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Le Prophéte- Que la priére d'Allah et Son salut soient sur lui- disait : « O Allah ! Fais-
moi profiter de ce que Tu m’as appris, Apprends-moi ce qui m’apporte bénéfice et
Accorde-moi une science par laquelle Tu Vas me faire profiter ». [Silsila Sahiha
n°3151-Cheikh Al-Albani].
Prophet Muhammad-Peace be upon him- said : « Oh Allah ! Make useful for me what
you have taught me, (and) teach me knowledge that will be useful to me and grant
me such knowledge that will benefit me ». [Silsila Sahiha n°3151-Cheikh Al-Albani].
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Introduction

I ntroduction

A Dorée du 20°™ siécle et & ce jour, d'importantes connaissances scientifiques en matiére des
coccidies du poulet ont été recueillies. Les recherches concernant ces parasites ont toujours
été mises a contribution dans le contr6le sur terrain, des coccidioses du poulet, infections

toujours d'actualité.

Avant les années 1920, les coccidioses aviaires et méme de certains mammiferes ont été
attribuées a une seule espece d'Eimeria spp, dénommée Eimeria avium. Les signes cliniques
chez le poulet ont éé confondus avec d'autres infections (histomonose et bien d'autres
infections causées par des bactéries). Entre I'année 1923 et |'année 1932,W Johnson
(Université d'Oregon- Etats Unis dAmeérique) et E Tyzzer (Ecole Médicale dHavard- Etats
Unis dAmérique) ont mené de solides éudes sur les Eimeria spp du poulet au terme
desguelles ils ont décrit les espéces coccidiennes suivantes. Eimeria acervulina, Eimeria
maxima, Eimeria mitis, Eimeria necatrix, Eimeria praecox, comme ils ont défini les segments
intestinaux spécifiques pour chague espece (Johnson, 1923; Johnson, 1924; Johnson,
1930; Tyzzer, 1929; Tyzzer et al., 1932).

Ces deux chercheurs ont, également, mis en lumiére plusieurs phénomeénes concernant les
Eimeria : la spécificité de I'n6te et du site dinvasion, le mécanisme de |'auto-stérilisation, la
relation entre la magnitude de la dose infectante et la sévérité de I'infection, I'immunité solide
acquise apres une infection primaire et 1'épidémiologie de ces infections.

La plupart des anciens travaux sont focalisés sur le contréle des coccidioses. C'est ainsi que
les deux leaders (Johnson et Tyzzer) ont donné une grande importance a la prophylaxie
sanitaire et ce, dans le but de limiter la contamination de I'h6te par les oocystes sporulés, tout
en éucidant l'impossibilité de I'éradication du parasite dans le milieu extérieur. lls
recommandent, par conségquent, une exposition de I'héte a de faibles doses de coccidies afin

de déclencher une immunité protectrice.

A I'Université Wisconsin aux Etats Unis dAmérique, P Levine (1942) a décrit pour la
premiere fois une nouvelle espece coccidienne du poulet: il sagit dEimeria brunetti.
Cependant, la mise en évidence, par le méme chercheur, de I'activité anticoccidienne d'une

molécule sulphanilamide, a permis de relancer des travaux ultérieurs concernant la
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chimiothérapie pendant les décennies a venir (Levine, 1939). Les travaux les  plus
intéressants sont ceux de Delaplane et ses collaborateurs qui ont développé la notion d'additif
alimentaire et son réle dans le contrdle des coccidioses et ce, par l'addition de la

sulphaquinoxaline afaible dose, dans1’aliment (Delaplane et al., 1947).

Par |e passé, la chimiothérapie anticoccidienne jouait un role prépondérant dans la limitation
de I'impact économique et surtout clinique des coccidioses dans les élevages industriels.
Actuellement, la chimiothérapie demeure la méthode dominante de contréle. Cependant,
I'utilisation des vaccins anticoccidiens vivants chez le poulet (espece Gallus gallus) a,
également, une longue histoire depuis les travaux d'A Edgar (entre les années 1940 et 1960)
sur I'immunisation des animaux par des Eimeria spp non atténuées (virulentes) a des doses
tres faibles. Ces éudes se sont traduites pour la premiere fois, par la commercialisation d'un

vaccin anticoccidien virulent (COCCIVAC™), dans les années 1950.

L'atténuation de la durée du cycle évolutif dEimeria tenella s’est effectuée pour la premiére
fois par T Jeffers au milieu des années 1970, sanctionnée par a la sélection de lignées
d'Eimeria spp dites précoces, caractérisees par un cycle évolutif plus court et une virulence
atténuée tout en conservant leur pouvoir immunogene. Ces lignées dites précoces sont

utili sées comme vaccins anticoccidiens chez le poulet (LIVACOX™, PARACOX™ etc.).

On a pu constater au cours de ces derniéres années et particuliérement en Europe, une grande
tendance a |'utilisation des vaccins anticoccidiens et alarecherche y afférente par rapport ala
recherche de nouvelles molécules et I'option de la chimiothérapie. Ceci est imputable a
plusieurs facteurs : la sensibilité grandissante du consommateur vis-avis des résidus
meédicamenteux dans les aiments, les procédés de la recherche de nouvelles molécules qui
sont trés lourds et trés onéreux, le probléme de la chimiorésistance des Eimeria spp qui est
inévitable.

Les études traitant des réponses immunitaires de I'héte a des infections coccidiennes ont éé
accélérées a partir des années 1970, par les efforts notables de plusieurs chercheurs,
notamment, M E Rose et H Lillehoj. L'ere moderne ou I'ere moléculaire est caracteérisée par le
dével oppement des techniques sophistiquées de biologie moléculaire, le développement des
connaissances de la biologie des parasites, la connaissance des micro-mécanismes cellulaires

(lamotilité du parasite, les mécanismes dinvasion de la cellule hote et |e role des organelles

2
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du complexe apical (micronémes et rhoptries), les mécanismes de spécificité de I'héte, etc.), la

diagnose des espéces du parasites par des techniques de biologie moléculaire, notamment, la

technigue PCR (polymerase chain reaction) ,etc.

Enfin, et par la vertu de I'avancement technologique et le développement important dans le

domaine du génie génétique, des perspectives nouvelles concernant la vaccination, sont

apparues. De fait, les travaux de F Tomley et ses collaborateurs sur le génie génétique des

Eimeria spp, ont permis d'envisager la mise au point d’un vaccin anti-eimerien du poulet a

base dune seule espéce d'Eimeria, portant plusieurs antigenes de plusieurs especes

(d'Eimeria), susceptible de protéger les animaux contre plusieurs espéces (Chapman, 2005).

La présente étude est axée sur quatre chapitres :

Le premier consiste en une éude bibliographique de la coccidiose du poulet.

Le deuxiéme, traite de I’évaluation la résistance (ou la sensibilité¢) d’un pool d’isolats
de terrain (Jijel-Algérie) contenant les deux especes: Eimeria acervulina et Eimeria
maxima, vis-avis de cing molécules anticoccidiennes (diclazuril, lasalocide,
monensin, narasin, salinomycine) et ce, par le biais de la réalisation du Battery test
(anticoccidiogramme ou AST pour Anticoccidia Sensitivity Test).

Le troisiéme est consacré a 1’élaboration de deux types de vaccins de I’espéce Eimeria
tenella isolée a partir des élevages de poulet de chair (Algérie (Jijel), le premier est
inactivé (par les radiations microondes), le deuxiéme étant vivant et atténué (par les
rayons Ultraviolets-C). L’efficacité et I’innocuité des deux vaccins ont été testées
séparément, sur deux élevages expérimentaux de poulets de chair, élevés au sol. Les
sujets vaccinés ont fait 1’objet d’inoculation par la suite par une dose de I’ordre de
50000 oocystes sporulés d’Eimeria tenella/sujet.

Le quatriéme atrait, ala description des différentes techniques de laboratoire, utilisées

au cours du deuxieme et du troisiéme chapitre.
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Chapitre 1 Etude bibliographique

Chapitre 1
Données générales sur les coccidioses aviaires

Les coccidioses du poulet sont des Eimerioses, dues a plusieurs espéces du genre Eimeria,
parasites monoxeénes, dont les formes endogénes se développent soit dans I’intestin gréle, soit
dans les caecums et le rectum. D’ou deux formes cliniques et anatomiques de ces maladies :

e Coccidiose intestinale.

e Coccidiose caecale.

Ces deux formes peuvent étre associées pour determiner une entéro-typhlite, toutefois, elles
évoluent, le plus souvent, aujourd’hui, dans les élevages du poulet au sol de fagon sub-

clinique (coccidiose intestinale), en sorte qu’elles sont économiquement contraignantes.

Elles sont connues dans tous les pays, aucune exploitation n’en est exempte (Euzeby, 1987),
et elles sont le résultat de la rupture de I’¢quilibre entre :
e Les parasites (coccidies) : leur nombre, leur pouvoir pathogene et leur capacité a
promouvoir une immunité chez I'héte.
e L'héte : sa sensibilité incluant sa protection par des molécules médicamenteuses et
sa capacité a se régénérer des dommages dus au développement parasitaire.
e L'environnement, les conditions de I'élevage intensif étant favorables au

développement de ces parasites (Crevieu-Gabriel et Naciri, 2001).

1. IMPORTANCE

La coccidiose du poulet est une maladie toujours d’actualité, représentant un probléme
majeur pesant trés lourd sur 1’industrie avicole, et causant de grosses pertes économiques.
Ceci est imputable a plusieurs facteurs dont :

e Le colt du contréle anticoccidien (médication, vaccination, les équipements utilisés

pour lutter contre la maladie, etc.).

e La prédisposition aux maladies opportunistes de caractere secondaires (a la

coccidiose).

e Lamorbidité (mauvaises performances : mauvais gain de poids, indice de

consommation détérioré, chute ponte).

e La mortalité (Foster, 1949 ; Williams, 1999 ; Teeter et al., 2008 ; Zhang et al.,

2013).
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Le colt annuel global induit par la coccidiose a I’industrie avicole mondiale est estimé & 3
billions de US$ (McDonald et Shirley, 2009). Au Royaume-Uni, les pertes annuelles
(pendant les années 1990), ont culminé a 70 millions de US$ (Williams, 1999). En 2013, les
pertes ont dépasseé 73 millions de US$ pour la seule Chine (Zhang et al., 2013).

Il est tres difficile de faire une évaluation financiere exacte des pertes causées par les
différentes especes d’Eimeria spp du poulet, car certaines espéces, notamment, E. mitis et E.
praecox, induisent seulement de la morbidité, la mortalité dépendant de la sévérité de
I’infection (Mayhew, 1934 ; Fitz-Coy et Edgar, 1992 ; Ruff, 1999 ; Williams, 1999 ;
Chapman, 2000 ; Williams, 2002b).

2. EPIDEMIOLOGIE

Les coccidies du poulet sont des parasites universels, existant partout dans le monde la ou
le poulet est élevé. La spécificité par rapport a I’hote élimine la possibilité aux oiseaux
sauvages d’étre des réservoirs de parasites. Les principaux facteurs de propagation du parasite
sont mécaniques notons : le déplacement du personnel travaillant dans les élevages entre les

batiments d’élevages et les fermes (McDougald et al., 1986 ; McDougald et al., 1987).

L’infection coccidienne est caractérisée par 1’auto-stérilisation (self-limiting), laquelle est une
réaction du systéme immunitaire de I’animal atteint, dépendant elle-méme de la dose
oocystale ingérée et du statut immunitaire de I’oiseau. Des enquétes épidémiologiques
réalisées en Amérique du nord, Amérique du sud et en Europe, ont révélé la présence des
Eimeria spp du poulet dans presque la totalité des élevages étudiés, avec un pourcentage plus

élevé dans les élevages européens (Braunius et al., 1986 ; Litjens, 1986).

Le nombre des oocystes dans la litiere et les feces de poulets élevés au sol, atteint le pic de la
4™ 3 la 5™ semaine d’age, suite & quoi il décline, généralement, au cours de I’élevage.
Apres ’enlévement des oiseaux et au cours du vide sanitaire, le nombre des oocystes est trés

réduit, la litiére et les feces etant de tres mauvais environnements pour la survie des oocystes.

La nature ubiquitaire de ce parasite, rend impossible son éradication par les mesures sanitaires

(mise en quarantaine, désinfection, les autres moyens sanitaire) (McDougald et Reid, 1997).
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3. ETUDE DU PARASITE

3.1. Taxonomie des espéces Eimeria spp du poulet
Le premier protozoaire mis sous microscope en 1674 par Antoine Van Leeuwenhoek
était probablement Eimeria stiedae, localisé dans la vésicule biliaire du lapin. Toutefois et a
cette époque, ce chercheur, a malencontreusement attribué les Iésions de cette coccidiose
hépatique du lapin (due a Eimeria stiedae) a la tuberculose (Chermette et Bussiéras, 1992 ;
Peek, 2010). En 1870, Eimer décrivait le cycle endogene de Gregarina falciformis chez la
souris, laquelle était denommée plus tard Eimeria falciformis par Schneider qui a ainsi

proposeé le nouveau genre Eimeria (Schneider, 1875).

La taxonomie des coccidies, était toujours un sujet de controverse entre les chercheurs et a
sans répit subi des remaniements et de nouvelles définitions. Dans les anciens schémas
taxonomiques (exemple celui de Butschli entre 1880- 1882) le Phylum Protozoa était divisé
en 4 classes : Mastigophora (flagellés), Sarcodina (organismes amiboides), Infusoria (ciliés)
et Sporozoa ; Coccidia était une Sous-classe de la Classe Sporozoa. Globalement, ce schéma

Bitschlien a dominé depuis les années 1880 jusqu'aux années 1980 (Honigberg et al., 1964).

Plus tard, le schéma Butschlien a été remis en question et méme passé de mode (les 4 classes
suscités de Protozoa sont actuellement invalides), compte tenu de I'accroissement du nombre
des Phyla (Levine et al., 1980; Cavalier-Smith, 1998; Corliss, 1998; Patterson, 2002 ); du
fait, également, des avancées technologiques progressives, dans le domaine de la biologie
(I'utilisation du microscope électronique pour dévoiler l'ultrastructure des microorganismes,
les séquencages des ARNr 16S et des génes responsable de la synthése de certains antigenes,
la théorie de I'évolution cellulaire par endo-symbiose sériée, etc.). Tout récemment et, sur la
foi des données d'ultrastructure et de biologie moléculaire, de nouveaux schémas concernant
le sommet de la systématique ont été proposés avec 6 groupes reconnus d'eucaryotes

(Opisthokonta, Amoebozoa, Excavata, Rhizaria, Archaeplastida, Chromalveolata) en sorte

se L L=

Les coccidioses du poulet, sont des infections digestives causées par des protozoaires
appartenant a la Famille des Eimeridae. La plus grande majorité des coccidies du poulet et
d'autres volailles, notamment, la dinde, la caille, la perdrix, le faisan, etc. appartient au Genre
Eimeria (McDougald, 2008).
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Selon Levine (1982), le Phylum Apicomplexa comprend plus de 5000 espéces de
protozoaires parasites (Corliss, 2001), incluant les gregarines, les haemogregarines, les
coccidies, les plasmodiidea et les piroplasmes .La plus grande famille dans ce Phylum est
celle des Eimeriidae, contenant environ 1400 especes, dont plus de 70% appartiennent au

Genre Eimeria spp.

Traditionnellement, au sein de la Famille des Eimeriidae, les genres sont classés selon le
nombre des sporocystes dans I'oocyste et le nombre des sporozoites dans le sporocyste. C'est

ainsi que I’Eimeria spp renferme 4 sporocystes contenant chacun 2 sporozoites.

La position taxonomique des Eimeria spp citée ci-dessous a €té décrite et confirmée par
plusieurs auteurs, notamment, Levine (1985, 1988), Lee et al., (1985), Tenter et al., (2002)
pour la classification basse, Cavalier-Smith (1998, 2002a, 2003a, 2004), Cavalier-Smith et
Chao (2004), Adl et al., (2005), Lee et al., (2001) pour la classification haute :
e Empire EUKARYOTA (Cavalier-Smith, 1998)
Le domaine ou I'empire des Eukaryota (ou Eucaryotes) regroupe tous les organismes
uni ou pluricellulaires, se caractérisant principalement par des cellules possédant un
noyau avec enveloppe nucléaire.
e Regne Protozoa (Cavalier-Smith, 2002a ; Cavalier-Smith, 2003a)
Les protozoaires sont des étres vivants de nature animale, unicellulaires, dépourvus de
chlorophylle, hétérotrophies. lls se multiplient par mitose et certains ont aussi une
reproduction sexuée. A un stade au moins de leur cycle biologique, ils sont mobiles,
selon diverses modalités. Bien que fondamentalement formeés d'une seule cellule, les
protozoaires, a certains stades (formes de multiplication asexuée, gamétocytes males),
constituent des éléments plurinucléés (Euzeby, 1986).
¢ Infra-regne Alveolata (Cavalier-Smith, 1991)
Organismes unicellulaires de formes assez diverses. La monophylie du groupe est
basée essentiellement sur I'étude des ARNr 18S. Il existe cependant un caractére qui
leur est propre : la présence de vésicules sous-membranaires, les alvéoles (d'ou ce
taxon tire son nom), ces alvéoles corticaux disparaissant, parfois, a la faveur des

micropores.
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e Phylum Apicomplexa (Levine et al., 1980 ; Adl et al., 2005)
Parasites obligatoires et intracellulaires avec des spores plurinucléées, caractérisés par
une ultrastructure complexe de I'apex (d’ou le nom Apicomplexa) de leurs agents de
dissémination (ou germe infectieux) dénommeée le complexe apical : qu'il s'agisse des
éléments de dissémination intracellulaire chez I'h6te (mérozoites, endozoites) ou des
éléments d'infection d'un nouvel héte (sporozoites) (Euzeby, 1986 ; Euzeby, 1987 ;
Chermette et Bussiéras, 1992 ; Euzeby, 1998).

e Classe Conoidasida (Levine, 1988)
Cette classe se divise en 2 Sous-classes : les coccidies et les grégarines. Tous les
Conoidasida possédent un conoide ; tronc-conique contractile sous forme d'un ressort,
situé a lI'apex du germe infectieux. Le conoide exerce une action mécanique en relation
avec la pénétration de I'éelément infectieux dans la cellule hote. Les grégarines ont une
tendance a parasiter les invertébrés avec des gamontes extracellulaires, les coccidies
infectant surtout les vertébrés et possedent des gamontes intracellulaires (Euzeby,
1987).

e Sous-classe Coccidiasina (Leuckart, 1879)
Parasites intracellulaires chez des hotes essentiellement vertébreés. Ils sont monoxénes
ou dixénes, leur reproduction étant surtout syngamique (mais parfois de type syzygie).
Les sporocystes se développent habituellement a l'intérieur des oocystes (Euzeby,
1987 ; Peek 2010).

e Ordre Eucoccidiorida (Léger et Duboscq, 1910)
Caractérisé par une multiplication asexuée par mérogonie, bipartition par fission
longitudinale ou endogénie.

e Sous-ordre Eimeriorina (Léger, 1911)
Localisations diverses chez leurs hotes, mais la gamétogonie s'accomplit toujours dans
les cellules épithéliales des organes creux. La multiplication asséxuée par mérogonie
ou endogénie, la reproduction sexuee par syngamie avec des microgamontes et des
macrogamontes de taille sub-égale. Les mircogamontes produisent de nombreux
microgametes bi ou triflagellés possédant une mitochondrie (Euzeby, 1987).

e Famille Eimeriidae (Minchin, 1903)
Parasites monoxénes, intracellulaires (en surface de la cellule chez le

Cryptosporidium) des cellules épithéliales essentiellement digestives, mais parfois
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celles du foie et des reins. lls possedent une phase sexuée et une autre asexuée qui sont
toutes les deux endogenes et une sporulation exogene (Losson, 1996).

e Genre Eimeria (Schneider, 1875)
Parasite de nombreux vertébrés (mammiféres et oiseaux). Le cycle évolutif est
monoxeéne, les oocystes sporulés contiennent 4 sporocystes renfermant chacun 2
sporozoites (Euzeby, 1987 ; Chermette et Bussiéras, 1992).

e Especes Eimeria spp du poulet
Neuf especes d'Eimeria spp du poulet, dont certaines sont d'une validité douteuse,
notamment, Eimeria hagani, ont été décrites (McDougald et Reid, 1997) :

Eimeria acervulina (Tyzzer, 1929)

Eimeria brunetti (Levine, 1942)

Eimeria hagani (Levine, 1938)

Eimeria maxima (Tyzzer, 1929)

Eimeria mitis (Tyzzer, 1929)

Eimeria mivati (Edgar et Siebold, 1964)

Eimeria necatrix (Johnson, 1930)

Eimeria preacox (Johnson, 1930)

Eimeria tenella (Railliet et Lucet, 1891 ; Fantham, 1909).
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3.2. Cycle évolutif
Semblables a tous les parasites du genre Eimeria, les Eimeria du poulet sont,
également, trés spécifiques vis-a-vis de I'n6te et des segments intestinaux de prédilection. Les
Eimerias spp, achévent leur cycle biologique aprés 3 phases distinctes : la sporogonie, la
mérogonie (schizogonie), la gamétogonie. Toutefois, la durée de ces phases différe d'une
espéce (d'Eimeria spp) a une autre (Yun et al., 2000). Le cycle évolutif cité ci-apres était
proposé par Edgar (1992) :

Les coccidioses du poulet sont causées par l'ingestion d'oocystes sporulés, lesquels se
transmettent aux poulets, par des moyens mécaniques, notamment, la litiére, les chaussures,
les vétements, les equipements, les aliments et I'eau souillés par les coccidies (McDougald et
Reid, 1997 ; Conway et McKenzie, 2007).
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L'oocyste contenant le zygote diploide est éliminé avec les matiéres fécales dans le milieu

extérieur (Chermette et Bussiéras, 1992 ; Losson, 1996) ; apres quoi il subit la premiére

phase, la sporulation.

Sporulation : Elle se déroule dans le milieu extérieur si les conditions ambiantes sont
favorables : oxygénation, humidité relative élevée (supérieure a 70 %) et température
élevée (entre 25 a 30°C). Dans des conditions favorables et quelques heures apres
I'émission oocystale, le zygote se contracte et subit 2 divisions successives qui vont
produire 4 masses appelées sporoblastes. Ces divisions laissent parfois un reliquat
cytoplasmique, le corps résiduel oocystal. Chaque sporoblaste s'entoure d'une fine
paroi réfringente et subit au méme moment une division le transformant en sporocyste.
Chaque sporocyste contient 2 sporozoites haploides fusiformes qui sont les formes
infectantes. Chez certaines espéces la formation de sporozoites laisse également, un
reliquat, le corps résiduel sporocystal (Losson, 1996 ; McDougald et Reid, 1997).
Dans de meilleures conditions, le temps requis pour la sporulation est une
caractéristique d'espéces que I'on utilise pour l'identification. En général et dans des
conditions favorables, un minimum de 2 & 4 jours est requis, mais en pratique 1’est
souvent plus longue. L’oocyste sporulé est une forme de résistance ; sa survie dans le
milieu extérieur est trés longue. 1l représente aussi la forme infectante (Chermette et
Bussiéras, 1992 ; Losson, 1996). Aprés ingestion par un hote adéquat, I'oocyste
sporulé subit le processus d'excystement (la libération des sporozoites).

Excystation : Durant cette étape, la paroi oocystale se détruit sous I'action mécanique
du gésier, libérant ainsi les 4 sporocystes. Dans le duodénum, les enzymes du pancréas
exocrine (trypsine et chymotrypsine) et les sels biliaires agissent sur le corps de Stieda
(épaississement de la paroi cellulaire des sporocystes) pour le dissoudre, libérant les
deux sporozoites de chaque sporocyste (Jeurissen et al., 1996 ; Crevieu-Gabriel et
Naciri, 2001).

Une fois dans la lumiére intestinale, les sporozoites libérés constituent les éléments
infectants pénétrant activement dans les cellules épithéliales des villosités intestinales
et ce, par la vertu de leur mouvement de reptation (Losson, 1996).

Certaines espéces comme E. brunetti et E. praecox, se développent dans les cellules
épithéliales des sommets des villosités intestinales (site d'invasion), tandis que chez les
especes, E. acervulina, E. maxima, E. necatrix et E. tenella, le sporozoite envahit une
cellule épithéliale au sommet des villosités ; aprés quoi il est ingéré puis transporté au

fond des cryptes par les lymphocytes intra-epithéliales (L.1.E.). A ce niveau, le
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sporozoite quitte le L.1.E. et pénetre dans une cellule épithéliale des cryptes pour s'y
multiplier (Al-Attar et Fernando, 1987 ; Lawn et Rose, 1982 ; Trout et Lillehoj,
1993 ; Trout et Lillehoj, 1995 ; Jeurissen et al., 1996 ; Losson, 1996). Une fois a
I'intérieur des cellules épithéliales (des villosités ou des cryptes), les sporozoites
s'enclenchent dans le processus de mérogonie (Rose, 1987 ; Edgar, 1992).

e Mérogonie (Schizogonie) : A lintérieur de la cellule, le sporozoite s'arrondit se
transformant, ainsi, en un trophozoite, 12 a 48 heures post-infections. Ce dernier ; se
développe en un méronte (schizonte) jeune ou immature, dans lequel se manifestent
des divisions nucléaires (mitoses) puis cytoplasmiques, donnant deux jours et demi
post-infections, un méronte mdr de premiere génération (méronte | : 24 x 17um)
comportant environ 900 mérozoites de premiére génération (mérozoites 1), pourvus
chacun d'un complexe apical. La cellule parasitée finit par s'éclater le troisieme jour
post-infection et libere ainsi les mérozoites | qui pénetrent aussitét dans de nouveaux
entérocytes, subissant par la suite la mérogonie de deuxiéme génération pour générer
trois jours et demi a quatre jours post-infection des mérontes mdrs de deuxiéme
génération (mérontes I1), tres volumineux (50um) pour leur grand axe), comportant
chacun 200 a 350 mérozoites de deuxiéeme génération (mérozoites I1). Le nombre de
mérogonies est souvent limité a 2, mais il peut aller jusqu'a 5 pour certaines especes.
A la fin du processus de mérogonie, le parasite entre dans la phase gamétogonie qui
constitue la phase sexuée du cycle (Chermette et Bussiéras, 1992 ; Jeurissen et al.,
1996 ; Losson, 1996 ; Conway et McKenzie, 2007).

e Gamétogenie : Les mérozoites de la derniére génération envahissent de nouvelles
cellules intestinales, se différenciant en gamétocytes males et femelles, dénommées
respectivement microgameétocytes et macrogamétocytes.

Le macrogamétocyte, unicellulaire, grossit et murit en un seul macrogameéte. Le
microgamétocyte subit un grand nombre de divisions, produisant un grand nombre de
microgametes unicellulaires et biflagellés (3 flagelles dans certaines especes). Ces
microgameétes sont allongés, fusiformes, s’accumulant & la périphérie du
microgameétocyte pour donner un aspect classique en microscopie électronique « le
corps chevelu ». Remarquons que le nombre de macrogameétocytes est toujours
supérieur a celui des microgamétocytes (Chermette et Bussiéras, 1992 ; Jeurissen et
al. 1996 ; Losson, 1996 ; McDougald et Reid, 1997 ; Yunet al., 2000).

Au terme de la gametogonie, le macrogamétocyte est féconde par un microgamete

male mature donnant naissance a un zygote. Aprés la fécondation, une épaisse coque
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se forme autour du zygote, a ce stade le zygote est considéré comme un oocyste
immature. Une fois parvenu a maturité, I'oocyste se libére dans la lumiere intestinale
apres la rupture de la cellule hote, il sera donc expulsé dans les féces. La durée de la
période prépatente varie d'une espece a une autre de 3 a 7 jours. Toutefois, I'excrétion
des oocystes se poursuit plusieurs jours. Chez certaines espéces comme E. tenella et E.
necatrix, les dommages tissulaires les plus importants sont causés apres la rupture des
mérontes de seconde génération. Chez les autres especes, les mérontes ont une petite
taille et causent des Iésions bénignes. Toutefois, les gamétocytes peuvent engendrer de
graves lésions (Jeurissen et al., 1996 ; McDougald et Reid, 1997 ; Yun et al., 2000).

La figure ci-aprés, schématise le cycle évolutif d'E. tenella, lequel est un schéma typique des

especes d'Eimeria spp du poulet (Jeurissen et al., 1996).

Ingestion puis excystation

Schizonte de 1% génération 1% jour

Sporocystes

1_ Oocyste sporulé
Cellules intestinales A *~ 7" fi=) ®,«§) @\ (
- ! "_ & 1
Noyaux cellulaires o Sporozoites <
! |,’

L3 Phase de résistance et
Phase de multiplication e (e e

et de reproduction,
intérieure 4 I'hote

de dissémination du

Sparulstion’, parasite, extérieure 3
laljours |
I'hdte

! o %33, Mérozoites de
[] L'f'f% :\\ h_@'u 49} 25me géngration
O ML)

L. RN
= P
L

SemE jour |

. Microgamétes
Microgamétocyte O
Macrogamétocyte ' | Lygote -
ime ; s . Qocyste
6= jour ‘ Teme jour J ‘
Macrogaméte non sporule

Excrétion oocystale —— |
Figure 1. Cycle évolutif d'Eimeria tenella. Deux générations de
mérogonies ou plus et une seule génération de gamétogonie. (Jeurissen et
al., 1996 ; McDougald et Reid, 1997 ; Crevieu-Gabriel et Naciri, 2001 ;
Trees, 2001).
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3.3. Structure des germes infectieux des Apicomplexa
Les germes infectieux ou les agents de dissémination (sporozoites, mérozoites,
endozoites) des Apicomlexes sont caractérisés par une structure complexe au niveau de leur
apex, dénommée complexe apical, d’ou le nom « Apicomplexa ». Ce complexe est constitué
de rhoptries, d’un conoide, de micronémes et d’un ou plusieurs anneaux polaires. L’ensemble
de ces structures sont impliquées dans le processus de I’invasion de cellules hotes (Jensen et
Edgar, 1976 ; Perkins, 1992 ; Dubremetz et Schwartzman, 1993). La description ci-apres a

été mentionnée par Euzéby (1987).

3.3.1. Au microscope photonigue

Au microscope photonique, les germes infectieux apparaissent sous une
morphologie trées simple : Eléments ovalaires ou plus souvent, en forme de croissant a
extrémités inegales :

e Une extrémité amincie, considérée comme antéricure et constituant I’apex de la
cellule.

e Une extrémité élargie, postérieure.
Le cytoplasme, en grande partie homogene, renferme un noyau excentré, situé au gros pole de
la cellule, une formation granuleuse ovoide, au pdle mince et des granulations plus ou moins

épaisses dispersées dans le quart antérieur de la cellule.

3.3.2. Au microscope électronigue

Au microscope électronique, la structure est beaucoup plus riche, comportant les

éléments ci-apres.

3.3.2.1.Membrane d’enveloppe (pellicule superficielle)
Elle est composée de deux éléments :
e Composante externe (plasmalemme) : Unique, de 30-120A d’épaisseur,
interrompue au niveau d’un micropore.
e Composante interne (membrane interne), formée de deux membranes
élémentaires souvent étroitement accolées. En réaliteé, elle est formée
de vésicules aplaties, ce qui lui donne I’aspect bi-membranaire. Entre

les vésicules se trouvent des espaces recouverts uniquement par le
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plasmalemme, correspondant aux interruptions de la membrane interne.
Au niveau de I’apex du germe infectieux (extrémité amincie du
croissant), se trouve une interruption de la membrane interne,

circulaire, dénommee : I’anneau polaire.

3.3.2.2.Micropore
C’est une ouverture latérale située en un point variable du germe infectieux. Il
s’agit d’une invagination du plasmalemme a I’intérieur d’un cylindre a paroi épaisse formé
par la réflexion des vésicules de la membrane interne autour de I’invagination. Le micropore
mesure 2000-3000A de diamétre. 11 est habituellement unique (certains éléments en possédent
deux) et joue un rble dans la préhension des nutriments lors des stades parasitaires
intracellulaires (Scholtyseck et Mehlhorn, 1970).

3.3.2.3. Microtubules sous pelliculaire

Il s’agit de formations tubulaires, creuses, situées sous la membrane interne
et fixées, en avant, sur un anneau polaire. Leurs extrémités postérieures, libres délimitent un
anneau postérieur. C’est au niveau de cet anneau postérieur que, lors de la multiplication
asexuée, se prépare la cellule fille. Les microtubules sont en nombre variable, de I’ordre de 20
en moyenne et ont un diamétre de 200-300A chacun. Elles sont formées de deux membranes
concentriques, enroulées sur elles-mémes et striées longitudinalement et transversalement.
Elles ont un réle de soutien, constituées de protéines contractiles, intervenant aussi dans les

mouvements de glissement du parasite.

3.3.2.4.Conoide

I s’agit d’une formation tronc-conique, située a 1’apex de la cellule, il est
d’une hauteur de ’ordre 3000A et d’un diamétre de I’ordre de 1600A au sommet et de 2800A
a la base. Il est surmonté de 1 a 2 anneaux polaires. Tous les germes infectieux des
Apicomplexes sont pourvus de conoides, exception faite des plasmodies et des piroplasmes. Il
est constitué d’éléments fibrillaires, disposés selon une spirale enroulée dans le sens des
aiguilles d’une montre, depuis le sommet ; ainsi le conoide a-t-il la forme d’un ressort,
pouvant se contracter ou se détendre. Le conoide exerce une action mécanique en relation

avec la pénétration du germe dans les cellules hétes.
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3.3.2.5.Anneaux polaires
Il existe de 1 a 3 anneaux polaires, pré-conoidaux, épaississement circulaire
formés par la membrane interne et sur lesquels s’attachent, en avant, les microtubules. Ils

jouent un role dans la motilité du parasite.

