cryptosporidiose, il s’est avéré que seule la technique de coloration
d’'Henriksen est efficace ; avec un pourcentage de 22,62 % et ce quelque soit la consistance
des selles (21,21 %) pour les selles diarrhéiques et (30,62 %) pour les selles non
diarrhéiques, a un degré moindre celles d’Anderson (15,11 %) et de Heine (14,17 %). Quant
al'utilisation de la technique d’Angus, de Giemsa et celle du Formol-éther, elles sont a éviter
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en raison de la difficulté de I'identification des oocystes fantdmes, surtout dans les selles
pseudoparasitées.

Cependant, l'application des techniques d’Anderson et de Heine offre 'avantage d’avoir
un temps de réalisation trés court en comparaison avec celle d’'Henriksen.

Donc en pratique nous conseillons d’utiliser pour le diagnostic de la cryptosporidiose la
technique d’Henriksen pour établir le diagnostic de certitude et d’appliquer soit la technique
d’Anderson soit celle de Heine pour l'orientation dans la démarche du diagnostic et ce
quelque soit la consistance des selles.

2. Enquete épidémiologique sur la cryptosporidiose
Chez Le veau en Algerie

2.1. But et objectif

depuis 'avénement de la vaccination contre le rotavirus, lecoronavirus et le colibacille K99+
(F5+), les cryptosporidies sont devenues avec le développement de I'élevage de plus en
plus frequemment isolées dans le cadre des diarrhées néonatales chez le veau. Devant les
pertes sans cesse croissante engendrées par cette parasitose, il nous est apparu important
de mener une enquéte épidémiologique afin d’en estimer I'incidence et la prévalence dans
nos élevages.

2.2. Materiel Et Methode

2.2.1. Matériel animal

De janvier 2000 a juin 2002, 7 grands élevages et 10 petites fermes répartis comme suit :

5 grands élevages (50 tétes et plus) et 7 petites fermes (entre 5 et 20 tétes),(région
centre de l'algérie).

2 grands élevages et 3 petites fermes (région de I'est), ont fait I'objet d’un suivi.

Les vaches des élevages du centre sont de race prim’holstein, celles de I'est de race
montbeliarde.

Toutes les unités d’élevage présentaient des conditions moyennes, parfois mauvaises.

2.2.2. Méthode

2.2.2.1. Protocole de prélevement
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Les prélévements de matiéres fécales ont été effectués dés leur émission, soit
spontanément, soit aprés excitation de lorifice anal des animaux, la fréquence des
prélevements est de 2 a12 prélévements chez les veaux, soit une moyenne de 6 /veau pour
les veaux agés de moins de 1 mois, et de 3 prélevements / veau pour les veaux agés de
plus de 1 mois.

En tout 3452 échantillons ont été prélevés sur les animaux tout &ge confondus et
acheminés au laboratoire. Les animaux adultes ont fait I'objet de 1 a 2 prélévements en
fonction du site. L'état clinique, I'age, la consistance des matiéres fécales ont été relevés
systématiquement.

2.3.2.2. Méthode de laboratoire utilisée pour I'identification du parasite

La technique de Zeihl Neelson, modifiée par Henricksen et Polhenz (1981) a été utilisée
pour le diagnostic de la cryptosporidiose, le diagnostic est dit positif, quant un oocyste ainsi
que ses constituants internes sont visualisés (corps résiduel, 4 sporozoites ); il est dit négatif
quand aucun oocyste n’est visualisé aprés observation de 100 champs microscopiques a
un grossissement de 40 fois.

Devant I'absence de méthode d’estimation quantitative de la présence de
cryptosporidium parvum , l'intensité de l'infestation a été évaluée par la méthode semi
quantitative d’Henriksen et Krogh 1985, avec une Iégére modification en cas d’infestation
massive. (Tableau : 19)

Tableau19 : Esttimation du degré d’infestation

Degré Note Nombre d’oocystes /
d’infestation champ

Infestation faible  (+1) 1 a 4 oocystes
Infestation (+2) 5 a 10 oocystes
moyenne

Infestation (+3) supérieur a10
massive

Ces comptages sont effectués a un grossissement de 40 fois.

2.3.3. Analyses statistiques

Les prévalences des individus sains et malades, de méme que les taux de positivité de
'ensemble des échantillons examinés sont comparés selon le test statistique de I'écart
réduit (€) au seuil de sécurité (a = 95%) (Admane et al., 1987).

2.3.4. Resultats
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De cette enquéte, il ressort, que cryptosporidium parvum, parasite ubiquiste, existe partout
dans nos élevages, et ce, quelque soit I'dge ou la race des animaux, mais a des degrés
différents comme l’illustrent le tableau 20 et le Graphe 4.

Tableau20 : Répartition de cryptosporidium parvum en fonction de I’age des animaux
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Tranches Nombre de prélévements Résultats Pourcentage
d’ages Examinés

1 semaine 347 67 19, 30

2 semaines 472 187 39,60

3 semaines 430 138 32,09

1 mois 540 95 17,59

2 a 3 mois 880 81 09,20

4 a 6 mois 160 3 01,87

7 a 8 mois 156 8 05,12

9 a 12 mois 34 1 02,94

1a2ans 433 6 01,38

Total 3452 586 16,97
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Graphe 6: Repartition de cryptosporidiose parvum en fonction de I'dge

L'analyse des résultats des tableau 20 et du graphe 6, montrent que le veau est infesté

dés la 1 semaine de la vie, en effet sur les 347 prélevements analysés, 67 se révelent

positifs soit 19,30%, l'incidence majeure semble toucher les veaux dans la 2

eme semaine,

ou sur 472 prélevements 187 sont positifs soit 39,6%. L'excrétion parasitaire se maintient
pendant la troisieme semaine ou sur 430 prélévements 138 sont positifs soit 32,09%. Les
animaux appartenant a cette tranche d’age semblent en méme temps les plus sensibles,
n’ayant pas encore installé leur immunite, et sont les plus dangereux pour les autres, parce

que particuliérement excréteurs.

A partir d'un mois d’age, l'infestation régresse, mais les animaux restent porteurs et

excréteurs et on observe :

a 1 mois, sur 540 prélévements 95 sont positifs soit 17,59 % ;

entre 2 et 3 mois sur 880 prélévements 81 sont positifs soit 09,20% ;
entre 4 et 6 mois sur 160 prélévements 3 sont positifs soit 01,87% ;
entre 7 et 8 mois sur 156 prélévements 8 sont positifs soit 05,12% ;
entre 9 et 12 mois sur 34 prélévements 1 est positif soit 02,94% ;
entre 1 et 2 ans sur 433 prélévements 6 sont positifs soit 01,38%.

Tableau21 : Degré d'inféstation et age des animaux
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Ages des Animaux Préléevements Positifs % Degrés d’Infestation
+1 % +2 % +3 %
1 Semaine 67 19.30 |53 7910 6 (845 |8 |11.94
2 Semaines 187 36.60 |98 |52.40 30 [16.04 |59 [31.55
3 Semaines 138 32.09 |[114 |82.60 14 [10.14 |10 |07.24
1 Mois 95 1759 |85 (8947 7 07.36 |3 03.15
2 a 3 Mois 81 09.20 72 88.88 4 0493 |5 |06.17
4 a 6 Mois 3 01.87 |3 100 0 |0 0 |0
7 a4 8 Mois 8 05.12 |8 100 0 |0 0 |0
9 a 12 Mois 1 02.94 |1 100 0 |0 0 |0
1a2ans 6 01.38 |6 100 0 |0 0 |0
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Graphe 7: Importance du degré d’infestation en fonction de I'age des veaux.

Le tableau 21 et le graphe 7 montrent le nombre d’échantillons positifs et leur degré de
positivité en fonction de I'adge des sujets suivis.

Ainsi on observe que malgré le fait que I'excrétion du parasite démarre a partir de la
premiére semaine , ou I'on observe 67 échantillons positifs , soit 19,30 %, son degré reste
relativement faible et I'on note 8 prélevements fortement infestés sur 67 échantillons positifs,
soit (11,94 %). Le pic de I'excrétion parasitaire apparait pendant la deuxiéme semaine,
ou sur 187 échantillons positifs, 59 sont trés infestés soit (31,55%). La troisiéme semaine
bien que la fréquence de l'infestation par le parasite demeure élevée ( 32,09 %), son
degré diminue et on retrouve 10 échantillons fortement parasités sur 138 positifs soit (07,24
%).avec le temps l'infestation et I'excrétion continuent leur régression et on retrouve des
taux de (17,59%) d’échantillons positifs dont (03,15 %) sont fortement parasités a I'adge de
1 mois, et de (09,20%) de prélévements positifs avec (06,37 %) trés infestés entre 2 et 3
mois, au dela de cette période on assiste a un e diminution de I'excrétion parasitaire en
degré et en fréquence.

2.3.5. Discussion

De ce qui vient de précéder, on observe que, bien que le veau soit en contact avec C.parvum
deés sa naissance, il ne montre pas de sensibilité les premiers jours de sa vie, contrairement
a ce qui a été mentionné dans d’autres travaux, (Schloemer, 1982).
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Certains rapportent cette sensibilité des jeunes a leur état immunitaire déficient les
premiers jours. La prise de colostrum a ce niveau joue un réle important, (Chermette, 1985 ;
Navin et Juranek, 1984), ne serait ce que dans I'expression clinique de la diarrhée, (Tzipori
et al., 1980 ; Wilson, 1982).

A la fin de la premiére semaine, et tout au long de la deuxiéme et de la troisieme, se
situe la période d’excrétion maximum, ce qui explique la forte positivité a cette période, ceci
rejoint les travaux de, (Fayer, 1989 ; Angus, 1990 ; Naciri et al., 2000), trés probablement
due a l'apparition de récepteurs a C. parvum.

Si pendant cette méme période les animaux paraissent plus sensibles, il ’en demeure
pas moins que c’est pendant cette méme période qu’ils développent leur immunité ce qui
explique a la fois leur trés forte excrétion pendant cette période et sa diminution a partir
d’'un mois d’age, excrétion trées souvent asymptomatique ce qui rejoint les travaux de,
(Maccluskey et al.,1995 ; Quilez et al.,1996 a ; Olson et al., 1997). Au dela de cette période,
le faible taux de positivité peut avoir plus un réle d’entretien de I'immunité et de transmission
du parasite qu’un réle potentiellement pathogéne, ce qui conduit a penser que la sensibilité
des plus jeunes est liée essentiellement a 'immaturité de leur systéme immunitaire.

Le degré d’infestation des animaux parait obéir a la méme logique et donc est lié plus
au moment de I'exposition des animaux au parasite qu’a leur jeune age ce qui rejoint les
travaux de (Chartier, 1996 ; Quilez ,1996 b).

A la lecture des résultats de I'enquéte on reléve qu’a la fin de la premiére semaine
on assiste a un démarrage de la pression d’excrétion aidée probablement par une plus
grande sensibilité des veaux a cet dge , 'immunité n’étant pas encore installée , les animaux
pendant cette période entament une courbe d’excrétion ascendante du parasite , cette
excrétion atteint son pic au cours de la deuxiéme semaine, ce qui rejoint les travaux de,
(Garber et al., 1994 ; de Xiao et Herd, 1994 ; Anderson, 1982), Pour ces auteurs ce sont
les veaux agés de 4 a 30 jours qui sont les plus réceptifs, avec une incidence majeure
pendant la deuxiéme semaine d’age, ceci semble s’expliquer par le fait que pendant les 3
premiers jours bien que le veau soit en contact avec le parasite , il n’y est pas sensible ,
cette sensibilité semble apparaitre a la fin de la premiére semaine , conjuguée au fait que
l'installation de 'immunité nécessite 2 a 3 semaines, fait que cette tranche d’age se montre
particulierement réceptive . Par la suite les veaux deviennent plus vigoureux, leur statut
immunitaire suffisant pour résister au parasite, mais ils demeurent excréteurs bien qu’avec
une moindre intensité, et c’est pour cette raison qu’il est trés important de ne pas mélanger
des animaux d’ages différents pour éviter la pérennisation de I'infection.

Le degré d’infection parait lui aussi lié a 'age des animaux, en effet les degrés les
plus hauts d’infestation sont observés jusqu’a 'age de 3mois avec un pic a I'dge de 2
semaines (31,55%), cette évolution dans lintensité de I'infestation rejoint celle retrouvée
dans les travaux de, (Henriksen et Polhenz, 1981), de méme que les essais expérimentaux
de, (Tzipori et al., 1983 ; Harp et al., 1996).

La résistance des veaux de 1 mois et plus est liée au développement de I'immunité
active, (Harp et al.,1996). Les quelques cas observés chez les animaux adultes, sont liés au
stress du vélage, la mauvaise conduite du tarissement et un environnement particulierement
hostile, ou les conditions d’hygiéne sont trés souvent déplorables. Les travaux effectués par,
(Henriksen et Krogh, 1985), au Danemark, (Villacorta et al., 1991) en Espagne aboutissent
aux mémes résultats.
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2.3.6. Conclusion

Les diarrhées néonatales du veau représentent une pathologie majeure a la fois d’'un point
de vue économique et médical.

En effet, pendant le premier mois de la vie, les entérites néonatales touchent environ
20% des veaux nés vivants, avec un (%) de mortalité qui atteint les 3 %, (Schelcher, 1999;
Portejoie, 1995).

Avec les progrés réalisés grace a la prophylaxie médicale (vaccination contre le
rotavirus, le coronavirus, le colibacille K99+) .Les pertes provoquées par les diarrhées
néonatales reviennent en majeure partie aux cryptosporidies, (Schelcher, 1999 ; Naciri et
al., 2000).

C.parvum est représenté par 2 génotypes (Cryptosporidium parvum C) est le génotype
bovin, (Xiao et al., 2000 ; Tzipori et al., 1999), mais ces informations sont a prendre avec
prudence car le génotype bovin pourrait avoir un réle zoonotique non négligeable, (Xiao et
al., 2000 ; Tzipori et al.,1999).

En algérie, la cryptosporidiose semble exister dans toutes les régions et ce quelque
soit le type d’élevage, sur des animaux de tout 4ge, mais avec des degrés qui rejoignent
dans I'ensemble ce qui est décrit dans la littérature.

D’autres enquétes, de plus grande envergure devraient étre menées pour a la fois
estimer I'incidence réelle de cette parasitose dans nos élevages et y apporter les solutions
les plus appropriées.