3.3.2.6.Corps dense antérieurs
Formations osmiophiles, trés denses aux électrons. 1l en existe deux types :

e Rhoptries : Organelles pairs en formes de massues, fixées a la base du
conoides par leur extrémité mince et s’étendant dans le quart antérieur
de la cellule. Elles sont au nombre de deux, parfois plus. Ces éléments
ont une fonction sécrétoire elaborant des enzymes protéolytiques qui,
ajoutant leur action a celle des conoides, assurent la pénétration
intracellulaire du germe infectieux.

e Microneémes : llIs ont I’aspect de tubes spiralés apparaissant, a la
coupe, sous forme de taches denses dispersées sur le quart antérieur
de la cellule. IIs pourraient s’agir de rhoptries rudimentaires, ayant

vraisemblablement, comme les rhoptries, une activité sécrétoire.

3.3.2.7.Mitochondrie
Les germes infectieux des Apicomlexes possédent une ou plusieurs
volumineuses mitochondries (sous forme allongée ou ovalaire), exception faite des
piroplasmes, chez lesquelles les mitochondries sont remplacés par des vésicules a double

membrane.

3.3.2.8.Appareil de Golgi
Il existe chez tous les Apicomlexa, sauf les Piroplasmes. Il est formé de 1 ou
plusieurs dictyosomes, disposés en avant du noyau, parfois logés dans une dépression de

celui-ci ou épars dans le cytoplasme. Il peut avoir, aussi une structure lamellaire.

3.3.2.9.Noyau
Situé en position postérieure ou médio-postérieure, tres développé avec une
membrane nucléaire double et interrompue au niveau des pores. 1l renferme un nucléole et des

plaquettes de chromatine.
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3.3.2.10. Autres organites
Un réticulum endoplasmique et de nombreux ribosomes y sont également
présents. Quelques grains d'amylopectine sont localisés dans la partie postérieure du parasite,

ils ne sont entourés d'aucune membrane (Fortier et Dubremetz, 1993).

Figure 2. Diagramme de [Dultrastructure de P’espéce Eimeria
ninakohlyakimovae (coccidie de la chevre). C: Conoide ; DB : Corps noirs
(dark bodies) ; ER : Réticulum endoplasmique ; IM : Membrane complexe interne
(inner membranous complex) ; L : Inclusion lipidique ; MI : Mitochondrie ; MN :
Micronémes ; MP : Micropore ; N : Noyau ; NU : Nucléole ; OM : Membrane
externe ; P : Anneau polaire ; Ry et Ro : Anneaux pré-conoidaux ; PP : Anneau
polaire postérieur ; RB : Corps réfringents (refractile bodies) ; RH : Rhoptries ;
V : Vésicule. (Scholtyseck, 1979).
3.4. Métabolisme
La principale source d’énergie des Eimeria spp au cours de leurs cycles évolutifs,
parvient de composants d’hydrate de carbone (mannitol, glycogéne, amylopectine sous forme
de réserves), bien que les lipides puissent étre également, métabolisés (Coombs et al., 1997).
La présence des enzymes a spécificite anaérobie (PPI-PFK : pyrophosphate-dependant
phosphofructokinase) (Muller et al., 2001) chez les Eimeria spp incline a penser que ces
parasites sont adaptés a ce type de métabolisme (anaérobiose) (Denton et al., 1994) ; a titre
d’exemple, les sporozoites sont des anaérobies facultatifs. Le mannitol est présent a des
concentrations tres élevees dans les oocytes non sporulés (Schmatz et al., 1989). Le cycle du

mannitol s’implique dans plusieurs stades du parasite, notamment, les oocystes et les
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sporozoites (Michalski et al., 1992), bien que sa fonction reste incertaine. Toutefois pour
certains auteurs, notamment, Allocco et al. (1999), il est évident que ce cycle est nécessaire
pour le déroulement de la sporulation.

La chaine respiratoire et d’autres voies cataboliques sont similaires a celles des voies typiques

des eucaryotes (Coombs et al., 1997).

La voie de synthése du shikimate, absente chez les mammiferes, présente chez les coccidies,
est primordiale pour la synthése des acides aminés aromatiques (Roberts et al., 1998). Ce
caractére donne une cible additionnelle pour la chimiothérapie et pour certaines molécules
herbicides manifestant une efficacité contre les enzymes de la voie de synthese du shikimate

des parasites Apicomplexes, notamment, Plasmodium falciparum (McConkey, 1999).

4. DIAGNOSE DES ESPECES D’Eimeria spp DU POULET

Toutes les espéces d’Eimeria spp du poulet parasitent ’intestin et peuvent étre
différenciées par leurs morphologies, tropismes cellulaires et pathogeénicités (Long et al.,
1976 ; Long et Reid, 1982). Ces critéres sont largement satisfaisants pour identifier les 5
espéces les plus pathogenes et fréquentes : E. acervulina, E. maxima, E. brunetti, E. necatrix,
E. tenella. Leur pathogénicité varie de modérée a tres sévere. Les deux autres espéces E.
praecox et E. mitis considérées comme étant beénignes n’induisent pas des lésions tres
caractéristiques. Toutefois, dans les expérimentations menées par Williams (1998), les deux
espéces précitées causent des inflammations intestinales, des diarrhées et de mauvais indices
de consommations. En conséquence, elles peuvent engendrer d’importantes pertes

économiques.

Traditionnellement, la diagnose des coccidioses du poulet s’effectue par 1’inspection des
lésions et I’examen histologique. Macroscopiquement, elle est réalisée par un examen
minutieux en portant plus d’attention sur la localisation et I’extension des 1ésions, aprés quoi
I’étiologie des Iésions est confirmée par I’analyse a ’aide d’un microscope optique, du
produit de grattage (grattage des lésions examinées) par la recherche d’éventuels oocystes

et/ou schizontes.

L’évaluation du score lésionnel coccidien est réalisée selon un baréme mis au point par

Johnson et Reid (1970), pour ce faire I’intestin est divisé en 4 régions : 1- Duodénum et la
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partie haute du jéjunum ; 2- L’intestin moyen (autour du diverticule de Meckel) ; 3- L’iléon et
le rectum ; 4- Les caeca. Le score 1ésionnel est évalué selon 1’espéce d’Eimeria en cause (par
rapport a la région intestinale inspectée) et la séveérité des lésions :

e Score 0 : Pas de lésions.

e Score +1 : Lésions légeres.

e Score +2 : Lésions moderées.

e Score +3 : Lésions severes.

e Score +4: Lésions extrémement séveres ou la mort de 1’oiseau a cause de la

sévérité des lésions coccidiennes.

Il est a noter que chaque espece d’Eimeria spp du poulet possede son propre baréme du score
Iésionnel et ce, aprés examen des zones intestinales spécifique a chaque espece :

e E. acervulina : Duodénum et la partie haute du jéjunum.

e E. maxima et E. necatrix : L’intestin moyen (autour du diverticule de Meckel).

e E. brunetti : L’iléon et le rectum.

e E.tenella: Les caeca (Holdsworth et al., 2004).

L’identification des espéces d’Eimeria spp du poulet par morphométrie est peu spécifique en
raison du chevauchement des caractéristiques morphologiques des oocystes (Eckert et al.,
1995). En 1975, Shirley a été le premier a développer une approche de diagnostic moléculaire
basée sur la migration d’isoenzymes des oocystes. Cette technique de MEE (Multilocus
Enzyme Electrophoresis) est aujourd’hui largement utilisée pour la distinction des variations
génétiques entre les especes d’Eimeria infectant les oiseaux. Ellis et Bumstead (1990), sont
parmi les premiers a démontrer que les amorces d’ARN ribosomal (ARNr) et d’ADN
ribosomal (ADNr) sont capables d’étre utilisées pour une identification individuelle des
d’espéces d’Eimeria spp et ce, a travers des profils caractéristiques des fragments de
restrictions. Procunier et al. (1993), ont utilisé I’analyse de I'ADN polymorphe aléatoirement
amplifié (RAPD : Randomly amplified polymorphic DNA), pour différencier entre les deux
espéces E. acervulina et E. tenella et identifier des souches au sein de ces especes. Les
techniques de I’ADN recombiné ont été utilisées pour distinguer entre les différentes souches
d’E. tenella (Shirley, 1994) et pour développer des marqueurs pour les souches précoces et
les souches résistantes aux anticoccidiens (Shirley et Harvey. 1996). L’amplification par la

technique PCR (Polymerase Chain Reaction) de la sequence de I’ADN génomique « ITS1»
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(ITS1: Internal Transcribed Spacer region 1 ou I’espaceur interne transcrit 1 de I'ADN
génomique) a été utilisée pour identifier six espéces d’Eimeria spp du poulet (E. acervulina, E.
brunetti, E. hagani, E. maxima, E. mitis, E. necatrix, E. praecox, E. tenella) (Schnitzler et al.,
1997).La différentiation de huit espéces d’Eimeria spp du poulet y compris E. hagani et E
mitis (E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. necatrix, E. praecox, E. tenella), a été mise au
point en utilisant la technique PCR a deux étapes (Tsuji et al., 1997). Six espéces d’Eimeria
spp du poulet (E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. necatrix, E. praecox, E. tenella) ont
été caractérisées par 1’analyse du polymorphisme de longueur des fragments de restriction
(RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism) de séquences « ITS2» de I’ADNr
monobrin (des différentes espéces d’Eimeria spp) (ITS2 : Internal Transcribed Spacer region
2 ou I’espaceur interne transcrit 2 de I'ADN ribosomal) amplifiées par PCR (Woods et al.,
2000). Par la suite, ces difféerentes méthodes de PCR ont laissé apparaitre une trés grande
efficacité, lors des études épidémiologiques de la coccidiose du poulet (Allen et Fettere,
2002).
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Tableau 1. Caractéristiques des 9 espéces des coccidies du poulet (McDougald et
CHARACTERISTICS

Reid, 1997).

Chapitre 1

& ifférenti & *Eimeri Caractéres de diagnose en rouge 3 MBS
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5. SPECIFICITES ENVERS L’HOTE ET LE SITE TISSULAIRE
5.1. Spécificité vis-a-vis de I’hdte

Les Eimeria spp ont une tres grande spécificité vis-a-vis de I’hote. Généralement, les
espéces d’Eimeria spp ne peuvent accomplir leurs cycles évolutifs que chez une seule espece
hote, exception faite de certaines infections expérimentales ; c’est I’exemple démontré par
McLoughlin (1969) qui a pu, expérimentalement, achever un cycle complet d’E.
meleagrimitis (coccidies affectant naturellement la dinde) chez des poulets immunodéprimés
par des injections journaliéres de déxaméthasone. Cependant, le méme traitement chez la
dinde ne peut pas les rendre vulnérables vis-a-vis de la coccidie caecale du poulet, E. tenella.
Les mécanismes responsables de la spécificité de 1’h6te sont mal connus, toutefois des auteurs
font valoir P’intervention de plusieurs facteurs, notamment, les facteurs génétiques
(Mayberry et al., 1982 ; Mathis et Mcdougald, 1987), nutritionnels, biochimiques et
immunologiques (Fry et al., 1984 ; Smith et Lee, 1986 ; Yun et al., 2000).

.....

Les Eimeira spp ont une tres forte spécificité tissulaire. Notons, a titre d’exemple, les
Eimeria du lapin telles que :
e E. intestinalis, coccidie du lapin, se développant dans les cellules épithéliales du
jéjunum distal et de I'iléon.
e E. stiedai posséde un tropisme particulier pour les canaux biliaires du foie.
e E. coecicola se développe dans le GALT (Gut-Associated Lymphoid Tissues), dont

I'appendice vermiforme, le Sacculus rotundus et les plaques de Peyer.

Chez le poulet, cette spécificité peut étre utilisée comme un moyen de diagnose entre les
espéces d’Eimeria spp du poulet (Johnson et Reid, 1970). Cependant, cette spécificité est
plus ou moins, stricte en fonction de l'espéce parasitaire et des conditions d'inoculation
(McDougald et Reid, 1997) :
e E. acervulina : Touchant freguemment la muqueuse duodénale, toutefois, lors des
infections lourdes, I’infection peut atteindre les parties basses du jéjunum et touche
méme I'iléon ou le bas intestin (Conaway et McKenzie, 2007).
e E. brunetti : Parasite du bas intestin (iléon, colon), s’étendant plus bas vers le gros
intestin (entre les caeca et le rectum). Les stades précoces envahissent le plus

fréeqguemment I’intestin moyen (Conaway et McKenzie, 2007).
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E. maxima : Espeéce infectant 1’intestin moyen de part et d'autre du diverticule de
Meckel. Lors des infections séveres, les lésions peuvent s'étendre de la portion
haute du duodénum jusqu'a la jonction iléo-caecal (Conaway et McKenzie, 2007).
E. mitis: Cette coccidie envahit la partie basse de I’intestin gréle, allant du
diverticule de Meckel jusqu’a I’entrée des caeca (McDougald et Reid, 1997).

E. mivati: La zone parasitée par cette espéce peut s’étendre du duodénum
jusqu’aux ceaca et cloaque (McDougald et Reid, 1997).

E. necatrix : Espéce infectant 1’intestin gréle, ciblant approximativement, les
mémes zones envahies par E. maxima (intestin moyen de part et dautre du
diverticule de Meckel) (McDougald et Reid, 1997).

E. praecox : Elle parasite le duodénum, espéce apathogene ne produisant pas de
Iésion macroscopique (McDougald et Reid, 1997 ; Long et Reid, 1982 ;
Conaway et McKenzie, 2007).

E. tenella : Agent causal de la coccidiose caecale envahissant les deux caeca ; lors
des infections lourdes, les 1ésions peuvent s’étendre au-dessus et au-dessous du

sphincter iléo-caeco-colonique (Johnson et Reid, 1970).

Dans certains cas, comme pour E. flavescens (coccidie du lapin), les différents stades

parasitaires peuvent avoir une spécificité tissulaire différente (Norton et al., 1979) :

La 1° génération de mérontes se développe dans les glandes de Lieberkiihn de
I'intestin gréle distal.

Les mérozoites migrent ensuite vers le caecum et le cdlon ou ils se développent
dans I'épithélium superficiel jusqu’a la 4°™ génération.

La derniére multiplication asexuée et la gamogonie se déroulent dans I'épithélium

glandulaire.

Les Eimeria possédent une forte spécificité cellulaire. La majorité des especes se développe

dans les cellules épithéliales d'origine endodermale de I'intestin, mais également, dans les

canaux biliaires, du rein ou du poumon (McCully et al., 1967). Ainsi, chez le poulet,

E. brunetti et E. praecox se développent dans les entérocytes du sommet des villosités

intestinales (Fernando et al., 1987) alors que les autres especes se développent dans les

entérocytes des cryptes (Van Doorninck et Becker, 1957 ; Challey et Burns, 1959 ;

Pattillo, 1959 ; Doran, 1966). Les différentes étapes du cycle peuvent se dérouler dans des
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types cellulaires différents. Les mérozoites d'E. flavescens se développent, de la 2°™ & la 4°™
génération, dans la partie luminale de I'épithélium des cryptes alors que la gamogonie se

déroule dans les cellules glandulaires (Norton et al., 1979).

Le tropisme spécifique vers les tissus et les cellules ciblés a été démontré expérimentalement,
par des inoculations parentérales des différentes formes parasitaires : oocystes sporulés,
sporozoites, mérozoites. L'inoculation intramusculaire (IM), intra-péritonéale (IP) et
intraveineuse (IV) d'E. nieschulzi chez le rat (Landers, 1960) ou l'injection sous-cutanée
(SC), IM, IP ou IV dE. acervulina, E. maxima, E. necatrix et E. tenella chez le poulet
(Davies et Joyner, 1962 ; Sharma et Reid, 1962 ; Sharma, 1964) aboutit au développement

du parasite au niveau de son site spécifique intestinal ou cecal.

6. PATHOGENIE

La pathogénicité des coccidies dépend en grande partie de I’importante multiplication des
différents stades du parasite a I’intérieur de I'ndte. Théoriqguement, un seul oocyste d’E.
tenella pourrait produire 2 520 000 formes invasives, aprés la 2°™ mérogonie (Levine, 1982).
Chez I’espéce E. Maxima, il est observé un minimum de quatre générations de schizogonies
(McDonald et al., 1986). Les coccidies du poulet envahissent la mugueuse intestinale,
occasionnant des dommages aux cellules épithéliales, des inflammations et une atrophie des
villosités (Pout, 1967).

Le pouvoir pathogene de I’espece E. acervulina est au moins la résultante de deux actions :

e Directe par modification de la structure et de 1’activité intestinale entrainant des
troubles de I’absorption et de la perméabilité. Elle est due a une destruction de
I’épithélium entrainant une perte sérique et des troubles de I’absorption. Il pourrait s’y
ajouter une action parasitaire, probablement due a un facteur « toxique », sur le
métabolisme général de 1’hote. Le parasitisme se manifeste méme avec des
infestations tres faibles, parfois cliniquement inapparentes, entrainant une diminution
de la protidémie, de la lipidémie, des phosphatases alcalines et des pigments sériques.
Le volume sanguin, le taux d’éléments figurés, la glycémie et les sels minéraux
présents dans le plasma ne semblent pas modifiés.

e Indirecte par sous-consommation d’aliment et d’eau. Elle n’est observée que dans les

cas de maladie clinique et représente la cause essentielle de la diminution de
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croissance. Par contre, elle ne semble pas intervenir dans les modifications sériques
(Yvoréetal., 1972).

Les signes cliniques des coccidioses dépendront de 1’ampleur des dommages et de
I'inflammation produite. Ces signes comprennent des diarrhées aqueuses blanchéatres (E.
acervulina), des diarrhées hémorragiques (E. tenella), des hémorragies pétéchiales et une
forte production de mucus (E. maxima). On note, également, la présence de déshydratation,
perte de poids, prolapsus rectal et dysenterie. L’importante hémorragie dans les caeca est un
signe pathognomonique de I’infection par E. tenella, en raison de la vaste destruction de la
muqueuse (Witlock et al., 1975).

7. SIGNES CLINIQUES DES COCCIDIOSES DU POULET

Les coccidioses du poulet sont classées comme suit :

e Coccidioses sub-cliniques : Les coccidioses a effet nutritionnels ou coccidioses sub-
cliniques sont, généralement des « Coccidioses intestinales » causées par les deux
especes fréquemment par : E. acervulina et E. maxima. La manifestation clinique est
souvent légere, caractérisée par une diminution de 1’ingéré alimentaire, un mauvais
indice de consommation, diarrhée, une sous pigmentation de la peau (lors de I’atteinte
par E. maxima ; score +4) (Conway et McKenzie, 2007) et occasionnellement de la
mortalité (Yvoré, 1986). Ce type d’infections provoque des effets nutritionnels
séveres et ce, a travers différents stades du processus alimentaire, parmi lesquels :
ingestion, digestion, absorption, transport par le sang, stockage, mobilisation et
métabolisme (Ruff, 1986).

e Coccidioses cliniques : Les coccidioses cliniques se manifestent par des signes
cliniqgues marqués ; elles sont causées par des especes coccidiennes trés pathogenes :
E. tenella, E. necatrix, E. brunetti. Les signes cliniques manifestés lors de I’atteinte
par ces especes sont plus évidents : effets nutritionnels traduits par de mauvaises
performances, diarrhée hémorragique, atteinte de 1’état général, déshydratation et une
importante mortalité. La perte sanguinolente est estimée entre 7 a 10% du poids vif
(Yvoré, 1986).
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8. LESIONS MACROSCOPIQUES ET MICROSCOPIQUES

Les lésions coccidiennes varient en fonction de la sévérité des infections causées par
chaque espéce d’Eimeria spp du poulet. Les aspects lésionnels macroscopique et
microscopique manifestés par les especes coccidiennes les plus dominantes, sont décrits ci-
apres :

e Dans le cas d’une infection par E. acervulina, la paroi de la partie intestinale atteinte
(duodénum) manifeste un épaississement, tandis que la mugueuse se trouve recouverte
par un exsudat catarrhal blanchatre. Les hémorragies sont tres rares, exception faite
des infections lourdes. Microscopiquement, les villosités sont hypertrophiées du fait
de I’importante infiltration cellulaire de la lamina propria, les cellules épithéliales des
villosités sont distordues manifestant une perte de la polarité nucléaire a I’intérieur de
la cellule (Fernando et McCraw, 1973). L’examen histologique du duodénum, laisse
apparaitre également : des gamétocytes ovoides et de I’atrophie des villosités, celle-ci
précédée par une hyperplasie transitoire des cellules des cryptes (McDougald et Reid,
1997 ; Barker, 1993).

e Les lésions macroscopiques causées par E. necatrix sont liées a la grande taille des
schizontes de la 2°™ génération de cette espéce ainsi, qu’a leur emplacement trés
profond dans 1’épaisseur de la paroi jéjunale. Au cours des épisodes aigues, I’intestin
atteint manifeste un épaississement marqué avec une sous-muqueuse hémorragique.
Des foyers blanchatres a jaunatres (colonies de mérontes), atteignant un diameétre de
I’ordre de Imm et entourés par des pétéchies, peuvent étre observes a partir de la
séreuse des oiseaux morts. Ces lésions peuvent manifester une couleur blanche et
noire donnant un aspect poivre et sel (Soulsby, 1982 ; McDougald et Reid, 1997). A
I’examen microscopique, 1’observation de nombreux amas de larges schizontes, au
niveau de la sous-mugueuse, est pathognomonique pour cette espéce (McDougald et
Reid, 1997).

e E. praecox est une espéce relativement apathogéne ne provoquant pas ou provoquant
de légéres réactions inflammatoires lors d’infections lourdes (Long, 1993a).
L’examen microscopique laisse apparaitre généralement, des cellules épithéliales
parasitées sur les deux flancs des villosités (les cellules du sommet des villosités ne
sont pas atteintes). Les tissus infectés témoignent de Iégeres réactions inflammatoires
(McDougald et Reid, 1997).
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Lors d’une infection par E. tenella, de petits foyers d’érosion de 1’épithélium caecal
sont observés lors de schizontes matures de la 1 génération (avant le 4°™ jour post-
inoculation). Au 4®™ jour post-inoculation (seconde génération de schizontes
matures), des hémorragies peuvent étre constatées, les caeca deviennent distendus
avec un contenu constitué de sang coagulé et de tres petites pieces tissulaires (de la
muqueuse caecale décollées). Du 6°™ au 7°™ jour post-infection, le contenu caecal
devient dur et sec éventuellement mélé aux féces. La régénération des tissus détruits
est rapide, pouvant étre compléte au 10°™ jour post-inoculation. Les lésions peuvent
étre observées a partir de la surface sereuse, sous forme de pétéchies ou de petits
foyers noirs se coalescant lors des infections lourdes. La paroi caecale est souvent
épaisse a cause de I’cedéme inflammatoire et de [infiltration des tissus.
Microscopiquement, les schizontes de 1€ génération, atteignant la maturité sont
largement éparpillées entre le 2°M-3°M jour post-infection. De petits foyers
hémorragiques et nécrotiques peuvent apparaitre, a coté des vaisseaux sanguins, de la
circulation interne des muscles de la paroi musculaire. L’infiltration de la sous-
muqueuse par les hétérophiles s’enclenche rapidement lorsque les schizontes de
seconde genération se développent dans la lamina propria. La maturité des schizontes
de seconde génération est le stade correspondant aux plus grands dommages
tissulaires, notons : saignement, perturbations des glandes caecales et destruction de la
mugqueuse et de la paroi musculaire (McDougald et Reid, 1997).

9. ETUDE IMMUNOLOGIQUE

En général, les jeunes animaux sont plus sensibles a la coccidiose et manifestent souvent

des signes cliniques de la maladie, tandis que les poulets agés sont relativement résistants
(Lillehoj, 1998).

Les jeunes animaux qui guérissent de la coccidiose sont capables de rétablir partiellement leur

perte de croissance. Toutefois, cette croissance reste toujours potentiellement compromise

(surtout lorsqu’il s’agit des coccidioses intestinales).

L'ampleur des signes cliniques résultant de l'infection, est fortement influencée par des

facteurs génétiques de I'hote. Lillehoj (1998) a observé une différence du degré de

pathogénicité de la coccidiose (par E. tenella et E. acervulina) entre des souches,
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génétiquement différentes, de lignée naturelle de poulet (Lillehoj, 1998 ; Lillehoj et Lillehoj,
2000).

L'infection par les Eimeria induit une immunité protectrice caractérisee par : une immunité de

longue durée et une spécificité par apport a I’espéce en cause.

Alors qu’un grand nombre d'oocystes est généralement nécessaire pour générer une bonne
réponse immunitaire contre les Eimeria, certaines exceptions ont été observées, par exemple
pour I’espece E. Maxima, qui est trés immunogéne n’exigeant qu’un petit nombre d'oocystes

pour induire une immunité souvent solide.

Les stades endogenes précoces des Eimeria sont considérés comme étant plus immunogeénes
que les plus tardifs (gamogonie) (Rose et Hesketh, 1976 ; Rose et al., 1984) bien que les
antigénes de gametes d’E. maxima aient été jugés immunogénes et induisent une protection
solide (Wallach et al., 1990,1995).

9.1. Role de Pimmunité humorale dans les infections dues aux Eimeria
In vitro, les anticorps peuvent inhiber la pénétration des stades invasifs du parasite
dans les cellules hétes. Ainsi, les contenus caecaux riches en IgA, issus d'animaux en cours
d'infection par E. tenella, sont capables d'inhiber I'invasion des cellules en culture par des
sporozoites (Davis et al., 1978 ; Davis et Porter, 1979). Des sérums provenant de poulets
immuns sont, également, capables d'augmenter la phagocytose des sporozoites et des

mérozoites par les macrophages (Bekhti et Pery, 1989).

Cependant, in vivo le role joué, par les anticorps dans la protection, reste controversé. En
effet, la bursectomie chez le poulet ne supprime pas la résistance des animaux (Rose et Long,
1970 ; Lillehoj, 1987) et rares sont les cas ou le transfert passif danticorps protége les
animaux contre la coccidiose (Rose, 1971 ; Wallach et al., 1994). De méme, la déficience de
souris en lymphocytes B semble sans implication sur I’évolution de la coccidiose et

I'acquisition de I'immunité (Kitamura et al., 1991).

9.2. Réponse immunitaire cellulaire
Les mécanismes de protection contre une infection parasitaire passent par une action

synergique des deux sous-populations lymphocytaires, TCD4" ou T-helper (Th)et TCD8". Les
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lymphocytes CD4" reconnaissent l'antigéne associé aux molécules de classe Il du CMH
(Complexe Majeur d’Histocompatibilité) alors que les CD8" reconnaissent I'antigéne associé
aux molécules de classe | du CMH. Les lymphocytes TCD4*, en fonction du type de

cytokines qu'ils produisent au cours d'une infection, vont orienter la réponse immunitaire vers

e Soit, I'immunité a médiation humorale (production de cytokines de type Th2 : IL-
4(Interleukine 4), IL-5 et IL-10) et I'activation des lymphocytes B.

e Soit, 'immunité a médiation cellulaire (production de cytokines de type Thl : IFN-
v (Interféron vy) et IL-2) et I'activation des fonctions cytotoxiques des macrophages
et des lymphocytes CD8+ (Lillehoj, 1987).

9.2.1. Réponse cellulaire systémique

Les poulets thymectomisés, ne présentent que trés rarement une sensibilité accrue
a I’infection ; cependant, la thymectomie totale est difficile a réaliser chez ces oiseaux (Pierce
et Long, 1965 ; Rose et Long, 1970). L’utilisation chez le poulet, de traitements
immunosuppresseurs (supprimant I'immunité a médiation cellulaire), émousse 1’acquisition de
I’immunité et la résistance immunitaire déja acquise (Rose, 1987). Ainsi, la cyclosporine A,
administrée avant l'infection primaire, augmente la sensibilité des poulets et, administrée,

avant la réinfection, supprime I’immunité protectrice (Lillehoj, 1987).

Le transfert de cellules spléniques ou de lymphocytes sanguins, issus d'animaux immuns,
protege les animaux sensibles (Rose et Hesketh, 1982). La aussi, des expériences de
déplétion in vivo ont fait apparaitre, dans certains cas, un réle des lymphocytes CD4" dans la
résistance a la primo-infection, et un réle prédominant des lymphocytes CD8" et TCRa8 au
cours de la réinfection (Trout et Lillehoj, 1996 ; Lillehoj, 1998).

Chez des poulets traités avec de la dexaméthasone, on observe une réduction de la
prolifération des lymphocytes T, une diminution de la production de I’IL-2 et de I’IFN v, une
sensibilité a I’infection aux Eimeria spp ; les lésions observées étant significativement plus
importantes par rapport aux sujets n’ayant pas été traités avec de la dexaméthasone (Long et
Rose, 1970). Simultanément, il est constaté une augmentation des réponses en IgA et 1gG
specifiques des coccidies. Par ailleurs, I’administration de dexaméthasone favorise,

également, le développement des coccidies de la dinde chez le poulet (Isobe et al., 1993).
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Les antigenes solubles, issus de différents stades de développement d’E. acervulina et d’E.
tenella, induisent la prolifération de lymphocytes T chez des poulets préalablement infectés
par les mémes especes. Toutefois, les antigénes d’E. acervulina induisent une faible, voire
aucune prolifération de cellules T chez des poulets préalablement immunisés par E. tenella.
Ceci confirme la spécificité a ’encontre de 1’espéce d’Eimeria en cause (Lillehoj et Trout,
1996). Cependant, si de fortes concentrations d’antigénes sont utilisées, les lymphocytes T de
poulets lors d’une primo-infection par E. tenella, proliferent en présence d’antigénes d’E.

acervulina (Prowse, 1991).

9.2.2. Immunité cellulaire dans la mugqueuse

Chez les poulets primo-infectés par E. acervulina ou E. tenella, a la fois, les LIE
CD4* et CD8" (lymphocytes intra-épithéliaux) augmentent a la fin de la période prépatente
(Bessay et al., 1996). Dans les cas d'infection par E. maxima, une augmentation du nombre
des LIE est observée a la fin de la période prépatente et de la période patente. Cette
augmentation concerne a la fois les LPL CD4*(lymphocytes de la lamina propria) et les LPL
et les LIE CD8* (Rothwell et al., 1995). Aprées réinfection par E. maxima ou E. tenella les
lymphocytes CD8" sont présents en plus grand nombre que les lymphocytes CD4" dans la
mugqueuse intestinale (Rothwell et al., 1995 ; Jeurissen et al., 1996 ; Vervelde et al., 1996).

Dans les cas d’infection d’E. tenella, chez les poulets de lignée résistante, cette augmentation
concerne plus particulierement les LIE CD8* et TCRo, suggérant un rdle de ces cellules
dans la protection (Lillehoj, 1994). Au 17°™ jours aprés une réinfection par E. acervulina la

proportion des LIE CD8" est encore élevée (Lillehoj et Bacon, 1991).

Cependant, il semble se dégager de ces données que la sous-population lymphocytaire CD4*
est davantage impliquée dans la résistance a la primo-infection et la sous-population
lymphocytaire CD8" davantage impliquée dans la résistance a la réinfection (Rothwell et al.,
1995).

10. CHIOMIOTHERAPIE ET RESISTANCE AUX ANTICOCCIDIENS

Pendant de nombreuses années et a travers de nombreux pays, les anticoccidiens ont été

utilisés dans les élevages de poulet de chair dans le but de prévenir la coccidiose.
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Actuellement, méme avec I’extension de I’industrie avicole dans plusieurs pays (Brésil,
Chine, USA, etc.), la chimiothérapie reste toujours la solution compulsive indispensable pour
la pérennité de cette industrie. Une enquéte realisee aux USA entre 1995 et 1999, montre, que
les anticoccidiens sont utilisés dans 99% des élevages de poulet standard, a I’instar de la
plupart des pays a travers le monde entier (Chapman, 2001). Une analyse réalisée, entre 2013
et 2014, aux USA indique que I'utilisation des anticoccidiens varient entre 60 a 99%, en
fonction de la période de I’année. La consequence de cette utilisation massive de ces
molécules, a permis le développement de souches d’Eimeria spp du poulet résistant aux
anticoccidiens. Cette résistance a été étudiee sur toutes les molécules anticoccidiennes, sous

toutes les conditions d’¢élevages du poulet (Chapman, 1997 ; Chapman et Jeffers, 2014).

Généralement, les anticoccidiens sont classés en deux groupes : les produits chimiques de
synthése qui agissent sur le métabolisme du parasite et les ionophores (lasalocide, monensin,
narasin, salinomycine, semduramicine), dérivés de la fermentation microbienne, qui altérent
le transport d’ions a travers la membrane du parasite, perturbant la balance osmotique (Naciri

et Brossier, 2009).

Les produits de synthéses comportent un large éventail de molécules exercant des modes
d’actions variées a noter : Inhibition de la respiration mitochondriale (inhibition de la
phosphorylation oxydative au niveau de la mitochondrie) du parasite (décoquinate, clopidol),
inhibition de la voie de la synthése de 1’acide folique (sulfamides), inhibition du transport de
la thiamine (en compétition avec la thiamine) a travers la membrane cellulaire (ampolium) et
pour de nombreux cas, notamment, le diclazuril, 1’halofuginone, le nicarbazin et la

robénidine, le mode d’action est mal élucidé (Chapman et Jeffers, 2014).

Actuellement, les associations de certains produits de synthéses (nicarbazin) et certains
produits ionophores (narasin) sont tres utilisées dans de nombreux pays, tels que 1’association

méthylbenzoquate et le clopidol employée par les passé (Chapman et Jeffers, 2014).

Une approche adoptée dans les élevages avicoles, afin d’éviter ou de minimiser les problémes
de résistance, est d’alterner dans le méme élevage entre les molécules anticoccidiennes, ayant
des modes d’actions différents. Sur terrain, cette alternance peut prendre plusieurs formes ou

programmes, notamment, le programme dénommée « shuttle program ou le programme
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navette » au cours duquel différents produits anticoccidiens sont incorporés dans les aliments
des oiseaux en fonction de la phase d’¢élevage :
e Souvent les produits de synthése tels que le nicarbazin, sont incoporés dans 1’aliments
démarrage.
e Les ionophores sont, généralement, introduits dans 1’aliment croissance (Chapman et
Jeffers, 2014).