3. Frequence d’isolement de cryptosporidium spp., escherichia coli (f5+) et salmonella
spp. Chez les veaux diarrheiques et non diarrheiques dans sept fermes laitieres de la mitidja
(algerie).

3.1. But et objectif

C’est pendant la 16"€ semaine que le veau est le plus sensible aux diarrhées néonatales,
puis les risques diminuent avec 'age, (Sivula et al., 1996 ; Wells et al.,1996). De nombreux
agents entéropathogénes sont impliqués, parmi eux 4 jouent un réle majeur, en effet le
coronavirus, le rotavirus, E.coli F5+ (K99+), et les cryptosporidies, sont a 'origine de 75 a
95 % des cas de diarrhées rencontrées chez le veau nouveau-né dans le monde, (Tzipori,
1985), en plus de ces 4 agents, les salmonelles semblent jouer un réle en particulier chez les
veaux laitiers, (Waltner-Toews et al., 1986). Ces agents peuvent agir soit seuls soit associés
en association de 2 ou plusieurs germes, ces associations qui sont estimées a 5 a 20 %
des cas recenceés, (Zrelli et al., 1990; Fagan et al., 1995), augmentent le risque de diarrhée.

La présente se fixe pour objectif d’évaluer la fréequence de Cryptosporidium spp., E.
coli K99 (F5+)et Salmonella spp, et de leur association dans les féces de veaux, dans cette
période de leur vie.

3.2. Materiel et methodes
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3.2.1. Lieu et caractéristiques des élevages

Sept grandes fermes bovines laitieres de la Mitidja (Algérie),dont 5 situées dans la Wilaya
de Blida (1, 2, 5, 6 et 7) et 2 a Tipaza (3, 4), ont été retenues pour cette étude qui s’est
déroulée de novembre 2000 a janvier 2003. Les élevages étudiés se caractérisent par des
conditions d’élevage différentes d’'une ferme a une autre. Par ailleurs, nous avons noté
durant cette période, la naissance de 836 veaux parmi lesquels 337 ont fait I'objet d’un
examen parasitaire et bactériologique (matiéres fécales). Il est a noter que ces animaux
sont issus de meéres non vaccinés contre les trois agents entéropathogénes (E. coli F5+,
coronavirus, rotavirus) et sont placés dans des boxes individuels durant les trois premiérs
mois de leur vie.

3.2.2. Collecte et analyse des échantillons

Sur les 337 veaux de race Prim’Holstein (213 diarrhéiques et 124 non diarrhéiques) et dont
I'age varie entre 1 jour et 3,5 mois (au maximum 3,5 mois), 337 échantillons de féces ont
été récoltés a raison de 1 prélévement par veau. L'age, le statut clinique, de méme que la
consistance des selles sont relevés systématiquement pour chaque sujet.

Les excréments des veaux ont été récoltés par écouvillonnage rectal. Dés leur
émission, une partie est prélevée sur un écouvillon, puis, celui-ci est immédiatement
introduit dans un tube a essai contenant de I'eau physiologique stérile pour les analyses
bactériologiques. L'autre partie est receuillie dans un pot en plastique (au minimum 2g) et
ce pour les analyses parasitaires.

A la fin de chaque prélévement, les échantillons sont placés dans une glaciére
isotherme (4°C-8°C). L'acheminement des prélévements est réalisé le jour méme au niveau
du laboratoire de parasitologie du Département des Sciences Vétérinaires et celui du service
de bactériologie médicale d’antibiothérapie et d’hygiéne hospitaliére de I'Institut Pasteur
d’Alger (IPA).

3.2.3. Examen parasitaire

Larecherche des oocystes de Cryptoporidium spp.se fait par la lecture des frottis fécaux
colorés par la coloration de, (Ziehl-Neelson modifiée par Henriksen et Pohlenz, 1981).
Néanmoins, deux autres méthodes ont été appliquées parallelement a la premiére, a savoir
la technique de, (Heine, 1982) et celle, (d’Anderson, 1981) et ce, afin d’orienter rapidement
le diagnostic.

Brievement un frottis fécal mince est confectionné a partir d’'une suspension de 150 pl
de feces diluée (1v / 2v) dans de I'eau physiologique stérile, les étalements sont alors fixés
au méthanol pendant 5 minutes et colorés par la méthode de ZNMHP, trois microlitres de
la suspension de féces sont utilisés pour la méthode de Heine. Les colorations de ZNMHP
et de Heine sont réalisés le jour méme avec le test de flottation. Quand a La lecture des
préparations elle est réalisée dans la méme journée pour les tests de Heine et d’Anderson
et aprés 24 heures pour le test de Zeihl-Neelsen.

L'examen est dit positif quant un oocyste est observé sur 150 champs microscopiques
pris au hasard sous un objectif de 40 X et la confirmation est réalisée sous I'objectif de 100 X.

3.2.4. Examens bactériologiques
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La recherche d’E. Coli F5+ et celui des Salmonelles est réalisée comme suit:
E. coli F5+:

Les prélevements de selles sont remis en suspension dans de I'eau physiologique
stérile, ensemenceés sur gélose lactosée au pourpre de bromocrésol (BCPL), puis incubés
18 heures a 35°C. Trois a cinq colonies lactose+ sont sélectionnées et identifiées a l'aide
d’'une galerie classique et/ou api 20E (BioMérieux, Réf. 20 100). Un repiquage des souches
est réalisé dans des tubes contenant du milieu Minca Iso-Vitalex incliné, pendant 24 heures
a 37°C. La recherche du facteur K99 se fait par agglutination de colonies isolées sur Minca
a l'aide d’'un sérum spécifique anti-K99 (F5+) (eurobio, Réf. 900 26), puis confirmée par un
latex (Fimbrex K99, CVL Weybridge, Réf. 2).

Salmonella spp.

Les mémes prélévements font également I'objet d’'un enrichissement sur un bouillon au
sélénite de sodium, puis isolement sur milieu sélectif «Hecktoen». Aprés incubation pendant
24 heures a 37°C, les colonies lactose - et H[1S%, de couleur verte avec (ou sans) centre
noir sont repérées et identifiees a I'aide d’une galerie classique.

3.2.5. Analyses statistique

La répartition des résultats des analyses des féces selon le statut clinique et 'age des
aniamux est faite selon le test statistique de I'écart réduit (71) au seuil de sécurité (95 %)
(Adman et al., 1987).

3.2.6. Resultats

122

3.2.6.1. Résultats des analyses parasitaires et bactériologiques des féces

Au terme de cette étude, il ressort que les cryptosporidies sont les agents les plus
frequemment isolés dans les fermes en comparaison avec les E. coli F5+ (K99+) et les
Salmonella spp. En effet, comme le montre le (tableau : 22), la présence du parasite est
notée dans tous les élevages avec des taux variant de 10,8% a 33,3%, alors que E. coli
F5+ (K99) et Salmonella n'ont été isolées que dans quatre fermes pour la premiére (1,9%
a 11,5%) et une seule pour la deuxiéme (5,7%).

Par ailleurs, sur 337 échantillons examinés, 29,3% se sont révélées positifs aux
cryptosporidies (99/337), 2,9% (10/337) pour le colibacille F5+ (K99) et 0,89% (3/337) pour
Salmonella spp. Il est a noter qu’il n’a pas été possible d’identifier formellement les 3,2%
d’isolats des E. coli F5+ (11/337) qui se sont montrés auto-agglutinants. Ces isolats ont été
considérés de ce faite comme n’exprimant pas le facteur F5+.
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Résuftats en nombre et en pourcentacde (%)

rutés Maombre . PEneLEn E. collFo+ S A fimueim

Diélevage d'échantillon  Mbre (%) Mbre (%) Mhre (%)
EXArILES

A 26 50192 - -

B. 153 B1°¢39,9) g (3,20 -

. 18 6333 - -

0. 52 11 (21,1 1 (1,9 3 (5,7}

E. a7 4 (10,8 1(2,7) -

F. 26 4 {153 a{11.48 -

H. 25 g (32,0 - -

Total 337 99°¢29.3) 10 (25 30,893

Tableau 22: Fréquence de distribution de C. parvum, E. coli F5+
(K99+) et S. typhimurium chez les veaux dans les huit élevages de I'étude.

N°: numéro d’ordre, Nbr: nombre de cas positif; *: significatif

3.2.6.1. Résultats des analyses selon le statut clinique des veaux (tableau :
23)

L’étude révele également une incidence plus élevée du parasite et du colibacille F5+ (K99)
chez les animaux diarrhéiques par rapport a ceux cliniguement sains, 33,1% contre 13,7%
et 4,2% contre 0,8% respectivement. En revanche, cela n’a pas été le cas pour Salmonella
spp. qui est isolée presque dans les mémes proportions chez les sujets malades et sains
(0,89% contre 0,8%).

Dans les septs fermes étudiées, I'excrétion concomittante du parasite et du colibacille
F5+ n’a été observée que chez un seul veau parmi les 213 diarrhéiques (0,4%).
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Fermes|Mombre Resultats en nombre et en pourcentage (%)
Baovined d'examens . EPLIT L E coll FO+ [ EER9Y | 5. hahlmurinin
VD Mbre [ WHD WD WD WD VD
VD VHD | (%) Mhre{%) |Mbre(%) | Nbred%)| Mbre (%) | Mbre (%)

A 16 10 e [ 2ao0m |- - - -

B. 104 44 49y 1y (12244 (58 |- - -

. B 10 20250 [ 400,00 |- - - -

0. 24 28 gavae (201 |- 138 2063 1003
E. 28 g 4142 - 1035 | - -

F. 20 B 40300 |- e | - -

H. 13 12 Bi461) [ 20166 |- - - -
Tatal [223 124 [ 72 GE30 173N (adsn 18 [2{089 (108

Tableau 23:Distribution des résultats des analyses
selon la présence ou I'absence de diarrhée chez les veaux.

VD veaux diarrhéiques, VND : veaux cliniquement sains
N°: Numéro d'ordre, V.D: nombre de veaux diarrhéiques, V.N.D.. Veaux non

diarrhéiques, Nbre: Nombre de cas positif, : Pourcentage de positivité, i : Significatif.

3.2.6.2. Résultats des analyses par tranche d’age

(Tableau : 24)

Le tableau 24 montre la répartition des résultats des analyses des féces selon les
tranches d’age des veaux, isolément ou en assiociation. Les cryptosporidies sont observées
pratiquement chez les veaux &gés de 3 jours a 3 mois, avec une intensité maximale chez les
8-14 jours (50%) et a un degré moindre chez les 15-21 jours (47.7%). Quant au colibacille
F5+, il est présent de fagon particuliére chez les animaux agés de moins d’'une semaine
(7%), a un degré moindre chez les 1-2 mois (2,5%) et les 8-14 jours (1,6%). Cependant,
nous relevons son absence chez les 15-30 jours et 22-30 jours et sa quasi-disparition chez
les individus dépassant 2 mois. Enfin, Salmonella spp.n’est isolée que chez les animaux
agés de 22-30 jours (1,6 %) et de 1-2 mois (2,5 %). Il est a noter que I'excrétion conjointe
du parasite avec le colibacille F5+ est apparue chez un seul des 100 veaux agés de moins
d’'une semaine (1%). Pour le reste des tranches d’age, aucune association entre les germes
n'a été relevée.
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Tranche d'age
1-7] 8-14] 15-21] 22-30j 1-2m 23m

Lgents pathogénes

o (=100 m=p0y  (n=5% (n=53  (n=31  (n=30)
s0lés

. panum 28(28)  300¢80)  2EFATTY O OB{113) 0 5028 B2
E. colf Kag+ (1) 7T 1018 - - 128 @ -

SR (2) - - (8-
101,68
(13 +(2) 1T - - - - -

(1)

(1)
Tableau 24: Répartition des résultats des analyses de feces selon I'dge des veaux.
Les chiffres entre parenthéses indiquent les pourcentages.

j: jours; m: mois; n: nombre d’individu examinés; pourcentage, *: Significatif

3.2.7. Discussion

Les résultats de cette enquéte confirment une nouvelle fois la présence du colibacille F5+
(K99+) et de C.parvum dans les élevages laitiers en Algérie et ce, aprés les travaux de,
(Mohamed OuSaid et al.,1996 ; Akam et al., 2002 ; 2004). Ces travaux avaient rapportés
la présence de ces deux germes en se basant sur l'utilisation du test E.L.I.S.A, (Mohamed-
Oussai et al., 1996), et sur les tests classiques et E.L.1.S.A, (Akam et al., 2002; 2004), dans
ces précédentes enquétes les salmonelles n’avaient pas été recherchées.

Les chiffres obtenus dans notre étude montrent que les cryptosporidies sont les
germes les plus frequemment isolés dans les élevages comparativement aux bactéries
représentées par les E.coli F5+ (K99+), et les salmonelles. Nos résultats rejoignent ceux
obtenus dans d’autres pays, notamment au Canada, (Morin et al., 1976 et 1978), en France,
(Antoine et Pivont, 1984; Naciri et al., 1999 ; 2000), au Danemark, (Krogh et Henriksen,
1985) et en Suéde, (Traeven et al., 1989 ; v.Otto et al., 1995).

Toutes ces études soulignent la nette dominance des cryptosporidies par rapport aux
colibacilles F5+ (K99+), dans le présent travail le taux d’isolement des cryptosporidies est
environ 10 fois supérieur a celui des colibacilles F5+ (K99+),ce qui n’est pas le cas des
résultats obtenus par, (Mohamed-Oussaid et al.,1996), ou les colibacilles F5+(K99+) ont été
plus souvent isolés que les cryptosporidies. (de Rycke et al., 1986), pour leur part trouvent
des taux de detection des deux agents tres proches.

La recherche conjointe du parasite et des Salmonelles a montré que ces dernieres
sont moins souvent identifiées que les cryptosporidires, ceci correspond avec ce qui a été
rapporté dans les observations de, (Sendral, 1984 ; Naciri et al., 1999).

L'isolement fréquent du colibacille F5+ (K99+), par rapport aux salmonelles enregistrée
dans la présente étude, est retrouvée dans les travaux de, (Khan et Khan, 1997 ; Naciri et
al., 1999 ; 2000). En revanche, (Krogh et Henriksen, 1985), ont plus isolé des salmonelles,
(Acha et al., 2004), ont trouvé 2 % d’échantillons positifs aux salmonelles sans pour autant
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établir un lien entre la présence de salmonelles et la diarrhée. Ceci par contre pourrait faire
penser aux bovins comme reservoir de salmonelles pour 'homme, cependant certaines
études menées en europe considerent qu’il s’agit d’'un germe répandu dans les diarrhées
néonatales du veau.

Les résultats obtenus selon le statut clinique des animaux, indiquent que les
cryptosporidies et, E.coli F5+ (K99+), sont plus isolés chez les animaux diarrhéiques que
chez ceux ne présentant la diarrhées, ces prévalences élevées chez les animaux malades
rejoignent les résultats d’autres études pour ce qui concerne le parasite, (Nagy et al., 1980;
Siebert et Grunder, 1994), et le colibacille F5+(K99+), (Ramisse, 1980). (Bendali et al.,
1999), isolent plus le colibacille chez les veaux sains par rapport aux veaux diarrhéiques,
ce méme auteur trouve des résultats équivalent (16,6% et 14,6%), de cryptosporidies entre
les groupes d’animaux diarrhéiques et sains.

Pour les salmonelles elles ont été trouvées aux mémes taux chez les animaux sains
et diarrhéiques, (Acha et al., 2004), trouvent 1% et 2% selon que les animaux étaient
diarrhéiques ou pas. Le portage asymptomatique des animaux montre le réle des porteurs
sains comme agent de dissémination insidieux des germes dans le milieu environnant. La
recherche des autres agents entéropathogénes n’ayant pas été faite dans cette étude, ceci
rend difficile d’attribuer un réle quelconque aux agents recherchés dans la diarrhée, en effet,
(Baule et al., 1994), au Mozambique, rapporte une grande fréquence d’animaux présentant
des anticorps anti (BVBV) chez les veaux laitiers et de boucherie présentant de la diarrhée.
Le méme, (Baule, 1995), rapporte I'étroite relation qui existe entre la présence du rotavirus
et la diarrhée, d’autres études sont venus confortés ses résultats, en effet, (Garcia et al.,
2000), trouve des fréquences d’excrétion du rotavirus de (42,7 %) , il en est de méme des
travaux de, (Reynolds et al), (42 %), de, (Bremmer et al), (41,4%), de (Fagan et al) (38,9%) ,
de (Solona et al) (43,6%). En Ethiopie en 1992, (Abraham et al., 1992), estiment que c’est
le coronavirus qui est le germe le plus fréquemment rencontré lors d’épisode diarrhéique.

La répartition du parasite selon les tranches d’age des veaux correspond bien a ce qui
est relaté dans les études de, (Morin et al., 1976 ; Chartier, 2001), montrent la plus grande
receptivité des veaux agés de 3 a 30 jours pariculierement ceux agés de 8 a 14 jours.
Toutefois, nous notons une légére augmentation du taux d’isolement des cryptosporidies
chez les veaux de 2,5 a 3 mois, nous pensons que ceci, serait due problablement a une
contamination tardive suite au déplacement des veaux dans des boxes contaminés par les
cryptosporidies du moment que celles-ci ont été absentes dans leur feces et dans la litiere
de leur boxes durant les quatre premiéres semaines aprés la naissance.

La forte incidence du colibacille F5+ (K99+), enregistrée chez les veaux de moins d’une
semaine, est également indiquée dans les travaux de, (Morin et al., 1976 ; Fassi-Ferhi et
al., 1988).

Cependant, son absence chez les 15-21 jours et 22-30 jours, est imputée, soit a la
diminution de l'infection a cet age soit au fait, que I'échantillonnage a ciblé aussi bien les
veaux diarrhéiques que non diarrhéiques. Pour ce qui est des Salmonelles, leur répartition
selon I'age des veaux coincide avec celle de, (Sendral, 1984 ; Khan et Khan, 1997).

La présence d’une faible association entre les cryptosporidies et le colibacille
F5+(K99+) dans la présente étude est déja signalée dans les études de, (Sendral, 1984 ;
Bourgouin, 1996). Ce faible taux d’association entre les deux germes est probablement liée
a la différence des périodes ou les incidences des deux germes atteignent leurs apogées
respectives. En effet, le colibacille F5+ se manifeste plutét dans la premiére semaine de la
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vie de I'animal alors que le parasite lui n’est observé qu’a partir de la fin de celle-ci, ce qui
minimise, a notre avis, les chances d’apparition des infections mixtes entre les deux agents.

Nos investigations ne nous ont pas permis d’isoler des cas d’association entre le
parasite et les salmonelles, ce qui est en conformité avec les travaux de, (De Rycke et al.,
1986 ;Traeven et al., 1989). Le nombre réduit d’échantillon de selles récoltés chez les veaux
dépassant trois semaines d’age explique sans doute cette observation..

3.2.8. En conclusion

Les résultats de cette étude confirment la présence de C.parvum, E.coli F5+ (K99+), et les
salmonelles dans les élevages bovins en Algérie. Les cryptosporidies sont les agents les
plus souvent isolés, viennent par la suite les colibacilles et loin derriére les salmonelles.
Notons néanmoins que les virus (Rotavirus et Coronavirus) n'ont pas été recherchés au
cours du présent travail. Il serait intéressant d’élargir cette étude aux virus entéropathogénes
et de I'effectuer sur un plus grand nombre d’animaux.

4. Enquete épidémiologique sur les cryptosporidies,
giardia et coccidies dans les diarrhées du veau

4.2. But et objectif

La diarrhée du veau, représente la cause la plus importante de pertes dans la période
néonatale. |l s’agit d'un syndrome a étiologie multifactorielle, ou peuvent intervenir de
nombreux agents viraux, bactériens et parasitaires.

Depuis l'instauration de la vaccination contre les principaux agents viraux et bactériens
(Coronavirus, Rotavirus et Colibacille K99+), I'essentiel des pertes revient aux agents
parasitaires. Trois protozoaires interviennent (Cryptosporidium spp, Giardia spp, et les
coccidies), mais avec des incidences différentes.

Cryptosporidium parvum est un protozoaire ubiquiste, parasitant les voies digestives et
ou respiratoires de 'homme et de nombreuses espéces animales, (O’donoghue, 1995), il
se localise au niveau de l'intestin, (Panciera et al., 1971), ou il attaque préférentiellement
les villosités, (Angus, 1990).

Les bovins en plus d’étre infectés constituent une source de contamination pour
’homme, d’ou I'importance sanitaire de cette protozoose, (Tzipori et Griffith,1998), les
animaux au paturage en seraient responsables par la contamination des cours d’eau

Devant I'absence de vaccin efficace disponible, (Harp et Goff, 1995), un diagnostic
précoce permet de mettre en ceuvre des mesures sanitaires adéquates.

Le Giardia est un protozoaire flagellé, ubiquiste, dont les kystes ingérés avec I'eau
polluée parviennent au niveau l'intestin gréle ou il provoque une entérite qui se manifeste
par syndrome diarrhéique, avec un état de malabsorption qui peut étre grave.

Ce parasite peut infecter de nombreuses espéces animales (bovins) et 'homme.
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Ce pathogéne opportuniste profite de nombreuse causes prédisposantes, dont I'age
des animaux, (Euzeby, 1987b), en effet le maximum de prévalence se situe entre 1 et 6
mois d’age, le statut immunitaire des animaux, (Quillez et al., 1996 ; Wade et al., 2000),
I’hypochlorhydrie parait également jouer un réle, (N.acha et Boris, 1989b).

A ces facteurs propres a I'animal s’ajoutent des facteurs liés a I'environnement tels,
la saison, en effet les plus fortes prévalences se rencontrent en hiver, (Huentink et al.,
2001). La transmission du parasite dans sa forme kystique se fait par I'alimentation, les eaux
souillées, (N.acha et Boris, 1989 ; Duriez et al., 2002).

Les coccidies sont des protozoaires du genre Eimeria, qui sont a lorigine de
maladies sporadiques chez les bovins, (Yvoré et al.,, 1983), méme si la contamination
est pratiquement inévitable, elle ne conduit pas systématiquement a la maladie, mais
des formes graves existent. Les conditions d’hygiéne jouant alors un réle primordial dans
I'expression clinique de la maladie. Une fois ingérée le parasite se localise dans les cellules
de lintestin gréle.

Bien qu'il ait été décrit une vingtaine d’espéces chez les bovins, Deux espéces
attirent particulierement 'attention chez les bovins : Eimeria bovis qui peut étre a l'origine
de diarrhée et Eimérie zuernii qui provoque l'apparition d’une diarrhée hémorragique.
Cependant la coccidiose bovine ne présente pas le caractére zoonotique.

Devant le peu d’enquétes épidémiologiques effectuées impliquant dans le méme temps
ces trois agents et devant I'incidence grandissante de leur impact économique en particulier
depuis l'instauration de la vaccination contre les (rotavirus, coronavirus et colibacille K99+),
dans le complexe diarrhée du veau il nous est apparut important de mener une enquéte
avec pour objectif 'estimation de la prévalence de ces trois protozoaires seul, ou associés
dans les diarrhées du veau dans certain élevages du centre de I'Algérie.

4.3. Matériel et Méthodes

4.3.1. Matériel

De janvier a Novembre 2005, plusieurs élevages des wilaya du centre Algérien (Tipaza,
Alger et Boumerdes ont fait I'objet d’un suivi), au total 454 prélévements de matiéres fécales
ont été effectués, répartis comme suit (Tipaza : 137, Alger : 106, Boumerdes : 211). Les
élevages avaient dans I'ensemble des conditions d’hygiénes moyennes a mauvaises pour
toutes les régions.

4.3.2. Méthodes
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4.3.2.1. Protocole de prélevement

Matiéres fécales

Les prélevements de matiéres fécales ont été effectués deés leur émission
spontanément, ou aprés excitation de [l'orifice anal, dans des récipients propres,
hermétiquement fermés et étiquetés. Tous les veaux dont I'dge varie de 1 jour a 4 mois
diarrhéiques ou non ont fait 'objet d’'un prélévement. Les selles ont été acheminés soit a
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linstitut Pasteur d’Alger ou a I’'Ecole Nationale Vétérinaire d’Alger, et conservées a + 4°C
jusqu’a leur analyse parasitologique, ou a une température ambiante mais formolées.

4.3.2.2. .Techniques de laboratoire utilisées

Deux techniques essentiellement ont été utilisées .1l s’agit de la technique de concentration
de, Ritchie simplifieée par Allen et Ridley (Achir, 2004), et la technique de coloration de, (Ziehl-
Neelsen modifiée par Henriksen et Pohlenz, 1981).Ces deux techniques étant connues pour
leur spécificité et leur sensibilité.

4.3.2.2.1.Technique de Ritchie simplifiée par Allen et Ridley
Principe :

C’est une méthode diphasique (physico-chimique), qui met en jeu la balance hydrophile
lipophile du parasite. Elle découle de celle de, (Telemann, 1908) qui diluait les selles dans
un mélange égal d’éther et d’acide chlorhydrique.

Mode opératoire :

1. Déposer quelques grammes des selles dans un verre a pied conique a I'aide d’un
agitateur en verre ;

2. Verser dans le verre a pied un volume d’eau formolée a 10 %, 2 a 3 fois supérieur a
celui des selles ;

3. Agiter a l'aide d’'un agitateur en verre jusqu’a I'obtention d’'une dilution homogeéne ;

4. Laisser décanter quelques minutes (1 a 2 minutes), pour éliminer les gros débris
fécaux ;

5. Al'aide d’'une pipette pasteur aspirer une partie du surnageant et verser dans un tube
conique en verre équivalent aux 2/3 du volume total a émulsionner ;

6. Ajouter un volume d’éther correspondant au 1/3 du volume total a émulsionner ;

7. Boucher le tube avec un bouchon en caoutchouc, tout en prenant soin de laisser un
espace vide pour le liquide d’environ 1 cm, pour permettre 'émulsion ;

8. Agité le tube vigoureusement pendant une minute ;

9. Peser les tubes pour équilibrer avant la centrifugation ;

10. Centrifuger a 2500 tours /minutes pendant 5 minutes ; aprés centrifugation, le

contenu du tube se répartit en 4 couches qui sont de haut en bas :

Une couche éthérée chargée en graisses ;

Une couche épaisse sous forme d’anneau constituée de gros débris ;
Une couche aqueuse ;

Un culot dans lequel se sont concentrés les éléments parasitaires ;

1. Jeter énergiquement le surnageant et garder le culot.

Lecture :

Prélever une goutte du culot a I'aide d’'une pipette pasteur (aprés homogénéisation), la
déposer sur une lame, mélanger avec une goutte de lugol, couvrir d’'une lamelle et examiner
a l'objectif x10 puis x40 pour la recherche des ceufs d’helminthes, de Cryptosporidium et,ou
éventuellement de kystes de protozoaires.

4.3.2.2.2. Technique de Ziehl - Neelsen modifiée par Henriksen et Pohlenz
(1981)
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C’est la technique de coloration de référence utilisée pour l'identification
Spécifique des Cryptosporidies.
Confection d’un frottis fécal :

Le frottis doit étre mince et adhérent a la lame ;

Ce frottis est réalisé a partir du culot de centrifugation de la méthode de Ritchie
simplifiée déja décrite ;

A l'aide d’une pipette pasteur, on préléve 1 a 2 gouttes du culot de centrifugation,
aprés une légére homogénéisation ;

Sur deux lames bien dégraissées et numérotées par grattage a I'aide d’un diamant de
préférence, pour une bonne reconnaissance ultérieure, déposer la goutte a 'une des
extrémités de la lame, la mettre en contact avec le bord d’'une autre lame; la goutte
diffuse sur le bord de la lame par capillarité, ensuite I'étaler sur toute la surface de la
lame et d’'une maniére continue en zigzag, sans revenir au point de départ, on obtient
alors un frottis mince avec plusieurs épaisseurs, c’est le cas d’'un bon frottis ;

Laisser sécher a l'air jusqu'a une nuit ;

Fixation, coloration du frottis :

Fixer le frottis au méthanol pendant 5 minutes ;

Laisser sécher a I'air ou par agitation ;

Colorer dans une solution de fuchsine phéniquée pendant 60 minutes ;

Rincer a 'eau du robinet ;

Différencier avec une solution d’acide sulfurique a 2% pendant 20 secondes (Pour
décolorer et éliminer les débris et les autres micro-organismes) ;

Rincer a 'eau du robinet ;

Contre colorer avec une solution de vert malachite a 5% pendant 5 minute (Tout va
étre coloré en vert sauf les Cryptosporidies qui gardent la coloration rouge) ;
Rincer a I'eau du robinet ;

Laisser Sécher a I'air ou par agitation ;

La lecture se fait au microscope a I'objectif x40 et x100 (a I'immersion).