Une autre approche, celle dénommeée « rotation program ou le programme rotation », consiste
a alterner entre différentes bandes successives par différents produits anticoccidiens, ayant des
modes d’actions différents (McDougald,1982).

Le but visé par I’utilisation de ces programmes, réside dans la lutte contre la sélection de
souches résistantes ; S’il y avait une éventuelle sélection de souches résistante vis-a-vis du
premier anticoccidien utilise, elles seraient éliminées par I’effet du second anticoccidien.
Cette approche demeure sans fondement. (Chapman et Jeffers, 2014), toutefois, le « shuttle
program ou le programme navette » et le « rotation program ou le programme rotation », ont
témoigné d’un ralentissement de ’acquisition de la résistance des Eimeria isolées de terrain
(Chapman, 1997 ; Peek et Landman, 2003 ; Chapman et Jeffers, 2014).

11. VACCINATION

Les vaccins anticoccidiens les plus commercialisées, a travers le monde, contiennent des
oocystes vivants atténuées ou non atténuées, de souches de coccidies (Shirley et al., 2007),
I’utilisation de ces types de vaccins ayant été limitée a la poule pondeuse (Chapman et
Jeffers, 2014).

L’utilisation des vaccins commerciaux dans les élevages est, généralement, axée sur
I’administration dans 1’eau de boisson ou la pulvérisation sur 1’aliment ; ces méthodes
laborieuses, rendent la vaccination peu pratique. La pulvérisation du vaccin dans 1I’éclosoir est
une méthode trés pratique chez le poulet de chair (Chapman, 2000 ; Williams, 2002a,
Chapman et Jeffers, 2014).

Les vaccins vivants, comportent des doses oocystales trés faibles par sujet; il parait

anecdotique que le faible nombre d’oocystes vaccinaux, ait un impact significatif sur la
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population des coccidies, quasi présente dans les élevages poulet. Toutefois, des
expérimentations ont montré qu’une dose ingérée d’E. tenella, de 1’ordre de 10 oocystes/sujet

peut donner 500000 oocystes de progéniture (Chapman, 1978).

L’administration des vaccins anticoccidiens, Via la méthode de pulvérisation dans 1’éclosoir,
n’assure pas I’ingestion des oocystes par tous les poussins ; la majorité des oiseaux regoivent
les oocystes vaccinaux par la glande uropygienne, ou par I’ceil ; les oocystes atteignent
I’intestin en passant par le tractus lacrymal, gagnant par la suite les cavités nasales, le pharynx
(Chapman et al., 2002).

Il est admis, que lors de la pulvérisation vaccinale dans 1’éclosoir, seuls, 50% de poussins
présents dans la chambre de pulvérisation, regoivent une dose de 1’ordre de 10 oocystes (ou
plus) ; 50000 poussins vaccinés, peuvent produire plus de 1 billion d’oocystes d’Eimeria spp

dérivés du vaccin et donc fort probablement sensible aux molécules anticoccidiennes.

Certains vaccins, comme COCCIVAC™ et PARACOX™ contiennent des souches d’Eimeria
isolées avant ’introduction d’un grand nombre de molécules anticoccidiens, donc, fort
probablement sensibles aux anticoccidiens, d’autant qu’elles (souches d’Eimeria vaccinales
isolées) sont stockées et préservées pendant de nombreuses années dans des laboratoires.
Ainsi, les coccidies vaccinales restent genétiquement sensibles aux anticoccidiens; on
soutient, que leurs progénitures sont, également, sensibles. Il est concevable, que 1’utilisation
de ce genre de vaccins, permet d’augmenter la population des coccidies chimio-sensibles, a

I’intérieur d’un élevage avicole (Chapman et Jeffers, 2014).

Certains auteurs, notamment, Long et al. (1985), admettent que dans une population
coccidienne mixte contenant des coccidies résistantes et des coccidies sensibles aux
anticoccidiens, la prédominance est imputable a ces dernieres en I’absence d’un traitement
anticoccidien permettant la sélection des population chimiorésistance (Chapman et Jeffers,
2014). L’approche de la restauration de la sensibilié d’une molécule anticoccidienne est tres
recommandée; elle s’effectue par 1’utilisation de vaccins anticoccidiens pendant une période
suffisante, permettant le recylage, a partir de la litiere, des coccidies dérivées du vaccin
anticoccidiens. L’ingestion répétée, de faibles doses d’oocystes de coccidies vaccinales,

permet le developpement d’une immunité solide (Chapman et Jeffers, 2014).

33



Chapitre 1 Etude bibliographique

12. RESTAURATION DE LA SENSISIBILITE AUX ANTICOCCIDIENS

L’introduction, dans une population coccidienne chimio-résistante, de souches
coccidiennes sensibles aux anticoccidiens telles que les souches vaccinales ou les souches
maintenues dans des laboratoires, peut influencer le profil de la population coccidienne,

devenant sensible (Jeffers, 1976a).

Ball (1966), a obtenu a travers une experimentation réalisée sur des poulets non traités par les
anticoccidiens, une dimunition de la population de souches chimio-résistantes d’E. tenella
aprés I’inoculation des oiseaux par un grand nombre d’oocytes d’une souche d’E. tenella
sensible aux anticoccidiens. Des résultats similaires ont été obtenus par McLoughlin et
Chute (1979), ayant constaté une perte de la résistance a I’amprolium des souches d’Eimeria

du poulet apres les avoir mixées a des souches sensibles au méme anticoccidien.

La restauration de la sensibilité vis-a-vis du monensin, apres utilisation, du vaccin
COCCIVAC-B™ a été démontrée par Chapman (1994). Ce vaccin anticoccidien qui a été
commercialisé pour la premiére fois en 1952, contient des souches d’Eimeria spp virulentes
non atténuées, isolées et maintenues (par propagation) depuis cette année dans le laboratoire
(Williams, 2002b). Une augmentation de la sensibilité vis-a-vis du diclazuril et la
salinomycine, des souches d 'Eimeria spp de terrain a été observée apérs ’utilisation du méme
vaccin (Mathis et Broussard, 2006; Jenkins et al., 2010).

Jeffers (1975) et Shirley (1989), soutiennent que 1’utilisation des vaccins contenant des
parasites atténués, a peu d’effet sur la restauration de la sensibilité aux anticoccidiens des
Eimeria, tant que le potentiel du pouvoir de reproduction des parasites vaccinaux est altéré.
Toutefois, une restauration partielle vis-a-vis du diclazuril et du monensin a été obtenue apres
utilisation du vaccin vivant atténué¢, PARACOX™ (Peek et Landman, 2006).

L’approche de la restauration de la sensibilté aux anticoccidiens ne concerne pas uniquement

les Eimeria spp du poulet mais, également, celles de la dinde (Mathis et McDougald, 1989).

En se basant sur cette approche, plusieurs auteurs proposent des programmes de rotation

annuels, en alternant la chimiothérapie anticoccidiennes et la vaccination (Chapman et al.,
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2002, 2010). La figure 3, decrit une variante de « rotation program ou le programme rotation
», appliquée sur les élevages de poulet de chair:

e Sur les deux premieres bandes de 1I’année (de Janvier au mois d’Avril): Il est procedé
a lapplication de la chimiothérapie anticoccidenne par utilisation d’un des
programmes suivants:

» Programme continu: Il est effectué par I’utilisation d’ionophores dans
I’aliment démarrage et I’aliment croissance.

» Shuttle program ou le programme navette : Le programme navette consiste a
utiliser un anticoccidien de synthése dans I’aliment démarrage et un
ionophore dans I’aliment croissance ou un ionophore potentialis€ par une
association (Exemple : L association nicarbazin et narasin).

e Sur les troisieme et quatriéme bandes de 1’année (de Mai au mois d’Aout): La
vaccination anticoccidienne peut étre utilisée sur les deux bandes correspandant a cette
période. Le but de cette vaccination a I’instar de prévenir les coccidioses cliniques et
subcliniques, est de repeupler les batiments d’¢élevages par des souches d’Eimeria spp
sensibles aux anticoccidiens (Chapman et Jeffers, 2014).

e Sur les cinquiéme et sixieme bandes de 1’année (de Septembre & Decembre): Il est
recommandé la realisation d’un autre programme de chimiothérapie basé sur

I’utilisation d’anticoccidiens différents (Chapman et Jeffers, 2014).

Sur la foi type de programme est employé aux USA, a une proportion de I’ordre de 35-40% et
ce, dans les élevages de poulet chair. Les procédures de nettoyages et de vides sanitaires entre
chaque bande permettent de réduir au maximum la population coccidiennes a I’interieur des

élevages (Chapman et Jeffers, 2014).
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Successive Flocks
1. Chemotherapy
2. Chemotherapy
3. Vaccine

4. Vaccine

5. Chemotherapy
6. Chemotherapy

Figure 3. Programme anticoccidien annuel proposé et appliqué
sur les six bandes de poulet de chair au cours de I’année. La
chimiothérapie consiste a administrer des anticoccidiens
ionophores, de synthéses et des ionophores potentialisées

(Chapman et Jeffers, 2014).
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Chapitre 2
Evaluation de la sensibilité d’un pool d’isolats d’Eimeria
acervulina et d’Eimeria maxima, isolées a partir des élevages
Algériens- Jijel- de poulet de chair, vis-a-vis de cing molécules
anticoccidiennes

Durant la seconde moiti¢ du siécle dernier et a travers le monde, la chimiothérapie a donné
lieu a un controle efficient de la coccidiose du poulet, de sorte que 1’utilisation si répandue
des anticoccidiens dans 1’aliment de la volaille rend tres difficile ’estimation des éventuelles

pertes causées par leurs éventuelles absences (Chapman, 1984 ; Chapman, 2005).

Cependant, des doutes considérables ont été avancés au sujet de la perspective a long terme de
la chimiothérapie (Fayer et Reid, 1982 ; Ryley, 1982 ; Chapman, 1984). Deux raisons
peuvent tre suggérées a propos de cette perspective pessimiste :
e [’augmentation du colt de la recherche dans le domaine de développement de
nouvelles molécules anticoccidiennes.
e Le développement de la résistance anticoccidienne a €té observé vis-a-vis de presque
toutes les molécules anticoccidiennes utilisées ; dans certains cas, tant et si bien que la
durée de la commercialisation d'un nouveau produit a été insuffisante pour justifier les

colits engendrés pour son développement (Chapman, 1984).

De prime abord, on pensait que les Eimeria spp ne pouvaient pas développer de résistance aux
ionophores mais de nombreuses études relativement récentes ont laissé apparaitre le contraire.
C’est le cas par exemple, de Mathis (1999) qui a examiné la sensibilité des isolats d’Eimeria
acervulina, Eimeria maxima et Eimeria tenella, aux monensin, salinomycine, narasin et
lasalocide et a constaté que ces molécules ont été d’une efficacité médiocre vis-a-vis de ses
isolats. D’autres chercheurs, notamment, Chapman et Hacker (1994) ont obtenu des
conclusions identiques. Actuellement, la résistance aux anticoccidiens est reconnue comme

étant le principal facteur d’échec de la chimiothérapie dans le controle de la coccidiose.

Il existe 3 types de tests permettant I’évaluation de la sensibilité (ou la résistance) des Eimeria

spp du poulet aux anticoccidiens :
o Battery test (ou anticoccidiogramme), test réalisé sur batterie, comportant au moins 3
lots : a/ Inoculé Traité b/ Inoculé Non Traité ¢/ Non Inoculé Non Traité. Il permet

d’étudier I’efficacité des anticoccidiens vis-a-vis des isolats d’Eimeria spp de terrain.
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Il est utilisé, également, pour déterminer la dose efficace (dose préventive ou curative)
d’un nouveau produit, susceptible de contrdler la coccidiose.

o Floor test (ou test réalisé sur sol), est une méthode tres fiable pour mesurer I’effet des
anticoccidiens dans le contréle de la maladie et dans 1’amélioration (ou la
détérioration) des performances des oiseaux. Il permet, également, de confirmer
I’efficacité d’une dose sélectionnée. Il doit comporter, au moins 3 lots : a/ Inoculé
Traité b/ Inoculé Non Traité ¢/ Non Inoculé Non Traité.

o  Commercial test (ou test commercial), méthode permettant de tester un anticoccidien
dans des conditions d’¢levage intensif de poulet de chair (Chapman, 1998 ;

Holdsworth et al., 2004 ; Conway et Mckenzie, 2007).

En Algérie, la prophylaxie anticoccidienne dans la production de poulet de chair, est focalisée
sur la chimio-prévention, basée surtout sur l'addition des coccidiostatiques dans 1’aliment,
notamment, les antibiotiques ionophores ou certaines molécules de synthéses et sur la
prescription du vétérinaire traitant d’un schéma prophylactique anticoccidien au cours de la
bande, souvent dans l'eau de boisson, par I'utilisation différentes molécules (sulfamides,

amprolium, toltrazuril, etc.).

Il a été procédé, dans ce chapitre, a la réalisation du Battery test, au cours duquel a été testé la
sensibilité¢ d’un pool d’isolats d’Eimeria acervulina et d’Eimeria maxima, issues de certains
¢levages de poulet de chair, dans la Wilaya de Jijel (Algérie), vis-a-vis de 5 molécules

anticoccidiennes utilisées dans le terrain algérien.

1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Description du schéma expérimental
Dans le but d'évaluer la sensibilité et/ou la résistance de deux espéces E. acervulina et
E. maxima d'un pool d’isolats, prélevés dans la région de Jijel, vis-a-vis de certaines
molécules anticoccidiennes un battery test (anticoccidiogramme ou AST pour Anticoccidial
Sensitivity Test), a été mis en place. Ce faisant, nous avons choisi 5 produits anticoccidiens

utilisés dans le terrain algérien, chacun comportant une seule molécule anticoccidienne.

Chaque produit correspond a un lot traité, lequel est I’objet d’inoculation par une dose

déterminée d’E. acervulina et E. maxima. Les lots correspondant aux produits ont été
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comparés deux a deux entre eux ; une comparaison étant, également, réalisée entre les 5 lots
traités et deux autres lots témoins non traités d'anticoccidiens, I'un inoculé, I'autre non inoculé

(Conway et Mckenzie, 2007).

1.2. Molécules anticoccidiennes testées
Les produits testés sont utilisés dans les ¢levages algériens, notamment, de poulets de
chair, de poulette future pondeuse élevée au sol, de poulette future reproductrice (ponte et
chair), de reproductrice (ponte et chair), de dinde de chair, etc. Ils appartiennent a deux

groupes d'anticoccidiens communément reconnus, ainsi qu’en fait foi le tableau 1.

Tableau 1. Molécules anticoccidiennes utilisées.

Produit de synthése Antibiotique ionophore

Diclazuril Lasalocide-sodium
Monensin- sodium
Narasin

Salinomycine-sodium

Le tableau ci-dessous laisse apparaitre les produits anticoccidiens testés dans I’étude :

Tableau 2. Produits anticoccidiens testés.
Générique Produit testé Mode Dose administrée

d'addition (ppm)

Clinacox 0.5% Premix™ 1 Kg contient 5 g de diclazuril Aliment
(Elanco®, Division Eli Lilly,

Canada)

Avatec Medicated Premix™ 1 Kg contient 150g de Aliment 125
(Alpharma, Canada) lasalocide-sodium

Elancoban G200™ (Elanco 1 Kg contient 200g de Aliment 125

Animal Health. Lilly House, UK)  monensin-sodium

Monteban ~ G100™  (Elanco 1 Kg contient 100 g de narasin Aliment 70
Animal Health. Lilly House, UK)

Sacox™ (MSD Animal Health, 1 Kg contient 120 g de Aliment 60
USA) salinomycine-sodium

Il est a faire remarquer, qu’il a été tenu compte du strict respect des doses et des modes

d'administration prescrits par les producteurs.

1.3. Conception de I'élevage expérimental
280 poussins d'un jour, non sexés, ont été mis en place sur une batterie. Les oiseaux
appartiennent :
¢ A la méme souche de poulet de chair ; Cobb 500.
e Au méme ¢élevage de reproductrice.

e Au méme couvorlr.

Les oiseaux sont élevés, en batterie en métal inoxydable, répartis a 10 sujets/cage (hauteur x

largeur x longueur = 50 cm x 60 cm x 100 cm) pour une densité de ’ordre de 1 poussin/60
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cm’ (Shirley, 1995 ; Holdsworth et al., 2004 ; Conway et McKenzie, 2007 ; Peek, 2010),
dans des températures ambiantes variant de 32°C au démarrage (maitrisée par des éleveuses a

gaz dans un espace confiné) a 25°C a la fin de 1'¢levage expérimental (22°™ jour d’4ge).

Durant toute la période de I'élevage expérimental, les poussins regoivent I'eau et I’aliment ad-
libitum, subissant une durée d'éclairage de 24 heures sur 24 heures, assurée par des lampes
incandescentes classiques (Holdsworth et al., 2004 ; Conway et McKenzie, 2007 ; Peek,
2010).

Il faut signaler qu’il est utilisé une seule formule alimentaire couvrant tous les besoins de la
phase démarrage du poulet standard. La formule alimentaire, préconisée aux poussins, est

énoncée dans le tableau ci-apres :

Tableau 3. Composition de I’aliment utilisé
dans I’étude.

Ingrédients Proportion (%)
Mais 61.75

Tourteaux de soja 35

Carbonate de calcium 0.7

Phosphate bicalcique 1

NaCl 0.025
Bicarbonate de sodium 0.025

C.M.V (sans anticoccidiens”) 1.5

" Au 12°™ jour d’dge, il a été procédé a lajout des anticoccidiens aux
lots correspondants ; C.M.V: Complément Minéral Vitaminé.

Au 5™ jour d’age, il a été procédé a la vaccination des poussins contre la maladie de
Newcastle et la bronchite infectieuse et ce, en appliquant dans 1’eau de boisson, un vaccin
bivalent (HIPRAVIAR™ B1/H120, Spain) comportant les 2 valences suivantes :

e Virus vivant atténué de la maladie de Newcastle : Souche HB1 (Hitchner B1).

e Virus vivant atténué de la bronchite infectieuse : Souche H120.

1.4. Identification des lots
Au 12°™ jour d'Age, les poussins (280 sujets) sont répartis selon leur poids sur 7 lots,
dont chacun comporte 40 sujets répartis sur 4 répétitions de 10 poussins. Chaque lot a été

identifié par un numéro (Tableau 4).

Tableau 4. Lots identifiés dans 1'étude.

Numéro du lot Traitement Inoculation
1 Diclazuril +
2 Lasalocide-sodium +
3 Monensin-sodium +
4 Narasin +
5 Salinomycine-sodium +
6 (Témoin) Non traité +
7 (Témoin) Non traité -

+ : Inoculé ; - : Non inoculé.
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1.5. Description de l'inoculum

1.5.1. Origines des isolats

L'inoculum est élaboré a partir d'un pool d'isolats d'Eimeria spp (de terrain) non
sporulés, prélevés sur 34 élevages de poulet de chair, de taille variant entre 3000 a 5000 sujets

et répartis sur différentes régions de la Wilaya de Jijel.

Il est a noter que dans tous les élevages sélectionnés, le monensin-sodium est le seul additif
anticoccidien utilisé dans I’aliment et ce, a travers plusieurs lots antérieurs (Tableau 5).

Tableau 5. Origines des isolats.

Nombre d'élevage

Beni-Ahmed 5
Jijel 3
Kaous 5
Kennar 6
Taher 9
Texanna 6

Dans tous les élevages sélectionnés, les prélévements ont été effectués a la fréquence d'une
fiente fraichement émise pour 100 sujets tout en évitant les régions humides entourant les

abreuvoirs (fientes mouillées et fermentées).

Les prélévements sont introduits dans des boites de 160mL, contenant chacune 60mL de
dichromate de potassium (k2Cr20O7) a 2.5%. Ils sont réalisés une journée par semaine et ce,
pendant les semaines d'dge suivantes : 3™ ou 4™ semaine, 5°™ ou 6°™ semaine, 8™ ou 9°™°

semaine (Williams, 2006).

1.5.2. Sporulation et stockage des oocystes

Les prélevements réalisés sont transférés au laboratoire; aprés quoi les oocystes
non sporulés sont séparés de la matiére fécale. Apres le rincage avec de 1’eau distillée, les
oocystes non sporulés sont remis dans une solution de dichromate de potassium a 2.5%. La
suspension oocystale est incubée a une température de I’ordre de 28-30°C pendant 48 heures,
sous les conditions d’aération forcée, assurée par une pompe a air pour aquarium (afin

d’assurer un apport suffisant d’oxygene).
Il est a faire observer que la sporulation doit se réaliser en mettant la suspension en couche
mince (en évitant une grande profondeur), dans le récipient, pour assurer une bonne

concentration en oxygene.
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A T’issue de I’incubation des oocystes, le taux de sporulation est vérifié par le décompte des
oocystes sporulés en procédant a plusieurs lectures aux grossissements 10 (100x) et 40
(400x). Il importe de noter, également, qu'un bon inoculum, doit posséder un taux de

sporulation supérieur a 80% (Shirley, 1995).

Avant le stockage des oocystes sporulés, on procéde a plusieurs décomptes de parasites par la
technique de McMaster Modifiée (Taylor et al., 1995), tout en réalisant des dilutions répétées
par le dichromate de potassium entre chaque comptage, permettant, ainsi, d’obtenir la

concentration oocystale recherchée (Shirley, 1995).
Les oocystes sporulés sont conservés dans la solution de dichromate de potassium a 2.5%, a
une température de réfrigération de ’ordre de 4°C et ce, jusqu’au jour de 1’utilisation (environ

1 mois) (Shirley, 1995).

1.5.3. Identification des espéces d’Eimeria spp dans I’inoculum

L'inoculum préparé dans cette étude est mixte, contenant 2 especes d'Eimeria spp
du poulet: E. acervulina (66 %), E. maxima (34 %). L'identification de ces 2 Especes
d'Eimeria spp s’effectue par 2 techniques :

e Identification par morphométrie, réalisée dans le laboratoire « P.A.D.E.S.C.A,
Université des fréres Mentouri Constantine 1- Algérie », basée sur plusieurs critéres
morphologiques dont les plus importants sont les mensurations des parasites.

e Identification par biologie moléculaire par la technique ITS1-PCR (Internal
Transcribed Spacer 1- Polymerase Chain Reaction), basée sur I’amplification des
séquences ITS1-rDNA (Internal Transcribed Spacer 1- ribosomal DNA) spécifiques a
chaque espéce d’Eimeria spp du poulet (Jenkins et al., 2006), réalisée dans le
laboratoire « Animal Parasitic Diseases Laboratory, Beltsville Agricultural Research

Center, Agricultural Research Service, Beltsville, USA ».

Il est d’importance de remarquer que les proportions des 2 espéces identifiées dans le pool

d’isolats (E. acervulina, E. maxima) sont mises en évidence par la morphométrie.
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Margueur de taille E. acervidinag FE. mavima

100 bp

500 —

400 —

300 —

200 —

100 —

Figure 1. Détermination, par la technique
ITS1-PCR, des espéces présentes dans

Pinoculum utilis¢ dans DPétude. *. Bande
correspondant a l’espéce E. acervulina (Taille du fragment d’ADN
amplifié = 310 nt). **: Bande correspondant a l'espéce E. maxima
(Taille du fragment d’ADN amplifié = 144 nt). 100-bp DNA markers
(HyperLadder™100bp, Bioline, UK).

1.5.4. Rendement oocystal

Au total il a été effectué, environ 102 prélevements, pesant chacun environ 100 g.
Le nombre oocystal moyen par gramme de féces (OPG) prélevés étant de I'ordre de 9200

oocystes.

1.5.5. Dose oocystale par sujet

Avant I’inoculation, les oocystes sont lavés 2 a 3 fois par des centrifugations
répétées dans de I’eau de robinet, aprés quoi ils sont remis dans une solution de tampon

phosphate (PBS : Phosphate Buffer Saline ; pH =7.2).

Le nombre d'oocystes sporulés par millilitre de suspension est fixé a 170150. Ce nombre est
obtenu par des dilutions répétées aprés comptages des parasites par la technique McMaster

modifiées (Taylor et al., 1995).
La dose oocystale inoculée pour chaque oiseau est de I'ordre de 340300 oocystes sporulés/2

ml de solution PBS (Holdsworth et al., 2004 ; Williams, 2006 ; Conway et McKenzie,
2007 ; Bafundo et al., 2008 ; Peek, 2010).
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1.6. Schéma expérimental

1.6.1. Médication

Depuis leur mise en place au 11°™ jour d'Age (48 heures avant l'inoculation), les
poussins regoivent un aliment de démarrage sans anticoccidiens. Pendant cette période, il est
confirmé que les poussins mis en place sont exempts de coccidies et ce, par la recherche des
parasites (technique de flottation) dans 5 a 10 g de fientes prélevées de chaque cage pendant

les journées suivantes : 117, 4%me, 7¢me et 10 jours d'age.

Au 12°™ jour d'age (2 jour avant I’inoculation), les oiseaux sont répartis en 7 lots de 40 sujets,
dont chacun est divisé en 4 répétitions de 10 poussins recevant l'anticoccidien correspondant
dans l'aliment, jusqu'au 8™ jour post-inoculation (22 jour d'dge : date correspondant a la

fin de 1'¢levage expérimental).

Il est a noter que les lots témoins 6 et 7 (Inoculé Non Traité et Non Inoculé Non Traité) ne
recoivent aucun produit (Holdsworth et al., 2004 ; Williams, 2006 ; Conway et McKenzie,
2007 ; Bafundo et al., 2008 ; Peek, 2010).

Dans les lots 1, 2, 3, 4 et 5, les anticoccidiens sont incorporés continuellement dans I’aliment
et ce, dans ’intervalle allant de 48 heures avant I'inoculation (12°™ jour d'Age) au 8™ jour

post-inoculation.

1.6.2. Inoculation
Au 14°™ jour d'age, chaque poussin des lots 1 a 6, recoit, via le gavage, un
volume de 2 mL de suspension contenant une dose de 340300 oocystes sporulés d'E.
acervulina (224500 oocystes) et E. maxima (115 600 oocystes) et ce, a l'aide de seringues

reliées aux sondes urétrales pour chats (Buster Cat Catheter ; sterile, 1.0 x 130mm, Chine).
Il est a noter que les poussins du lot témoin numéro 7 (Non Inoculé Non Traité), regoivent

chacun 2 mL d'eau distillée, au 14°™ jour d'age (Logan et al., 1993 ; Naciri et al., 2003 ;
Holdsworth et al., 2004 ; Conway et McKenzie, 2007 ; Bafundo et al., 2008 ; Peek, 2010).
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Traitements anticoccidiens: Ajouts danticoccidiens dans les aliments;
du 12eme jour d'age 4 1a fin de l'elevage expenmental. Lot 1. Diclazunl/
Lot 2. LasalocideLot 3. Monensin/ Lot 4. Narasin/ Lot 5. Salinomycine.
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Figure 2. Schéma expérimental.

1.6.3. Paramétres retenus

Lors d’un anticoccidiogramme (AST), les paramétres considérés pour
I’évaluation de la sensibilité sont: mortalité, gain de poids, indice de consommation, score
lésionnel, hématocrite, taux des caroténoides dans le sérum ou le plasma, indice fécal et

excrétion oocystale. Les 4 premiers criteres sont les plus communément étudiés, les autres
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¢tant laissés au choix de l'investigateur (Holdsworth et al., 2004). Pour ce faire il a été

procédé a I'évaluation des critéres suivants :

1.6.3.1.Parameétres zootechniques
e Poids moyen et gains de poids
Des pesées individuelles et journaliéres, ont été effectuées, sur tous les
poussins des 4 réplications des 7 lots, y compris les sujets morts et ce, a l'aide d'une balance
¢lectronique, apres quoi il a été procédé au calcul des gains de poids cumulés, sur 3 trois
intervalles de temps suivants:
> 1 au 14%™ jour d'age.
> 14°m ay 22%m¢ jour d'age.
> 1 au 22°™ jour d'age (Guo et al., 2007).

o [ngéré alimentaire et indice de consommation
Dans chaque lot, les ingérés quotidien et cumulé sont calculés et enregistrés
apres soustraction de 1"'aliment restant dans les mangeoires. Il est ensuite procédé au calcul
de I'indice de consommation (IC) dans toutes les réplications de chaque lot:

Quantité d’aliment distribuée

IC
Somme des gains de poids

1.6.3.2. Parametres lésionnels et parasitologiques
e Excrétion oocystale
La mesure de I'excrétion oocystale du 19°™ au 22°™ jour (du 5™ au 8°™ jour
post-inoculation) dans les 7 lots étudiés est effectuée par la méthode quantitative de
McMaster modifiée (Taylor et al., 1995). Celle-ci est réalisée sur 3 prélevements de fientes
effectués le matin (entre 8 heures et 9 heures, pendant les journées sélectionnées : 19°™,
20°%me, 216me 22¢me jour) sur les 4 répétions de chaque lot. Il est prélevé de 10 a 20 g de

feces/cage/prélevement.

e Scores lésionnels
A 21 jours d'age (7°™ jour post-inoculation), la moitié des poulets de chaque
lot (5 sujets/répétition = 20 sujets/lot) est sacrifiée (par saignée) dans le but de parfaire les

scores lésionnels selon la méthode et le baréme de Johnson et Reid (1970). Il importe
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d’observer que l'autre moitié¢ est différée d’un un jour pour évaluer I’excrétion d'oocystes au

22¢m¢ jour d'age (8°™ jour post-inoculation).

Le score Iésionnel établi par Johnson et Reid (1970) est une notation permettant de classer
numériquement les Iésions macroscopiques causées par les coccidies. Ce faisant, et selon les
especes d'Eimeria spp existant dans notre inoculum (E. acervulina, E. maxima), il a été
procédé aux scores lésionnels correspondant a ces 2 especes (Johnson et Reid, 1970 ;

Conway et McKenzie, 2007 ; Peek, 2010) :

» E. acervulina

Elle envahit, généralement, la muqueuse duodénale, mais dans les
infections lourdes elle peut méme s'étendre jusqu'au jéjunum inferieur, 1'iléon et le bas
intestin.

Score 0 : Pas de 1ésions macroscopiques.

Score +1: Lésions blanchatres en forme de plaques, éparpillées et

confinées au niveau du duodénum, contenant des oocystes en

développement. Ces Iésions sont disposées transversalement par

rapport au grand axe de l'intestin, lui donnant I’aspect de barreaux

d’échelle. Elles sont visibles a partir de la muqueuse et de la surface

séreuse, ne dépassant pas 5 1ésions par cm?.

Score +2: Les Iésions sont plus nombreuses, étroitement agglomérées

mais non coalescées pouvant s’étendre 20 cm au-dessous du duodénum

a la 3°™° semaine d’Age. La paroi intestinale n’est pas épaissie, le
contenu intestinal est normal.
Score +3: Les Iésions sont trés nombreuses entrainant leur coalescence
avec la réduction de la taille de I¢ésions, donnant a l'intestin un aspect
d’enduit. La paroi intestinale est €paissie, le contenu intestinal est
aqueux. Les lésions peuvent s'étendre au-dela du diverticule du sac
vitellin.
Score +4: La muqueuse parait grisatre avec des Iésions complétement
coalescées. Des pétéchies peuvent étre observées, toutefois, et lors des
infections lourdes la congestion peut atteindre la muqueuse entiére lui

donnant une couleur rouge vif (Morehouse et McGuire, 1958). Les

Iésions individuelles sont confondues au niveau du haut-intestin. Les
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Iésions en barreaux d’échelle typique de cette espéce se manifestent
dans le l'intestin moyen. La paroi intestinale est considérablement
¢épaissie, la lumiére intestinale est remplie d’un exsudat crémeux trés
chargé en parasites (oocystes). Le score +4 est généralement

accompagné de la mort des sujets atteints.

» E. maxima

Les infections a E. maxima sont localisées dans l'intestin moyen de part
et d'autre du diverticule de Meckel. Lors des infections séveres, les 1ésions peuvent s'étendre
de la portion haute du duodénum jusqu'a la jonction iléo-caecal. Les Iésions manifestées par
cette espéce sont tardives, aux environs du 6°™ au 7°™ jour post-infection.

Score 0 : Pas de 1ésions macroscopiques.

Score +1: Un nombre restreint de pétéchies peut étre discerné a partir

de la face séreuse de I’intestin moyen. On n’observe ni ballonnement ni

épaississement de I’intestin, bien que de petites quantités de mucus

orangé puissent €tre présentes.

Score +2: La séreuse laisse apparaitre un nombre important de

pétéchies. La lumiére intestinale peut €tre remplie de mucus orangé. La

paroi intestinale est épaissie avec absence ou présence d’un léger

ballonnement.

Score +3: La paroi intestinale est épaissie, l'intestin ballonné, la

muqueuse rugueuse, le contenu intestinal est rempli de caillots de sang

et du mucus.

Note +4 : L’intestin est ballonné pour la majeure partie de sa longueur.

Le contenu intestinal contient de trés nombreux caillots de sang et du

sang digéré générant une couleur caractéristique et une odeur putride.

La paroi est tres épaissie. La mort survient, généralement, avec ce score

(Johnson et Reid, 1970).

» Raclage de la muqueuse
Afin de confirmer les Iésions coccidiennes observées lors de la
nécropsie, il a été procéd¢é aux raclages des muqueuses intestinales inspectées (duodénum,
jéjunum, iléon) a I’aide des lames de bistouri. Les produits de raclages sont ensuite étalés

entre lames et lamelles, aprés quoi elles sont observées au microscope optique, aux
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grossissements 10 (100x) et 40 (400x), en vue de rechercher des oocystes non sporulés,
schizontes ou gamétocytes. Il est a faire remarquer qu’il est observé sur tous les produits de
raclages, des oocystes non sporulés et/ou des schizontes et/ou des gamétocytes des especes E

acervulina et E. maxima.