Cette technique permet de visualiser nettement les oocystes de Cryptosporidium,qui
sont colorés en rouge vif, parfois en rose sur un fond vert.

Ce sont des éléments ronds a ovoides de 4 - 6 ym de diameétre en moyenne, la
paroi est épaisse, dans le cytoplasme il y a une zone centrale ou latérale plus claire, non
colorée qui correspond au corps résiduel (reliquat oocytal), et en périphérie ou au centre
des granulations noiratres au nombre de quatre ou plus, qui correspondent aux sporozoites.

N.B : la lecture doit étre faite sur toute la surface de la lame de haut en bas et de gauche
a droite.

4.3.2.3. Analyses statistiques

Les résultats ont été analysés statistiquement par I'utilisation du test «T» de student

Applicable sur les moyennes, en calculant le P1 pour un niveau de signification a une
issue, et P2 pour un niveau de signification a deux issues.

N.B : le calcul du degré d’infestation se fait directement sur lame au grossissement
x100 par l'utilisation de la méthode semi quantitative d’Henriksen et Kroght modifiée 1985,
et un score est attribué comme suit :
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1. Faible de 1 a 4 oocystes par champs ;
2. Moyen de 5 a 10 oocystes par champs ;
3. Massif supérieur a 10 oocystes par champs ;

4.4. Resultats et interpretation

4.4.1. Fréquence d’isolement de Cryptosporidium et Giardia et leur
association

(Tableau : 25)(Graphe : 8)

Tableau 25: Fréquence des Cryptosporidies, des Giardias et Leur associations Au niveau des élevages
de Tipaza, Alger et Boumerdes

Elevages Nombre Nombre % Nombre % Association | %
d’examens |d’examens d’examens
effectués positifs aux positifs aux
Cryptosporidies giardias
Tipaza 137 52 37,95 37 27,00 18 13,13
Alger 106 43 40,56 16 15,09 08 07,54
Boumerdes | 211 122 57,81 54 2511 21 09,95
Total 454 217 47,79 107 23,56 47 10,35
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Graphe 8: Représentation graphique Fréquence
des cryptosporidies, les Giardias et leur association.

L'analyse des résultats des tableaux 25 et du graphe 8, montrent une plus grande
prévalence des cryptosporidies a I'état isolé par rapport aux giardias, et aux cas
d’association entre les deux protozoaires.

En effet sur un total de 454 prélévements analysés, les cryptosporidies ont été isolées
seules dans 217 prélévements soit (47,79 %), les giardias seuls ont été identifiés dans 107
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cas, soit (23,56 %) ; les cryptosporidies et les giardias ont été retrouvés associés dans 47
prélévements soit (10,35 %).

4.4.2. Association des Cryptosporidies et les giardias en fonction des
selles diarrhéiques et non diarrhéiques

(Tableau : 26)(Graphe : 9)

Tableau 26 : Fréquence d’association des Cryptosporidies et les giardias en fonction des selles
diarrhéiques et non diarrhéiques.

Elevages Nombre de Ltl\‘l:;re Nbre de | Nombre % Nombre %
prélevements eftectidy S.N.D d’associations d’associations
dans les S.D dans les S.N.D
Tipaza 137 52 85 11 21,15 |07 08,23
Alger 106 46 60 05 10,86 03 05
Boumerdes211 95 116 16 16,84 05 04,31
Total 454 193 261 32 16,58 15 05,74
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Graphe 9: Représentation graphique de la Fréquence d’association des
cryptosporidies et les giardias dans les selles diarrhéiques et non diarrhéiques.

Le tableau 26 et le graphe 9, montrent que les éléments parasitaires ont été retrouvés
aussi bien chez les animaux diarrhéiques que chez les animaux non diarrhéiques et
ce a l'état seul ou associé, cependant leur prévalence est plus importante chez les
animaux diarrhéiques par rapport a ceux ne présentant pas de diarrhée. En effet, sur 193
prélévements diarrhéiques on a retrouvé des associations dans 32 cas soit (16,58%) et sur
262 selles non diarrhéiques, I'association des deux parasites a été retrouvée dans 15 cas
soit (05,70%).

Tableau 27: Distribution des cryptosporidies, les Giardias et leur association en fonction de I’age.
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Parasites Ageblombre Nombre d’examens Nombre Total positifs pour Association
d’examens | positifs pour les d’examens |les deux parasites
effectués cryptosporidies positifs pour
les giardias
1adjours |44 14 00 14 00
5a10jours 78 38 00 38 00
11 a 16 jours 61 36 04 40 01
17 a 21 jours| 65 40 11 51 04
22 a 26 jours 78 40 28 68 14
27 a45jours 73 34 37 71 18
> 45j 55 15 27 42 10
Total 454 217 107 324 47
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Graphe 10: Représentation graphique de la Fréquence
D’association des cryptosporidies et les giardias en fonction de I'dge.

Le tableau 27 et le graphe 10 montrent que I'association des deux germes est quasi
inexistante jusqu’au 10°M€ jour d’age, a partir du 11éme jour on commence a observer les
premiéres associations mais elles restent a un niveau trés bas, 1 / 61 prélevements soit

(02,50 %), entre 11 et 16 jours, 1/ 40, soit (2,5 %), entre 17 et 21 jours ,4 / 65 soit

(07,84 %), pour atteindre un pic a partir de la 3éme semaine, et I'on rencontre
respectivement 14 / 78 prélévements soit (20,58 %) entre 22 et 26 jours, 18 / 73
prélévements positifs aux deux parasites soit (25,35 %) entre 27 et 45 jours et a 10 / 55
soit (23,80 %) pour les animaux de plus de 45 jours d’age. Les Cryptosporidies sont plus
concentrés a la période (5 - 45 ), les giardias au-dela de la 03 semaines d’age.
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4.4.3. Fréquence de Cryptosporidium, Eiméria et leur association :
(Tableau : 28)(Graphe : 11)

Tableau 28: Fréquence des Cryptosporidies, les coccidies et leur association

Elevages Nombre Nombre % Nombre % Association | %
d’examens d’examens d’examens
effectués positifs aux positifs aux
cryptosporidies coccidies
Tipaza 137 52 37,95 |19 13,86 07 05,10
Alger 106 43 40,56 |09 08,49 06 05,66
Boumerdes | 211 122 57,81 |43 20,37 13 06,16
Total 454 217 47,79 |71 15,63 26 05,72
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Graphe 11: Représentation graphique de la Fréquence
des cryptosporidies, les coccidies et leur association

Les résultats du tableau 28 et du graphe 11 confirment la plus grande incidence des
cryptosporidies chez les jeunes veaux, en effet sur 454 prélévements examinés, 217 sont
positifs aux Cryptosporidies soit (47,79 %), et seulement 71 aux coccidies soit (15,63 %),
dans 26 prélévements les germes ont été retrouvés associés soit (05,72 %).L’association
des deux parasites méme si elle existe reste a un niveau relativement bas.
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4.4.4. Association des Cryptosporidies et des coccidies en fonction
des selles diarrhéiques et non diarrhéiques

(Tableau : 29)(Graphe: 12)

Tableau 29 : Fréquence d’association des cryptosporidies et des coccidies en fonction des selles
diarrhéiques et non diarrhéiques.

Elevages Nombre de Nbre Nbre de Nombre % Nombre %
prélevementseffdetués S.N.D |d’associations d’associations
S.D dans les S.D dans les S.N.D
Tipaza 137 52 85 02,00 03,48 |05 05,88
Alger 106 46 60 06,52 05,76 |03 05,00
Boumerdes 211 95 116 06,00 06,31 |07 06,03
Total 454 193 261 11 05,69 |15 05,74
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Graphe 12:Représentation graphique de la Fréquence d’association des
cryptosporidies et des coccidies en fonction des selles diarrhéiques et non diarrhéiques.

Le tableau 29 et le graphe 12 montrent les fréquences d’isolement des coccidies et
de leur association avec les cryptosporidies et ce dans les selles diarrhéiques et les selles
non diarrhéiques. En effet, sur 193 prélevements diarrhéiques 11 cas d’association ont
été trouvés soit (05,69%) et sur 261 selles non diarrhéiques les parasites ont été trouvés
associes dans 15, soit (05,74%).

4.4.5. Association des cryptosporidies et les coccidies en fonction de
I'age
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(Tableau : 30)(Graphe : 13)

Tableau 30: Fréquence d’association des cryptosporidies et des coccidies en fonction de I’age

Parasites | Nombre Nombre % Nombre % Association | %
Ages d’examens d’examens d’examens

effectués positifs pour les positifs pour

cryptosporidies les Coccidies

1a4jours |44 14 31,81 00 00,00 00 00,00
5a10 78 38 48,71 00 00,00 00 00,00
jours
11a16 61 36 54,01 00 00,00 00 00,00
jours
17 a 21 65 40 61,53 05 07,69 02 03,07
jours
22 a26 78 40 51,28 19 34,37 05 06,41
jours
27a45 |73 34 46,57 26 3561 10 13,69
jours
> 45j 55 15 27,271 21 38,18 09 16,36
Total 454 217 47,79 71 15,63 26 05,72
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Graphe 13: Représentation graphique de la Fréquence
d’association des cryptosporidies et des coccidies en fonction de I'age

Le tableau 30 et le graphe 13 montrent que :
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sur 44 prélevements effectués entre 01et 04 jours d’age ,14 ont été positifs a la
cryptosporidiose seule soit (31,81%), 00 pour les coccidies et aucune association des
deux germes n’a eu lieu a cette période ;

entre 5 et 10 jours sur 78 prélévements ,38 se sont révélés positifs aux
cryptosporidies soit (48,71%), 00 aux coccidies, aucun cas d’association n’a été
trouvé a cette période ;

entre 11 et 16 sur 61 prélévements effectués, 36 sont positifs aux cryptosporidies soit
(59,01 %), 00 aux coccidies, aucune association n’est révélée a cet age ;

entre 17 et 21 jours sur 65 prélévements, 40 étaient positifs a la cryptosporidies soit
(61,53 %), 05 étaient positifs aux coccidies soit (07,69 %) et deux étaient positifs aux
02 parasites soit (03,07 %) ;

entre 22 et 26 jours sur 78 prélevements effectués 40 ont été positifs aux
cryptosporidies soit (51,28 %) ,19 étaient positifs aux coccidies soit (24,37 %), et 05
étaient positifs aux deux parasites soit (06,41 %) ;

entre 27 et 45 jours sur 73 prélévements effectués 34 étaient positifs aux
cryptosporidies soit (46,57%), 26 aux coccidies soit (35,61 %), 10 contenaient les
deux parasites soit (13,69 %) ;

au dela de 45 jours d’age sur 55 prélevements effectués, 15 contenaient des
cryptosporidies soit (27,27%), 21 contenaient des coccidies soit (38,18 %) et 09 cas
d’association entre les deux protozoaires soit (16,36 %).

Association des 03 parasites en fonction de statut clinique

(Tableau 31 et Graphe 14)

Tableau 31: Fréquence des 03 protozoaires et leur association en fonction des selles diarrhéiques et
non diarrhéiques

Elevages Nombre de Nbre Nbre de Nombre % Nombre %
prélevements de S.N.D |d’associations d’associations
effectués S.D dans les S.D dans les S.N.D

Tipaza 137 52 85 01 01,92 |00 00,00

Alger 106 46 60 00 00,00 |01 01,66

Boumerdes 211 95 116 01 01,05 |01 00,86

Total 454 193 261 02 01,03 |02 00,76
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Graphe 14: Fréquence d’association des 03 protozoaires
en fonction des selles diarrhéiques et non diarrhéiques.

Le tableau 31 et le graphe 14 a ne montrent pas de différence dans la consistance des
matiéres fécales en relation avec I'association des 03 germes.

On remarque que cette association se trouve aussi bien chez les animaux diarrhéiques
que chez les selles non diarrhéiques, en effet dans le cadre de notre enquéte, sur
les 4 prélevements positifs aux 3 agents associés, 2 étaient diarrhéiques, 2 étaient de
consistance normale. Mais I'échantillonnage dans le cadre de notre enquéte est trés faible
pour permettre de tirer des conclusions.

4.4.7. Association entre les 03 parasites en fonction de I’dge
(Tableau :32)(Graphe :15)

Tableau 32:Fréquence des trois protozoaires et leur association en fonction de I’age
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Parasites Aljembre Nombre Nombre Nombre Total positifs | Association | %
d’examens |d’examens d’examens |d’examens | pour les trois
effectués | positifs pour les | positifs pour positifs parasites
cryptosporidies | les giardias | pour les
coccidies
1a4 jours 44 14 00 00 14 00 00
5a10 78 38 00 00 38 00 00
jours
11a16 61 36 04 00 40 00 00
jours
17a21 65 40 10 06 46 00 00
jours
22a26 78 40 32 20 92 01 01,08
jours
27a45 73 34 40 29 103 02 01,94
jours
> 45] 55 15 21 16 52 01 01,92
Total 454 217 107 71 395 04 01,01
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Graphe 15: Représentation graphique de la Fréquence
d’association des 03 protozoaireen fonction de I'age

Le tableau 32 et le graphe 15 montrent que I'association entre les 3 agents apparait a

partirde la 4eme semaine, mais comme il a été évoqué précédemment I’échantillon analysé
est trop faible pour pouvoir arriver a des conclusions objectives.

Tableau 33 : Récapitulatif final sur la fréquence des protozoaires retrouvés seul ou en association
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protozoaires et leurs associations Nombre / Fréquences
Cryptosporidium seul 139 soit (30,61 %)
Giardia seul 34 soit (07,48 %)
Eimeria seul 19 soit (04,18 %)
Cryptosporidium + Giardia 47 soit (10,35 %)
Cryptosporidium + Eimeria 26 soit (05,72 %)
Giardia + Eimeria 21 soit (04,62 %)
Cryptosporidium + Giardiat+ Eimeria 04 soit (00,88 %)

Le tableau 33, montre que sur l'ensemble des prélévements analysés, les
Cryptosporidies arrivent en tete avec 139 prélévement positifs, soit (30,61 %) ou le parasite
est le seul agent isolé, 47 prélevements ou il est associé a giardia soit (10,35 %), 26 ou
il est associé aux coccidies soit (5,72 %), enfin 04 cas ou on le retrouve associé aux 02
autres protozoaires.

Giardia vient en deuxiéme position, avec 34 prélevements ou on le retrouve seul
soit (07,48 %), 47 préléevements ou il est associé aux Cryptosporidies soit (10,35 %), 21
préléevements ou il est associe aux coccidies soit (04,62 %) et 04 prélevements ou on le
retrouve avec les 02 autres agents soit (0,88 %). On observe enfin les coccidies qui sont
retrouvés seules dans 19 prélévements soit (04,18 %), 26 prélévements ou on les isole avec
les Cryptosporidies soit (05,72 %), 21 prélévements ou on les isole avec les giardias soit

(04,62 %) et enfin 04 prélévements ou on les retrouve avec les 02 autres parasites soit
(0,88 %).

De ce qui vient de précéder on observe que I'association la plus fréquente est celle entre
Cryptosporidium et Giardia Les auteurs évoquent des considérations épidémiologiques
trés voisines entre ces deux protozoaires d’autant plus qu’ils présentent un caractére
zoonotique.

4.5. Discussion
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Les cryptosporidies ont été retrouvées seules et associées aux giardias, cela laisse penser
que ce protozoaire peut étre concomitant de I'infection due aux Giardia, ce qui rejoint les
travaux de, (Angus, 1990 ; Olson et al.,, 1997), on remarque en outre que les giardias
infectent le veau avec une fréquence relativement importante, une recherche entreprise au
Colorado a permis de découvrir les kystes parasitaires chez 10% des bovins, (N.Acha et
Boris, 1989b), une autre faite au canada chez des veaux agés de 1 jour a 6 mois a permis
de trouver le parasite a une fréquence de 73 %, (Olson et al., 1997). En Espagne, (Quilez
et al., 1996), trouvent une prévalence de 38 % chez des veaux agés de 1,5 a 4 mois. Ces
résultats montrent a I'évidence la présence de Giardia seul, ou en association comme le
confirment les travaux de, (Trullard, 2002).

Les deux parasites sont rencontrés plus volontiers chez les animaux qui présentent de
la diarrhée, ce qui laisse penser a une action synergique, (Trullard, 2002), cependant Giardia
peut étre présent chez des animaux qui n’expriment pas des signes cliniques, il est aussi
a signaler que dans certains prélévements diarrhéiques, la Giardia a été isolé seul, ce qui
confirme qu’a lui seul il peut engendrer une diarrhée chez les veaux. La présence d’animaux
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ne présentant de diarrhée et hébergeant le ou les deux parasites montre a I'évidence le rble
que peuvent jouer les porteurs asymptomatiques comme source insidieuse de transmission.

L'age des animaux joue un réle primordial, en effet, giardia se retrouve généralement
chez le veau aprés 15 jours d’age avec une grande fréquence a partir de la 3éme semaine,
contrairement aux Cryptosporidies, qui elles sont des agents pathogénes important pour les
veaux de moins d’'un mois.

Ceci rejoint les travaux de certains auteurs qui considérent que le Giardia est surtout
rencontré sur les veaux sevrés, mais les kystes du parasite sont retrouvés dans les féces
des animaux dés I'age de 1a 2 semaines, (Angus, 1990 ; Trullard, 2002).

Les cryptosporidies sont plus frequemment rencontrées que les coccidies tout comme
cela a été constaté par rapport aux Giardias, I'association entre les deux protozoaires étant
particulierement rare, les coccidies ayant tendance a infecter des veaux plus agés et ayant
déja développé de la résistance aux cryptosporidies.

Cependant bien que la prévalence de la présence des deux parasites associés reste
relativement faible, il n’en demeure pas moins qu’elle existe et doit faire I'objet d’'une
attention particuliére.

L'association des deux protozoaires est possible aussi bien dans les selles diarrhéiques
que dans les selles non diarrhéiques et avec une fréquence pratiquement égale, ce qui
montre que les deux parasites peuvent indifféremment quant ils sont associés soit provoquer
la diarrhée, soit étre a l'origine d’infestation asymptomatique et qui ne se manifeste que
par des pertes de poids et des retards de croissance, (Euzeby, 1987a). Les coccidies
sont connues pour étre responsables de diarrhée chez le veau a partir d’'un mois d’age,
(Euzeby, 1987a ; Navetat et Rizet, 2002). |l est cependant a noter que certains prélévements
diarrhéiques se sont révélés positifs aux coccidies seulement. Cependant les chances de
concomitance des deux parasites étant relativement faible, en effet les deux parasites
ayant tendance a atteindre des catégories d’ages différentes ce qui explique le nombre
relativement faible d’association entre les deux parasites et la non expression de la diarrhée
chez les animaux ayant hébergé les deux parasites pendant la méme période.

4.6. Conclusion

En conclusion nous pouvons conclure que les trois parasites se retrouvent de fagon quasi
permanente dans les élevages de veaux, a des taux qui restent différent d’'un parasite a
'autre, en effet les cryptosporidies présentent les taux plus élevés de prévalence, suivies
des Giardias et enfin des coccidies.

L'age des animaux semble également jouer un réle, en effet les cryptosporidies et les
Giardias sont volontiers isolées sur des animaux pendant les 1éres semaines de la vie, les
coccidies toucheraient particulierement les animaux de plus d’'un mois d’age.

L'expression clinique de la diarrhée n’étant pas systématique, beaucoup d’animaux
demeurent excréteurs et ne sont pas diagnostiqués, les conditions d’hygiénes jouant un
réle prédisposant important et c’est pour cette raison que le diagnostic de laboratoire joue
un role primordial, car en permettant d’identifier les parasites, il permet de mettre en place
suffisamment précocement des mesures d’hygiénes adéquate a méme de minimiser les
effets de ces protozoaires ubiquistes.
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5. Enquete epidemiologique sur les 4 principaux
agents responsables de diarrhee chez les veaux dans
des elevages du centre et de I'est de I'algerie

5.1. But et objectif

Les diarrhées néonatales du veau représentent un probléme crucial, Fecteau, 1998),
puisqu’elles constituent la principale cause de mortalité chez les animaux de moins de
15jours d’age.

Plusieurs agents infectieux peuvent intervenir soit seuls ou associés, parmi ces agents,
on retrouve. Pour les virus (le rotavirus, le coronavirus), moins fréquemment le virus de
'IBR, (Rhinotrachéite infectieuse bovine) et celui de la MM BVD, (Maladie des muqueuse,
diarrhée virale bovine), d’autres virus peuvent aussi intervenir. Parmi les agents bactériens
on recense surtout le colibacille K99+, moins souvent les salmonelles. Enfin parmiles agents
parasitaires, les cryptosporidies semblent prendre de plus en plus d'importance surtout
depuis l'instauration de la vaccination contre les agents viraux et bactériens.

Ainsi quatre agents majeurs des diarrhées chez le veau se dégagent de cette liste,
le rotavurus, le coronavirus, le colobacille K99+, et la cryptosporidie. Devant I'absence
d’enquéte épidémiologique menée en Algérie en direction de ces quatre agents nous nous
sommes fixé pour objectif de procéder a une enquéte afin de déterminer I'incidence de ces
4 agents pris seul ou associés dans le cadre des diarrhées néonatales.

5.2. Matériel et Méthodes

5.2.1. Collectes des échantillons

Cette étude a porté sur 428 veaux ; les veaux des élevages du centre, sont de race
prim’holstein,( Blida : 144, Tipaza :76). Les conditions d’élevages des fermes du centre
étaient moyennes

Ceux des élevages l'est, de race montbéliarde (Annaba : 87, de Sétif :121).Tout les
animaux sont en stabulation entravée, les veaux sont agés de 1jour a 6 semaines, sont
placés dans des boxes individuels, et sont nourris au sceau. Les conditions d’élevages
étaient entre moyenne et dans certains cas mauvaises.

Les matiéres fécales sont prélevées dés leur émission au niveau de ['orifice anal, et
transportées, sous couvert du froid dans une glaciére isotherme, aprés clarification dans
I'eau bidistillée elles sont conservées toujours sous couvert du froid jusqu'a leur utilisation.

5.2.2. Méthodes utilisées
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Recherche des Oocystes de Cryptosporidium spp
Deux techniques ont été utilisées :
1. Méthode classique : (voir partie 3 agents parasitaires)

La technique de, (Ziehl Neelsen, modifiée par Henriksen et Polhenz, 1981).

Dés la réception des féces, des frottis fécaux minces ont été confectionnées a partir
d’'une suspension de 0,15 ml de feces diluées (1v/2v) dans de I'eau distillé aprés élimination
des produits de conservation par lavage, puis fixation au méthanol pendant 10 minutes. La
coloration est lancée le jour méme. Le diagnostic est basé sur la recherche des oocystes
cryptosporidiens dans 100 champs microscopiques pris au hasard sous un grossissement
de 40x et la confirmation sous I'objection 100.

2. Méthode ELISA : Recherche directe des antigénes dans les matiéres fécales .
KIT E.L.I.S.A : Institut Pourquier France
Recherches des Escherichia coli K99, rotavirus, coronavirus et cryptosporidie.

(voir annexe)

3. Analyses statistiques

Les prévalences des individus malades, de méme que les taux de positivité de
I'ensemble des échantillons éxaminés sont comparés pour chacun des quatre agents selon
le test statistique de I'écart réduit (€) au seuil de sécurité (a=95%)(Admane et al.,1987)

5.3. Resultats

D’apreés le tableau 34, et du Graphe 16, on constate que Cryptosporidium est le germe le
plus fréquemment rencontré en comparaison avec les autres agents .En effet, sur les 428
prélevements de féces de veaux analysées, 73 se sont montrées positifs (soit, 17,05%), aux
cryptosporidies suivi de prés par le rotavirus qui est identifié chez 48 veaux (soit 11,2%),
vient par la suite les coronavirus avec 39 veaux positifs (soit 9,11%), et enfin arrive le
colibacille K99+ avec 36 veaux positifs (soit 8,4%).

Tableau 34 : Fréquence d’isolement des 4 principaux agents pathogénes dans les féces de veaux.

Agent pathogénes recherché | Nbre Résultats (%)

Cryptosporidies 7317 ,05 %
Colibacille K99+ 368.,4%
Rotavirus 4811 .2 %
Coronavirus 399,11 %
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Fréquence d'isolement des 4 principaux agents pathogénes
dans les feces de veau
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Graphe 16: Frequence d isolement des
principaux agents pathogenes dans les feces de veau

Le Tableau 35 Montre que la fréquence des différents agents est beaucoup plus
importante a I'état isolé qu’en association, en effet on retrouve :

les cryptosporidies qui viennent en téte avec 60 cas ou on les retrouve seules, 2 cas
ou on les retrouve avec le rotavirus, 5 avec le colibacille K99+(F5+), 2 avec le coronavirus
et 4 avec le coronavirus et le rotavirus ;

Suivies du rotavirus qui est retrouvé seul dans 29 cas, 3 cas avec les
colibacillesK99+(F5+), 6 cas avec les coronavirus et 4 cas avec les cryptosporidies et le
coronavirus;

Ensuite, vient le coronavirus qui est retrouvé seul dans 23 prélévements, 6 fois associé
au rotavirus, 2 fois aux cryptosporidies, 4 fois aux colibacilles K99+ et le rotavirus et 4 fois
aux rotavirus et les cryptosporidies ;

Enfin arrive le colibacille K99+ qui est isolé seul dans 27 cas, 3 fois on le retrouve
associé au rotavirus, 5 fois aux cryptosporidies, 4 fois avec le rotavirus et le coronavirus.

Tableau 35: Fréquence des 4 principaux agents entéropathénes du veau nouveau ne et de leur
association
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NATURE DES ISOLEMENTS Nbre de cas positif

Cryptosporidie 60

Rotavirus 29

Colibacille K99+ 27

Coronavirus 23

Rotavirus - Coronavirus 6

Cryptosporidie-ColibacilleK99+ 5

Rotavirus-ColibacilleK99+ 3

Rotavirus - Cryptosporidie 2

Cryptosporidies - Coronavirus 2

Rotavirus-E.coliK99+ - Coronavirus 4

Cryptosporidie-Rotavirus - Coronavirus 4

Le Tableau 36 et le Graphe 17 :

Il ressort de ce tableau, que la présence des 4 agents est relevée aussi bien chez les
veaux présentant de la diarrhée,que chez ceux n’exprimant pas ce signe.

En effet les cryptosporidies sont rencontrées chez 45 veaux diarrhéiques (soit 21,4%),
contre 28 veaux non diarrhéiques :

le colibacille K99+ est retrouvé chez 24 veaux diarrhéiques soit (11,4%) et sur 12 veaux
non diarrhéiques (soit 5,3%) ;

le rotavirus lui a été isolé chez 32 veaux diarrhéiques (soit 15,2%) contre 16 veaux non
diarrhéiques (soit 7,3%) ;

enfin le coronavirus a été retrouvé, chez 30 veaux diarrhéiques (soit 14,2%) contre 9

veaux non diarrhéiques soit (4,1%).

Resultats
VD BM=210VRD: M=218

Lgents pathogénes
Mhr de cas + (%) Mbr de cas + (%)

Isnlés

Crptosporidies 4521 4 28128
Caolibacille Ka9+ 2411 .4 12484
Fotavirus 32152 16 7,3
Cornavirls 30142 941

Tableau 36 : Résultats des analyses des féces selon le statut clinique des veaux
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Graphe 17: Résultats des analyses des feces selon le statut clinique.
Le Tableau 37 :

Il ressort de ce tableau que les 4 agents sont isolés dans toutes les catégories d’ages et
ce de 1 a 5-6 semaines. Cependant leur fréquence est différente en fonction des différentes
catégories d’ages.

En effet sur 58 prélévements effectués sur des veaux agés d’'une semaine, 7 sont
positifs aux cryptosporidies, 14 aux colibacilles K99+, 13 au rotavirus, et 2 au coronavirus,
montrant nettement I'incidence du colibacille a cet age.

Sur 39 échantillons appartenant a des veaux de 2 semaines d’age, 10 sont positifs aux
cryptosporidies, 2 au colibacille K99+, 11 au rotavirus et 8 au coronavirus. Ces résultats
montrent une nette régression du colibacille K99+ a cet age.

Sur 72 prélévements effectués a I'dge de 3 semaines, 23 sont positifs a la
cryptosporidie, 7 au colibacille K99+, 10 au rotavirus et 6 au coronavirus, ce qui montre une
plus nette incidence de la cryptosporidie chez ces animaux.

Sur 103 prélévements analysés sur des veaux de 4 semaines. 2 sont positifs a la
cryptosporidie, 12 au coronavirus, 8 au rotavirus, et 7 au colibacille K99+. la aussi on note
une plus grande incidence de la cryptosporidie suivie du coronavirus.