A partir des produits de raclages intestinaux réalisés sur les sujets autopsiés, on a ¢laboré un
pool purifié¢ d’oocystes non sporulés et ce, dans une solution de dichromate de potassium a
2.5%, aprées quoi, il a été procédé a la mise a sporulation des oocystes. Un aliquote de ce pool
(d’oocystes sporulés) obtenu a été transféré aux Etats Unis, au laboratoire « Animal Parasitic
Diseases Laboratory, Beltsville Agricultural Research Center, Agricultural Research Service,
Beltsville, USA » pour identifier les especes d’Eimeria spp qu’il contient en utilisant la

technique ITS1-PCR.

Il faut signaler que les especes identifiées dans le pool, extrait des produits de raclages, sont

celles présentes dans I’inoculum : E. acervulina et E. maxima.

o Taux de Mortalité
Du 14%¢ au 21°™ jour, la mortalité journaliére a été enregistrée dans les 4
réplications de tous les lots, aprés quoi il a été procédé au calcul des taux de mortalité. Il est a
noter que les sujets morts ont été pesés et autopsi€s et ce, dans le but de déceler d’éventuelles

[ésions coccidiennes.

e Coupe histologique
Il a été effectué des coupes histologiques sur des segments intestinaux des
poulets autopsiés. Pour ce faire, 1 sujet ayant fait 'objet d’autopsie (au 21°™ jour d’Age) a
¢été pris au hasard sur chaque lot. Suite a quoi, un segment de 3 cm linéaire, de la partie la plus

haute du duodénum a été découpé et mis dans le formol 10%.
La coloration histologique d’hématoxyline-Eosine (Fortier et Hould, 2003) a été réalisée,

dans le Laboratoire d’Hygiene- Jijel, sur toutes les sections intestinales prélevées et ce, dans

le but :
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» D’observer les I1ésions coccidiennes microscopiques sous les
grossissements suivants : 10 (100x), 20 (200x), 40 (400x) et 100
(1000% avec l'huile d'immersion).
» De comparer les 1ésions microscopiques et macroscopiques.
» D’estimer les éventuels effets des traitements anticoccidiens sur

I’atténuation (ou I’exacerbation) des Iésions.

L’interprétation cyto-histologique a été faite avec I’aide d’un médecin spécialiste en cyto-

histologie du Laboratoire d’Hygiene- Jijel.

1.6.3.3. Interprétation et évaluation de la sensibilité du pool d’isolats
Dans le but d’interpréter les résultats obtenus et d’évaluer la sensibilité (ou la
résistance) du pool d’isolats étudié, vis-a-vis des molécules anticoccidiennes testées, il a été

convenu de deux approches :

» Baréme établi par McDougald et al. (1986)
Il consiste a évaluer la réduction du score Iésionnel par rapport au lot
Inoculé Non Traité (INT), pour chaque espece (ou souche) d’Eimeria spp :

Souche (ou espéce) d’Eimeria spp résistante : Si la réduction du score
1ésionnel par rapport au lot INT est inférieure ou égale a 30 %.

Souche (ou espéece) partiellement résistante (ou partiellement
sensible) : Si la réduction du score lésionnel par rapport au lot INT est
supérieure a 30 % et inférieure a 50 %.

Souche (ou espéce) pleinement sensible : Si la réduction du score

lésionnel par rapport au lot INT est supérieure ou égale a 50 %.

» Index Anticoccidien (ACI)
I1 s’agit d’une évaluation de I’efficacité anticoccidienne par le calcul de
I’Index Anticoccidien (ACI), s’accordant avec la procédure utilisée par Chapman (1989b),
fondée sur des bases décrites par McManus et al. (1968):

ACI = (%S + % GPM — (SLM x 10 + NO x 10°) x 0.4)

ACI : Index Anticoccidien (Anticoccidial Index).

%S : Pourcentage des survivants du lot inoculé traité.

%GPM : Pourcentage du gain de poids du lot inoculé traité par rapport au lot non inoculé non traité (NINT).
NO : Nombre Oocystal moyen.

SLM : Score lésionnel moyen du lot inoculé traité.
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Apres le calcul de I’ACI, il a été donné D’interprétation des résultats selon le 1’échelle
suivante :
Index Anticoccidien supérieur ou égal a 160 : L’isolat est considéré
comme étant sensible (S).
Index Anticoccidien compris entre 120-160: L’isolat est considéré
comme étant partiellement résistant (PR).
Index Anticoccidien est inférieur a 120 : L’isolat est considéré comme

¢tant résistant (R) (Chapman, 1989b).

1.6.3.4. Analyse statistique

Toutes les données ont été saisies dans une base informatique classique
(Microsoft Excel 2010, USA), apres quoi la vérification et le traitement statistique ont été
effectués a I’aide du logiciel SPSS 10.0 (Statistical Package for the Social) par I'utilisation du
mode¢le analyse de variance (ANOVA), avec un seuil de signification de I’ordre de p< 0.05%,
pour comparer les moyennes des différentes variables étudiées (poids moyens, gains de poids,
indices de consommation, taux de mortalité, indices Iésionnels, excrétions d’oocystes) entre
les 7 lots. Le Tukey test a été utilis€ dans le but de déterminer une différence significative

entre les moyennes comparées.

2. RESULTATS ET DISCUSSION

2.1. Parametres zootechniques
Le récapitulatif des résultats des paramétres zootechniques retenus dans 1’étude est

donné dans le tableau ci-apres :

Tableau 6. Récapitulatif des résultats des parametres zootechniques.
Gain de poids Moyen (g)" Indice de

lier au 14éme j()lll' 14éme au zzéme jour lier au Zzéme jour consommation

1 (Dic) 294 + 30 312+ 78 606 + 78 1.37 +0.01¢ 646.7+ 82
2 (Las) 289 + 40 250 + 8b 538 + 6b 141 ¥0.01° 579.2+ 8b
3 (Mon) 289 + 50 179 + 10¢ 468 + 7¢ 1.48 +0.03 508.9+ 8¢
4 (Nar) 292 + 40 205 + 9 497 + 8¢ 1.43 +0.02° 537.8+ 9b
5 (Sal) 293 + 30 279 + 8b 572 + 9sb 1.40 + 0.02b 612.2+ 7
6 (INT) 292 ¥+ 40 140 + 11¢ 433 ¥ 11¢ 1.52 +0.02 4737+ 11¢
7 (NINT) 290 + 50 332+ 70 622 + 8 1.34 +0.01¢ 662.3+ 92

*: Chaque lot comporte 4 répititions de 10 poulets/ ™: Les valeurs de la méme colonne suivies d’une lettre différente sont
significativement différentes (p< 0. 05) et ce, par ’ANOVA et le Tukey test / Dic: Lot Diclazuril/ Las: Lot Lasalocide-sodium/ Mon:
Lot Monensin- sodium/ Nas: Lot Narasin/ Sal: Lot Salinomycine-sodium/ INT: Lot Inoculé Non Traité/ NINT: Lot Non Inoculé Non
Traité.

Au cours des deux périodes étudiées : 14°™¢  au 22°"¢ jour et du 1™ au 22°"° jour, les
performances zootechniques (Gain de poids; IC ; poids moyens) (Tableau 6) sont meilleures

dans le lot Dic (Gain de poidsiseme-22¢me jour =312+7g; Gain de poids tier22¢me jour =606+7g;
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IC=1.3740.01; Poids moyen=646.7+8), trés altérés dans les lots Nar (Gain de poidsiseme-
22¢mejour =2051+9g;Gain de poids tier-22emejour=497+8g;1C=1.43 + 0.02;Poids moyen=537.8+ 9g),
Mon (Gain de poidsi4eme-22¢me jour =1794+10g; Gain de poids rier-22¢eme jour=468+7g; 1C=1.48 +
0.03; Poids moyen=508.9+ 8g). Une réduction significative des performances zootechniques
(p<0.05) est observée dans les traités inoculés: lots Las (Gain de poidsiseme-
228mejour =250+8g;Gain de poids tier-22¢mejour=338+6g;1C=1.41+0.01;Poids moyen=579.2+8g),
Nar, Mon, INT (Gain de  poidsiseme-22emejour=140+11g;Gain  de  poids iier-
22emejour=433+11g;1C=1.52+0.02;Poids moyen=473.7+11g) par rapport au lot témoin
NINT(Gain de poidsigeme-22emejour=332+7g;Gain de poids tier-
22¢mejour=022+8g;1C=1.344+0.01;Poids moyen=662.3+9g), exception faite des lots Dic et Sal
(Gain de poidsiseme22emejour=279+8g;Gain de poids tier22emejour=572+9g;1C=1.40+0.02;Poids
moyen=612.2+7g) (Tableau 6).

Dans les conditions pratiques, la résistance anticoccidienne se traduit, généralement, par une
détérioration de I’indice de consommation et du poids moyen, associée aux Iésions
coccidiennes et a une excrétion oocystale (Stephan et al., 1997). Par conséquent, lors des
expérimentations, les performances zootechniques sont, généralement, prises en compte pour

évaluer D’effet d’un traitement sur 1’infection coccidienne.

Fréquemment, le gain de poids est non affecté ou légérement réduit lors des infections légeres
causées par les coccidies intestinales, tandis que lors d’atteintes séveres, le gain de poids est
susceptible de réduction de 40 a 60 % par rapport a un lot non inoculé non trait¢ (Conway et

al., 1990).

Une infection expérimentale de I’ordre de 500 000 oocystes sporulés d’E. acervulina (souche
Ongar) par sujet, est responsable d’un indice de consommation treés altéré (3.11) et d’une
réduction du gain de poids de 40 % et ce, pendant les 7 jours post-infection (Williams, 1998).
Lors d’une expérimentation réalisée sur des poulets males de souche White Leghorn, Reid et
Johnson (1970), ont mis en évidence une baisse de gain de poids avec une augmentation des
scores lésionnels et ce, apres une inoculation par I’espéce E. acervulina. Long et al. (1980)
ont observé une importante dépression du poids moyen et des scores lésionnels élevés (allant
de 3 a 4), sur des poulets non immunisés inoculés par E. tenella, pour les poulets immunisés

le gain de poids et les scores lésionnels n’ayant pas été détériorés.
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Conway et al. (1990), ont fait observer que les traitements anticoccidiens, notamment, par la

salinomycime ont un effet bénéfique sur ’amélioration des performances zootechniques.

D’autre part, nous ne pouvons pas négliger le fait que les anticoccidiens, notamment les
ionophores (monensin, narasin, salinomycine, maduramycine, etc.), les dérivés triazines
(toltrazuril, diclazuril, clazuril, etc.) (Reid et al, 1972 ; Clarke et al., 1974 ; Frigg et
Schramm, 1977 ; Chappel et Babcock, 1979 ; Migaki et al., 1979 ; Jeffers et al., 1988 ;
Kutzer et Leibetseder, 1985 ; Kutzer et al., 1985 ; Seikh et al., 1988) ct la robenidine
(Reid et al., 1970) sont, ¢galement, des facteurs de croissance. Il est donc concevable que
cette vertu peut masquer ’effet d’une infection eimerienne ; par conséquent les résultats
expérimentaux peuvent étre mal interprétés surtout s’agissant des souches d’Eimeria spp

développant une faible résistance (Stephan et al., 1997).

Chapman (1980), définit un isolat comme étant :
e Résistant a un anticoccidien, si le gain de poids des poulets Inoculés Traités
n’est pas significativement différent de celui du lot Inoculé Non Traité.
e D’une sensibilité réduite, si le gain de poids du lot Inoculé¢ Traité est
significativement différent des deux lots témoins Inoculé Non Traité et Non

Inoculé Non Traité.

Sur la foi des résultats des parametres zootechniques, 1’observation établie par Chapman
(1980), incline a penser que les oocystes d’E. acervulina et d’E. maxima présentes dans le
pool d’isolat étudié, laissent apparaitre une :

o Sensibilité vis-a-vis du diclazuril : La différence du gain de poids (14°m -220me
jour, 110-22¢m¢ jour) et de I’indice de consommation étant non significative (P >
0.05) entre le lot Dic et le lot NINT.

o Sensibilité réduite (ou résistance partielle) vis-a-vis du lasalocide : Le gain de
poids (14°m -22¢m jour, 11-22°"° jour) et I’indice de consommation du Iot
lasalocide sont significativement meilleurs (P < 0.05) que ceux observés dans le lot
INT, en revanche, ils sont significativement plus mauvais (P < 0.05) que ceux

obtenus dans le lot NINT.
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e Résistance contre le mosensin : La différence du gain de poids (14°™ -22°™ jour,
1er-228me jour) et de I’indice de consommation étant non significative (P > 0.05)
entre le lot Mon et le lot INT.

o Sensibilité réduite (ou résistance partielle) vis-a-vis du narasin : Le gain de poids
(14%me _228me jour, 17-22°™ jour) et 1’indice de consommation du lot narasin sont
significativement meilleurs (P < 0.05) que ceux observés dans le lot INT, en
revanche, ils sont significativement plus mauvais (P < 0.05) que ceux obtenus dans
le NINT.

o Sensibilité vis-a-vis de la salinomycine: Le gain de poids (1'-22°™ jour) et
I’indice de consommation obtenus dans le lot Sal sont significativement meilleurs
(P <0.05) que ceux observés dans le lot INT. La différence des parametres suscités,

n’étant pas significative (P > 0.05) entre le lot Sal et le lot NINT.

2.2. Espéces d’Eimeria spp présentes dans I’inoculum étudié
Notre inoculum est un pool d’isolats d’Eimeria spp du poulet, élaboré a partir de 34
isolats issus de 34 ¢levages de poulets de chair situés sur différentes régions de la Wilaya de
Jijel. En dépit du nombre relativement grand des élevages sélectionnés, il n’a pu étre identifié
que 2 especes : E. acervulina et E. maxima, avec une prédominance de la premicre espece a
66 %. Cela incline a penser a la faible diversité des espéces d’Eimeria spp du poulet dans les

¢levages sélectionnés.

E. acervulina est I’espece la plus répandue dans les élevages de poulets de chair. Ce résultat
corrobore les conclusions des enquétes antérieures, notamment, celle menée en France, par
Williams et al. (1996), axée sur la prévalence de chaque espece d’Eimeria spp sur 22
¢levages de poulets de chair ; les résultats obtenus sont les suivants : E. acervulina (100%), E.
mitis (82%), E. tenella (77%), E. maxima (73%), E. praecox (45%) et E. brunetti (27%). En
Suede (Haug et al., 2008), Tchécoslovaquie (Kuéera, 2007), Royaume-Uni (Chapman,
1982 ; Williams, 2006) et en Pays-Bas (Braunius, 1987), la prévalence d’E. acervulina était,
également, de I’ordre de 100%.

Sur 75 % de prélevements réalisés sur des liticres de différents élevages de poulets de chair
traités exclusivement par le narasin, Haug et al. (2008), n’ont décelé qu’une seule ou 2

especes d’Eimeria spp ; E. acervulina étant présente dans tous les prélévements.
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S’agissant de la prévalence d’E. maxima, différentes conclusions ont été obtenues. Morris et
al. (2007) rapportent que les especes les plus répandues en Australie sont E. acervulina, E.
maxima et E. mitis. En Norveége la prévalence d’E. maxima est faible ; ce qui peut étre
expliqué, selon Haug et al. (2008), par I’age d’abattage précoce (38 a 40 jours), le pic

d’excrétion de cette espéce étant compris entre la 5°™ et la 8°™ semaine d’Age.

D’autres chercheurs utilisant la technique PCR, ont obtenu une composition en especes
d’Eimeria spp de poulet plus diversifiée ; toutefois, ils n’ont pas mentionné le type de
programme anticoccidien utilis€¢ dans les élevages ¢tudiés (Morgan et al., 2009 ; Vrbaet al.,

2010 ; Carvalho et al., 2011).

L’importante prévalence des deux especes E. acervulina et E. maxima, dans les élevages de
poulet de chair, est expliquée par les réflexions suivantes :
e Le développement rapide de la résistance aux anticoccidiens, comparé aux autres
especes d’Eimeria spp du poulet.
e Dans les conditions de terrain, ces 2 espéces posseédent des avantages sélectifs
(Résistance a la dessiccation, especes tres prolifiques, invasion et développement
des sites intestinaux envahis par d’autres especes) tendant a augmenter leur nombre

dans la liticre (Morgan et al., 2009 ; Vrbaet al., 2010 ; Carvalho et al., 2011).

2.3. Parametres lésionnels et parasitologiques
Les résultats des paramétres 1ésionnels et parasitologiques retenus dans 1I’étude sont
énoncés dans les tableaux ci-apres :

Tableau 7. Scores lésionnels retenus.

Espéces Scores Raclage de la
d’Eimeria spp moyens muqueuse

1(Dic) E. acervulina 2 2 2 2 2 Positifs
E. maxima 1.2 1.4 1.8 1.6 1.5

2 (Las) E. acervulina 24 26 24 22 2.4 Positifs
E. maxima 1.8 2 1.8 2 1.9

3 (Mon) E. acervulina 34 34 34 36 345 Positifs
E. maxima 3 32 34 3 3.15

4 (Nar) E. acervulina 28 28 28 3 2.85 Positifs
E. maxima 2.2 2 26 26 2.35

5 (Sal) E. acervulina 2.2 2 22 22 2.15 Positifs
E. maxima 1.8 2 2 2 1.95

6 (INT) E. acervulina 36 34 36 3.8 3.6 Positifs
E. maxima 34 32 3 34 3.25

R : Répétition/ Le score lésionnel dans chaque répétition a été réalisé sur 5 sujets.

56



Chapitre 2 Evaluation de la
sensibilité d 'un pool d’isolats d’Eimeria vis-a-vis de 5 molécules anticoccidiennes

Tableau 8. Récapitulation des résultats de score lésionnel, de nombre oocystal moyen,
de taux de mortalité.

Lot" Inoculation Score lésionnel intestinal™* Excrétion Mortalité (%)™
E. acervulina E. maxima oocystale (x 104
1 (Dic) + 2.0+0.4° 1.5+0.3% 11.0+0.1° 5.0+0.3%
2 (Las) + 24+0.2° 1.9+0.1° 35.0+0.2° 5.0+0.4°
3 (Mon) + 35+048 32403 70.0 +0.4* 75403
4 (Nar) + 29+0.2° 2.4+0.3® 20.0 +0.8° 5.0+0.4°
5 (Sal) + 22+0.2° 2.0+0.2° 17.0 +1.2° 25402
6 (INT) + 3.6+0.3° 33403 65.0+0.4° 7.5+0.6
7 (NINT) - 0.0 +0.0¢ 0.0 +0.0¢ 0.0 +0.0¢ 2.5+0.6

*: Chaque lot comporte 4 répititions de 10 poulets/ *": Les valeurs de la méme colonne suivies d une lettre différente sont significativement
différentes (p< 0. 05) et ce, par I’ANOVA et le Tukey test/ OPG: Nombre d’oocystes par gramme de féces. ' : La mesure de l'excrétion
oocystale a été effectuée du 5™ au 8™ jour post-challenge sur 3 prélévements de féces effectués le matin sur les 4 répétions de chaque lot.

Les scores lésionnels relatifs a E. acervulina et E. maxima, enregistrés dans les lots et Dic
(SLE.acervuh’nazz-OiO-“'; SLE‘maxima:1 5i03), Sal (SLE.acervulinazz-ziO-z; SLE.maximaZZ.OiO.Z) et
Las (SLeacervutina=2.4+0.2; SLEmaxina=1.9 + 0.1) sont significativement meilleurs (P< 0.05)
que ceux observés dans les lots INT (SLzacervuting=3.610.3; SLEmaxima=3.3+0.3), Mon
(SLE.acervulina:3-5iO-4; SLE.maxima:3-2iO-3), Nar (SLE.acervulina:2-9i0-2; SLE.nzaxima:2-4iO-3)

(Tableau 8).

Toutefois, aucun anticoccidien ne s’avere efficace pour une atténuation compléte des scores
Iésionnels, suggérant que les 2 especes (E. acervulina et E. maxima) composant I’inoculum
étudié, présentent :

e Une sensibilité réduite vis-a-vis du diclazuril, lasalocide, Salinomycine.

e Reésistance contre le monensin, narasin.

Conway et al. (1999), avaient mis en évidence I’effet dose oocystale (dose oocystale
inoculée) sur le degré des Iésions entre un lot de poulets non traités et d’autres traités par la
salinomycine; ainsi ils ont obtenu des scores lésionnels élevés dans tous les lots (traités et non
trait¢). C’est pourquoi, la dose oocystale importante utilisée dans notre étude (340 300
oocystes/ sujet), atteste des scores lésionnels élevés. Ainsi, certains auteurs, notamment,
Conway et al. (1990) pensent que le score lésionnel est un parametre tres limité pour
interpréter 1’efficacité anticoccidienne ne reflétant pas par conséquent la gravité causée par la
coccidiose. Des scores Iésionnels élevés, imputables a E. acervulina, E. maxima et E. tenella,
enregistrés sur des poulets traités peuvent étre associés a de légeres réductions du poids
moyen, tandis qu’avec le méme degré Iésionnel enregistré sur des oiseaux non traités, le gain

de poids peut étre séverement réduit.
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La plupart des chercheurs ayant travaillé sur les notations Iésionnelles, reconnaissent que pour
chaque degré 1ésionnel, il existe un large éventail de variations pathologiques. La notion du
score lésionnel permet d’évaluer le degré des Iésions macroscopiques, ne permettant pas de
mesurer 1’étendue des changements physiopathologiques causées par I’infection (Conway et

al., 1990).

Statistiquement, on peut admettre que toutes les molécules testées, dans 1’étude, ont
significativement réduit (par rapport au lot INT) I’excrétion oocystale (avec une trés bonne

maitrise du diclazuril), exception faite du monensin (par rapport au lot INT) (Tableau 8).

L’excrétion oocystale obtenue dans le lot INT (65.0+0.4x10* OPG) est :
e 6 fois plus importante que celle notée dans le lot Dic (11.0+0.1x10* OPG).
e 2 fois plus importante que celle obtenue dans le lot Las (35.0+0.2x10* OPG).
e Presque égale a celle indiquée dans le lot Mon (70.0+0.4x10 * OPG).
e 3 fois plus élevée que celle notée dans le lot Nar (20.0+0.8x10* OPG).
e 4 fois plus importante que celle relevée sur le lot Sal (17.0+1.2x10* OPG).

Lors des traitements par les ionophores, 1’excrétion oocystale est toujours présente méme si le
parasite est sensible a la molécule utilisée, permettant lors d’un €élevage au sol, la survenue de
légeres réinfections successives « trickle infections » des oiseaux engendrant ainsi une

immunité protectrice (Chapman, 1976).

Dans certains cas, notamment, lors des infections lourdes et/ mixtes, on ne peut pas corréler
entre la production oocystale et le degré des l€sions coccidiennes, car on assiste dans ces 2 cas
a un effet inverse traduit par une excrétion plus faible d’oocystes. Cet effet est connu sous le
nom « crowding effect » ou effet de foule. Ce phénomene se produit lorsqu’un grand nombre
de cellules intestinales hotes se trouvent détruites au cours de la phase asexué (schisogonie),
ne laissant pas suffisamment de cellules pour un bon accomplissement de la phase sexuée

(gamétogonie), réduisant par de ce fait, la production d’oocystes (Williams, 2001).

Généralement, le traitement par les ionophores induit une excrétion oocystale élevée ; selon
Jeffers (1989) c’est un avantage qui caractérise les ionophores, leur effet chimiothérapeutique

particulier permettant a I’animal de développer une réponse immunitaire adéquate.
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Toutes les études antérieures, affirment qu’en post-mortem, les I€sions coccidiennes sont
toujours présentes dans les lots inoculés et traités (Vetrommen et Peek, 1989). Cependant, le
diclazuril a laissé apparaitre une trés grande efficacité en maticre d’atténuation des lésions et
de suppression de I’excrétion oocystale. Cette vertu, est le résultat du large spectre de la
molécule affectant les deux phases schizogonie et gamétogonie, provoquant sur celle-ci la

dégénérescence des gamontes, (Maes et al. 1988 ; Verheyen et al., 1989 ; Peek, 2010).

Dans cette étude, la mortalité est considérée comme étant un parameétre peu spécifique, les cas
enregistrés dans tous les lots, n’étant pas imputable a la coccidiose (Tableau 8). Les autopsies
réalisées sur les sujets morts, ont révélé d’autres problémes infectieux (viraux et/ou
bactériens) causant des entérites (non coccidiennes) et des problémes respiratoires

(aérosacculite, trachéite, pneumonie).

Photo 1. Observation histopathologique : Lot N° 1 (Dic). (4) Légere abrasion des
villosités (D). On note la présence de différents stades du parasite (Fleches) (200%). (B)
Abrasion et hypertrophie des villosités avec une évidente hyperplasie des cryptes
(Fleches) (400 ) (photographie personnelle).
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Photo 2. Observation histopathologique : Lot N° 2 (Las). (4) Importante destruction
des villosités et des cryptes (D) avec un léger processus inflammatoire traduit par une
faible infiltration des mononuclées (C). On note, également, la présence de différentes
phases du parasite (Fleches) (400%). (B) Destruction et invasion des cryptes par des
schizontes (Fleches) (1000 %) (photographie personnelle).

Photo 3. Observation histopathologique : Lot N° 3 (Mon). (4) Destruction massive
des villosités et des cryptes intestinales (D) avec une infiltration envahissante du fait
des mononuclées traduisant (C) un phénomene inflammatoire tres prononcé (400x). (B)
Destruction massive des cryptes. On note, également, la présence de différentes phases
du parasite (Fleches), notamment les schizontes (S) et les gamétocytes (G) (1000%)
(photographie personnelle).
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Photo 4. Observation histopathologique : Lot N° 4 (Nar). (4) Importante destruction
des villosités et des cryptes avec un processus inflammatoire prononcé traduit par une
importante infiltration des mononuclées (C) (400%). (B) Processus inflammatoire
prononcé attesté par une importante infiltration des mononuclées (C). On note,
également, la présence de différentes phases du parasite (Fleches), notamment, les
gamétocytes (G) (1000%) (photographie personnelle).

Photo 5. Observation histopathologique : Lot N° 5 (Sal). (4) Abrasion des villosités
(D) caractérisée par un processus inflammatoire traduit par une légere infiltration des
mononuclées (C) (400%). Destruction des villosités (D) associée a un processus
inflammatoire attesté par une légere infiltration des mononuclées (C). On note la
présence de différentes phases du parasite (Fleches) (1000%) (photographie
personnelle).
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Photo 6. Observation histopathologique : Lot N° 6 (INT). (4) Destruction massive et
envahissante des villosités et des cryptes intestinales (D) avec une importante
infiltration des mononuclées traduisant (C) un phénomene inflammatoire trés prononcé
(400%). (B) Destruction massive et envahissante des villosités et des cryptes intestinales
(D) associée a une importante infiltration par les mononuclées (C). On note,
également, la présence de différentes phases du parasite (Fleches) (1000%)
(photographie personnelle).

Quoiqu’on n’ait pu réaliser des études morphométriques sur les coupes histologiques ni de
corrélation statistique entre les I€sions macroscopiques et microscopiques par manque de
coupes histologiques suffisantes, on peut constater clairement la gravité des Iésions
histopathologiques dans les lots ayant les scores Iésionnels les plus détériorés (INT, Mon,
Nar), caractérisés par d’importantes abrasions de I’épithélium de la muqueuse et une
destruction invasive des villosités et des cryptes. On observe, également, dans les 3 lots
suscités une infiltration massive de la muqueuse intestinale par les cellules inflammatoires

mononucléaires et une importante destruction de celles-ci (Kogut et al., 1984).

Il est utilis¢, dans cette étude, une dose oocystale de I’ordre de 340 300 oocystes sporulés
(d’E. acervulina et E.maxima)/sujet, dose suffisante pour provoquer des scores Iésionnels
supérieurs a +2 (Conway et al., 1993). Les 4 ionophores testés sont de loin incapables

d’atténuer les 1ésions microscopiques de I’isolat utilisé.

En revanche, on peut conclure a partir des résultats des Iésions macroscopiques et
microscopiques que I’application du diclazuril atténue relativement le degré 1ésionnel de la
coccidiose. Cette observation corrobore les résultats obtenus par de nombreux auteurs,

notamment, EI-Banna et al. (2005), Amer et al. (2007) et Assis et al. (2010).
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Ces mémes chercheurs affirment que le diclazuril est capable de contrdler I’infection
coccidienne par Iatténuation des Iésions et la réduction de I’excrétion oocystale. Ceci est
expliqué par le spectre d’action assez large de cette molécule affectant plusieurs phases du
cycle évolutif des Eimeria spp ; Maes et al. (1988) ont fait valoir qu’une dose de 1’ordre de 1

ppm de diclazuril, posséde un effet 1étal sur les stades sexué et asexué du parasite.

2.4. Profils de la sensibilité anticoccidienne

2.4.1. Profil établi par McDougald et al. (1986)

Le Profil de la sensibilité anticoccidienne (par especes d’Eimeria spp) de 1’isolat
étudié, établi selon le bareme mis au point par McDougald et al. (1986), est mentionné dans

le tableau ci-apres :

Tableau 9. Profil de la sensibilité anticoccidienne de I’isolat étudié
(McDougald et al., 1986).

Réduction des scores lésionnels (%) Profil de la sensibilité anticoccidienne 1 (PSA1)
E. acervulina E. maxima E. acervulina E. maxima

1 (Dic) 44 .4 53.8 RS S

2 (Las) 333 41.5 RS RS

3 (Mon) 42 3.2 R R

4 (Nar) 20.8 27.7 R R

5 (Sal) 40.3 40.0 RS RS

PSAI: Profil de la sensibilité anticoccidienne selon le baréme mis au point par McDougald et al. (1986). R : Résistante ; RS :
Partiellement sensible ou partiellement résistante (réduction de la sensitivité) ; S : Sensible.

2.4.2. Profil établi par Chapman (1989b)

Le Profil de la sensibilité anticoccidienne de I’isolat, selon le baréme mis au

point par Chapman (1989b), est mentionné dans le tableau ci-apres :

Tableau 10. Profil de la sensibilité anticoccidienne de
I’isolat étudié (Chapman, 1989b).

Index anticoccidien Profil de la sensibilité
(ACI) anticoccidienne 2 (PSA 2)
1 (Dic) 171.4 S
2 (las) 148.6 RP
3 (Mon) 113.0 R
4 (Nar) 130.7 RP
5 (Sal) 160.8 S

PSA2: Profil de la sensibilité anticoccidienne selon le baréme mis au point par
Chapman (1989b). R : Résistante; RS : Partiellement sensible ou partiellement
résistante (réduction de la sensitivité) ; S : Sensible.

Le baréme, basé sur la réduction des scores 1ésionnels, (McDougald et al., 1986) révele :
o Une résistance trés marquée (R) de I'isolat étudi¢ vis-a-vis du monensin-
sodium et ce, pour les deux especes E. acervulina (Réduction des scores
lésionnels =4.2%) et E. maxima (Réduction des scores 1ésionnels=3.2%). La

résistance étant moins prononcée (R) vis-a-vis du narasin (E. acervulina
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(Réduction des scores 1ésionnels=20.8%) et E. maxima (Réduction des scores
1ésionnels=27.7%)).

Une résistance partielle (ou sensibilité partielle) (RS) des 2 espéces est
observée vis-a-vis du lasalocide-sodium (E. acervulina (Réduction des scores
lésionnels=33.3%) et E. maxima (Réduction des scores Iésionnels=41.5%)) et de
la salinomycine-sodium (E. acervulina (Réduction des scores lésionnels
=40.3%) et E. maxima (Réduction des scores 1ésionnels=40.0%)).

Dans le lot diclazuril, E. acervulina laisse apparaitre une résistance partielle (ou
sensibilité partielle) (RS : Réduction des scores l€sionnels=44.4%), tandis qu’E.

maxima développe une sensibilité (S : Réduction des scores Iésionnels= 53.8%).

Le baréme établi par Chapman (1989b) fait valoir :

Une résistance du pool d’Isolats d’Eimeria spp vis-avis du monensin-sodium
(ACI=113.0).

Une résistance partielle vis-a-vis du narasin (ACI = 130.7) et du lasalocide-
sodium (ACI = 148.6).

Une sensibilité vis-a-vis de la salinomycine-sodium (ACI = 160.8) et du

diclazuril (ACI = 171.4).

Dans le lot Mon, les valeurs de I’'Index anticoccidien (ACI =113.0) et de la réduction des

scores lésionnels par rapport au lot NINT (E. acervulina = 4.2, E. maxima = 3.1), indiquent

une résistance compléte d’E. acervulina et E. maxima issues du terrain Algérien (Jijel) vis-a-

vis du monensin. Les scores 1ésionnels du haut et du moyen intestin ont confirmé la résistance

des 2 especes E. acervulina et E. maxima a ’encontre du monensin. Selon Chapman (1997),

la résistance aux ionophores anticoccidiens est inévitable dans le cas de leur I’utilisation

massive.

Plusieurs auteurs, ont mis en évidence des résistances des Eimeria spp au monensin apres une

utilisation continue de la molécule, soit expérimentalement (Zhu et McDougald, 1992), soit

au cours des études de terrain (Chapman, 1982b ; Chapman et Shirley, 1989 ; Peek et
Landman, 2006).
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Expérimentalement, des auteurs ont pu développer des coccidies résistant aux anticoccidiens,
aprés des expositions répétées d’une souche d’Eimeria spp a la méme molécule, c’est le cas
par exemple de :

o Jeffers et Bentley (1980), qui ont pu obtenir une souche d’E. meleagrimitis,
résistant aux monensin et ce, apres des sélections sur 10 générations a travers la
dinde traitée par cette molécule.

e Chapman (1984b) a rapporté qu’aprés des sélections sur 16 générations, a
travers des poulets traités a une dose de 100 ppm de monensin, il a pu
développer une souche d’E. tenella résistant a la molécule suscitée.

e Zhuo et al. (2006) ont développé deux souches d’E. tenella résistant au
monensin et ce, apres 35 passages successifs d’un isolat d’E. tenella a travers
des concentrations croissantes du monensin (La souche MON-R(0)-1 résiste a la

concentration 125 ppm/ La souche MON-R(0)-2 résiste a la concentration 200
ppm).

En Algérie, le monensin est I’additif anticoccidien le plus utilisé, d’autant qu’on ne procede
pas, généralement, dans nos ¢levages, a la réalisation des programmes d’alternances (entre les
anticoccidiens ionophores/ de synthéses/vaccins anticoccidiens) permettant d’éviter ou de
ralentir les phénoménes de chimiorésistance. La plupart des unités de fabrication de I’aliment
de volailles utilisent uniquement le programme continu; d’ou une seule molécule
anticoccidienne utilisée dans de nombreux ¢levages avicoles au sol (poulet de chair,
reproductrice, poulette future pondeuse, poulette future reproductrice, dinde de chair) pendant
de nombreuses années, favorisant le développement de souches d’Eimeria spp du poulet

résistant aux anticoccidiens utilisés.

Le narasin développe, également, une résistance en dépit de son utilisation limitée dans le
terrain Algérien ; ceci incline a penser a une résistance croisée avec le monensin. La
résistance croisée entre le monensin, le narasin, le lasalocide et la salinomycine a été
rapportée par plusieurs auteurs (Chapman, 1986; Stallbaumer et Daisy, 1988;Chapman et
Shirley, 1989;Zhu et McDougald, 1992; Chapman et Hacker, 1994;Peeters et al., 1994;
Stephen et al., 1997; Daugschies et al., 1998;Witcombe et Smith, 2014), elle peut étre li¢e
au méme mode d’action ciblé¢ par les ionophores (Chapman, 1989), sachant que ces

molécules agissent en capturant les cations des coccidies, notamment, le sodium, le potassium
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et le calcium pour former des complexes liposolubles, capables de traverser les membranes
lipidiques et de les transporter hors de la cellule du parasite, entrainant une fuite des cations
(surtout le sodium et le potassium). Les perturbations osmotiques engendrées par les
ionophores se traduisent par une augmentation du volume du parasite et sa déformation

(Jeffers, 1989).

Le probléme de la résistance croisée aux ionophores reste un sujet de controverse : La
similarité des propriétés pharmacologiques et des modes d’actions entre les anticoccidiens de
cette famille, sont les points sur lesquels se fondent les auteurs soutenant la présomption de
I’existence d’une résistance croisée entre tous les ionophores, en rapportant que si une souche
d’Eimeria spp développe une résistance vis-a-vis d’un ionophore elle révele, également, une
multi-résistance croisée a tous les anticoccidiens de cette famille (Jeffers et Bentley, 1980 ;
Jeffers, 1984 ; Ruff et al., 1985 ;Chapman, 1986). En revanche, d’autres chercheurs ont fait
valoir que les souches résistant aux ionophores monovalents (captant un seul cation, tel que le
monensin le narasin, et la salinomycine) ont été trés bien contrélées par les ionophores
bivalents (captant 2 cations, tels que le lasalocide) (Weppelman et al., 1977 ; McDougald,
1981 ;Bedrnik, 1983 ; Bedrnik et al., 1989 ).

Dans cette étude la valeur de 1’Index anticoccidien du lot lasalocide (ACI =148.6) ainsi que la
réduction des scores I€sionnels par rapport au lot NINT (E. acevulina = 33.3, E. maxima =
41.5), indiquent une résistance partielle des Eimeria spp de notre inoculum a 1’encontre du
lasalocide. En revanche, il a été observé une sensibilité de I’inoculum vis-a-vis de la
salinomycine et ce, sur la foi de I'Index anticoccidien (ACI ==160.8) et la réduction des

scores lésionnels par rapport au lot NINT (E. acevulina = 40.3, E. maxima = 40.0).

Dans cette optique, la résistance croisée aux ionophores n’est pas bien démarquée entre la
salinomycine et les 3 autres ionophores testés (lasalocide, monensin, narasin), phénomene
probablement li¢ a la rare utilisation de cette molécule dans les élevages de poulet de chair a
Jijel ce qui incline & penser a la réflexion de Jeffers (1989) : La résistance aux ionophores
apparait lentement et de facon inconstante, probablement grdce a leur mode d’action tres

particulier.

Stephan et al. (1997), ont précisé que 1’étude de la résistance anticoccidienne des oocystes

d’Eimeria, prélevés a partir des liticres, doit tenir en compte de la diversité des souches
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d’Eimeria existant dans la population prélevée ; il est probable que des sous-populations
d’Eimeria spp existant dans [D’isolat prélevé, soient sensibles a un seule ionophore
(salinomycine : C’est, éventuellement, le cas de notre pool d’isolat) (Zhu et McDougald,

1992 ; Stephen et al., 1997).

Dans le méme contexte, McDougald et al. (1986) ont prouvé que la salinomycine avait laissé
apparaitre une trés grande efficacité sur des isolats d’E. acervulina moins sensibles aux autres
ionophores et ainsi, ils ont supposé que la résistance croisée n’était pas compléte dans ce cas.
Dans tous les cas, Jeffers (1989), a conclu que la résistance croisée est un phénomene tres
difficile a étudier, en sorte qu’elle demeure une question importante a déméler, notamment, si

on veut alterner un anticoccidien a un autre (programmes de rotation ou Shuttle program).

En tenant compte des deux profils retenus dans I’étude et des parametres zootechniques
enregistrés, le diclazuril s’avere 1’anticoccidien le plus efficace, secondé par la salinomycine.
L’efficacité du diclazuril dans notre étude est sans doute liée a la rare utilisation de ce produit
dans le terrain Algérien, quoiqu’il soit démontré, également, sa trés grande efficacité dans des
¢tudes antérieures, notamment, celles de Peeters et al. (1994) et Peek (2010). Toutefois, ce
méme produit n’a pu prévenir 1’apparition des lésions intestinales et I’excrétion oocystale ;
probablement, imputable au stade d’action tardif de cet anticoccidien au cours du cycle
évolutif. Verheyen et al. (1989) ont confirmé que le diclazuril affecte, principalement, la
phase sexuée du cycle évolutif des Eimeria spp donnant, ainsi, naissance a des oocystes
déformés, caractéris€és par des nécroses au niveau du zygote, paroi oocystale épaisse et

incompléte.

En accord avec les observations faites par Vertommen et Peek (1989), il peut étre établi qu’il
n’existe pas de résistance croisée (dans notre étude) entre le diclazuril et les produits

ionophores.

En dépit de trées nombreuses publications qui attestent de la résistance et de la perte de
sensibilité¢ des coccidies vis-a-vis des polyéthers ionophores, ceux-ci restent relativement
efficaces et utilisés de facon prédominante en Algérie tout comme dans de nombreux pays a
travers le monde entier (Jeffers, 1989). Jeffers (1989), souligne que la résistance a cette
famille d’anticoccidiens est instable en ’absence d’une exposition continue. Ainsi, le retrait

d’une molécule ionophore et I'utilisation d’autres anticoccidiens de synthéses, peuvent
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conduire a la restauration de I’efficacité de la molécule ionophore. Jenkins (Données non
publiées), affirme que les programmes prophylactiques de rotation entre les ionophores et les
anticoccidiens de syntheéses (Diclazuril, nicarbizin, etc.) permettent de surmonter le probléme

de résistance aux ionophores.

Jeffers et Bentley (1980) soutiennent que la résistance au monensin, d’une souche
s¢lectionnée de la coccidie de dinde E. meleagrimitis, est stabilisée aprés un arrét de
traitement (par le monensin) pendant 10 générations successives. Chapman (1984b), rapporte
que la sensibilité au monensin, d’une souche sélectionnée d’E. tenella est restaurée apres 5
passages en ’absence de cet anticoccidien. Pour mieux comprendre le phénomene de la
stabilité de résistance des Eimeira spp vis-a-vis des ionophores, Jeffers (1989), préconise aux
chercheurs de travailler plus profondément sur la sensibilit¢ des souches parentales des

Eimeira spp a cette famille d’anticoccidien.
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Chapitre 3
Immunisation des poulets élevés au sol par deux différents
types de vaccins d’Eimeria tenella

La coccidiose du poulet demeure I’infection parasitaire la plus préoccupante dans les
élevages de poulet au sol (poulet de chair, reproductrice, poulette démarrée, etc.) et ce, a
travers le monde entier. Elle cause annuellement de grosses pertes économiques liées :
e Aux colts de la chimio-prophylaxie instaurée.
e Aux colts des traitements curatifs, prescrits par les vétérinaires et administrés,
particulierement, dans 1’cau de boisson.
e A lamortalité, lamorbidité et |a baisse des performances zootechniques (Williams,
1998 ; Williamset al., 1999).

Eimeria tenella est I’espéce coccidienne la plus redoutable chez le poulet, elle se
développe et se multiplie dans 1’épithélium caecal, causant la coccidiose caecale, réputée
comme étant la plus néfaste des coccidioses chez cette espece animale (Vervelde et al.,
1995 ; Shirley, 2000 ; Yun et al., 2000).

La chimio-prophylaxie anticoccidienne réalisée en administrant des additifs dans 1’aliment
du poulet, a pu contréler la coccidiose, pendant des décennies. Toutefois, 1’émergence de
souches résistantes vis-a-vis des anticoccidiens, ainsi que la préoccupation ascendante du
consommateur vis-a-vis des risques liés aux problémes des résidus médicamenteux dans
les denrées alimentaires d’origines animales, attestent que la vaccination anticoccidienne

est une solution attractive et salubre pour contréler cette parasitose.

Actuellement, plusieurs vaccins anticoccidiens sont commercialisés a travers le monde
(Danforth, 1998 ; Crouch et al., 2003) ; en Algérie, par exemple, des vaccins comme
PARACOX™-5 et PARACOX™.-8 du laboratoire MSD, HIPRACOX™ du laboratoire
HIPRA, ont été introduits sur le marché, dans le but de vacciner nos cheptels avicoles :

e Le PARACOX™.5, vaccin vivant atténué, contient des oocystes sporulés dérivés
de 5 lignées atténuées précoces d’Eimeria spp du poulet : Eimeria acervulina HP,
Eimeria maxima CP, Eimeria maxima MFP, Eimeria mitis HP, Eimeria tenella HP.
Ce vaccin est destiné a immuniser activement le poulet de chair vis-avis des

coccidioses, causées par les especes d’Eimeria spp suscitées.
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e Le PARACOX™.-8 est un vaccin vivant atténué renfermant des oocystes sporulés
dérivés de 8 lignées atténuées précoces d’Eimeria spp du poulet : Eimeria
acervulina HP, Eimeria brunetti HP, Eimeria maxima CP, Eimeria maxima MFP,
Eimeria mitis HP, Eimeria necatrix HP, Eimeria praecox HP, Eimeria tenella HP.
Ce produit est destiné a la vaccination des cheptels de la poulette future
reproductrice, des reproducteurs et de |a poulette future pondeuse.

e HIPRACOX™ est un vaccin vivant atténué, destiné & immuniser activement les
cheptels de poulet de chair. Il renferme des oocystes sporulés dérivés de 5 lignées
atténuées précoces d’Eimeria spp du poulet : Eimeria acervulina 003, Eimeria

maxima 013, Eimeria mitis 006, Eimeria praecox 007, Eimeria tenella 004.

Quoiqu’ils s’aveérent relativement efficaces, quant ala prévention de lamaladie, les vaccins
suscités demeurent chers, par rapport a notre contexte socio-économique. Les problémes
des vaccins anticoccidiens importés de laboratoires étrangers, ne résident pas uniquement,
dans leur prix onéreux. Selon plusieurs auteurs, notamment, Fitz-Coy (1992) et Martin et
al. (1997), les vaccins commercialisés, notamment, les vaccins vivants (virulents et
atténués) ne demeurent pas sans risque puisqu’introduisant des souches d’Eimeria spp non
désirées et anti-géniquement différentes par rapport aux souches coccidiennes de

I’environnement concerné.

Les problémes de 1’existence de I’immunité croisée entre des souches d’Eimeria spp de la
méme espece, restent toujours un sujet de controverse, a 1’approche contraignante sur
laquelle est basée la vaccination anticoccidienne. Smith et al. (2002), confirment ce
probléme chez 1’espece Eimeria maxima. Celle-ci, la plusimmunogene parmi les 7 espéces
d’Eimeria spp du poulet (une faible dose oocystale d’Eimeria maxima en primo-infection
procure une immunité tres solide a I’encontre d’une infection homologue subséquente) est
caractérisée, par une tres grande diversité de populations, anti-géniquement différentes, ne

pouvant assurer une immunité croisée complete.

L’immunisation par des vaccins €laborés a partir de souches locales d’Eimeria spp s’aveére
d’une efficacité égale a celle induite par les vaccins commercialisés (Hashmi et al., 1994).
En outre, les contraintes liées a I’introduction dans le territoire Algérien, des souches
d’Eimeria spp anti-géniquement différentes et a I’immunité croisée incompléte, peuvent
étre, éventuellement, évitées par I’utilisation de souches locales.
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Plusieurs types de tests sont recommandés pour évaluer I’efficacité et 1’innocuité d’un
vaccin anticoccidien :
e [’¢épreuve réalisée sur batterie ou battery trial.
e L’¢épreuveréaisée au sol ou floor-penstrial.
e L’¢épreuve effectuée sous les conditions de terrain ou field trial (Bedrnik et al.,
1995).

La présente étude est consacrée a 1’élaboration de deux types de vaccins de 1’espéce
Eimeria tenella, le premier est inactivé (par les radiations microondes), le deuxieme étant
vivant atténué (par les rayons Ultraviolets-C). L’efficacité et I’innocuité des deux vaccins
ont été testées séparément, sur deux élevages expérimentaux de poulets de chair élevés au
sol (floor-pens trial). Les sujets vaccinés ont fait 1’objet d’inoculation par la suite par une

dose de I’ordre de 50000 oocystes sporulés d’Eimeria tenella/sujet.

1. MATERIELSET METHODES

1.1. Conception des éevages expérimentaux
Il a éé procédé a 1’évaluation de [D’efficacit¢é de deux types de vaccins
anticoccidiens (vivant atténué, inactivé) préparés a partir de souches de terrain Algérien de
I’espece E. tenella. Pour ce faire, il a éé réaise un floor-pen tria (expérimentation

effectuée sur des poulets au sol) séparément, pour chague type de vaccin.

Les caractéristiques des deux élevages expérimentaux réalisés, sont mentionnées dans le
tableau ci-apres :

Tableau 1. Conception des élevages expérimentaux (Long
et Millard, 1977 ; Bedrnik et al., 1995; Chapman et
Rayavar apu, 2007).

Expérimentation 1 Expérimentation 2
Elevage 1 Elevage 2

Souche Cobb 500 Cobb 500

Taille (Poussins) 240 240

Type d’élevage Au sol Au sol

Densité (Sujet/ m?) alafin  18-20 18-20

de I’expérimentation

Litiére Copeaux de bois Copeaux de bois

Température 32-33°C au démarrage 32-33°C au démarrage
25-30°C a la fin de 2530°C a la fin de
I’expérimentation ’expérimentation

Alimentation Ad libitum Ad libitum

Eclairage 24 heures/ 24 heures 24 heures /24 heures
(Lampes incandescentes) (Lampes incandescentes)
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Les poussins des deux expérimentations, recoivent ad libitum, le méme aliment démarrage
sans anticoccidiens et ce, pendant toutes la durée d’élevage (Tableau 2).

Tableau 2. Composition de I’aliment utilisé.

I ngrédients Proportion (%)
Mais 61.75
Tourteaux de soja 35

Carbonate de calcium 0.7

Phosphate bicalcique 1

NaCl 0.025
Bicarbonate de sodium 0.025

C.M.V (sans anticoccidiens’) 15

C.M.V: Complément Minéral Vitaminé.

Il est afaire remarquer qu’il a éé confirmé I’absence de coccidies chez les poussins mis en
place par larecherche de parasites, en moyen de la technique de flottation et ce, dans5a 10 g
de fientes prélevées de chaque lot, au cours des journées stivantes : 1'%, 2°™, 3% jours d'age.

1.2. Vaccins anticoccidiens (E. tenella) élabor és et testés dans I’étude
Le tableau ci-aprés mentionne les deux types de vaccins anticoccidiens préparés et
testés dans chacune des expérimentations :

Tableau 3. Vaccins anticoccidiens (E. tenella) élabor és et testés.
| dentifiant Vaccin utilisé

Expérimentation 1 M Vaccin inactivé : Application des doses relativement
élevées d’oocystes de 1’espéce coccidienne E. tenella,
inactivées par le chauffage a micro-ondes et ce, par
I’utilisation du four micro-onde (Electrolux EMM
21150W) a la puissance 800 W pendant 90 s (82.5 a
85°C) (Bouchet et Boulard, 1991 ; Ortega et Liao,
2006).

Expérimentation 2 A Vaccin vivant atténué: Administration des oocystes
d’E. tenella vivants, aténués par les rayonnements
Ultraviolets (160 mW/cm?, 254 nm ; 60 min), par
I’utilisation d‘une lampe UV (TUV T8: TUV 30W
G30T8, Philips, Holland) (Kniel et al., 2007 ; Abdel-
Baki et al., 2009 ; Jenkins, données non publiées).

1.3. Identification des élevages et deslots
A leur mise en place (8levage au sol), les poussins (240 sujets expérimentation) des
deux élevages expérimentaux, sont divisés en 4 lots. Chague lot comporte 60 poussins répartis
sur 3 répétitions de 20 sujets (Jenkins et al., 1991 ; Bedrnik et al., 1995; Chapman et
Rayavar apu, 2007).

Il importe de souligner que les deux expérimentations sont réalisées séparément (Tableau 4).
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Tableau 4. Identification des élevages et des lots (Jenkins et al., 1991 ; Bedrnik et
al., 1995 ; Chapman et Rayavar apu, 2007).

Expérimentations Elevages Vaccin utilisé Traitementsde  ldentifiantsdeslots
expérimentaux chaquelot
Experimentation 1 (M) Elevage 1 Vaccin inactivé Immunisé 1fois  M;
Immunisation via un vaccin Inoculé
inactivé  (mort) par les Immunisé 2 fois M,
radiations micro-ondes. Inoculé
Non-Immunisé M
Inoculé
Non-Immunisé Mo
Non-Inoculé
Experimentation 2 (A) Elevage 2 Vaccinvivant attenué  Immunisé 1 fois  A;
Immunisation via un vaccin Inoculé
vivant atténué par les rayons Immunisé 2 fois A
Ultraviolets C. Inoculé
Non-Immunisé A
Inoculé
Non-Immunisé Ao
Non-Inoculé

1.4. Description desvaccins et desinocula

1.4.1. Origine desisolats

Les vaccins et les inocula utilisés dans les deux élevages expérimentaux, sont
élaborés a partir de deux isolats dE. tenella (chague isolat correspond a un élevage
expérimental), extraits des caeca de poulets atteints de la coccidiose caecale et prélevés sur
des éevages de poulet de chair, subissant des épisodes cliniques de la coccidiose a E. tenella.
La méthode utilisée pour purifier les oocystes de ’espéce E. tenella a partir des caeca est
décrite par Shirley (1995).

Les caractéristiques des élevages sur lesquels sont prélevés les isolats, sont mentionnés dans

le tableau ci-aprés :

Tableau 5. Récapitulatif des caractéristiques des élevages d’origine desisolats.

Expérimentations Originedes|solats Emplacement Taille Observation
Vaccinset inocula Suj et
M Elevage de poulet de Kaous/ 2500 Episode clinique de coccidiose caecale a 35
chair. Wilayade Jijel. jours d’4ge: Diarrhée  sanguinolente,

abattement, mortalité (3.2 % en 2 jours).
L’¢pisode est stoppé par le Tolrazuril, 2 jours
apres le début des symptomes.

A Elevage de poulet de Emir Abdekader/ 3600 Episode clinique de coccidiose caecalea 40

chair. Wilayade Jijel. jours d’age : Diarhée sanguinolente,

abattement, mortalité (3 % en 36 heures).
L’¢épisode clinique est stoppé par le Tolrazuril,
36 heures aprés |e début des symptomes.

Les caeca sont prélevés sur des sujets malades sacrifiés ou fraichement morts. |l faut signaler
que I’extraction des oocystes a été réalisée sur un nombre de paires de caeca de 1’ordre de 35

et 28 respectivement dans les expérimentations M et A.
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1.4.2. Sporulation et stockage d’oocystes

Les prélevements réalisés sont transférés au laboratoire ; apres quoi les oocystes
non sporulés sont séparés de la matic¢re fécale. Apres le ringage avec de ’eau distillée, les
oocystes non sporulés sont remis dans une solution de dichromate de potassium a 2.5%. La
suspension oocystale est incubée a une température de 1’ordre de 28-30°C pendant 48 heures,
dans des conditions d’aération forcée, assurée par une pompe a ar pour aguarium (afin

d’assurer un apport suffisant d’oxygene).

[I'importe de souligner que la sporulation doit se réaliser en mettant la suspension en couche
mince (en évitant une grande profondeur) dans le récipient pour assurer un bon apport en

oxygene.

A T’issue de I’incubation des oocystes, le taux de sporulation est vérifié par le décompte des
oocystes sporulés, en procédant a plusieurs lectures aux grossissements 10 (100x) et 40
(400x). Il importe de noter, également, qu’un bon inoculum, doit posséder un taux de

sporulation supérieur a 80% (Shirley, 1995).

Avant |e stockage des oocystes sporulés, il est procédé a plusieurs décomptes de parasites par
la technigue de McMaster Modifiée (Taylor et al., 1995), tout en réalisant des dilutions
répétées par le dichromate de potassium entre chaque comptage, permettant, ainsi, d’obtenir la

concentration oocystale recherchée (Shirley, 1995).
Les oocystes sporulés sont conservés dans la solution de dichromate de potassium a 2.5%, a
une température de réfrigération de 1’ordre de 4°C et ce, jusqu’au jour d’utilisation (environ 1

mois) (Shirley, 1995).

1.4.3. Identification de ’espéce E. tenella dans les isolats

Les identifications de I’espéce E. tenella, dans les isolats élaborés pour les deux
expé&rimentations, sont réalisées par la technique de biologie moléculaire ITS1-PCR et ce,
dans les laboratoires de biologie moléculaire de « School of Environment and life Sciences,
University of Salford- UK ».
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Il faut signaler qu’il a &é confirmé 1’absence de 6 autres espéces d’Eimeria spp du poulet (E.
acewulina, E. maxima, E necatrix, E. brunetti, E. mitis, E. preacox) dans les deux isolats

suscités et ce, par 1’utilisation de la méme technique (ITS1-PCR).

1.4.4. Rendement oocystal

Le nombre d’oocystes moyen, par gramme de feces, obtenu dans chaque
expérimentation, est énonce dans le tableau ci-aprés :

Tableau 6. Rendement oocystal.

Expérimentations Nombre de pairsde Poids moyen par pair
caecums pr élevés de caecum (g)’
M 35 16 120 000
A 28 15.9 98 400

" Le poids du contenu des caeca est inclus dans la valeur du poids moyen par paire de caecum/ O.P.G :
Oocystes par gramme de féces.

1.4.5. Doses oocystales vaccinal es et infectantes

Avant |’¢élaboration des vaccins et des inocula, les oocystes sporulés sont
suspendus dans la solution phosphate-buffered saline (PBS; pH= 7.2), apres éimination du

dichromate de potassium par 5 lavages répétés dans la solution PBS.

Les doses oocystales vaccinales et infectantes, sont obtenues par des dilutions répétées (dans
de lasolution PBS), apres réalisation des enrichissements par sedimentation. L’ajustement des
doses requises est effectué par des comptages du parasite par la technique de McMaster

modifiée, autant de fois qu’il est nécessaire (Taylor et al., 1995).

Les doses vaccinales et d’inoculations, choisies dans chague expérimentation, sont
mentionnées dans | e tableau ci-aprés :
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Tableau 7. Doses vaccinales et d’inoculations (Bajwa et Gill, 1975; Long et
Millard, 1977 ; Jenkinset al., 1991 ; Li et al., 2005).

Identifiant deslots Dose

Expérimentation

oocystale
vaccinale
(Oocystes/sujet)

Challenge

Immunisé M1 50 000 oocystes’2ml de 50 000 oocystes/2mL de
M 1fois solution PBS/sujet, au  solution PBS/sujet, au
Inoculé 1'% jour d’age (18 heures  20°™ jour d’age.
apres 1’éclosion).
Immunisé: M, 50 000 oocystes’2ml de 50 000 oocystes/’2mL de
2fois solution PBS/sujet, au  solution PBS/sujet, au
Inoculé 1'% jour d’age (18 heures  20°™ jour d’4ge.
apres 1’éclosion).
50 000 oocystes/2ml de
solution PBS/sujet, au
8% jour d’age.
Non Immunisé Mi; - 50 000 oocystes/2mL de
Inoculé solution PBS/sujet, au
20°™ jour d’age.
Non Immunisé Mo -
Non Inoculé
Immunisé Ax 5000 oocystes/ml de 50 000 oocystes’2mL de
A 1fois solution PBS/sujet, au  solution PBS/sujet, au
Inoculé 1 jour d’age (18 heures  20°™jour d’age.
apres 1’éclosion).
Immunisé A, 5000 oocystes/ml de 50 000 oocystes’2mL de
2 fois solution PBS/sujet, au solution PBS/sujet, au
Inoculé 1 jour d’age (18 heures  20°™jour d’age.
apres 1’éclosion).
5000 oocystesml de
solution PBS/sujet, au
8™ jour d’age.
Non Immunisé A - 50 000 oocystes/2mL de
Inoculé solution PBS/sujet, au
20" jour d’age.
Non Immunisé Ao -
Non Inoculé

L’administration des doses vaccinales et infectantes est faite par gavage, a 1’aide de seringues
reliées aux sondes urétrales pour chats (Buster Cat Catheter ; sterile, 1.0 x 130mm, Chine).

1.5. Paramétres d’évaluation de I’efficacité et de I’innocuité des vaccins é abor és
Dans le but d’évaluer I’efficacité et I’innocuité des deux vaccins éaborés, il est

recueilli les parametres suivants, dans les deux expérimentations (Bedrnik et al., 1995).

1.5.1. Poids moyen et gain de poids

Des pesées individuelles sont réalisées, le 1'® jour d’age ; le jour de I’inoculation
(20°™ jour d’age) ; et lesjours suivants : 2°™ 4™ 6% 8% jour post-challenge (22°™, 24°™

26°m 2geme jour d’age) ; aprés quoi, il est procédé au calcul des gains de poids de chague lot.

Il est & noter que les pesées sont effectuées sur tous les poussins (y compris les sujets morts)
des 4 lots, a 1’aide d'une balance éectronique.
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1.5.2. Indice de consommation

Il est calculé les indices de consommations dans chaque lot durant les jours

suivants ; 2°™ 4°™ 6% gt 8°™ jours post-challenge.

1.5.3. Excrétion oocystale

Il est procédé au décompte des oocystes par gramme de fiente (OPG), sur les 4
lots, par la méthode quantitative de McMaster modifiée (Taylor et al., 1995), la technique
étant réalisée sur 4 prélevements matinaux/répétition/jour, durant les intervalles de temps
suivants :

e Du 5" au 9% jour d’age.

e Du 12°™ au 16*™ jour d’age.

e Du 5™ au 8™ jour post-challenge (25°™ au 28°™ jour d’age) (Bajwa et Gill,
1975).

1.5.4. Score fécal caecd

Les taches de sang dans les fientes, ains gque les diarrhées sanguinolentes sont

recherchées dans tous les lots, dans le but d’évaluer le score fécal caecal établi par Williams
(1997) :

(-) : Absence de fientes sanguinolentes.

(+) :< 1 fiente sanguinolente par poussin.

(+) : > 1 < 2 fientes sanguinolentes par poussin.

(++) : > 2 fientes sanguinolentes par poussin.

Le score fécal caecal est évalué dans lesintervalles de temps suivants :
e Du5™ au 9" jour d’age.
e Du12°™au 16"™jour d’age.
e Du 5™ au 8" jour post-challenge (25°™ au 28°™ jour d’age) (Bajwa et Gill,
1975).

1.5.5. Score lésionndl

Il a été procédé, aux cours des deux expérimentations et dans I’ensemble des|ots,

a lafinaisation du score lésionnel (Tableau 8) correspondant a I’espece E. tenella, dont le
bareme établi par de Johnson et Reid (1970), est donné ci-aprés:
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E. tenella
Agent causal de la coccidiose caecale envahissant les 2 caeca; lors des

infections lourdes, les 1ésions peuvent s’étendre au-dessus et au-dessous du sphincter iléo-

caeco-colonique.

Score 0 : Pas de |ésions macroscopiques.

Score +1 : Un nombre tres restreint de pétéchies dispersées sur la paroi caecale.
Cette derniere est non épaissie, le contenu caecal est normal.

Score +2 : Un nombre plus important de pétéchies, est observé sur la paroi
caecale |égerement épaissie, avec présence de sang visible dans le contenu des
caeca. Toutefois, 1’aspect de leur contenu reste normal.

Score +3 : Une quantité importante de sang ou de caillots caecaux sont présents
dans la lumiere des caeca. La paroi caecale est trés épaissie. Absence, ou
présence d’une 1égere quantité de contenu fécal caecal.

Score +4 : Les caeca sont fortement distendus avec présence de sang ou de gros
caillots caseeux. Les débris fécaux sont rarissimes ou mélés aux caillots. Le

score manifesté par |es oiseaux morts est généralement de 1’ordre de +4.

Il est & noter que les scores |ésionnels sont réalisés sur des animaux sacrifiés par saignée.

Tableau 8. Réalisation des scores |ésionnels dans les deux expérimentations.

Expérimentation Lot Apreés Pimmunisation Apres P’inoculation
(5™ jour post-challenge)

1(M) M ‘

M, Score lésionnel au 5™ jour d’age ; réalisé sur 5 )

M sujets/ répétition. Score lésionnel au 25°™ jour

Mo ) d’age ; rédise sur 5
2(A) A; Score lésionnel au 12°™ jour d’age ; réalisé sur 5 sujets/répétition.

Az sujets/ répétition.

Ai

Ao

Raclage de la muqueuse
Pour confirmer 1attribution des lésions coccidiennes observées, lors des

nécropsies, a la coccidiose caecale, il a été procédé, dans les deux expérimentations, aux

raclages des muqueuses caecales inspectées a 1’aide des lames de bistouri Stériles. Les

produits de raclages sont ensuite étalés entre lames et lamelles, apres quoi elles sont observées

au microscope optique, aux grossissements 10 (100x) et 40 (400x), en vue de rechercher des

oocystes non sporul és et/ou des schizontes et/ou des gamétocytes.
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A partir des produits de raclages caecaux réalisés sur les sujets autopsiés, il est éaboré 2
pools purifiés d’oocystes non sporulés (1 pool d’oocystes pour chaque expérimentation) dans
la solution de dichromate de potassium a 2.5% ; suite a quoi il est procédé a la mise a

sporulation des oocystes.

L’extraction et la purification de ’ADN génomique du parasite, présent dans les pools
oocystaux suscités, sont réalisées par la technique Phénol/Chloroforme selon le protocole
décrit par Duncanson et al. (2001), Bajnok et al. (2015) et Dodd et al. (2014).

A noter que la technique d’extraction de I’ADN parasitaire est effectuée dans le laboratoire
« Génétigque Biochimie et Biotechnologies Végétales, Université Mentouri de Constantine-

Algérie ».

L’ADN purifié est transféré, dans des tubes de 1.5mL, a I’Université de Salford au Royau-
Uni, dans le but d’identifier ’espéce E. tenella dans les 2 pools élaborés. L’identification est
réalisée par la technique ITS1-PCR (Jenkins et al., 2006a ; Jenkins et al., 2006b), dans les
laboratoires de biologie moléculaire de « School of Environment and life Sciences, University
of Salford- UK ».

Il faut signaler que la seule espece identifiée dans les produits de raclages est celle présente

danslesinocula (Figure 1) et lesvaccins: E. tenella.
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Marqueur de taille
100bp

300-
200-

Figure 1. Détermination, par la technique I TS1-
PCR, des espéces présentes dans les inocula

utilisés dans I’étude. *: Bande correspondant a I'espéce E.
tenella (Taille du fragment d’ADN amplifi¢ = 271 nt). 1: Inoculum utilisé
dans la 1°° expérimentation. 2: Inoculum utilisé dans la 2°™
expérimentation. 100-bp DNA markers (HyperLadder™100bp, Bioline,
UK).

1.5.6. Taux de Mortdité

Du 20°™ au 28°™ jour d’age (I'* au 8™ jour post-challenge), le taux de
mortalité a été enregistré dans chacun des 4 lots des deux expérimentations réalisées. Les

sujets morts ont été pesés et autopsié afin de déceler d’éventuelles |ésions coccidiennes.
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Episode clinique de la coccidiose
caecale au 35°™ jour d’age dansun
Elevage de poulet de chair situé a
Kaous (Jijel).

Isolement d’Eimeria tenella des caeca des
oiseaux atteints.

Comptage et mise a
sporulation des oocystes dans
le dichromate de potassium a
2.5%.

Suspendre les oocystes sporulés
dansla solution PBS.

Elaboration d’un vaccin Elaboration d’un
inactivé : Inactivation d’E. inoculum a base
tendlla par le chauffage a du méme isolat
micro-ondes. d’E. tendlla.

Lot / Immunisation : Une seule J
administration (50000 oocystes) Lot 1/ Inoculé: 50000
a1 jour d’age. oocystes au 20" jour

Lot 2/ Immunisation : 2 d’age. Poids Moyen

Gain de poids

administrations:
e 50000 oocystes au 1
jour d’age.
. 50000 oocystes au
8™ jour d’Age.
Lot 3/ Non immunisé.