Enfin sur 156 prélévements effectués sur des animaux de 5 a 6 semaines, 13 sont
positifs a la cryptosporidie, 11 au coronavirus, 6 au rotavirus, et 6 au colibacille K99+.

Dans I'ensemble sur 428 prélévements analysés, 73 sont positifs a la cryptosporidie
(soit 17%), suivie du rotavirus avec 48 prélévements positifs (soit 11,2%), puis le coronavirus
9,15% et enfin vient le colibacille K99+ avec 8,15%.
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Différents &gents Pathogénes
Sernalnes Nbre | Cryptosporidi | E.coli K99+ Rotavirus Coronavirus
Total | es
Positif | % Positif | % Posi | % Positi | %
5 5 tifs fs
18 ] 7.0 12 14 241 (13 | 224 |2 3.4
Semaine
25me 38 10 756 | 2 EFEEE 762 | B 205
Semaine
FEme T2 73 8 |7 a7 |10 138 |6 8.3
Semaine
qeme 102 | 20 194 |7 BT |B 77 |12 1.6
Semaine
5 a 6™ 166 |13 53 |6 38 |6 38 |11 70
Semaine
TOTAL 428 T3 26 47 34

Tableau 37: les 4 agents sont isolés dans toutes les catégories d’ages.

5.4. Discussion

Ainsi tous les germes a l'origine de diarrhée ont été retrouvés, cependant 'ordre de
fréquence a été dans le cas de notre enquéte différent par rapport aux expériences menées
en dehors de la vaccination anticoronavirus, antirotavirus et anticolibacille K99+ dans
d’autres régions de par le monde, (Chapman, 1986; Bukhari, et Smith, 1997).Puisque dans
ces enquétes, le rotavirus vient avant les cryptosporidies, alors que pour notre cas c’est la
cryptosporidie qui vient en téte.

Mais avec l'instauration de la vaccination, elle prend définitivement la téte. Ce qui, bien
que logique suggére aussi qu’il s’agit d’'un agent primaire capable de provoquer seul la
diarrhée dés lors que les conditions se présentent et non un agent secondaire n’agissant
que comme agent de complication ou de déclenchement de la diarrhée, ce qui rejoint les
travaux de, (Blewett, 1989; Arrowood et al, 1996), ce qui fait que Cryptosporidium parvum
est considéré et a juste titre comme un agent majeur des diarrhées chez le veau, (Naciri
et al., 1999).

Mais il se trouve que dans certains cas, ces germes agissent en association de deux
ou de plusieurs germes, rendant le diagnostic clinique basé sur la seule observation de
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la diarrhée d’un intérét discutable, montrant par la méme toute I'importance du diagnostic
étiologique, qui malheureusement arrive trées souvent tard quand linfection est déja
installée.

D’oul'intérét de mener des enquétes épidémiologiques qui permettent par un diagnostic
plus précis de mettre en oeuvre des mesures de prophylaxie sanitaire et médicale adéquate
et donc d’anticiper I'action de ces germes.

Le tableau ll, illustre bien que la diarrhée est un syndrome a plusieurs visages ou
peuvent intervenir indifferemment les quatre agents, soit seul ou en association de deux
ou plusieurs germes, la suite des événements dépendra d’'une multitude d’autres facteurs
tenant a I'animal et a la nature de ces associations (types d’associations, dose infectante,
pression d’infection et la liste est loin d’étre exhaustive).

Cependant, dans le cadre de notre enquéte on reléeve que les quatre grandes
associations sont faites entre d’'une part le rotavirus et le coronavirus (6 associations), la
cryptosporidie et le colibacille K99+(F5+), (5 associations).Bien qu’en régle générale le
colibacille K99+ (F5+) agit pendant les premiers jours de la vie alors que les cryptosporidies
n‘apparaissent que pendant la deuxiéme semaine,méme si le contact avec le veau se fait
dés la naissance. Il semble qu’il y ait une deuxiéme forme de colibacillose qui apparait
préférentiellement pendant la deuxiéme semaine et qui a la particularité d’étre résistante a
la plupart des antibiotiques.

Dans notre cas, l'utilisation de I'association ampicilline-colistine a donné pleinement
satisfaction.

Pour la plupart des auteurs, les plus grandes associations sont retrouvées entre le
rotavirus et la cryptosporidie, (Bourgouin, 1996), et rapportent cela a leur plus grande
fréequence en tant qu’agents entéropathogéne, (Schelcher, 1999), qu’ils ont tendance a
affecter les mémes tranches d’ages, enfin ils sont beaucoup plus résistants dans le milieu
extérieur ou ils sont pratiquement ubiquistes.

Dans notre étude toutes les associations ont été accompagnées de diarrhée ce qui
rejoint les travaux de, (Angus, 1990; De la Fuente et al., 1999).

Il est évident que I'expression clinique de la diarrhée dépend aussi de facteurs tenant a
I'état sanitaire du veau a la naissance, a son statutimmunitaire (qualité du tarissement de la
mére, vaccination contre les agents entéropathogénes, difficultés au vélage, soins autour du
part, prise de colostrum par le veau, en qualité, quantité et dans les délais), viennent bien sir
ensuite la pression d’infection que subit le veau et lors d’association le type d’association.

De ce qui vient de précéder on peut conclure que les quatre agents (colibacille
K99+(F5+), coronavirus, rotavirus et cryptosporidie) se rencontrent aussi bien chez les
sujets diarrhéiques que chez ceux ne présentant pas de la diarrhée, cependant leur
fréquence est moindre chez les veaux non diarrhéiques. Il reste a signaler que les cas les
plus séveres ont été retrouvés sur des animaux chez lesquels on a isolé un coronavirus,
dans ce cas I'évolution est souvent fatale, ceci semble lié au pouvoir pathogéne propre a
ce virus, heureusement il est connu pour étre trés fragile dans le milieu extérieur.

Certains cas de colibacillose, se sont accompagnés de diarrhées graves tres
déshydratantes surtout chez les trés jeunes animaux, pendant les premiers jours aprés la
naissance. Il est tout de méme important de signaler pour 'ensemble des agents que les
animaux les plus agés et donc plus résistants car devenus immunitairement compétents,
ayant exprimé ou pas la diarrhée, constituent une source pérenne de contamination pour
les plus jeunes beaucoup plus sensibles.
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Ces sources trés souvent silencieuses de propagation des germes étant impossible a
identifier sur la seule base des signes cliniques, aussi la séparation des animaux d’ages
différents est plus qu’indispensable pour protéger les plus jeunes. La diarrhée n’étant pas
un signe systématiquement retrouvé puisque les quatre agents ont été retrouvés aussi bien
chez les animaux diarrhéiques que chez les animaux non diarrhéiques, d’autres symptémes
devraient faire I'objet de plus d’attention, tels, I'abattement et 'anorexie qu’on retrouve chez
la quasi-totalité des veaux malades ce qui rejoint les travaux de, (Heine et al., 1984; Naciri,
1994).

Ces signes peuvent commencer 12 a 48 heures aprés I'apparition de la diarrhée et
accompagnent par la suite cette derniére, (Aurich et al.,1990; Naciri et al 2000), et qui
pourraient étre exploités comme signes avant coureur avant I'apparition de la diarrhée, une
hyperthermie moyenne a été retrouvée, la déshydratation peut étre relativement Iégére et ne
pas représenter un réel danger pour 'animal surtout si elle est prise en charge précocement,
(Navetat et al., 1995; Naciri et al.,1999).

A la lumiére de ces résultats, on voit bien, de par I'évaluation des fréquences des
différents germes, une prédominance de la cryptosporidiose, bien qu’on n’ait pas vacciné les
vaches en fin de gestation contre les trois autres germes. Avec une sensibilité particuliére
des animaux agés de 2 a 3 semaines, ce qui rejoint les travaux de, (Quilez et al.,1996;
Olson et al.,1997).

Ceci est particulierement vrai quand les animaux présentent de la diarrhée ce qui rejoint
outre les travaux suscités, les travaux de, (De la Fuente et al., 1999), qui retrouvent des taux
de 71,9% chez des veaux agés de 8 a 14 jours et de 63,2% sur des veaux agés de 15 a 21
jours. Des résultats qui vont dans le méme sens que ceux de (Naciri et al., 1999) en France.

Suivi par le rotavirus, pour ce dernier il s’agit d’'un germe qu’on retrouve partout, car trés
résistant dans le milieu extérieur, mais il n’est pas doté d’un pouvoir pathogéne important
sauf quand il agit en association et puisqu’il reste localisé a l'intestin il semble agir sur le
méme site et sur les animaux de méme age que les cryptosporidies, I'action combinée de
ces deux germes peut représenter un danger pour les animaux.

Dans le cadre de notre étude I'association rotavirus — cryptosporidie n’a pas été souvent
rencontrée, contrairement aux travaux de, (De la Fuente et al., 1999; Tartera et al.,2000).
Mais les animaux qui ont subi cette association ont fait des diarrhées séveéres.

L'idée d’'une action synergique de ces deux germes ne doit pas étre sous-estimée,
(Naciri et al., 2000).

Le coronavirus, arrive en troisieme position, il touche la méme tranche d’age que
les deux agents précédents, il semble avoir un pouvoir pathogene trés important puisque
beaucoup parmi les veaux atteints par ce virus succombent a leur entérite. Il peut aussi
agir en association avec les autres germes, certains auteurs parlent 1a aussi de synergie
d’action, (Bourgouin, 1996; De la Fuente et al.,1999; Tartera et al.,2000).

5.5. Conclusion
En conclusion a cette enquéte, il apparait évident que les quatre principaux agents
responsables des diarrhées chez le veau sont bien présents en Algérie, dans un ordre

et dans des fréquences qui dans I'ensemble rejoignent ce qui a été trouvé dans d’autres
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régions dans le monde. Les pertes engendrées par ces germes sont considérables et
nécessitent des plans de prophylaxie médicale et sanitaire adéquats.

En attendant d’autres enquétes épidémiologiques sont nécessaires afin de mieux
comprendre dans quelles conditions ces différents germes voient-ils leurs pouvoirs
pathogénes exacerbés ce qui pourrait permettre par la maitrise de ces facteurs mettre en
fragilité ces agents et les contre - carrer.

6. Effet des desinfectants sur la viabilite des oocystes
de cryptosporidium parvum isolés des féces de
veaux

6.1. But et objectif

Les cryptosporidies sont des parasites coccidiens résistants a la plupart des désinfectants
chimiques, (Campbell et al., 1982 ; Darabus, 1996). De méme, les traitements classiques
des eaux (filtration et chloration) ne permettent pas leur éradication, (Peeters et al., 1989 ;
Chartier, 2001). Parmi, les espéces de cryptosporidie dont la résistance vis-a-vis des
substances chimiques a été la plus souvent est la plus testée, celles d’origine bovine a
fait 'objet de nombreuse étude d’une part, de leur incidence élevée dans I'étiologie des
diarrhées néonatales des veaux, (Krogh et Henriksen, 1985 ; Bourgouin, 1996), et d’autre
part, du danger qu’elles représentent pour la santé humaine, en particulier, chez les sujets
immunodeéficients, (Chermette et Boufassa-Ouzrout, 1988).

L'importance grandissante de la place de la cryptosporidiose dans la pathologie des
diarrhées néonatales des jeunes ruminants, (Krogh et Henriksen, 1985 ; Bourgouin, 1996),
et de 'absence d’un traitement spécifique efficace, (Moon et al 1982 ; Chartier, 2000), ont
conduit certains auteurs a orienter leur lutte en s’appuyant sur des moyens sanitaires que
thérapeutiques. Ainsi, plus d’une cinquantaine de substances chimiques ont été testées
contre les cryptosporidies aussi bien en médecine humaine que vétérinaire, (Angus et al
1982 ; Akam et al., 2004). L'objet de I'étude est d’évaluer la capacité de survie des oocystes
de C. parvum a I'action de 5 désinfectants et ce, d’'une part, en comparant leur capacité de
résistance a d’autres souches de cryptosporidies et d’autre part, ressortir le désinfectant le
plus efficace permettant de réduire autant que possible le nombre des cryptosporidies dans
le milieu environnant.

6.2. Matériel et méthodes

6.2.1. Souches de cryptosporidies utilisées
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6.2.2. Préparation des désinfectants

Afin d’apprécier la résistance des cryptosporidies aux différents désinfectants, nous
avons pris seulement les substances chimiques dont l'action a été testée contre les
cryptosporidies. Parmi, la cinquantaine de produits inventoriés dans la littérature, (Angus et
al., 1982 ; Darabus, 1996), cinq ont été retenus, il s’agit de 'ammoniac, le formaldéhyde,
I'eau oxygénée, I’hypochlorite de sodium et la soude caustique.

Les substances chimiques testées sont utilisées selon deux concentrations et a
différents temps d’application. Dans un premier temps, une concentration de 5% est utilisée,
puis dans un second temps, celle-ci est doublée (soit 10%). Pour 'ammoniac (10%),
son effet a été appréciée aprés chaque heure pour déterminer le temps nécessaire a
I'éradication totale des cryptosporidies.

6.2.3. Préparation des échantillons de selles testés

Aprés une conservation préalable des féces dans une solution de bichromate de potassium
(K2Cro0) (1volume/2volume) a +4 °C pendant une période variant d'une semaine a un

mois, 10 ml de I'échantillon sont récupérés, puis lavés deux fois a 'EDS (l'eau distillé
stérile) a 1500 g pendant 5 minutes et ce, afin d’éliminer la solution de conservation. Aprés
centrifugation, 4 ml du sédiment sont récupérés, puis aussitét transvasés dans un tube en
plastique conique de 100 ml et dans lequel, 20 ml de la solution désinfectante sont ajoutés
(c’est a dire 5 fois le volume du sédiment). |l est a signaler que les tubes sont maintenus
ouverts tout au long de I'expérimentation et sont laissés a la température de laboratoire.

Par ailleurs, avant et aprés chaque période de contact des oocystes avec le désinfectant
(soit 1, 2, 3, 4, 5, 18, 24 et 36 heure(s)) pour 'ammoniac 10% et 1, 24 et 36 heures pour
les autres solutions désinfectantes), 10 yl du sédiment sont prélevés, puis étalés sur une
lame porte objet et colorés par la méthode de coloration de Ziehl-Neelson modifiée par
Henriksen et Pohlenz et ce, afin d’apprécier les éventuels changements morphologiques
dans I'aspect des oocystes désinfectés et de quantifier le nombre de cryptosporidies avant
et aprés chaque action du désinfectant.