Lot 2/ Inoculé : 50000
oocystes au 20" jour
d’age.

Lot 3/ Inoculé: 50000
oocystes au 20" jour
d’age.

Lot 4/ Non-inoculé.

Indice de consommation
Scorelésionnel

Excr étion oocystale
Mortalité

Scorefécal caecal

Lot 4/ Non immunisé.

Figure 2. Schéma de I’expérimentation 1 (M).

Episode clinique de coccidiose caecale a
40 jours d’age dans un élevage de poulet
de chair situé a PEmir Abdelkader

Isolement d’Eimeria tenella des caeca des
oiseaux atteints.

Jijel).

Suspendre les oocystes sporulés
dansla solution PBS.

Elaboration d’un
vaccin atténué
vivant : Atténuation
d’E. tenella par les
rayonsUV.

Lot ¥ Immunisation: Une

seule administration (5000

oocystes) a 1 jour d’age.

Lot 2/ Immunisation : 2

administrations:

e 5000 oocystesau 1'*
jour d’age.

e 5000 oocystes au
8" jour d’age.

Lot 3/ Non immunisé.

Lot 4/ Non immunisé.

Comptage et mise a sporulation
des oocystes dans le dichromate
de potassium a2.5%.

Elaboration d’un
inoculum a base
du méme isolat
d’E. tendlla.

Lot 1/ Inoculé: 50000
oocystes au 20°™ jour

dage. Poids Moyen

Lot 2/ Inoculé : 50000 Gain de poids _
Indice de consommation

eme
oocystes au 20°™ jour Scorelésionnel

d’age. "
Lot 3 Inoculé: 50000 Excrétion cocystale
5 Mortalité

eme H
o??ystes au 20 jour Scorefécal caecal
d’age.
Lot 4/ Non-inoculé.

Figure 3. Schéma de I’expérimentation 2 (A).
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1.6. Analyse statistique

Toutes les données ont éé saisies dans une base informatique classique (Microsoft
Excel 2010, USA), aprés quoi la vérification et le traitement statistique ont été effectués a
I’aide du logiciel SPSS 10.0 (Statistical Package for the Social Sciences) par I’utilisation du
modele analyse de variance (ANOVA), avec un seuil de signification de I’ordre de p< 0.05%,
pour comparer les moyennes des différentes variables étudiées (Poids moyens, gains de poids,
indices de consommation, taux de mortalité, indices Iésionnels, excrétions d’oocystes) entre
les 4 lots et ce, dans chague expérimentation. Le Tukey test a été utilisé afin de déterminer

une différence significative entre les moyennes comparees.

2. RESULTATSET DISCUSSION

2.1. Paramétres zootechniques
Les résultats des paramétres zootechniques obtenus dans les deux expérimentations
sont énonceés dans le tableau ci-apres :
Tableau 9. Poids moyen, gain de poids et indice de consommation.

Expérimentation Poids Moyen (g)’ Gain de poids (g)” Indicede
consommation”

918.7+ 5° 316.2+8" 1.41+0.01°
Experimentaion 1 M, 932+ 7° 3311+ 4° 1.39+ 0.01%
M) M,  875+9° 275+ 5° 1.43+ 0.03*
Mo 1093.7+ 1* 492.1+ 5% 1.37+0.01*
a, b, c: Lesvaleurs de la méme colonne suivies d une lettre différente sont significativement différentes (p< 0,05) et ce,
par le Tukey test.
A 976.1+8° 3777+ 7 1.40+ 0.03*
Experimentation 2 A, 998+ 6° 399+ 2° 1.37+0.02%
(A) A 849.5+ 7° 250.9+9° 1.42+0.03*
Ao 1095.7+ 8° 498.9+ 8 1.36+ 0.02*
a, b, c: Les valeurs de la méme colonne suivies d une lettre différente sont significativement différentes (p< 0,05) et ce,
par le Tukey test.

™ Poids moyens et indice de consommation au 28°™ jour d dge. . : Gains de poids du 207 au 28 jour d ‘dge.

2.1.1. Expérimentation 1 (M)
2.1.1.1.Gain de poids et poids moyen

Le poids moyen et le gain de poids enregistrés dans les deux lots immunisés
inoculés (Poids Moyen \,=932+7g, Gain de poids y>=331.1+4qg ; Poids Moyen ,,1=918.7+5q,
Gain de poids y;=316.2+8g) sont significativement inferieurs (p< 0.05) a ceux du lot non-
immunisé non-inoculé (Poids Moyen y0=1093.7+1g, Gain de poids \0=492.1+5g). On note
une légere amélioration des parametres zootechniques suscités dans les lots M3 (Immunisé
une seule fois et inoculé), M, (Immunisé a deux reprises et inoculé), par rapport a ceux du lot
non-immuniseé et inoculé (Poids Moyen 0=875+9g, Gain de poids vo=275+50), toutefois, sur
le plan statistique la différence n’est pas significative (p > 0.05) (Tableau 9).
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Numeériquement, les gains de poids et les poids moyens observés dans le lot immunisé a deux
reprises (M) sont meilleurs que ceux retenus dans le lot immunisé une seule fois (Mj)
(Tableau 9).

2.1.1.2. Indice de consommation
Numériguement, les indices de consommation du lot non-immunisé non-
inoculé (ICyo=1.37+0.01) et du lot immunisé 2 fois inoculé (1Cy>=1.39+ 0.01) sont meilleurs
gue ceux observés dans les deux lots: immunisé 1 fois inoculé (ICy;=1.41+0.01) et non-
immunisé inoculé (1Cy;=1.43+0.03) (Tableau 9).

2.1.2. Expérimentation 2 (A)
2.1.2.1.Gain de poids et poids moyen

Le poids moyen et le gain de poids enregistrés dans les lots immunisés
inoculés (Poids Moyen ,=998+ 69, Gain de poids A>=399+2g ; Poids moyen A;=976.1+8g,
Gain de poids A;=377.7+7g) sont statistiquement inferieurs (p< 0.05) a ceux du lot non-
immunisé non-inoculé (Poids Moyen »0=1095.7+8g, Gain de poids »0=498.9+8q), et
statistiquement supérieurs (p< 0.05) a ceux du lot non-immunisé et inoculé (Poids Moyen
Ai=849.5+79, Gain de poids 5j=250.9+99) (Tableau 9).

Numeériquement, le gain de poids et le poids moyen observés dans le lot immunisé 2 fois
inoculé (A2) sont meilleurs que ceux retenus dans le lot immunisé 1 seule fois inoculé (Aj)
(Tableau 9).

2.1.2.2.Indice de consommation
Numériqguement les indices de consommation du ot non-immunisé non-inoculé
(ICa0=1.36+ 0.02) et du lot immunisé 2 fois inoculé (ICa»,=1.37+ 0.02) sont meilleurs que
ceux observés dans le lot immunisé 1 foisinoculé (ICa;=1.40+0.03) et le lot non-immunisé et

inoculé (1Cai=1.42+0.03) (Tableau 9).

Dans chacune des deux expérimentations, on constate une faible croissance des poulets
inoculés par E. tenella et non-immunisés, traduite par des gains de poids peu éleves et des
indices de consommations détériorés. Statistiquement, les poids moyens, les gains de poids
dans les lots non-immunisés inoculés (M;, A;) sont significativement atérés (p< 0.05) par

rapport a ceux des |lots non-immunisés non-inoculés (Mo, Ag).
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L’évaluation de I’efficacité d’un vaccin anticoccidien s’effectue en premier lieu en comparant
le taux de croissance entre des poulets vaccinés inoculés et des poulets non vaccinés
inoculés ; I’indice de consommation et le score 1ésionnel sont des paramétres qui viennent en
second lieu (Crouch et al., 2003). Crouch et al. (2003), attestent que le potentiel du pouvoir

pathogeéne d’un inoculum est confirmé par sa capacité a réduire le gain de poids.

Dans cette étude I’immunisation répétée des poulets par le vaccin vivant atténué d’E. tenella,
s’avére la plus intéressante (par rapport au vaccin inactivé), particulierement, en matiere
d’amélioration des performances zootechniques. Malgré la dose relativement faible du vaccin
vivant atténué utilisé (5000 oocystes sporulés d’E. tenella/sujet et par prise) et sa faible
répétition (au maximum : 2 répétitions), nos résultats corroborent les conclusions obtenues
antérieurement par plusieurs auteurs a noter :

e Maeset al. (1991), ont observé de meilleures performances zootechniques sur des lots
de poulets inoculés par 200 000 oocystes d’E. tenella/sujet et immunisés par des doses
répétées (au 4°™ 6%, 8% 11°™ et 13°™ jour d’age) de I’ordre de 2000 oocystes
vivants virulents d’E. tenella/sujet/jour.

e Nakai et al. (1992), ont noté une améioration des performances zootechniques des
poulets immunisés pendant 13 jours par des doses journaliéres de 1’ordre de 50

oocystes vivants virulents d’E. tenella/sujet/jour.

Il est éabli que 1’évaluation du gain de poids et de I’indice de consommation, durant les 7
jours post-inoculation par une souche virulente d’Eimeria spp du poulet, fournit des
conclusions évidentes sur le statut immunitaire des oiseaux contre 1’espece coccidienne en

cause.

En revanche, I'utilisation de |a sévérité des |ésions coccidiennes comme étant |e critére majeur
dans I’évaluation de I'immunité protectrice induite par un vaccin anticoccidien, peut mener a
des conclusions incorrectes dues a un mangue de corrélation entre les gains de poids et les
|ésions coccidiennes (Williams, 1997). Selon Norton et al. (1989), Weber (1989), Shirley et
Long (1990) et Williams (1997), I'absence des Iésions eimeriennes, suite a une inoculation
virulente d’un oiseau vaccing, est un signe de protection vaccinale, tandis que la présence des
lésions n'indique pas nécessairement une faible protection et n’implique pas obligatoirement

une dépression significative du taux de croissance.
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A partir de ces approches fournies par les auteurs suscités, on peut soutenir que les deux
vaccins élaborés et testés, ont un effet favorable sur 1’amélioration des performances
zootechniques, particuliérement, les gains de poids, en d’autres termes, ilS procurent une
bonne protection contre les doses virulentes d’E. tenella, infligées aux oiseaux reflétant ainsi

un bon statut immunitaire.

2.2. Parameétres|ésionnel, parasitologique et clinique
Les résultats des parametres Iésionnel, parasitologique et clinique, obtenus, sont
énoncés dans les tableaux ci-dessous :

Tableau 10. Paramétres cliniques et |ésionnels.

OPG OPG s s OPG s Mortalité
o oy O o) 2
Experimentation M, 00%00° 00+00" 00£00°  00£00° 50:0.3" 19¢05 66
1(M) M, 00:00° 00%00° 00+00°  00+00° 31203 14¢05 22
Mi 00+0C* 00%00° 00+00°  00+00* 180:01° 39:02°  633°
My 00%00° 00%00° 00+00° 00%00° 00+00°  00:00° 00

a, b, ¢: Les valeurs de la méme colonne suivies d’une lettre différente sont significativement différentes (p< 0.05) et ce, par le test de
Tukey.

Aprésimmunisation Apréschallenge

******

OPG OPG S S OPG SL Mortalité
Experimentation (x 10%° (x 103" (x10%9™ (%)
2(A) A; 0.6+05% 0.0+0.0° 0.5+ 0.1* 0.0+0.0° 3.7+0.4% 1.7+0.2° 44"
A, 0503 0.2+0.3% 0.5+ 0.4° 06+0.0° 25+0.1% 15+0.1% 22
A 0.0£0.0° 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 135+0.5° 35+02° 70.0°
Ao 00x00° 00+00° 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0° 22°

a, b, c: Les valeurs de la méme colonne suivies d’une lettre différente sont significativement différentes (p< 0.05) et ce, par le test de
Tukey.
OPG ; Oocystes par gramme defientes. * : Excrétion oocystale calculée du 59—me au 97 Jour d’dge.”
au 16™ jour d’dge.” " : Score lésionnel au 5™ jour d’dge (15 sujets/ lot). ™ : Score Ieﬂonnel au 129"‘9 jour d’age (15 sujets/ lot).
Excrétion oocystaJe cal culee du 5°™ au 8%™ jour post-challenge (25eme au 28°™ jour d’dge). : Score lésionnel au 25°™ jour d’dge (15
sujets/ lot). ™" : Mortalité enregistrée aprés I'inoculation (1'% au 8™ jour post-challenge).

: Excrétion oocystale calculée du 12eme

xxxxx

Tableau 11. Scorefécal caecal réalisé avant ’inoculation.

Scor e fécal caecal

Jour d’age 5 6 7 8 9 14

Experimentation 1 (M)

Experimentation 2 (A)

[N
'
V4o
[N
[N
'

'

Tableau 12. Scor e fécal caecal aprésinoculation.
Scor e fécal caecal
Jour post-inoculation 5
M; +
M, +
M;  ++

~
o]

Experimentation 1 (M)

Experimentation 2 (A)

P+ I+ + O
+ +

Ul o+ 4+
.

>
S
o+ o+
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2.2.1. Expé&imentation 1 (M)

2.2.1.1. Apresimmunisation
On constate une absence totale de [’excrétion oocystale, des Iésions
coccidiennes caecales et des scores fécaux caecaux dans les lots immunisés par le vaccin
anticoccidien inactivé (M1, M) (Tableaux 10, 11) et ce, aprés ’administration du vaccin. Ceci
incline a penser a une inactivation totale des coccidies présentes dans le vaccin administré au
cours de la premiére expérimentation, sous I’effet du traitement physique (micro-ondes)

visant atuer le parasite.

Le traitement physique par chauffage a micro-ondes (800 W pendant 90 secondes; 82.5 a
85°C) ainactivé les oocystes sporulés de I’espéce E. tenella présentes dans le vaccin élaboré.
Les radiations micro-ondes et la haute température générée, s’avérent, trés efficaces pour
inactiver les microorganismes pathogénes, notamment, les coccidies et les spores, en
particulier, celles des Bacillus subtilis, qui tolérent des conditions environnementales
difficiles ou extrémes (Celandroni et al., 2004). D’ailleurs, le chauffage micro-ondes est
considéré comme étant un éco-procédé en industrie agroalimentaire (pasteurisation et
stérilisation), appliqué aux fruits, aux légumes et aux liquides alimentaires, notamment, pour
la pasteurisation des jus de fruits frais et la stérilisation du lait, etc. (Orsat et Raghavan,
2007).

Bouchet et Boulard (1991), ont étudié ’effet des radiations micro-ondes sur 1’ultrastructure
des oocystes d’E. magna. Les oocystes sporulés d’E. magna ont été exposés a une énergie
micro-ondes de 1’ordre de 2450MHz ; 600W, pendant des intervalles de durées différentes
(10, 15 et 20 secondes), ce qui a progressivement détruit les parois oocystales. Le traitement a
induit, également, des Iésions au niveau des structures internes du parasite, notamment, les

mitochondries et | es réticulums endoplasmiques rugueux.

Ortega et Liao (2006), ont démontré 1’habilité des micro-ondes a inactiver les coccidies,
notamment, Cyclospora et Cryprosporidium. Le Cryprosporidium ayant été inactivé a des
puissances de 1’ordre de 1100W pendant 20secondes ou de 650W pendant 30secondes. Il est a
noter que les oocystes de Cryptosporidium n’ont été inactivés qu’au seuil d’une température
de 80°C.
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Il est a faire remarquer, que la température du préléevement, pendant le traitement, est le
facteur majeur pour contréler la technique (technique d’inactivation par les radiations micro-
ondes). De cefait, il n’est pas recommandé de se baser sur le facteur temps. Dans cette étude,
I’utilisation du four a micro-ondes a une puissance de 1’ordre 800W pendant 90s, procure une
température variant entre 82.5 a 85°C et ce, en profondeur de la suspension oocystale traitée,
sachant que le volume total, de la solution PBS a chague traitement est de 5mL.

Fish (1931, 1932), admet qu’une température de 60°C est capable de tuer a 100% les oocystes
sporulés ou non sporulés d’E. tenella en 20 secondes, tandis qu’a 80°C, il constate un effet
|étal de 100% en 3 secondes.

Reinhart et Becker (1933), attestent que 1’exposition de 15 secondes, a la température de
I’ordre 53°C, détruit totalement, les oocytes non sporulés d’E. neischulz. Alors que pour des
oocystes sporulés de cette méme espéce murine, la température nécessaire pour tuer 100% de

parasites en 2 minutes, est de 1’ordre de 52°C.

Le mécanisme exact d’action des micro-ondes sur les oocystes sporulés d’E. tenella, reste mal
¢lucidé, toutefois, leur I’effet 1étal est, généralement, attribué & la haute température qui en
fait suite, provogquant éventuellement, la dénaturation des protéines parasitaires (Jay, 2000 ;
Banik et al., 2003). Cependant, les effets non thermiques des micro-ondes ont, également, été
observés. Pour expliquer cet effet des auteurs ont avancé des suggestions, en particulier la
suivante: Les micro-ondes sont capables de produire des dipdles, ceux-ci se pivotant et
s’alignant au champ électriqgue des micro-ondes, parviennent a des modifications des

structures secondaires et tertiaires des protéines des micro-organismes (Banik et al., 2003).

2.2.1.2. Apresinoculation

Aprés le chalenge, les scores lésionnels (5°™ jour post inoculation :
SLm1=1.9+0.5; SLy»=1.4+0.5), les excrétions oocystales (5™ au 8™ jour post-challenge:
Excrétion oocystaley:=5.0+0.3x10°0OPG; Excrétion oocystaley,=3.1+0.3* x10°0PG) ainsi
que les taux de mortalité enregistrés (1'* au 8™ jour post-challenge: Taux de mortalité
mM1=6.6%; Taux de mortalité y,=2.2%) dans les deux lots immunisés inoculés (M1, M) sont
statistiquement (P< 0.05) meilleurs que ceux observés dans le lot non-immunisé inoculé
(SLmi=3.9+0.2, excrétion oocystaleyi=18.0+0.1x x10°0OPG, taux de mortalité \i=63.3%)
(Tableau 10).
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Numériguement, tous les paramétres suscités, observeés dans le lot immunisé 2 fois inoculé€,
sont meilleurs que ceux enregistrés dans le lot immunisé une seule fois inocul é (Tableau 10).
Les scores fécaux caecaux (du 5™ au 8™ jour post inoculation), observés dans les deux lots

vaccinésinoculés (M1, M), sont trés attéenués (Tableau 12).

Il est & noter que le score lésionnel, la mortalité et le score fécal caeca enregistrés, apres

inoculation, dansle lot non-immunise inoculé (M;) sont trés affectés (Tableau 10, 12).

Le vaccin inactivé utilisé, ne s’avére pas efficient pour freiner complétement la manifestation
lésionnelle, I’excrétion oocystale et les taches de sang dans les fientes émises et ce, a travers

les deux méthodes effectuées (avec ou sans répétition).

Toutefois, la comparaison de tous les parametres cliniques, |ésionnels et parasitologiques
étudiés (Tableaux 10,12), entre les lots vaccinés inoculés (M; My) et le lot non-immunisé
inoculé (M;), permet d’affirmer que I’immunisation a 1’aide du vaccin inactivé éaboré et
testé, a réduit la gravité des parametres cliniques et Iésionnels de I’infection, empéchant
I’apparition d’une coccidiose caecal aigue mortelle en dépit de la concentration oocystale tres

élevée (50000 oocystes d’E.tenella/sujet) de 1I’inoculum utilisé.

L’immunité engendrée par un vaccin d’Eimeria spp inactivé, est sans doute enclenchée par
des antigenes, issus de différents compartiments de 1’oocyste sporulé, dont les plus importants
sont ceux des sporozoites.

Jenkins et al. (1991), ont mis en évidence une immunité protectrice, contre E. tenella, chez
des poulets immunisés par des oocystes de la méme espéece, inactivés par les rayons X. Selon
les mémes auteurs le parasite inactivé est incapables de se développer a I’intérieure de la
cellule, suggérant un pouvoir immunogene des sprozoites, capable d’assurer une immunité

protectrice.

Murray et al. (1986), ont fait vaoir qu’il est possible d’induire une immunité
anticoccidienne contre E. tenella avec des extraits de parasites tués (extraits protéiques de
sporozoites d’E. tenella), en les administrant plusieurs fois a des poulets, a une semaine
d’intervalle, par voie orale ou par injection intramusculaire. Les oiseaux obtiennent une

protection partielle vis-avis d’une réinfection par la méme espéce. Cependant, cette
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résistance est étroitement spécifique, en particulier avec 1’espéce E. acervulina, ou 1’on
constate, apres I’administration d’extraits protéiques de cette espece, I’induction d’un certain
degré d’immunité vis-avis d’E. tendlla et d’E. maxima. L’immunité obtenue persiste au

moins 5 semaines apres |a derniére immunisation.

De nombreux auteurs se sont enquis des antigenes vaccinants, notamment, les antigénes des
sporozoites. L’antigéne SO7’, extrait du corps réfringent des sporozoites d’E. tenella, possede
un tres grand pouvoir immunogene avec des épitopes alafois, pour lescellulesB et T (Miller
et al., 1989). Il s’agit d’un antigéne trés intéressant pour 1’élaboration des vaccins sous-
unitaires (subunit vaccine). Il a été utilisé, maintes fois, avec succes, par plusieurs auteurs,
notamment, Crane et al. 1991, Kopko et al. (1999), Konjufca et al. (2008), Xu et al.
(2013). Crane et al. (1991), attestent qu’une seule dose d’un vaccin recombinant a base de la
protéine de fusion recombinée « CheY-SO7’ », de I’espece E. tenella, permet non seulement,
de protéger particllement des poulets contre une infection lourde d’E. tenella, mais,
¢également, de les protéger contre des infections hétérologues a base d’E. acervulina, E.
maxima et E. necatrix. Toutefois, les mémes auteurs, affirment que ’effet de ce vaccin reste

en dega du seuil derivalité avec la chimio-prophylaxie (Crane et al., 1991).

Kopko et al. (1999), ont utilis¢ un vaccin recombinant, en injectant, a des poulets, en
intramusculaire, 25ug d’ADN (pcDNA3-SO7'), codant la protéine antigénique du corps
réfringent des sprozoites d’E. tenella. Les oiseaux ont développé, par la suite, une immunité
protectrice a I’encontre d’une inoculation de 1’ordre de 2500 oocystes sporulés d’une souche
américaine d’E. tenella « USDA Strain 80 ».

Hyun et al. (2005), ont cloné le gene codant la protéine « EtMIC2 » (Microneme protein ou
protéine de micronenes) des sprozoites de 1’espéce E. tenella. Exprimée puis purifiée, la
protéine encodée « EtIMIC2 » est injectée dans le sac amniotique des ceufs de poulet de la
souche «White Leghorn SC», au 18°m jour d’incubation. Les poulets immunisés ont
développé une immunité protectrice, contre une infection expérimentale, au 18°™ jour post-
éclosion, de I’ordre de 10000 oocystes sporulés d’E. tenella issues du terrain américain
(souche sauvage). Les auteurs ont retenu comme réponse immunitaire, un titre sérologique
tres devé d’anticorps (mis en évidence par la technique ELISA), une faible excrétion

oocystale et une amélioration du gain de poids, en comparaison avec le lot non-vacciné

89


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Konjufca%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18809658

Chapitre 3 Immunisation des poul ets élevés au sol
par 2 différents types de vaccins d’Eimeria tenella

inoculé. Les auteurs mettent en avant I’'immunité protectrice croisée induite par 1’antigéne
« EtMIC2 » a I’encontre d’E. acervulina.
Si beaucoup d’études ont fait appel a ce stade parasitaire (Sporozoites), c’est sans doute du fait

de la facilité d’obtention et de purification des sporozoites (Geysen et al., 1991).
A partir des observations suscitées, on peut admettre que le vaccin anticoccidien inactivé
utilisé dans cette étude a permis le développement d’une immunité protectrice qui a prévenu

le déclenchement d’une coccidiose caecale aigue mortelle.

2.2.2. Expé&imentation 2 (A)

2.2.2.1.Apres immunisation
Apresimmunisation, les lots immunisésinoculés (A1, Ay) viale vaccin vivant
atténué par les radiations UV, ont développé de légers scores lésionnels (SLa1=0.5+0.1;
SLa2=0.5+0.4-0.620.0), de faibles excretions oocystales (Excrétion
oocystalea;=0.6+0.5x10°0OPG ; Excrétion oocystalea,=0.5+0.3x10°-0.2+0.3x10°0PG) et
d’insignifiants scores fécaux caecaux et ce, malgré la dose vaccinale relativement importante
(5000 oocystes/sujet) (Tableaux 10, 11).

Johnson (1927), affirme que la sévérité de la coccidiose caecale dépend en premier lieu du

nombre d’oocystes sporulés d’E. tenella recus par oiseaul.

Jankievicz et Scofield (1934) ont rapporté ce qui sulit :
e Une dose oocystale d’E. tenella comprise entre 150 a 500 oocystes/ sujet,
peut produire de | égéres hémorragies, sans mortalité.
e Une dose oocystale d’E. tenella comprise entre 1000 a 3000 oocystes/ sujet,
provoque d’importantes hémorragies avec un léger taux de mortalité.
e Une dose oocystale d’E. tenella supérieure a 5000 oocystes sujet, produit des

hémorragies sévéres avec un important taux de mortalité.

Ces observations, font valoir que les coccidies vaccinales exposées aux radiations UV (254
nm ; 60 minutes) préservent leur pouvoir de reproduction sexuée et asexuée (présence de
1égéres taches de sang et des oocystes non sporulés d’E. tenella dans les fientes des oiseaux

immunises), toutefois leur pouvoir pathogene a été atténué, car 1’administration d’une dose
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supérieure a 3000 oocystes sporulés non atténués d’E. tenella, provoque une forme clinique
de coccidiose caecale.
2.2.2.2. Aprésinoculation

Aprés le chalenge, les scores lésionnels (5™ jour post inoculation:
SLa1=1.7+0.2; SLa,=1.5+0.1), les excrétions oocystales (5°™ au 8™ jour post-challenge:
Excrétion oocystalea;=3.7+0.4x10°0PG; Excrétion oocystalea,=2.5+0.1x10°0PG), ainsi les
taux de mortalités enregistrés (1'* au 8™ jour post-challenge : Taux de mortalité a1=4.4 %;
Taux de mortalité ,»=2.2%) dans les 2 lots immuniseés inoculés (A1, A) sont statistiquement
(P< 0.05) inferieurs que ceux constatés dans le lot non-immunisé inoculé (A;) (Tableaux
10,12).

Numeériquement, tous les parametres suscités, observés dans le lot immunisé 2 fois inoculés
(A2) sont meilleurs que ceux enregistrés dans le lot immunisé une seule fois inoculés (Aj)
(Tableaux 10,12).

Les scores fécaux caecaux (du 5™ au 8™ jour post inoculation), observés dans les 2 lots

vaccinésinoculés (A1, A,) sont atténués (Tableaul?2).

Remarquons que le score lésionnel (SLai=3.5£0.2), I’excrétion oocystale (Excrétion
oocystal eai=13.5+0.5x10°0PG), la mortalité (Taux de mortalité A=70.0%) et le score fécal
caecal enregistrés, aprés inoculation, dans le lot non-immunisé inoculé (A;) sont trés
détériorés (Tableaux 10, 12).

Il importe de signaler, également, que le vaccin vivant atténué éaboré dans notre laboratoire,
ne s’avere pas efficace pour prévenir totalement le développement des Iésions, de I’excrétion
oocystale et des taches de sang dans les fientes émises et ce, par suite des 2 méthodes de
vaccination effectuées (avec ou sans répétition).

Toutefois, la comparaison de tous les parametres cliniques, 1ésionnels et parasitologiques
étudiés (Tableaux 10,12), entre les lots vaccinés inoculés (A1, A,) et le lot non-immunisé
inoculé (A;), permet de conclure que I’immunisation a I’aide du vaccin vivant atténué élaboré
et testé, peut sans doute juguler la gravité des parametres cliniques et 1ésionnels de I’infection,
empéchant 1’avénement d’une coccidiose caecal aigue mortel, en dépit de la concentration

oocystaletrés élevée (50000 oocystes d’E. tenella / sujet) de I’inoculum administre.
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La radiation UV est un traitement physique non thermique, s’avérant tres efficace pour
inactiver de nombreux micro-organisme, notamment, les protozoaires, les virus et les
bactéries (Erickson et Ortega, 2006 ; Cho et al., 2007). L’effet antimicrobien de la lumiére
UV aété mis en évidence pour la premiere fois par Downs et Blunt en 1877 (Phillips, 1983).
Au sein de la cdlule, les molécules affectées par le rayonnement UV sont les acides
nucléiques (ADN, ARN) (Harm, 1980 ; Diffey, 1991). Les nucléotides sont des molécules
chromophores (groupement insaturé responsable de 1’absorption de 1’énergie de la lumiére
dans une gamme du spectre visible ; Exemple: C=C, C=0, C=N, C=C, C=N, C=S, N=N,
etc.), représentant des centres d’absorption des rayonnements UV, a ’intérieur des acides
nucléques. Les bases pyrimidiques sont 10 fois plus sensibles a la lumiére que les bases
puriques (Smith, 1966). Ainsi, les bases pyrimidiques adjacentes (Thymine et cytosine) sont-
ils les sites les plus réactifs de I’excitation de I’ADN par des photons UV-C (100nm- 280nm)
et dans une moindre mesure, ceux des UV-B (280-315nm). L’énergie absorbée au niveau de
deux pyrimidines (cytosine (C) ou thymine (T)) adjacentes fournit 1’énergie nécessaire a la
formation d’une liaison covalente entre ces deux bases, au détriment des liaisons hydrogene
assurant la cohésion de la double hélice d’ADN. Les dimeres de pyrimidine majoritairement
induits par les UV-C et les UV-B, sont les dimeres cyclobutaniques de pyrimidines
(cyclobutane pyrimidine dimer : CPD) et les pyrimidines (6-4) pyrimidone (Nabih et Abd EI-
Hamid, 1984 ; Diffey, 1991).

Les liaisons covalentes formées entre les bases pyrimidiques au détriment des liaisons
hydrogenes provoquent la cohésion de la double hélice d’ADN, empéchant, ainsi la
réplication de I’ADN et modifiant, par conséquent, ses fonctions biologiques. Les cellules ont
la capacité de réparer les dommages. Cependant, certaines atteintes sont plus sérieuses et
permanentes, ne pouvant pas étre réparées, et pouvant affecter ainsi la survie et le
développement de lacellule (Freifelder, 1987 ; Lehmann et Norris, 1990 ; Nilsson, 1996).

Les rayonnements UV peuvent, donc, endommager les molécules d'ADN et d’ARN,
lesquelles sont responsables respectivement du transport de I'information génétique des

cellules et de latraduction de I'information génétique.

Khan et Casciotti (1999), constatent que I'exposition des stades invasifs (sporozoites pour les
Eimeria spp), aux radiations atténuantes demeure |'une des meilleures méthodes pour obtenir
des vaccins, conférant des niveaux éevés dimmunité protectrice contre de nombreuses

protozooses.
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AbdelBaki et al. (2009) ont induit une immunité protectrice contre la sacrosporidiose ovine
chez des agneaux immunisés par un vaccin contenant des sporocystes de Sarcocystis ovicanis
atténués par les radiations UV (Vaccin 1: 254 nm, pendant 30 minutes, vaccin 2 : 254 nm,
pendant 60 minutes). Les animaux immunisés par le 2°™ vaccin (UV-60) sont caractérisés par
un niveau sérologique tres élevé de 'IFN-y ; d’ou  une prédominance de la réponse Thi,

pouvant avoir un effet protecteur contre 1’infection (AbdelBaki et al., 2009).

Lin et al. (2011), ont pu induire un trés haut niveau d’immunité protectrice chez des porcs
vaccinés par des cercaires de Schistosoma japonicum atténués par les radiations UV (400 uW)
et inoculés ensuite par le méme trématode. Ils ont mentionné, également, qu’une triple

immunisation par ces cercaires atténuées s’avere plus efficace qu’une seule immunisation.

Zhao et al. (2013), ont pu déclencher une immunité protectrice chez des souris vaccinés par
des injections intra-péritonéales de tachyzoites de Toxoplasma gondii atténués par les

radiations UV, puisinoculés vialaméme voie par |les tachyzoites de cette coccidie.

Lalumiére UV g, également, I’avantage d’étre moins chere, plus commode a la manipulation

et plus sécurisante en comparaison aux rayonnements X et y (Shi et al., 1990).

En guise de conclusion, le vaccin vivant atténué utilisé dans cette €tude, s’avere efficace
quant a la stimulation d’une immunité protectrice prévenant la survenue d’une forme clinique

de la coccidiose caecal e aigue.

3. DISCUSSION GENERALE
L’immunité protectrice des deux vaccins testés, se manifeste sur deux volets:
e [’amélioration des performances zootechniques, particulierement, les gains de poids
et I’indice de consommation.
e Laréduction des scores |ésionnels, des scores fécaux, de la production oocystale et de
la mortalité. Cette réduction s’avere plus intéressante dans le vaccin vivant atténué,
particulierement, lors de son application répétée (2 reprises). Selon Horton-Smith et

al. (1961), les principaux critéres pour 1’appréciation de la résistance des poulets, vis-
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avis de la coccidiose caecale, sont le taux de mortalité et le taux de D’excrétion

oocystale.

Quoiqu’elle n’ait pas ¢été attestée statistiquement, I’immunisation répétée (Trickle
immunization), sur deux administrations, s’avére plus intéressante quant a la réduction des
|ésions caecales, de la production oocystale et du taux de mortalité. Nakai et al. (1992), ont
pu prévenir totalement 1’apparition des |ésions caecales (apres chalenge par E. tenella) chez
des poulets immunisés pendant 13 jours par des doses journaliéres de 1’ordre de 50 oocystes
vivants virulents d’E. tenella/sujet/jour. Néanmoins, 1’excrétion oocystale n’a pu étre réduite

complétement.