6.2.4. Préparation de I'inoculum

Une fois que le temps d’application du désinfectant s’est écoulé, le sédiment est purifié selon
le protocole suivant: deux filtrations successives a travers deux filtres 1000um et 500um,
suivie d’'une destruction des virus et des bactéries par un traitement a I’hypochlorite de
sodium a 5% pendant 5 minutes. Aprés centrifugation, au sédiment récupéré est ajouté
une quantité équivalente de BPS (Buffered Phosphat Salin) renfermant 1000 Ul/ml de
pénicilline. Seuls les inoculats obtenus de féces préalablement traitées par le formaldéhyde,
'ammoniac et 'eau oxygénée ont été additionnée avec ce produit et ce, afin d’éviter les
mortalités des souriceaux aprés inoculation.

6.2.5. Controle de l'efficacité des désinfectants

L'efficacité des désinfectants est jugée par 'administration de I'inoculum par la voie orale
aux souriceaux. Ainsi, 452 sujets de races Balbes C et RPMI et dont I'd&ge n’excéde pas les
72 heures ont été utilisés. Le nombre d’individu utilisés dans chaque test varie de 6 a 16
individus et chaque animal recoit per-os une dose de 0.5 ml de I'inoculum. Toutefois, pour
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vérifier la viabilité des cryptosporidies avant la désinfection, celle-ci ont été administrées a
des lots de souris témoins avant la préparation des échantillons de feces avec 'action des
désinfectants.

Aprés euthanasie des animaux (aprés 3,5 a 4,5 jpi (jour post inoculation), I'efficacité
des désinfectants est contrdlée par la recherche des oocystes et/ou des stades parasitaires
dans les portions terminales de l'intestin gréle (lléon) des souriceaux expérimentalement
infestés par des oocystes désinfectés. A cet effet, deux examens sont pratiqués: le raclage
de la muqueuse et I'histologie.

6.2.6. Examen de raclage de la muqueuse

Aprés laparotomie, 452 frottis de raclage de la muqueuse iléale sont réalisés et colorés
par la méthode de coloration de, (Ziehl-Neelson modifiée par Henriksen et Pohlenz,
1981). La présence du parasite est vérifiée par la recherche des oocystes dans 100
champs microscopiques pris au hasard sous grossissement 40x et la confirmation sous
grossissement 100x.

Pour chaque animal testé, lintensité de linfestation parasitaire est appréciée
individuellement puis pour I'ensemble du lot et ce, en quantifiant le hombre d’oocystes
présent dans 10 champs microscopiques sous grossissement 40x. De ce faite, quatre
scores d’infestation sont retenus: trés faible: (+) - 1 oocyste; faible (+): 2-5 oocystes; moyen
(++): 6 a 10 oocystes; fort (+++): supérieur a 10 oocystes.

6.3. Résultats
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La résistance des oocystes de C. parvum a I'action des cinqg désinfectants est représentée
dans le tableau 38. Ainsi, aucune des 5 substances chimiques utilisées en concentration
usuelle ou en double ne s’est montrée efficace contre les cryptosporidies aprés 1 heure
d’application. En revanche, 'ammoniac 5 et 10% aprés 18 et 5 heures respectivement, le
formaldéhyde et I'hypochlorite de sodium respectivement avec une concentration de 5% et
10% aprés 24 heures se sont montrés nocifs pour les cryptosporidies.

Aprés 4 heures d’application, 'ammoniac 10% ne s’est pas montré efficace contre le
parasite puisque ce dernier est observé au niveau de la bordure épithéliale de la muqueuse
iléale de deux souriceaux. Par contre, au-dela de 5 heures, la présence des cryptosporidies
n'est pas observée dans les produits de raclage de la muqueuse iléale et les coupes
histologiques des animaux infestés.

L'eau oxygénée a 5 et 10%, méme aprés 36 heures ne détruit pas compléetement
les cryptosporidies puisque celles-ci ont été retrouvées dans le produit de raclage de
la muqueuse iléale d’'un souriceau. La soude caustique est apparue moins efficace en
comparaison avec les autres désinfectants du fait qu'aprés 36 heure, 50% des souriceaux
infestés ont contracté le parasite, avec une infestation moyenne (+2) et forte (+3).

Quant a l'influence de l'action des désinfectants sur I'aspect des oocystes, seuls
I'hypochlorite de sodium (5%) et 'eau oxygénée (5%) ont provoqué des modifications de
la morphologie de plus de 25% des oocystes désinfectés. Aprés 36 heures d’exposition a
I'ammoniac 10% et I'eau oxygénée 10%, plus de 50% des oocystes désinfectés ont présenté
un aspect altéré.



Fécales Concentration| Temps | Examen | fispect | Test d’efficacité par souricean
iésinfectant | (%) de des | Infections | Ex. Raclage | Intensité
Comlact| faces | Voocyste| Souriceau | etf de
(heuze) Ou Vinfection
histologizyue
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Tableau 38 : Action des désinfectants sur les
oocystes de Cryptosporidium parvum d’origine bovine

Partie pratique

Légende: NM: Aspect non modifié; AM*: Aspect modifié de plus de 25% des oocystes,
AM**: Aspect modifié de plus de 50% des oocystes, *: 1 oocyste/10 champs; +: 2-3
oocyste(s)/ 10 champs, ++: 4 a 10 oocystes/10 champs, +++: nombre d’oocystes >10

oocystes/10 champs.

Pour ce qui est des variations quantitatives des oocystes dans les préparations de
selles désinfectées, et comme le montre le tableau 39, seuls 'ammoniac et le formaldéhyde
aux concentrations de 5 et 10% se sont montrés actifs aprés 36 heures d’application en
diminuant significativement le nombre d’oocystes. Quant aux autres substances, aucune
diminution du nombre d’oocyste n’est observée dans les frottis de féces avant et aprés la

désinfection.

153



Enquéte épidémiologique sur les diarrhées néonatales du veau dans certains élevages du centre
et de I’est de I'Algérie et essai de prophylaxie

Trpe de HMormbre d'oocystes/10 charps microscoplgues
Diésinfectant | Concentratio [ ppe Post-contact:  temps  (heure

I contact )5

(%) 1 24 36

Lrnrnordac 5 45 29 15 13%

10 28 22 15*
Forrnaldébyrde [ 5 43 20 16 18%

10 28 25 a0
Ean oxmrgeéné [ 5 25 19 15 17

10 23 20 19
Hypochlonte |5 29 8 23 24
de sodnira 10 23 15 13
Sonde 4 23 17 18 17
caustique 9 19 14 16

Tableau 39 : Influence des désinfectants sur la
quantité des cryptosporidies dans les féces testées

Significative

6.4. Discussion
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Au vu des résultats obtenus, nous constatons la remarquable résistance des oocystes de
C. parvum aux cinq désinfectants. Ceci rejoint ce qui est décrits chez les cryptosporidies
d’origine bovine, (Angus et al., 1982 ; Darabus, 1996).

L'inefficacité de 'ammoniac (5 et 10%) et du formaldéhyde (5 et 10%) aprés une heure
de contact est retrouvée dans les travaux de, (Campbell et al., 1982 ; Darabus, 1996),
et qui montrent l'inefficacité des désinfectants a bases d’aldéhyde lorsqu’ils sont utilisés
avec les concentrations recommandées pour la destruction d’'une grande partie des micro-
organismes pathogénes.

Dans la présente étude, 'ammoniac 5% est actif aprés 18 heures d’application, ceci
rejoint les travaux de, (Campbell et al., 1982 ; Darabus, 1996) qui utilisant la méme
concentration mais avec un temps deux fois plus élevé (soit, aprés 2 heures) enregistre des
cas d’infestation chez des souriceaux expérimentalement.
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Mais lorsque la concentration du désinfectant a été doublée, la destruction des
cryptosporidies a été observée au bout de 5 heures, le méme constat est rapporté par,
(Darébus, 1996), qui montre I'efficacité de ce produit aprés 4.5 heures, (Sundermann et
al., 1987), soulignent I'efficacité de 'ammoniac dans la destruction cryptosporidies d’origine
aviaire: Cryptosporidium baileyi lorsqu’il est utilisé a des concentrations élevées (soit 50%:
v/v dans l'eau).

Les résultats de l'action du formaldéhyde 5% ne coincident pas avec ceux de,
(Pavlasek, 1984), qui enregistre une résistance du parasite aprés 24 heures d’exposition.
Cette différence de résultats pourrait étre liee, a la quantité initiale des cryptosporidies
présentes dans les échantillons de féces désinfectés. L'efficacité du formaldéhyde a 10%,
est évoquée par, (Campbell et al., 1982 ; Chartier, 2001).

Par ailleurs, nous remarquons que la capacité de survie des cryptosporidies est
diminuée lorsque la concentration de certains désinfectants comme I'ammoniac, le
formaldéhyde et I'eau oxygénée est doublée. Cette diminution est confirmée par la
diminution du nombre des animaux infestés et la régression du nombre d’éléments
parasitaires présent dans 10 champs microscopiques passant de 5-10 oocystes a 1-3
oocyste (s). Ce qui rejoint les travaux de, (Dardbus, 1996), lorsque la concentration du
formaldéhyde et l'ammoniac ont été doublée. La soude caustique ne semble avoir aucune
action sur le parasite, ce qui rejoint les observations de, (Darabus, 1996).

Bien que l'efficacité de I'hypochlorite de sodium n’ait pas pu étre prouvée, dans notre
étude, (Naciri, 1987), souligne son efficacité lorsqu’il est utilisé avec une concentration de
5,25%, (Barrington et al., 2002), pour leur part signalent que les niveaux de concentrations
utilisés sur le terrain ne semblent avoir aucune efficacité réelle contre les cryptosporidies.

L'inefficacité de I'eau oxygénée 5 et 10% observée aprés 1 heurede contact, ne
correspond pas aux résultats obtenus par, (Naciri, 1987 ; Chartier, 2001), qui soulignent son
efficacité a des concentrations de 3%.

Bien que l'efficacité du formaldéhyde a 10% ait été rapportée par, (Campbell et al.,
1982 ; Sundermann et al., 1987), pour notre part nous suggérons son utilisation pendant
une durée d’au moins 24 heures puisque des échecs sont enregistrés jusqu'a 24 heures de
contact avec la concentration de 5%. Quant a 'ammoniac, nous conseillons son utilisation,
soit a la concentration de 5% pendant 18 heures, soit a la concentration de 10% pendant 5
heures. Il reste cependant a signaler que I'application de ces deux substances sur le terrain
demeure trés contraignante du fait qu’elle requiert non seulement l'utilisation de grande
quantité du produit mais aussi des concentrations trop élevées pour pallier aux problémes
liés a I'évaporation, ceci est également relevé par, (Sundermann et al., 1987 ; Darabus,
1996). En plus, 'application de ces substances sur le terrain est trés difficile a réaliser car
leur manipulation demande non seulement une trés grande précaution et le colt de revient
de leur utilisation est souvent trop élevé chez les grands éleveurs, (Sundermann et al.,
1987 ; Darabus, 1996), recommandent l'utilisation de ces deux substances sur des surfaces
réduites comme celles des cages d’oiseaux et de volailles.

L’action préjudiciable de 'ammoniac, 'eau oxygénée et I'hypochlorite de sodium sur la
morphologie du parasite n’est pas retrouvée dans les travaux de, (Campbell et al., 1982 ;
Pavlasek, 1984). Quant au formaldéhyde, nos résultats ne coincident pas avec ceux de,
(Campbell et al., 2000), qui soulignent son action sur la morphologie des oocystes aprés
18 heures d’application.

Pour ce qui est des variations du nombre d'oocystes dans les frottis de féces
désinfectés, nos résultats rejoignent ceux de, (Campbell et al.,, 1982), seulement pour
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'ammoniac. En effet, cet auteur rapporte une réduction de la quantité de cryptosporidies
dans les féces traités a 'ammoniac et le formol-salée.

6.5. Conclusion

1. Nous soulignons la remarquable résistance des oocystes de C. parvum apres 1 heure
d’'incubation a 'action de 5 désinfectants utilisées a des concentrations usuelles et
doubles.

2. L’ammoniac 5 et 10% aprés 5 et 18 heures d’application respectivement, le
formaldéhyde (5%, 10%) et I'hypochlorite de sodium (5%, 10%) aprés 24 heures sont
actifs contre les oocystes.

3. L'eau oxygénée (5 et 10%) ne semble pas avoir une efficacité réelle contre les
cryptosporidies.

4. La soude caustique semble étre de loin la substance la plus adéquate pour la
destruction des cryptosporidies.

5. L'exposition des oocystes de C. parvum dans 'ammoniac (10%) et 'eau oxygénée
(10%) pendant 36 heures entraine une détérioration de la morphologie de plus de
50% des oocystes désinfectés.

6. Une réduction significative du nombre de parasite est atteinte lorsque celui-ci est
exposé dans I'ammoniac (5% et 10%) et le formaldéhyde (5% et 10%) a des périodes
dépassant 36 heures.7.Fréquence d’isolement des souches d’Escherichia coli K99+
(F5+) chez les veaux dans six fermes laitiéres du centre Algérien.

7.1. But et objectif
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L'entérite colibacillaire chez le veau constitue une des principales causes de pertes dans
la période néonatale.

En effet bien que les germes majeurs de diarrhée néonatales lorsqu’ils sont présent
entrent en contact avec l'intestin du veau dés les premiéres de la vie, c’est le colibacille qui
par son antigéne d’attachement et sa toxine provoque les premiéres lésions a un moment
ou le veau est trés vulnérable.

En dehors de son action propre dans les diarrhées il peut également préparer le terrain
pour les autres agents (coronavirus, rotavirus, cryptosporidies qui ont tendance a intervenir
un peu plus tard dans le temps.

Comme moyen de lutte contre cet agent, outre la vaccination on peut également recourir
a l'antibiothérapie.

C’est dans ce cadre que s’inscrit ce présent travail, qui a pour objectif de rechercher
'incidence et la prévalence de ce germe dans le syndrome diarrhéique et le recherche de
son profil d’antibiorésistance afin de mettre en ceuvre le cas échéant une antibiothérapie
appropriée.
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7.2. Matériels et méthodes

De novembre 2000 a mars 2002, 6 fermes laitiéres situées dans le région du centre de
I’Algérie ont fait I'objet de 'étude.

Cette étude avait pour but la fréquence d’isolement des souches d’E.coli K99+ (F5+),
dans les féces des veaux objet de 'enquéte.