Joyner et Norton (1973), attestent que I’administration journaiére de faibles doses
d’oocystes d’Eimeria spp du poulet, induit un meilleur degré de protection par rapport a celui
produit par une seule administration de ces faibles doses oocystales conjuguées. Cependant,
dans les éevages de poulet au sol, la vaccination répétée contre la coccidiose s’avere peu
pratique, d’autant que le controle de cette parasitose est jugé par I’absence de signes cliniques

et de |ésions macroscopiques (Joyner et Norton, 1973).

Long et al. (1980), remarquent que I’immunisation contre les différentes especes d’Eimeria
spp du poulet, peut se manifester par 1’un des degrés de protection mentionneés ci-apres :

e Les oiseaux peuvent manifester une résistance totale contre le développement du
parasite, traduite par 1’absence de I’excrétion oocystale, des 1ésions macroscopiques et
des signes cliniques.

e Le systeme immunitaire des poulets peut développer un degré de protection,
caractérisé par 1’absence de lésions macroscopiques et la présence d’une excrétion
oocystale.

e Lesoiseaux peuvent ne pas manifester des signes cliniques, développant en revanche

des |ésions macroscopiques.

Ces trois manifestations dépendent du statut immunitaire des animaux, de la nature et de la
concentration de I’inoculum. D’autres facteurs peuvent y contribuer, notamment, 1’identité
des espéces présentes dans le vaccin et dans 1’inoculum, la concentration de la dose vaccinale,

le temps qui espace I’immunisation du challenge (Long et al., 1980).

94



Chapitre 3 Immunisation des poul ets élevés au sol
par 2 différents types de vaccins d’Eimeria tenella

Le contrGle de la coccidiose par I’utilisation de vaccins vivants renfermant des souches
d’Eimeria spp, atténuées ou virulentes est effectué dans l'industrie de volaille & un degré
limité et ce, pendant plus de 50 ans. Leur efficacité repose sur le recyclage de la trés faible
dose oocystale initiale et ce, via des passages répétés (Trickle immunization) de petites doses
d’oocystes vivants a travers les poulets élevés au sol, permettant 1’installation progressive
d’une immunité solide. Ces vaccins ont éé employés principalement pour protéger des bandes
de reproductrices et de pondeuses (Shirley et al., 1995). Toutefois, leur utilisation dans les

¢élevages de poulets de chair s’avére augmentée au fil des années.

L’administration, durant la premiére semaine d’age, des vaccins anticoccidiens vivants
(PARACOX™ et LIVACOX™: Vaccins vivants aténués; COCCIVAC™ et
IMMUCOX™ : Vaccins vivants virulents), commercialisés & travers le monde, permet de
produire une immunité solide, dans de bonnes conditions d’utilisation et d’élevage
(Danforth, 1998). Toutefois, I’immunité croisée incompléte (ou absente) entre les souches
d’une méme espéce d’Eimeria spp, ainsi que I’intrusion, dans le terrain Algérien, de souches
d’Eimeria spp du poulet anti-géniquement différentes, demeurent les problemes majeurs de
I’utilisation de ces vaccins commercialisés, d’ou 'intérét d’élaborer des vaccins a base de

souches locales.

Selon Shirley (1989), les vaccins anticoccidiens procurent une immunité protectrice
permettant de controler la maladie, toutefois, les effets les plus subtiles de la vaccination sur
I’épizootiolgie de la coccidiose ont été, également, évalués en surveillant le nombre d’oocytes
présents sur les litieres des bandes de poulets vaccinés et non vaccinés, traités et non traités
par des molécules anticoccidiennes. Les résultats de ces études laissent apparaitre une
présence permanente d’oocystes dans la litiere d’un élevage surveillé de poulettes futures
pondeuses vaccinés et ce, tout au long de la période d’élevage, pouvant atteindre 20
semaines; avec une production oocystale comprise entre 10000 et 70000 oocystes par

gramme de feces.

Dans le méme site et sur d’autres bandes traitées aux anticoccidiens, on a enregistré une
production oocystale de 1’ordre de 2000 a 300000 oocystes par gramme de féces. D’une
facon générale, on note moins d'oocystes sur la litiere des bandes vaccinées comparées aux

bandes traitées aux ionophores.
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C’est la preuve que les vaccins utilisés permettent de prévenir la maadie en protégeant

I’animal d’une forme clinique de la maladie, sans éradiquer du parasite.
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Chapitre 4
Techniques utilisées dans I’étude

Le présent chapitre consiste a décrire les différentes techniques utilisées dans les deux
chapitres précédents. 11 s’agit de méthodes classiques de coprologies (Méthode de flottation,
séparation et isolement des oocystes de la matiere fécale, technique de McMaster modifiée,
etc.), de coloration histologique (Hématoxyline Eosine) et de technique de biologie
moléculaire (ITS1-PCR), etc.

L es techniques suscitées, se sont répétées a travers les deux études réalisées dans cette these,
en sorte que nous avons consacré ce quatrieme chapitre a la présentation détaillée de ces
techniques.

1. METHODE DE FLOTTATION

Son principe consiste en la concentration des éléments parasitaires, confinés dans une petite
quantité de feces mélangées a un liquide dense (de densité supérieure a celle de la plupart des
éléments parasitaires), afin que sous 1’action de la pesanteur ou de la centrifugation, les débris
sedimentent dans le culot tandis que les éléments parasitaires remontent a la surface du
liquide ou ils sont recueillis puis identifiés.

Il s’agit de la méthode coproscopique qualitative la plus utilisée. Elle comporte plusieurs
variantes ; le protocole décrit ci-aprés est tres proche de ceux mentionnés par de nombreux
auteurs, notamment, Thienpont et al. (1979), Euzéby (1981), Losson (1996) et Beugnet et
al. (2004) :

e Homogénéiser 5g de féces dans un volume d’eau de robinet.

e Tamiser le mélange dans une passoire (diametre orifice=250um).

e Centrifuger lefiltrat 5 minutes a 2000 tours/minute, aprés quoi éliminer le surnageant
et resuspendre le sediment dans une solution dense (densité égale a 1.2) ; gouter
ensuite la solution dense jusqu’a 5 mm du sommet du tube.

e Centrifuger la suspension pendant 5 minutes a la vitesse de 2000 tours/minute. Apres
la centrifugation, gouter la solution dense (afin de remplir le tube) jusqu’a la
formation d’un ménisque convexe, sur lequel est posée une lamelle (ou une lame) pour

couvrir le ménisque sans emprisonner les bulles d’air.
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Laisser reposer durant environ 4 a 5 minutes, apres quoi récupérer la lamelle sur
laquelle les éventuel s éléments parasitaires se sont collés (face inférieure) et 1’observer

sur une lame au microscope au grossissement 10 (100x), 40 (400x).

Il importe de souligner que les principal es solutions denses utilisées sont :

Solution saturée de sdl de cuisine (NaCl), a densité égale a 1.2 (NaCl a raison de 40
grammes dans 100 mL d’eau).

Solution dense de sulfate de zinc (37% (w/v) ZnS0a.7H20) (Zinc Sulphate,
BIOCHEM Chemopharma, Quebec), a raison de 370g par litre d’cau) (Ryley et al.,
1976).

2. SEPARATION ET ISOLEMENT DES OOCYTES DE LA MATIERE
FECALE

La technique de séparation et d’isolement des oocystes de |la matiere fécale, décrite par

Shirley (1995) est donnée ci-aprés:

Transférer la matiére fécale fraichement émise (24-48h) dans des récipients en
plastique transparent (1-5L) aprés quoi ajouter de 1’eau de robinet.

Mixer le contenu du récipient, a 1’aide d’un agitateur magnétique (Drehzahl
electronic- IKA-COMBIMAG REO, Germany), jusqu’a 1’obtention d’une mixture
homogeéne.

Filtrer I’homogénat a travers 2 piéces de gaze; centrifuger ensuite le filtrat a une
vitesse de 2000 tours/ minute pendant 10 minutes.

Soustraire le surnageant et gjouter une solution saturée d'une densité égale a 1.2 au
culot formé, apres quoi remuer vigoureusement le tout jusqu’a 1’obtention d’une
suspension homogene (ainsi que mentionné antérieurement).

Centrifuger la suspension obtenue a une vitesse de 2000 tours/ minute pendant 10
minutes.

Collecter les oocystes au sommet du liquide a 1’aide d’une seringue stérile reliée a une
longue aiguille.

Déposer les oocystes dans I’eau distillée (dans des tubes a centrifuger) afin de

procéder aux lavages des oocystes.
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e Les lavages s’effectuent en procédant a 3 a 4 centrifugations successives dans 1’eau

distillée a une vitesse de 1’ordre de 2000 tours/minute pendant 10 minutes tout en

récupérant le sédiment a chaque centrifugation (Conway et M cK enzie, 2007).

e Apres le dernier lavage les oocystes sont mis dans une solution de dichromate de
potassium a 2.5% (k>Cr,O7) (Potassium dichromate Analytical Reagent, BIOCHEM

Chemopharma, Quebec) pour assurer la sporulation.

3. TECHNIQUE DE McMaster MODIFIEE

C'est une méthode permettant de mesurer I'excrétion oocystale, par décompte du nombre

d'oocystes par gramme de feces consistant a :

Diluer, puis mixer 3g de féces de poulet dans 42mL d'eau, jusgu'a l'obtention d'une
suspension fécale homogene, apres quoi filtrer I’homogénat a travers deux piéces
de gaze (0.15mm).

Récupérer le filtrat dans un récipient sec et propre, apres quoi 1’homogénéiser par
une bonne agitation.

Prélever un aiquote (de cette derniére solution) pour faire remplir un tube de
centrifugation (de 15mL) jusgu'a 5mm de son sommet.

Centrifuger 1’aliquote prélevé a une vitesse de 1500 tours/minute, pendant 5
minutes.

Soustraire le surnageant tout en récupérant le sediment.

Diluer et mixer le sédiment dans une solution saturée, a une densité égale a 1.2 et
ce, jusqu'a l'obtention du méme volume initial (volume de I’aliquote), puis faire
retourner le tube plusieurs fois jusqu'a homogénéisation de la solution.

Prélever un aiquote du centre du tube, a I'aide d'une pipette propre, aprés quoi
faire remplir les 2 chambres de la cellule McMaster a deux grilles (CHALEX
CORPORATION, USA) (3 chambres pour certaines cellules McMaster). Chaque
chambre comporte un volume de 0.15mL et est gravée d'une grille de 6 colonnes.
Apres 5 minutes il est procédé au décompte de tous les oocystes se situant a
I'intérieur de la grille (dans les 6 colonnes) de chague chambre en utilisant le
grossissement 10 (100x).

Le calcul du nombre d’oocystes par gramme de feces (O.P.G) seffectue de la

facon suivante :
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N x 45

P.G =2
0.P.G=—

N : Nombretotal d'oocystes dans les deux chambres de la cellule McMaster.

45mL : Volume de la suspension fécale.
0.3mL : Volume des deux chambres de la cellule McMaster.

39 : Poids des feces utilisées dans |la technique.

NB : Si le nombre d'oocystes est tres éleve, on peut réaliser des dilutions de 1/10 ou de 1/100

dans la solution dense, puis on multiplie par le facteur de dilution (Taylor et al., 1995).

4. PREPARATION DESDOSES OOCYSTALESPURIFIEES

La préparation d’une dose oocystale exige une attention minutieuse, particulierement

lorsqu’il s’agit de faibles doses d’oocystes (exemple : 100 oocystes/ml). La procédure y

afférente mentionnée ci-apres est décrite par Shirley (1995) :

Oter le dichromate de potassium par des centrifugations répétées dans 1’eau (lavages
répétés), en prenant soin, si nécessaire, de réduire la taille des tubes (ou de boites) a
centrifuger autant que la procédure le permet. Pour ce faire, il est possible de
commencer le lavage dans des récipients en verre de 1L ou des tubes de 100mL, aprés
quoi, continuer, les lavages, dans des tubes de 50 et 15mL.

Ajouter I’hypochlorite de sodium (10% v/v) & la concentration oocystale finale et la
laisser dans un bain de glace pendant 5-10 minutes, afin d’éviter I’agrégation des
oocystes et d’avoir un bon pourcentage de sporulation (s’il s’agit d’oocystes non
sporul és).

Centrifuger (2000 tours/ minute pendant 10 minutes), puis éliminer le surnageant,
apres quoi diluer et mixer le sédiment dans un volume restreint de solution saturée.
Remplir le tube jusqu’a de 2cm de son sommet avec la solution saturée et recouvrir
aprés avec de I’eau distillée. Centrifuger, le tout, pendant 5 minutes a la vitesse de
1500 tours/ minute.

Collecter les oocystes (a 1’aide de seringue stérile) lavés et exempts de bactéries
(bacteria-free) a partir de I’interface entre le sel (solution dense) et 1’eau. Déposer,
apres, les oocystes dans des tubes stériles.

Diluer et mixer les oocystes dans de ’eau distillée stérile ; centrifuger & 1500 tours/

minute pendant 5 minutes, apres quoi oter le surnageant et conserver e sédiment.
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4.1. Doses oocystales relativement grandes (5000-100000 oocystes/ml) pour les

passages, scor es lésionnels, gains de poids, etc.

Diluer les oocytes dans une solution de Phosphate Buffer Saline (PBS ; pH =7.2) et
les transférer dans des tubes coniques (15mL ou 50mL).

Effectuer ensuite, des comptages oocystaux, a 1’aide de la technique McMaster
modifiée, afin de déterminer le nombre d’oocystes par millilitre de suspension.
Diluer la suspension, autant de fois que nécessaire, si la concentration oocystale est
trop élevée.

Une fois la concentration requise (par millilitre de suspension) obtenue, il est
fondamental d’effectuer ensuite, plus de 10 comptages pour chaque dose, afin de
confirmer la dose recherchée.

La dose finale est généralement obtenue par 1 millilitre de suspension (Shirley,
1995).

4.2.Doses oocystales faibles pour infection et immunisation expérimentales, etc.

Diluer les oocytes dans une solution de Phosphate Buffer Saline (PBS ; pH =7.2) et
les transférer dans des tubes coniques (15mL ou 50mL).

Effectuer ensuite, des comptages oocystaux, a 1’aide de la technique McMaster
modifiée, afin de déterminer le nombre d’oocystes par millilitre de suspension.

A T’aide d’une pipette Pasteur calibrée en verre ou une seringue en verre (30
gouttes/mL), prélever 6 a 10 aliquotes sur de la suspension oocystale, apres quoi les
mettre (les aliquotes) dans un tube conique et remuer fermement le prél évement.
Placer une goutte de la suspension prélevée, entre lame et lamelle.

Effectuer des comptages des oocystes sporulés dans chaque goutte, apres quoi
calculer le nombre oocystal moyen/goutte.

Multiplier le nombre oocystal moyen/goutte obtenu, par le coefficient approprié
afin d’obtenir la concentration oocystale/mL.

Ladose finale est généralement obtenue par 1 millilitre de suspension.

5. PURIFICATION DES OOCYSTES D’E. tenella A PARTIR DES CAECA

La méthode utilisée afin de purifier les oocystes de 1’espéce E. tenella a partir des caeca est

celle décrite par Shirley (1995), elle est adaptée pour obtenir des extraits oocystaux purifiés

(exempts des débris extrinseques) de cette espece. Latechnique est décrite ci-apres :
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e Sectionner les caeca atteints de la coccidiose caecale a partir du reste de I’intestin, a
I’aide d’une paire de ciseaux propres ou d’un bistouri stérile. Suite a quoi, couper
longitudinalement, chaque ceacum, avant le raclage de la muqueuse caecale par un
bistouri stérile.

e Ajouter aux tissus et aux contenus caecaux une solution de Phosphate Buffer
Saline (PBS; pH =7.2), apres quoi, les hacher et les homogénéiser a ’aide d’un
hachoir (MSM 6150, Bosch, Slovénie).

e Ajouter la trypsine (Gibco™ Trypsin 1 :250, ThermoFisherScientific, USA) & une
concentration finale de I’ordre de 1.5% w/v et incuber a une température d’environ
41°C, pendant 30 minutes, par la suite, filtrer ’homogénat a travers deux pieces
épaisses de gaze.

e Centrifuger le filtrat pendant 10 minutes a une vitesse de 1500 tours minute et
éliminer ensuite le surnageant.

e Diluer et mixer le sédiment dans une solution saturée, aprés quoi, gjouter un surplus
de solution saturée jusqu’a obtention du volume initial. Centrifuger, le tout, pendant 5
minutes ala vitesse de 1500 tours/ minute.

e Collecter les oocystes a partir du sommet de la solution saturée, apres quoi effectuer
plusieurs lavages oocystaux.

e Mettre les oocystes lavés a sporuler pendant au moins 48 heures (Shirley, 1995).

6. TECHNIQUESHISTOLOGIQUES

Dans le but de finaliser I’observation des lésions histologiques des duodénums des
animaux sacrifiés au cours de la premiere éude, il a éé réalisé des coupes histologiques,
colorées par la technique « Hématoxyline-Eosine ».

6.1. Préparation des coupes histologiques
Il existe de nombreuses méthodes de préparations des coupes histologiques, celle
utilisée dans notre étude (2°™ chapitre) est décrite par Fortier et Hould (2003), Carson et
Hladik (2009).

Les différentes étapes de la préparation des coupes, exception fait de la fixation, sont automatisées par
un automate pour histologie (Sakura Tissue-Tek™ 4640 Rotary Tissue Processor, Japan). Les
morceaux de tissus sont introduits dans des cassettes d’histologie (Tissue-Tek™ Systéme de Méga-
cassettes™, Japan).
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6.1.1. Fixation
La fixation a pour but la conservation des structures et le durcissement des tissus
tout en évitant 1’autolyse des structures cellulaires. Elle s’effectue par I’utilisation de plusieurs
fixateurs chimiques (provoquant la coagulation du protoplasme cellulaire), notamment, le

formol 10%. La durée minimale de fixation est de I’ordre de 48 heures.

Les segments duodénaux prélevés, sur chague lot (2°™ chapitre), sont mis dans du formol

10%, jusqu’au jour de la manipulation (Fortier et Hould, 2003).

6.1.2. Déshydratation

C’est une étape préalable a I’inclusion, permettant de chasser 1’eau des tissus et de

préparer ainsi son remplacement par des produits hydrophobes (paraffine).

Les fragments intestinaux sont retirés du formol, coupés en petits morceaux a 1’aide d’un
couteau puis déshydratés dans des bains successifs de :
1. 20 minutes dans 1’éthanol 70%.
20 minutes dans 1’ éthanol 95%.
20 minutes dans 1’éthanol 95%.
20 minutes dans I’éthanol 100%.
20 minutes dans 1’éthanol 100% (Fortier et Hould, 2003 ; Carson et Hladik,
2009).

o &~ v D

Il est préférable que la déshydratation se fasse a une température allant de 20 a 37°C (Fortier
et Hould, 2003).

6.1.3. Eclaircissement

Il s’effectue par la réalisation de 2 bains d’une heure chacun, de xylene (ou le
toluene) a 100% (solvant de 1’alcool absolu), avec agitation. Les bains servent a remplacer
I’alcool dans les tissus afin que celui-ci (xyléne) soit miscible avec la paraffine. Le xylene
eclaircira le tissu pour que son indice de réfraction soit plus élevé et augmentera sa
transparence. Ainsi les tissus sont préts pour leur inclusion dans la paraffine au terme de
laquelle les blocs sont confectionnés (de paraffine). La température du bain ne devrait pas
dépasser 37°C (Fortier et Hould, 2003).
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6.1.4._Imprégnation
Le prélévement imbibé de solvant est ensuite imprégné a chaud dans deux bains

successifs de paraffine liquéfiée a 56°C pendant lheure pour chacun. La paraffine est le
milieu le plus utilisé, permettant de bien remplir toutes les cavités tissulaires, de donner une

consistance uniforme aux tissus et d’en fournir un support interne (Fortier et Hould, 2003).

6.1.5. Inclusion (enrobage)

L’enrobage permet de fournir aux tiSSus un support externe pour la coupe au
microtome et d’assurer une meilleure conservation du tissu par la suite. Il s’effectue en
placant des fragments dans des moules en plastique (ou en métal inoxydable), préalablement
remplis de paraffine liquéfiée, a 56°C. Il est recommandé des déposer les tissus au centre du
moule pour éviter qu’ils adhérent aux parois. Il faut, également, éviter qu’ils se touchent entre
eux (Fortier et Hould, 2003).

Apres refroidissement sur une plague froide a -8°C, il est obtenu un bloc de paraffine, dur, a
I’intérieur duquel la piéce prélevée est incluse, les blocs doivent ére conservés au froid

jusqu’a la coupe (Fortier et Hould, 2003).

La bonne orientation du tissu dans le moule est de la plus haute importance, puisque facilitant
la coupe au microtome et favorisant I’observation optimale des structures microscopiques
(Fortier et Hould, 2003).

6.1.6. Microtomie
Les fragments duodénaux inclus dans les blocs de paraffine sont coupés a ’aide
d’un microtome en de fines coupes de 3um d’épaisseur. Il est a noter qu’il a été réalise

plusieurs coupes (ruban de coupes) par bloc de prélévement.

6.1.7. Etalement
Les coupes histologiques sont récupérées dans 1’eau contenant 1% de gélatine
(colle biologique), étalées sur des lames en verre (en évitant les plis et les cassures) puis

ramenées a 1’étuve a 50°C pendant une heure pour sechage.
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6.2. Coloration Hématoxyline-Eosine et montage des lames
Au lendemain du séchage, les lames sont colorées par la technique « Hématoxyline-
Eosine », laquelle est une coloration standard utilisée en histologie. L hématoxyline colore les

noyaux en violet, I’éosine, le cytoplasme en rose.

6.2.1. Déparaffinage et réhydratation
La paraffine est hydrophobe tandis que les colorants sont hydrophiles. C'est

pourquoi la coloration des coupes comporte une étape de déparaffinage et de réhydratation.
Cette étape est assurée par une succession de bains, d’abord dans un solvant permettant
I’élimination de la paraffine (Xyleneou toluéne) puis dans des bains d’acools de
concentration décroissante (de 100° jusqu’a 70°), avant un bain dans 1’eau assurant la
réhydratation finae :

1. 2 bains successifs de 15 minutes chacun, de xyléne.
2 bains successifs d’éthanol 100% de 15 minutes chacun.
1 bain d’éthanol 95% de 15 minutes.

2 bains successifs d’éthanol 70% de 15 minutes chacun.

o~ W DN

1 bain d’eau distillée de 10 minutes.

6.2.2. Coloration
La coloration « Hématoxyline-Eosine », utilisée dans 1’étude, est celle décrite par
Mayer (1896). Les coupes sont colorées par I’hématoxyline suivie de 1’éosine :
1. 1 bain d’hématoxyline (Mayer) pendant 5 minutes.
Rincer sous |'eau courante de robinet, pendant 10 minutes.
10 trempages dans de 1’éthanol 95%.

2

3

4. 1 bain d’¢éosine Y, pendant 1 minute.

5. 3 bainsde 5 minutes chacun, dans 1I’éthanol 100%.
6

1 bain de 5 minutes, dans le xyléne (Mayer, 1896 ; Schmitz et al., 2010).

6.2.3. Montage manuel deslames

Une lamelle propre et suffissmment grande (couvrant toute la surface du
prélévement), utilisée pour y déposer une goutte de milieu de montage (résine: avec a un
indice de réfraction se situant trés pres de celui du verre, soit autour de 1.50), est appliquée
sur chaque lame. Aprés quoi, les lames prétes a 1’observation sont identifiées (Fortier et
Hould, 2003).
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6.3. Observation microscopique
Les lames asséchées sont observées au microscope optique aux grossissements 10
(100x), 20 (200x), 40 (400x) et 100 (1000x, avec I'huile dimmersion), afin d’en identifier les
|ésions coccidiennes et de rechercher les différents stades parasitaires au niveau de 1’épaisseur

de laparoi duodénale.

7. IDENTIFICATION DES ESPECES D’Eimeria spp DU POULET

Les oocystes sporulés des especes d’Eimeria spp du poulet présentes dans les inocula
utilisés dans les 2 études et les vaccins préparés dans la 2°™ étude, sont identifiés par deux
méthodes :

e Identification par morphomeétrie.

e Identification par latechnique ITS1-PCR.

7.1. Diagnose mor phologique
L’identification morphologique est axée sur 1’évaluation des différents caractéres, des
oocytes sporulés des espéces d’Eimeria spp, notamment, mensuration et forme oocystales,
index de dimension, présence ou absence de granule polaire, présence ou absence de
micropyle, etc. (Figure 1 ; Tableau 1)

Calotte
micropylaire

Granule polaire 1 Ll 2 s

Les globules

- Religuat
réfringents

sporocystal

Sporocyste
Sporozoite

Religquat
Corps de vocystal
Stieda
La membrane interne

La membrane externe 9¢ 12 Parei oocystale

de la paroi oocystale

Figure 1. Schéma d’un oocyste sporulé d’Eimeria
(McDougald et Reid, 1997, traduite par Djemai, 2008).
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Tableau 1. Récapitulatif des caracteres oocystaux évalués (Euzéby, 1987 ; McDougald
et Reid, 1997, compilés par Djemai, 2008).

Formede Longueur x Largeur Index de Couleur Micropyle

Granule

1’00cyste (nm) dimension polaire
.acervulina  Ovoide 17.7-20.2x13.7-16.3 - (trés petit) +
(18.3x14.6)
E. brunetti Ovoide 20.7-30.3x18.1-24.2 131 Incolore - +(au gros pole)
(24.6 x18.8)
E. maxima Ovoide 21.5-42.5x16.5-29.8 147 Jaune clair -(ou présence +
(30.5x20.7) d’un
micropyle tres
petit)
E. mitis Sub-sphérique 11.7-18.7x11.0-18.0 1.09 + (petit) +
(15.6 x14.2)
E. necatrix Sub-globuleux 13.2-22.7 x11.3-18.3 119 Incolore + +
ou ovoide (20.4x17.2)
E. praecox Ovoide 19.8-24.7x15.7-19.8 124
(21.3x17.1)
E. tendla Ovoide 19.5-26.0 x16.5-22.8 1.16 Incolore +(au petit pole)
(22.0 x19.0)
REIIE REIIE Cytoplasme Spor ozoites
oocystal spor ocystal
E.acerwlina - - Paroi fine et
lisse
E. brunetti - Paroi lisse 1 ou 2 corps réfringent dansle
sporozoites
E. maxima - + (petit) Plus ou Sporozoites renferment un
moins globule trés réfringent
rugueuse
E. mitis - + (petit) Paroi lisse
E. necatrix - Inconstant Paroi lisse Cytoplasme Sporozoites anoyau proche de
emplit presque 1’extrémité pointue et a globule
tout le volume  réfringent
de I’oocyste
E. praecox - Paroi lisse
E. tendla - - Paroi lisse Cytoplasme

n’emplit  pas
tout le volume
de I’0ocyste

Il importe de faire observer que I’identification morphologique des espéces d’Eimeria spp du
poulet est considérée par de nombreux auteurs, notamment, Eckert et al. (1995), comme
étant un procédé peu fiable et moins précis, du fait du chevauchement des dimensions et des

autres caractéres entre les espéces.

La lecture des caractéres oocystaux s’effectue a 1’aide d’un microscope optique et d’un
micrométre calibré, ce dernier étant utilisé pour mesurer la taille des oocystes, ainsi que
d’autres mensurations et est composé de 2 piéces :

e Micrométre objectif : C’est une lame porte-objet gravée d’une échelle graduée en
millimétre. Le millimetre est divisé en 100 parties égales; une sous-division
correspond a: 1 mm/100=10um.

e Micrometre oculaire: Un oculaire spécial sur lequel est gravée une échelle graduée.
Tous les oculaires micrométriques n’ont pas le méme nombre de divisions (T hienpont

et al., 1979).
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Le calibrage (étalonnement) du microscope oculaire est une phase importante a réaliser,

s’effectuant conformément aux étapes suivantes :

Installer le micrométre objectif sur la platine du microscope et guster 1’échelle.
Tourner, ensuite, le micromeétre jusqu’a superposer les images des 2 échelles.
Tourner ou déplacer la platine jusqu’a ce que les lignes Zéro des 2 échelles coincident.
Rédliser le décompte du nombre de divisions du micromeétre oculaire.
Déterminer le trait du micrometre oculaire correspondant exactement avec le milieu du
trait du milieu du micrométre objectif.
Commencer 1’étalonnement avec 1’objectif le plus faible en suivant 1’ordre de
grossissement croissant 10 (100x), 40 (400x) et 100 (1000x avec I'huile
d’immersion), en obtenant pour chaque objectif un chiffre index, représentant la
longueur en microns d’une division du micrometre oculaire (Thienpont et al., 1979).
En fonction du grossissement utilisé, calculer en microns la mensuration recherchée
(Exemple: largueur du parasite) en utilisant la formule suivante (Thienpont et al.,
1979) :
Longueur en Microns (um) =Nombre de graduation du micrométre oculaire x Index
d’agrandissement’
* . Exemple de I’index d’agrandissement :
Agrandissement objectif 10 : Index d’agrandissement=15um.
Agrandissement objectif 40 : Index d’agrandissement=3.75um.

Agrandissement objectif 100 : Index d’agrandissement=1.5um.

7.2. |dentification par latechnique I TS1-PCR

Plusieurs techniques de biologie moléculaire, basées sur la polymérisation en chaine

(PCR), par amplification de certaines séquences de I’ADN ribosomique (exemple: ITSL,

ITS2, etc.), ont été développées afin de distinguer entre les sept especes d'Eimeria spp
infectant le poulet (Schnitzler et al., 1998 ; Schnitzler et al., 1999 ; Woods et al., 2000;
Gasser et al., 2001 ; Su et al., 2003 ; Gasser et al., 2005 ; Jenkinset al., 2006).

L’identification des espéces d’Eimeria spp du poulet par latechnique ITS1-PCR, est axée sur

I’amplification des séquences ITS1-rDNA spécifiques a chaque espéce d’Eimeria spp par

I’utilisation des amorces specifiques pour chague especes (Jenkins et al., 2006).
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7.2.1. Extraction de ’ADN génomigue du parasite

L’extraction de ’ADN génomique des oocytes purifiés (dans la solution PBS), a
été réalisée par la méthode au phénol/chloroforme, décrite par Duncanson et al. (2001) et
Bajnok et al. (2015) avec certaines modifications concernant le type de tissus utilisés (Dodd
et al., 2014) :

1. Rédiser, par centrifugations (2000 tours/minute, pendant 5 minutes), des lavages
répétés (4 centrifugations) de la suspension oocystale (dans la solution PBS) a
identifier. Enlever entre chaque lavage le surnageant, suite a quoi resuspendre le culot
dans de I’eau distillée.

2. Placer 1cm®‘ml) du culot fina dans un tube eppendorf de 1.5 mL.

3. Ajouter 400ul de tampon de lyse (lysis buffer) et remuer a 1’aide d’un vortex (Thermo
Scientific MaxiMix™, UK).

4. Ajouter 4ul de la protéinase K (Protéinase K, EO0491, 1mL, 600unit/mL, Thermo
Scientific™, UK) pour une concentration de I’ordre de 50mg/mL de solution, ou 10pl
de la protéinase K pour la concentration de 20mg/mL.

Incuber la suspension, durant toute la nuit, alatempérature de 56°C.

6. Ajouter 500uL de la solution tamponnée « Tris phénol/chloroforme pH8.0 », apres
quoi mixer pendant 10 minutes.

7. Centrifuger alavitesse de 13000 tours/minutes, pendant 10 minutes.

8. Transférer le surnageant dans un tube stérile.

9. Répéter les étapes « 1, 2 et 3 » deux fois.

10. Ajouter 90uL d’acétate de sodium (3M, pH5.3) et 900uL de 1’éthanol 100%.

11. Conserver la suspension, durant toute la nuit, a-20°C.

12. Centrifuger alavitesse de 13000 tours/minutes, pendant 20 minutes.

13. Enlever et éliminer le surnageant.

14. Laver le culot dans 500uL 1’éthanol 70%.

15. Centrifuger alavitesse de 13000 tours/minutes, pendant 10 minutes.

16. Enlever et éliminer le surnageant.

17. Laisser dessécher le culot dans l’air a la température de la chambre pendant 10
minutes.

18. Dissoudre le culot dans une quantité appropriée (généralement 100ul) de tampon T.E.
(TE buffer : 10 mM Tris-HCI pH8.0, 0.1 mM EDTA ; Invitrogen™, USA) aprés quoi

maintenir la suspension, alatempérature de réfrigération (4°C).
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La composition du tampon de lyse (lysis buffer) est donnée dans le tableau ci-apres :

Tableau 2. Composants chimiques du tampon
de lyse (G Hide, données non publiées).

Composant Concentration findle  Quantité
Chimique’

NaCl 100mM 5.844g
EDTA pH8.0 25mM 50ml de 0.5M
SDS (Sodium lauroyl 0.5% 59
sarcosinate)

TrispH8.0 0.5% 20ml de 1.0M
Eau 1litre

x

: Autoclaver la solution 20 minutes a 121°C.

7.2.2. Lecture de densité optique (DO) de I’ADN par spectrophotomeétrie
Avant d’élaborer le mélange PCR, il importe de s’assurer de la pureté et de la

bonne concentration en ADN des prélevements utilisés, par une lecture faite au moyen d’un
spectrophotométre (NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific™, UK; avec un
intervalle de longueur d’onde compris entre 190-840nm) et ce, en déposant 1l de
prélévement sur le lecteur de 1’appareil, apres quoi il est utilisé plusieurs longueurs d’ondes
dont les plus importantes sont : 260nm et 280nm (la durée de la mesure est de 5 secondes). Le
spectrophotometre, NanoDrop 2000 Spectrophotometer, est relié a un Laptop configuré
(Windows®XP, USA), sur lequel sont affichés les paramétres suivants :

e Densité optique (DO), définie comme étant 1’absorption A (ou absorbance). Elle
correspond a 1’absorption maximale (Exemple: de I’ADN) a une longueur
donnée.

e Concentration d’ADN ou d’ARN ou des protéines . La concentration du
préléevement en ADN est affichée en ng/uL (Ing/uL=1pg/mL), toutefois, elle
peut étre calculée par 1I’équation suivante (Tableau 3).