Les troupeaux suivis avaient des tailles variables comprises entre 6 et 90 veaux.
Pendant la période d’étude il y a eu naissance de 250 veaux.

A partir de ces effectifs nous avons effectué 189 prélevements (sur 105 sujets
diarrhéiques et 84 non diarrhéiques). Les veaux prélevés avaient un age qui variiaient de
12 heures a 67 jours, avec une majorité dont I'age était inférieur a 15 jours. On a procédé
a un prélévement par veau. Les prélevements ont été réalisés par écouvillonnage rectal,
I’écouvillon est introduit par la suite dans un tube a essai qui contient de I'eau physiologique
stérile. Une fois le prélevement réalisé, il est transporté dans une glaciére isotherme sous
une température comprise entre 4° C et 8° C et acheminés le jour du prélévement a I'lnstitut
Pasteur d’Algérie.

La recherche du colibacille K99+ (F5+) est réalisée de la maniére suivante, I'’échantillon
est remis en suspension dans de I'eau physiologique stérile, puis ensemencés sur gélose
lactosée au pourpre de bromocrésol (BCPL), par la suite il est incubé 18 heures a 35°C,
Trois a cing colonies lactose+ sont ensuite sélectionnées et identifiées a l'aide d’'une
galerie classique ou bien avec une api-20E (BioMérieux, Réf. 20 100). Un repiquage des
souches est par la suite pratiqué dans des tubes contenant du milieu Minca Iso Vitalex
incliné, pendant 24 heures a 37°C. La recherche des souches d’E.coli K99+ (F5+) se
fait par agglutination de colonies isolées sur Minca avec un sérum spécifique Anti-K99+
(F5+) (Eurobio, réf. 900 26) et confirmée encore une fois par un latex (Fimbrex K99, CVL
Weybridge).

Un antibiogramme est par la suite réalisé de maniére systémetique pour chaque
colibacille K99+ (F5+) isolé, selon la méthode recommandée par le NCCLS, 2001a,
pour les bactéries non exigeantes : milieu de Mueller-Hinton, inoculum 0.5 Mc Farland,
ensemencement par écouvillonnage, incubation 18 heures a 35°C. Onze antibiotiques
sont ainsi testés : acide nalidixique (NAL : 30 pg), amoxicilline+acide clavulanique (AMC :
20/10 ug), ampicilline (AM : 10 ug), colistine (CS : 10 ug), chloraphénicol (CHL : 30 ug),
enrofloxacine (ENR : 5 ug), gentamicine (GN : 10 pg), sulfonamides (SSS : 300 ug),
ofloxacine (OFX : 5 ug), tétracycline (TE : 30 ug), ticarcilline (TIC : 30 ug). Les disques
d’antibiotiques proviennent de Biorad. Pour le chloramphénicol, la concentration minimal
inhibitrice a été déterminée selon la méthode de NCCLS (2001b) afin de préciser le niveau
de résistance de chaque colibacille K99+ isolé.

La gamme d’antibiotiques utilisée varie de 0.016 ug a 128 ug/ml, 'inoculum bactérien

est de 0.5 Mc farland, dilué au 1/10°M€ (M7A5). Un ensemencement est pratiqué pour
chaque colibacille K99+ (F5+) isolé et pour la souche de E.coli de référence ATCC 25 922
par un appareil steers (Inoculator multipoint), I'incubation dure 18 heures a 35°C (M199A11).

7.3. Résultats
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Au terme de cette étude, il ressort que la présence d’E.coli K99+ (F5+) chez les veaux n’a
été relevée que dans deux

Elevages avec des taux allant de 2 a 6.1%. Sur les 189 échantillons examinés, on a
retrouvé 6 souches d’E.coli K99 qui étaient porteuses du facteur K99+(F5+) soit (3.17%),
9 souches soit, (4.76%) se sont montrées auto-agglutinantes et ont été considérées, non
porteuses de 'adhésine K99. L'étude révéle une incidence plus marquée du colibacille K99+
(F5+), chez les veaux diarrhéiques, par rapport a ceux ne présentant de la diarrhée (4.76
contre 1.19) (Tableau 40). La distribution des isolements selon les tranches d’ages des
veauy, indique une plus grande fréquence du colibacille K99+ (F5+), chez les veaux agés
de 1a 5 jours (50%) et un taux plus faible chez les animaux de 6 a 10 jours (16.66%), ceux
de 11 a 15 jours (16.66 %) et ceux dépassant les 20 jours d'age (16.66 %) (figure29).

Unités Mombre d’exaren Fesultat en nombre et en ponrcentage
d'elevage VT VD THD
VT V.D YHD |Hbre ¥ HMNbre % Hbre %%
b 23 14 g9 _ | _
B 1% 8 10 _ . | _
o al a0 3l ) 6,17 [5 m | _
D el 24 2 1 2| |1 416
E 13 ) 8 _ | | _
F 4 4 - _ | | _
Totale 129 105 ad fa 3,17 5 mm) 476 |1 1,19
Tableau 40 : frequence d isolement des souches d
Ecoli k 99 en fonction des tranches d ages des veaux
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L'étude du profil d’antibiorésistance des E.coli K99+ (F5+), montre une sensibilité
de toutes les souches a la colistine, I'enrofloxacine, I'ofloxacine, I'acide nalidixique et la
gentamicine. Une résistance totale de toutes les souches est relevée pour 'ampicilline, la
tétracycline et la ticarcilline, une résistance est observée sur une des six souches pour
I'association amoxicilline + acide clavunalique, pour deux des six souches aux sulfonamides
et cinq des six pour le chloramphénicol.

L’étude de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des souches d’E.coli K99+('F5+),
au chloramphénicol montre une sensibilité d’'une souche parmi les six isolées (figure 30)

WAL AMU AMP COL CHL ENKE GEN 555 OFX TCY TIC
% il e

W St D.—;:*..*;:w:

Figure 29 Profil d'antibiorésistance des six souches
d'E.coli K99+ isolées de veaux égés de 1 a 45 jours.

Discussion :

Les résultats de cette étude confirment encore une fois la présence du colibacille K99+
(F5+), dans des fermes laitieres en Algérie et ce, aprés les travaux de, (Mohamed Oussaid
et al.,, 1994). Cependant les taux obtenus dans notre enquéte restent relativement bas,
(3,17 %) des échantillons examinés alors que des travaux réalisés en Tunisie, (Zrelli et
al., 1987 ;1989), et au Maroc, (Fassi-Fehri et al., 1988), montrent des taux plus élevés,
soit respectivement ,18.29, 21 et 20.87%. Cependant, les taux d’isolements du facteur
K99+ (F5+), sont sensiblement les mémes que ceux retrouvés, par, (Nicolas et al., 1984 ;
Contrepois et al., 1985), qui indiquent que le pourcentage de positivité varie entre 12 et 20 %.

Le taux relativement faible enregistré, peut étre du, soit au fait que I'échantillonnage
a concerné tout les veaux qu'ils soient diarrhéiques ou non, soit encore tout simplement
que l'incidence a été réellement faible, d’autant plus que 66,66% (soit 126/189) des
prélévements sont issus de veaux dépassant les 5 jours d'age.

Les taux d'isolement des E.coli K99+ (F5+) en rapport avec le statut clinique sont
comparables a ceux décrits dans les enquétes épidémiologiques réalisées un peu partout
dans le monde ou sa présence a été beaucoup plus recensée chez les sujets malades que
ceux cliniguement sains.

En effet, chez les veaux présentant de la diarrhée, le taux varie entre 2.5 et 26.9 %,
(Isaacson et al., 1978 ; Fassi-Fehri et al., 1988), alors que chez les veaux non diarrhéiques,
il se situe entre 0 a 8.2 %, (Ramisse, 1980 ; Fassi-Fehri et al., 1988).

L'analyse des données relevées sur les fiches commémoratives indique que 3 sur les
6 prélévements positifs sont issus de veaux de moins d’une semaine (1-5jours). Ceci rejoint
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les résultats obtenus par, (Acres et al., 1979 ; Roberts, 1990). Cependant, la diminution
de l'incidence chez les veaux de 6 a 15 jours et ceux dépassant 20 jours, et sa quasi-
disparition chez les 16-20 jours et au-dela de 45 jours, semble liée a plusieurs facteurs,
tels, la disparition des récepteurs a E.coli K99+ (F5+) sur la muqueuse intestinale au-
dela des premiers jours de la vie et au fait que 'immunité acquise des veaux augmente
progressivement avec I'age, ce qui par ailleurs a été confirmé par les études expérimentales
menées par ,(Tzipori et al., 1983).

Les résultats de I'antibio-résistance des six souches d’E.coli K99+ (F5+) présentent
des points de convergence avec ceux obtenus par, (Ramisse et al., 1984 ; Chirila, 1988),
qui soulignent la sensibilit¢ des colibacilles K99+(F5+) a la colistine, la gentamycine
et I'enrofloxacine et une résistance a I'ampicilline, la tétracycline et le chloramphénicol.
Cependant, la sensibilité a I'acide nalidixique observée chez nos souches n’a pas été
retrouvée dans les travaux de, (Ramisse, 1980 ; Martel et al., 1980), ces derniers ont signalé
une augmentation de la résistance des souches a cet antibiotique.

7.4. Conclusion

En conclusion, ce travail nous a permis d'abord d'isoler encore une fois le colibacille K99
+ (F5+) en Algérie, et par la méme de montrer qu'il s'agit de I'un des agents primaires a
I'origine de diarrhée néonatales chez le veau.

L'étude du rapport que peut avoir cet agent avec l'apparition de diarrhée montre a
I'évidence qu'il s'agit d'un des agents majeurs primaires des diarrhées.

L'étude du profil d'antibiorésistance rejoint la tendance globale au niveau mondial
puisque de plus en plus de résistance sont notés et qui sont trés probablement dus a la
fois a une utilisation abusive des antibiotiques et qui plus est en aveugle (sans le recours
préalable a I'antibiogramme).

D'autres travaux devraient étre menés afin de connaitre la réalité de l'incidence de cette
bactérie dans les diarrhées néonatales et bien sdr a travers |'utilisation de vaccins appropriés
diminuer son incidence, les quelques cas cliniques qui seraient a déplorer trouveront leur
épilogue dans l'utilisation d'une antibiothérapie raisonnée.

8. Conclusion générale et perspectives
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Le veau nouveau-né est le garant de la pérennité de I'élevage, il né cependant
particulierement fragile et nécessite une protection parfaite pendant les premiéres semaines
de sa vie.

Parmi les syndromes qui le guettent a cette période cruciale de sa vie, les diarrhées
néonatales représentent une dominante pathologique.

Devant la complexité de ce syndrome et par voie de conséquence de sa gestion, une
série de mesure doivent étre également systématiquement prise.



Partie pratique

Elles consistent tout d'abord a travers des enquétes épidémiologiques d'arréter en
fonction des régions des cartes épidémiologiques qui montrent de fagon plus précise
I'impact de I'un ou de plusieurs de ces agents, leur incidence et leur taux de prévalence.

Puis une fois les germes majeurs connus, mettre en ceuvre un plan de prophylaxie a
la fois sanitaire et médicale adapté.

Pour ce qui concerne le volet médical il s’articule essentiellement autour d’un
programme de vaccination adapté, qui doit répondre a un certain nombre d’élements.

En effet La vaccination a pour objectif d’augmenter la protection du veau contre
les principaux agents responsables des entérites néonatales, en augmentant la teneur
du colostrum en immunoglobulines spécifiques des agents bactériens et viraux les plus
fréquents, (Foucras, 2004).

A cet effet le taux des immunoglobulines sériques aussi est trés important, il doit étre au
moins de 5 g/ litre de sang, outre les immunoglobulines essentiellement IgG1, le colostrum
contient des leucocytes, des cytokines, des facteurs antimicrobiens non spécifiques, et
divers médiateurs dont le réle n’est pas encore bien connu, (Foucras, 2004), mais il faut
garder a l'esprit que le colostrum aura pour réle essentiel , de constituer une protection
passive temporaire pour le veau, le temps que son systéme immunitaire compétent dés
la naissance et en contact avec les agents infectieux, puisse préparer et fabriquer une
immunité active et efficace. (en effet le développement d’effecteurs nécessite plusieurs
semaines).

On assiste donc a deux phénomeénes opposés, au moment ou ces effecteurs de
immunité apparaissent progressivement, dans le méme temps I'immunité passive locale
(sur la barriére intestinale), ou systémique s’affaiblit peu a peu. Vers dix jours d’age le veau
se trouve particulierement sensible, méme par rapport aux agents contre lesquels il a été
immunisé.

Les anticorps colostraux en neutralisant les agents responsables des diarrhées peuvent
prévenir ou diminuer les signes cliniques (la diarrhée) mais ne peuvent pas prévenir
l'infection et c’est pour cela qu'il est important d’accompagner toute vaccination par des
mesures d’hygiénes strictes les seules a méme de prévenir l'infection.

De plus le titre en anticorps spécifiques présents dans le colostrum est d’autant plus
important, que les stimulations antigéniques ont été répétées et c’est pour cela que les
veaux nés de génisses sont moins protégés que les veaux nés de vaches pluripart.

Il serait donc judicieux de donner le colostrum des vaches aux veaux nés de génisses.

Puisque le but de la vaccination est de maximiser la production d’anticorps spécifiques
chez la vache afin de protéger le veau a travers le colostrum, puis secondairement a travers
le lait, la vaccination des méres devrait étre la régle, la vaccination des veaux au moins au
départ n’est pas a retenir, car elle est généralement tardive par rapport au contact précoce
des veaux avec les agents des diarrhées néonatales et du risque de voir I'antigéne vaccinal
neutralisé par les anticorps colostraux, ce qui rendrait inéfficace et la vaccination et la
protection passive colostrale.

La vaccination des vaches avant la formation du colostrum est la méthode qui semble
la plus opportune, elle se justifie plus en élevage allaitant qu’en élevage laitier, le veau
bénéficiant alors de 'immunité colostrale et méme lactogéne.

Mais puisque malgré toutes ces mesures, un certain pourcentage de veaux
seront diarrhéiques, I'étude de la déshydratation et une connaissance plus fine des
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phénoménes physiopathologiques engendrés par le syndrome diarrhéique de méme que les
modifications biochimiques, une meilleure connaissance des diffrents types de réhydratants
employés avec dans beaucoup de cas un certain succés pourrait constituer 'une des

Perspectives de recherche
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