1 unité de DO2g=50pug/mL
D00 - Densité optique a la longueur d’onde 260nm.

e Pureté: Les protéines absorbent davantage les UV a 280nm, tandis que I’ADN
absorbe mieux a 260nm.Le ratio Azeo/A2go €St utilisé pour estimer la pureté du
prélévement en acide nucléique. L’ADN pur doit avoir un ratio d’environ 1.8,

I’ARN pur ayant une valeur d’environ 2.0.
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Tableau 3. Concentration en acides nucléques.

Acide Nucléique Concentration (pg/ml) par unité d’Azm

ADN double-brin 50"

ADN monobrin 33"

ARN monabrin 40™

Aoy unité d’absorbance a 260 nm;, " : I unité d’absorbance a 260 nm (Asso)
représente 50ug/ml; " : 1 unité d’absorbance a 260 nm (Agx) représente
33ug/ml ;""" : I unité d’absorbance a 260 nM (Agso) représente 40ug/mL.

7.2.3. Préparation de la réaction de PCR (PCR master mix)

La préparation de la réaction de PCR, s’cffectue dans un volume final de 1’ordre

de 25ul/échantillon (ou réaction). Au lieu de préparer le master mix pour chaque réaction, on

prépare un volume de master mix pour tous les échantillons a identifier (au cours d’une méme

manipulation) en goutant deux volumes de plus (Exemple: Pour 2 échantillons, il faut

préparer un volume de PCR master mix = 2+2=x4).

Laisser les réactifs se décongeler a la température ambiante, ceux-ci étant conservés dans de

laglace pilée.

Lors de la préparation du mélange PCR, les microtubes utilisés pour le PCR master mix et les

microtubes pour PCR (0.2ml), sont stérilisés et mis dans de la glace pilée. Les quantités des

produits gjoutés pour une seule réaction PCR (25uL) mentionnées ci-apres, doivent étre

ajoutées dans|'ordre suivant :

1
2.

© N o 0 &

2.5ul: Detampon PCR (Bioline, 10xNHgreaction Buffer without MgCl, UK).

1ul : Delasolution MgCl; (Bioline ; 50mM MgCl,, UK).

0.25ul : De dNTPs (désoxynucléotides triphosphates libres) (Amersham, Piscataway,
NJ; dATP+dTTP+dCTP+dGTP ; 25mM chacun, UK).

0.5ul : Del'amorce F (amorce sens) (Eurofins ; Forward primer ; 25pM/uL, UK).

0.5ul : Del'amorce R (amorce antisens) (Eurofins ; Reverse primer ; 25pM/uL, UK).
18.75ul : Del’eau pour PCR.

0.5ul : De Tag polymérase (Bioline-BIOTAQ™DNA Polymerase ;5unités/pL. UK).
Au master mix, gouter ala fin 1uL de ’ADN du prélévement a identifier. Dans le
contréle négatif (H»0), ajouter 1uL d’eau au mélange master mix PCR suscité.

Mettre les microtubes PCR (master mix+1pl de I’ADN de 1’échantillon) dans le
thermocycleur (Stratagene Gradient Robocycler™ 96, UK) programmé pour lancer

I’amplification.
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Les programmes utilisés dans les amplifications de 1’ADN, dépendent de ’espéce d’Eimeria

spp du poulet a déterminer. Le tableau ci-apres mentionne les différents programmes :

Tableau 4. Programmes d’amplification selon IP’espéce
d’Eimeria spp du poulet (ITSL primers, Eurofins; 25pM/uL,
UK).

Fenétre Nombrede Température (°C) Durée
cycles

Fenétre 1 1 95 7 minutes
95 20 secondes
60 E. acervulina
45 E. brunetti.
51 E. maxima
Fenétre 2 35 54 E. mitis 30 secondes
44 E. necatrix
54 E. praecox
60 E. tenella
72 1 minute
Fenétre 3 1 72 5 minutes

Tableau 5. Séquences d’ADN et températures d’hybridations des amorces ITS1
(ITS1 primers, Eurofins; 25pM/pL, UK); tailles prévues des produits
d’amplifications, de ’ADN des espéces Eimeria spp, par ’'ITS1-PCR (Jenkins et

al., 2006).
Espéce Amorce Séquence des produits PCR (5-3) des Température Taille
d’Eimeria (Primer) amorces (Primers) des espéces d’Eimeria  d'hybridation (Nucléotide)
E. acervulina EAF? GGCTTGGATGATGTTTGCTG
EAR* CGAACGCAATAACACACGCT
E. brunetti EBF* GATCAGTTTGAGCAAACCTTCG 45 310
EBR* TGGTCTTCCGTACGTCGGAT
E. maxima EMAF® CGTTGTGAGAARACTGRAAGGG 51 144
EMAR® GCGGTTTCATCATCCATCATCG
E. mitis EMIF® TATTTCCTGTCGTCGTCTCGC 54 306
EMIR® GTATGCAAGAGAGAATCGGGA
E. necatrix ENF? TACATCCCAATCTTTGAATCG 44 285
ENR? GGCATACTAGCTTCGAGCAAC
E. praecox EPF® CATCATCGGAATGGCTTTTTGA 54 368
EPRC AATAAATAGCGCAAAATTAAGCA
E. tenella ETF* AATTTAGTCCATCGCAACCCT 60 271
ETR* CGAGCGCTCTGCATACGACA
A Siquences des amorces ITSL des espéces, E. acerwulina, E. brunetti, E. necatrix, E. tenella (Schnitzer et al., 1998) ; =:

Séquence de I'amorce ITSI de I'espéce E. maxima (Lew et al., 2003) ; ©: Séquences des amorces I TSL des espécesE. mitis, E.
praecox (Schnitzer et al., 1999).

7.2.4. Electrophorése sur gel d'agarose

7.2.4.1. Préparation du gel d’agarose 2%

Lataille des produits d’amplifications, de I’ADN des espeéces d’Eimeria spp

du poulet, par I'ITS1-PCR, est comprise entre 144 et 368 nucléotides ; il s’agit de petits

segments d’ADN. Pour ce fare, il est recommandé d’utiliser un gel d’agarose a la

concentration de 2% (au lieu de 1%).
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Le protocole de préparation du gel d’agarose a 2% est donné ci-aprés :

A I’aide d’une bande adhésive (ou d’un autre moyen), sceller les extrémités d’un
moule d’électrophorése (en plastique propre et sec). Positionner le peigne
adéquat de fagcon a former des puits complets au moment de couler la solution
d’agarose.

Peser 0.6g d’agarose (en poudre), apres quoi déposer la quantité pesée dans une
fiole conique de 250mL.

Ajouter 30ml de tampon 1XTBE (Tris-Borate-EDTA; 89mM Tris, 89mM boric
acid, 2mM EDTA; Thermo Fisher Scientific, UK).

Mélanger en remuant doucement, ensuite, faire chauffer (30 secondes environ),
au micro-ondes a la puissance maximale, jusqu'a dissolution totale de la poudre
d’agarose.

Placer la fiole sur 1’agitateur, afin de faire refroidir (jusqu’a atteindre environ la
température de 50°C) la solution d’agarose 2%.

Ajouter 3uL du gel GelRed™ (GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10000x in Water
; Biotium, UK), aprés quoi faire remuer sur 1’agitateur. Le GelRed™ est un
colorant d'acides nucléiques en gel qui remplace le Bromure d'éhidium (toxique
et mutagene).

Verser la quantité totale, de la solution d’agarose 2%, dans le moule et laisser le
gel se figer. La quantité de gel utilisée devrait correspondre a une épaisseur
d’environ 3 a 5Smm.

Laisser le gel sesolidifier a la température de la salle d’électrophorése.

7.2.4.2. Préparation et dépdt des échantillons

A T’issue du programme appliqué sur le themocycleur, les microtubes PCR

(0.2ml) sont transférés a partir de la machine versla salle d’électrophorése et placés dansde la

glace pilée.

Une fois a ’intérieur de la salle d’électrophorése on procéde aux étapes suivantes :

1. Immersion du gel dans le tampon TBE : Enlever la bande adhésive, placer
le gel solidifié (le gel reste dans le moule) dans un réservoir d’électrophorése
horizontal (Jencons™, UK), puisimmerger, totalement, le gel dans le tampon

IXTBE (environ 200mL), apres quoi, retirer soigneusement le peigne.
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2. Dengification de I’ADN : Déposer, puis mixer a I’aide d’une micropipette,
dans des tubes stériles (0.5mL)ou sur des morceaux de parafilm
(Parafilm™M, SIGMA, USA) : 10uL du produit PCR (solution d’ADN) avec
5ul de la solution tampon de charge (Loading buffer : Bioline Crystal 5x
DNA Loading Buffer Blue, UK ; 1 volume du tampon de charge dans 4
volumes de la solution d’ADN de 1’échantillon).

L’ajout du tampon de charge, permet de suivre I’avancée de I’ADN dans le
gel (le bleu de bromophénol qui est un marqueur coloré) permettant a
I'échantillon de sombrer dansle gd.

3. Dépbts des échantillons dans les puits du gel : A I’aide d’une micropipette,
prélever 10ul du mélange (ADN+ tampon de charge), apres quoi déposer,
doucement et verticalement (Ia micropipette), toute la quantité aliquotée dans
le puits du gel, en veillant soigneusement a ne déchirer le gel.

Il est recommandé de déposer les échantillons dans les puits, en suivant un
ordre bien déterminé afin de ne pas perdre la tracabilité de chague
prélévement.

Le contréle négatif (H.0) est, généralement, déposé au dernier puits a un
volume de [l'ordre de 10uL, tandis que le marqueur ADN
(HyperLadder™100bp, Bioline, UK) est déposé dans le premier et/ou le
dernier puits, a un volume de 5uL.

S’il existe des controles positifs, il est recommandé de les déposer
directement entre la premiere ligne du marqueur ADN et les prélévements a
identifier.

4. Migration éectrophorétique horizontale : Apres le dépbt des échantillons
dans les puits du gdl, le réservoir d’électrophorése est fermé par le couvercle
puis relié a un générateur d’électrophorése (Consort EV233, Dominique
Dutscher, Germany), sous une tension de 1’ordre de 110volts pendant 1h30.
Les fragments d’ADN, chargés négativement (groupements phosphate) se
séparent et se déplacent vers I'anode d'autant plus vite qu'ils sont plus petits.
Ils ne sont jamais directement repérables dans le gel a 1’ceil nu. Le suivi de la
migration é ectrophorétique s’effectue en observant le bleu de bromophénol
(colorant), qui migre a la vitesse d‘un fragment d’ADN de 120pb.

5. Révélation du gel : Lorsque la migration s’achéve, le gel est sorti de la

cuve puis mis dans un transilluminateur installé dans une chambre a UV (UV

114


http://www.dutscher.com/
http://www.dutscher.com/

Chapitre4

Techniques utilisées dans 1’étude

Transilluminators for use with G : BOX systems, Syngene, UK), le tout étant
relié & un microordinateur et un écran. Le but est de visualiser les bandes
d’ADN colorés par le GelRed™ et d’interpréter la migration en se référant a
la taille des segments d’ADN amplifiés des sept espéces d’Eimeria spp du
poulet (Tableau 5). Les image des bandes d’ADN migrées sur le gel sont
observées sur 1’écran, capturées et enregistrées a 1’aide d’un logiciel spécial
(GeneSys software, Syngene, UK) (Figure 2).

Marqueur de taille
100bp

Figure 2. Déermination, par la technique I TS1-
PCR, de Despéece E. maxima dans un
prélevement de fientes de poulet de chair-Jijd,

Algérle * : Bande correspondant a l'espéce E. maxima (Taille du
fragment d’ADN amplifié = 144 nt). 100-bp DNA markers
(HyperLadder™100bp, Bioline, UK).

8. ELABORATION DESVACCINSTESTES

8.1. Vaccin inactivé (mort) par lesradiations micro-ondes

solution PBS (pH =7.2) (voir les techniques ci-dessus), aprés quoi, un décompte oocystal est
réalisé, par la technique McMaster modifiée (Taylor et al., 1995), dans le but de déterminer

Les oocystes sporulés d’E. tenella sont lavés plusieurs fois puis resuspendus dans la

la dose oocystale/ml (50 000 oocystes/2mL).

La suspension oocystale est fractionnée en quantités de 6ml dans des récipients en verre a
microonde, les quantités fractionnées étant mises individuellement dans un four micro-ondes
(Electrolux EMM21150W, Sweden) a la puissance de 800 W pendant 90secondes (82.5 a
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85°C) et ce, dans le but d’inactiver les oocytes sporulés E. tenella (Bouchet et Boulard,
1991 ; Ortega et Liao, 2006).

8.2. Vaccin vivant atténué par lesrayons Ultraviolets C
Les oocystes sporulés d’E. tenella sont lavés plusieurs fois puis resuspendus dans la
solution PBS (pH =7.2) (voir les techniques ci-dessus), aprés quoi, un décompte oocystal est
réalise, par latechnigue McMaster modifiée (Taylor et a., 1995), dans le but de déterminer la
dose oocystale/mL (5000 oocystes/mL).

La suspension oocystale est fractionnée en quantités de 5-10mL, puis déposées en couche
mince (<1 mm) dans des récipients en verre a microondes (Zhao et al. 2013). Les quantités
fractionnées éant mises individuellement dans une chambre noire en bois fermée
(Longueur=100cm ; Largeur=50cm; Hauteur=50cm), tapissée totalement de papier
aluminium, d’une épaisseur de 1’ordre de 0.2mm. Le rble du papier aluminium est d’assurer
une bonne réflexion des rayons UV sur les suspensions oocystales mises a I’intérieur
(Coblentz et Stair, 1929).

La chambre est équipée intérieurement :

e A son plafond d’une lampe germicide & UV-C (TUV T8; TUV 30W G30TS8,
Philips, Holland), reliée a une alimentation éectrique, une minuterie et un variateur
de tension éectrique (Kniel et al., 2007 ; Abdel-Baki et al., 2009 ; Jenkins,
données non publiées).

e Sur le plancher (au-dessous de la lampe) d’un UV-métre (UV Light Meter, YK-
35UV, China), afin de mesurer I’intensité (160 mW/cm?) et la longueur d’onde
(253.7-254nm) des radiations UV-C produites par la lampe UV (Knidl et al.,
2007 ; Abdel-Baki et al. 2009).

e Sur le plancher (au-dessous de la lampe) d’un agitateur (Drehzahl electronic- IKA-
COMBIMAG REO, Germany) sur lequel sont déposés les récipients de

prélévements, assurant une exposition homogéne des oocystes aux UV .

L’atténuation des oocystes sporulés d’E. tenella est réalisée par leur exposition aux rayons
UV-C (253.7-254nm), pendant 60minutes (Kniel et al., 2007 ; Abdel-Baki et al., 2009).
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Conclusion

Les coccidioses du poulet sont des maladies toujours d’actualité, pesant encore tres lourd sur
I’aviculture algérienne et mondiale. La chimiothérapie anticoccidienne a jugulé partiellement
ces parasitoses autorisant la pérennité des élevages et de I’industrie avicole sur plusieurs
décennies. Toutefois, la chimiorésistance manifestée par les Eimeria spp du poulet vis-a-vis
de toutes les molécules anticoccidiennes utilisées, rend incertain I’avenir de cette industrie
mondiale. A I’instar des études de la chimiorésistance des Eimeria spp, faites sur presque les
quatre coins du monde, notre travail (axé sur la résistance ou la sensibilité) sur les deux
especes Eimeria maxima et Eimeria acervulina présentes dans le pool d’isolats étudié, révele
une résistance compléte de celles-ci, vis-avis du monensin et du narasin, une résistance
partielle envers la salinomycine et le lasaocide, une sensibilité compléte vis-avis du
diclazuril. Ce profil de sensibilité (ou de résistance) anticoccidienne, a été basé sur la
réduction des scores lésionnels, par rapport au lot non inoculé non traité et 1’index

anticoccidien (ACI) décrit par le Professeur H David Chapman.

L’émergence de souches d’Eimeria spp résistantes aux anticoccidiens a permis aux
chercheurs de penser a des solutions alternatives, notamment, 1I’immunisation par des vaccins
anticoccidiens vivant virulent, vivant atténué, ou recombinant. Quoique la vaccination
anticoccidienne s’avere une solution attractive et efficace, peu d’études ont traité de I’aspect
pratique de la vaccination anticoccidienneet les désavantages qui s’en sont suivis,
notamment, la cherté des vaccins importés (commercialisé en Algérie) et I’introduction de
souches vivantes des différentes espéces d’Eimeria spp du poulet anti géniquement différentes
par rapport aux souches locales. Sur la foi des résultats de la deuxieme étude expérimentale,
de ce travail, nous pouvons conclure que les deux vaccins élaborés dans notre laboratoire
(inactivé et atténué) et qui contiennent I’espéce Eimeria tenella ont permis le dével oppement
d’un statut immunitaire capable d’enrayer une coccidiose caecale aigue mortelle. La
protection développée aprés une double immunisation est plus forte que celle manifestée

aprés immunisation en une seule reprise.
L’utilisation de vaccins a base de souches locales, permet d’éviter éventuellement le probleme

du manque de I’'immunité croisée entre les différentes souches et/ou espéces d’Eimeria spp,

de la on peut conclure, également, que I’immunisation par les souches locales d’Eimeria spp
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du poulet s’avere plus intéressante d’autant que 1’élaboration des vaccins anticoccidiens peut

s’effectuer par des moyens moins onéreux, ce qui est le cas dans ce travail.

L’atténuation ou I’inactivation des microorganismes, notamment, les protozoaires par les
moyens physiques et/ou chimiques, dans le but d’élaborer des vaccins, est un créneau
captivant qui mérite d’étre lancé dans notre pays et ce, pour lutter contre certaines maladies
potentiellement dévastatrices, notamment, |es protozooses telles que les coccidioses des autres

especes, les piroplasmoses, la leishmaniose etc.
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Recommandations et per spectives

Pour mieux contréler la coccidiose du poulet et de 13, rentabiliser davantage les élevages du
poulet au sol, il est trées recommandé d’utiliser les molécules anticoccidiennes les plus

efficaces et tacher de les préserver en procédant réguliérement :

1-A la réalisation d’anticoccidiogrammes afin :

D’identifier les différentes espeéces d’Eimeria spp présentes dans les isolats du terrain
Algérien et d’évaluer leur pouvoir pathogene.

D’évaluer ’efficacité de différentes molécules anticoccidiennes utilisées dans le terrain.

De séectionner les molécules les plus efficaces dans |es élevages concernés.

De bien choisir le moment de 1’administration ou de retrait d’une molécule.

2- A I’élaboration de programmes navette et de rotation (molécules de synthése/ ionophores/
vaccins anticoccidiens) permettant de restaurer ou d’augmenter la sensibilité des Eimeria spp

vis-avis des produits anticoccidiens (Chapman, 2000 ; Chapman et al., 2002).

Toutefois, larédité du terrain fait apparaitre que les mol écules anticoccidiennes existantes sur
le marché, notamment, celles testées dans cette éude (Diclazuril, monensin, narasin,
lasalocide, salinomycine) ne sont pas aussi efficaces que par le passé, et ’introduction des

additifs anticoccidiens dans les aliments de volailles peuvent étre limitées a I’avenir.

La vaccination parait comme éant une solution attractive; Selon Chapman (2000), le
controle immunologique de la coccidiose s’avére la seule alternative ala chimiothérapie dans
la lutte contre cette parasitose. Bien que de considérables recherches aient été entreprises sur
les mécanismes de base impliqués dans l'acquisition de 1'immunité, peu d’attention a été
donnée aux aspects pratiques de la vaccination, notamment, 1’élaboration de vaccins a base de
souches locales d’Eimeria spp (issues du terrain), qui s’avére selon plusieurs recherches, trés
efficaces a stimuler, chez les poulets vaccinés, une immunité protectrice capable de prévenir

un épisode aigue mortel d’une coccidiose caecale.

En sus de leur efficacité, les vaccins anticoccidiens a base de souches locales permettent,
également, d’éviter les problémes de diversité antigéniques de souches d’Eimeria spp

(probléme entrainé par les vaccins commercialisés) et ceux de I’immunité croisée incompléte
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Recommandations et per spectives

(ou absente) entre souches d’Eimeria spp d’une méme espéce et par conséquent le manque

(ou absence) d’efficacité des vaccins anticoccidiens.
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RESUME

Coccidiose du poulet : Etude pharmacologique et immunologique

Les coccidioses du poulet sont des parasitoses, causées par des coccidies du genres Eimeria
spp, se développant et se multipliant dans le tube digestif du poulet et causant : soit une forme
clinique aigue, mortelle, traduite par des diarrhées hémorragiques, il s’agit de la coccidiose
caecale, due a I’espece Eimeria tenella; soit des formes sub-cliniques manifestées par des
performances de croissances (Poids et indice consommation) médiocres, elles sont causées
par plusieurs especes dont les plus fréquentes Eimeria acervulina et Eimeria maxima.

La présente étude est axée sur deux volets :

1-

Le premier consiste a évaluer la résistance (ou la sensibilité) d’un pool d’isolats de
terrain (Jijel-Algérie) contenant les deux espéces Eimeria acervulina et Eimeria
maxima, vis-avis de cing molécules anticoccidiennes (diclazuril, lasaocide,
monensin, narasin, salinomycine) et ce, par le biais de la réalisation d’un
anticoccidiogramme sur des poussins chair de souche Cobb 500 .Le profil de
sensibilité anticoccidienne, basé sur la réduction des scores |ésionnels, par rapport au
lot non inoculé non traité, et I’index anticoccidien (ACI), révele une résistance
compléte aux monensin, narasin ; une résistance partielle envers la salinomycine et le
lasalocide, une sensibilité compléte vis-a-vis du diclazuril .

Le deuxiéme est consacré a 1’élaboration de deux types de vaccins anticoccidiens
contenant 1’espéce Eimeria tenella, isolée a partir des éevages de poulet de chair
(Algérie-Jijel). Le premier vaccin est inactivé, par les radiations microondes, tandis
que le deuxieme est vivant atténué par les rayons Ultraviolets-C. L’efficacité et
I’innocuité des deux vaccins ont été testées séparément, sur deux élevages
expérimentaux séparés de poulets de chair élevés au sol. Les sujets vaccinés ont fait
’objet d’inoculation par la suite, par une dose de 1’ordre de 50000 oocystes sporulés
d’Eimeria tenella/sujet. Dans les deux expérimentations, l’immunisation s’est
effectuée sur deux programmes: Un lot a été vacciné en une seule prise (1 jour
d’age), le second a été immunisé a deux reprises (1'¥ jour d’age, 8 jour d’agé). Les
deux vaccins éaborés, ont manifesté une efficacité partielle ayant jugulé des épisodes
cliniques aigues de la coccidiose caecale, a travers les critéres évalués dans 1’étude,
notamment, le poids moyen, I’indice de consommation, les taches de sang sur la
litiere, le score Iésionnel et ’excrétion oocystale. La vaccination a la fréquence de
deux reprises s’avére plus efficace que ’immunisation en une seule fois.

Mots clés: Coccidioses, Eimeria, molécule anticoccidienne, anticoccidiogramme, Cobb 500,
scores lésionnels, index anticoccidien, vaccin anticoccidien, oocystes sporulés, radiations
microondes, Ultraviolets-C.
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ABSTRACT

Chicken’s coccidiosis: Pharmacological and immunological study

Broiler coccidiosis is caused by coccidia parasites of the genus Eimeria spp, developing and
multiplying in the gut of the chicken and causing either an acute deadly clinical form
manifested by bloody diarrhea, it is caecal coccidiosis caused by Eimeria tenella ; or
subclinical forms manifested by poor growth performance (weight index and consumption),
they are caused by severa species, the most frequent Eimeria acervulina and Eimeria
maxi ma.

Thiswork has been done on two studies:

1-

The first, consists in carrying out a battery test on broiler chickens (Cobb 500), in
order to evaluate the resistance (or sensitivity) of apool of field isolates (Jijel-Algeria)
containing the two species Eimeria acervulina and Eimeria maxima, against five
anticoccidial drugs (Diclazuril, lasalocid, monensin, narasin, salinomycin). The
anticoccidia sengitivity profile, based on the reduction of lesion scores compared to
non-infected non-medicated control and the anticoccidial index (ACI), reveals
complete resistance to monensin, narasin; partia resistance to salinomycin and
lasalocid, complete sensitivity to diclazuril.

The second study aimed to evaluate the efficacy and safety of two anticoccidial
vaccines, derived from local strains, against caecal coccidiosis, caused by Eimeria
tenella, in broiler chickens. The first isinactivated (by microwave radiation) while the
second is a live attenuated vaccine (attenuation by Ultraviolet-C). The safety and
efficacy of the two vaccines were tested separately on two separate experiments on
boiler chicks (Cobb 500) raised on floor. Two groups of chicks were vaccinated using
the prepared vaccine and challenged at day 20 of age. The first group was vaccinated
only once,at day 1 post hatching, the second group was vaccinated twice (day 1 and
day 8 post hatching). The study used two non-vaccinated control groups; the first
group was challenged with Eimeria tenella (50 000 sporulated oocystg/bird), while the
second remained uninfected. The evaluation criteria were body weight, feed
conversion ratio (FCR), blood in faeces, survival rate, lesion scores and oocyst output
per gram of faeces (OPG). In both experiments, the two vaccinated groups had an
overal better performance comparing to the non-vaccinated chalenge group. In
conclusion, it seems that the two anticoccidial vaccines are effective in stimulating
protective immunity in vaccinated chickens against caecal coccidiosis. Although
vaccination with two divided doses seems more effective than immunization with a
single dose.

Keywords : Broiler, Coccidiosis, Eimeria, battery test, anticoccidial drugs, Cobb 500, lesion
score, anticoccidial index, anticoccidial vaccine, oocystes sporul és, conversion ratio.
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The present study represents the first description of ionophore resistance in recovered from commer-
cial Algerian (Jijel-Algeria) broiler farms. Microscopy and intervening transcribed sequence 1 PCR (ITS1
PCR) revealed only 2 Eimeria species present in litter from these farms- namely Eimeria acervulina and
Eimeria maxima. A pool of these isolates were evaluated in broiler chickens (Cobb 500) for sensitivity to 5
anticoccidial compounds-diclazuril (1 ppm), lasalocid (125 ppm), monensin (125 ppm), narasin (70 ppm)

{;eg(‘)”‘;rg; and salinomycin (60 ppm). As indicated by anticoccidial sensitivity profiles based on lesion scores and
Eime‘;.a anticoccidial index (ACI), complete resistance to monensin and narasin, partial resistance to salinomycin

and lasalocid, and complete sensitivity to diclazuril was observed. While lack of sensitivity to monensin
is not surprising given its use for years as the sole anticoccidial compound, the resistance to monoether
(narasin) and polyether (lasalocid) ionophores suggests that cross-resistance has developed in a seg-
ment of the Eimeria population. The fairly uniform Eimeria species composition among all poultry farms

Internal transcribed spacer 1 PCR
Anticoccidial index

suggests that E. acervulina and E. maxima more rapidly develop resistance to ionophore drugs.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Control of avian coccidiosis continues to rely heavily on medi-
cation of poultry feed with ionophore drugs or synthetic chemicals.
As a result, resistance in Eimeria to anticoccidial drugs has
increased, forcing poultry producers to rotate among different
compounds between grow outs (Jeffers, 1974; Chapman, 1993,
1997, 1998; Chapman and Hacker, 1994; Stephen et al., 1997;
Peek and Landman, 2011). Another strategy is to alternate between
anticoccidial compounds and vaccination in order to replace the
drug-resistantstrains in a poultry house withdrug-sensitive strains
inthe vaccine (Chapman, 1994; Peek and Landman, 2006). Knowing
which Eimeria species are present and the ionophore or synthetic
chemical sensitivity of these coccidia is critical to makingin formed
management decisions on when to rotate to a different anticoc-
cidial compound or switch to vaccination. In Algeria, coccidiosis
prevention in broiler production is dependent solely on chemo-
prophylaxis, and restricted to medication of feed with monoether
ionophores. In the present study, Eimeria oocysts were isolated

* Corresponding author at: Laboratory, PADESCA, Institut des Sciences Vétéri-
naires Elkhroub, Université Mentouri de Constantine, Algeria.
E-mail addresses: djemaiamersamir@gmail.com, djemaiamersamir@gmail.com
(S. Djemai), mark jenkins@ars.usda.gov (M.C. Jenkins).

http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2016.04.040
0304-4017/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

from 34 poultry farms of which size varying between 3000-5000
birds, located in the Wilaya of Jijel (Algeria), and tested for sensi-
tivity to 4 different ionophores and 1 synthetic chemical.

2. Materials and methods
2.1. Animals and their maintenance

A total of 280 one-day-old Cobb 500 broilers (mixed run) were
purchased from a commercial hatchery and reared in disinfected
stainless steel brooder batteries, and grown under 24h light-
ing. The chickens were placed in groups of 10 animals per cage
(height x width x length=50cm x 60 cm x 100 cm) ata density of 1
chick/60 cm?2. Standard non-medicated poultry ration (corn 61.75%,
soybean cake 35%, calcium carbonate 0.7%, bicalcic phosphate 1%,
sodium chloride 0.025%, sodium bicarbonate 0.025%, mineral and
vitamin supplement without anticoccidial 1.5%) and water was pro-
vided ad libitum for days 1-11. On day 5, all chicks received a
bivalent vaccine against the Newcastle disease (HB1) and Infectious
Bronchitis disease (H120) via drinking water administration.

2.2. Eimeria oocysts collection and sporulation

Feces were collected from a total of 100 broilers (20 day old)
from 34 poultry houses located in the Wilaya of Jijel (Algeria).
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Broiler facilities in this province had been experiencing outbreaks
of coccidiosis despite prophylactic use of monensin in starter and
grower feeds. Fecal material from individual poultry houses were
analyzed for species composition (see below), and the remaining
fecal material was combined into a single pool from which Eime-
ria oocysts were recovered using standard procedures (Ryley et al.,
1976). Isolated Eimeria oocysts were suspended in 2.5% potassium
dichromate and sporulated for 72 h at 29°C by aeration and con-
tinuous agitation in a shaking water bath. When sporulation had
reached >80%, the Eimeria oocysts were stored at 4 °C until use.

2.3. Identification of the species of Eimeria spp. in the inoculum

The Eimeria species composition of oocysts from 30 individual
broiler farms was determined first by morphometry in labora-
tory P.A.D.E.S.C.A (University of Constantine 1—Algeria) at 1000 x
magnification and using known average length and width of the
7 Eimeria species infecting chickens (Long and Reid, 1982). Ini-
tial species designation was verified using PCR directed to Eimeria
species-specific ITS1 sequences following standard procedures
(Jenkins et al., 2006). Morphometry and ITS1-PCR revealed the sus-
pension to contain only Eimeria acervulina and Eimeria maxima, in
aratio of 2:1 small (E. acervulina) to large (E. maxima) oocysts.

2.4. Drug sensitivity testing

On day 12, the 280 chicks were randomly distributed by weight
into 7 treatment groups, with 4 replicates of 10 chicks/replicate.
Groups 1-5 were given medicated feed starting on day 12 which
was continued for the duration of the study (Table 1), while groups
1 and 2 were given non-medicated feed for the entire study. After
48 h (day 14), chickens in groups 1-6 were inoculated per os (by
gavage) with 225,000 E. acervulina and 115,000 E. maxima oocysts.
Chickens in group 7 were not challenged with Eimeria oocysts.

2.5. Data collection

All chickens were weighed individually at 1day, 14days (day
of Eimeria oocysts challenge), and 22 days (day of termination) of
age. Weight gain for individual chickens was calculated for 3 time
intervals: days 1-14 (pre-Eimeria challenge), days 14-22 (post-
Eimeria challenge), and 1-22 (entire study). Feed consumption for
each replicate during the infection period was calculated by weigh-
ing feed on days 14 and 22. The feed conversion ratio (FCR) was
calculated by dividing the average amount of feed consumed by
the average weight gain in each replicate. Intestinal lesion scores
were determined for 5 chickens/replicate (20 chickens/group) on
day of termination using standard techniques (Johnson and Reid,
1970). Fecal material was also collected between days 19-22 (days
5-8 post-Eimeria challenge), and processed for estimating Eimeria
oocysts levels using a modified McMaster method (Taylor et al.,
1995). Daily mortality was recorded in all groups from days 14-22.
Dead animals were weighed and autopsied for intestinal coccidial
lesions.

2.6. Statistical analysis

All data were entered into a Microsoft Excel 2010 worksheet,
and analyzed by one-way ANOVA using SPSS 10.0 software (Sta-
tistical Package for the Social Sciences). Treatment groups were
compared by ANOVA using the parameters-body weight at 22 days,
weight gain between days 1-14, days 14-22, and days 1-22, feed
conversion ratio between days 14-22, and lesion scores, fecal
oocysts levels, and cumulative mortality on day 22. Treatment
groups were compared to the non-medicated Eimeria challenge
control (ING) and non-medicated, non-challenge control (NNG) for

statistical difference (P <0.05) using Tukey’s post-test. Mean val-
ues for all parameters were assigned a superscript letter to indicate
significant difference from ING and NNG controls.

2.7. Evaluation of resistance

Sensitivities of the Eimeria oocysts were evaluated using two
different approaches. First, lesion scores between non-medicated,
Eimeria challenge groups and medicated Eimeria challenge groups
were compared using a standard scale (McDougald et al., 1986). In
this method, designated in this report as anticoccidial sensitivity
profile 1 (ASP1), a reduction percentage is calculated as follows:
100%—(MLS of treated group/MLS of the non-medicated, Eimeria
challenge group x100%). A reduction percentage of 0-30% indicates
resistance, 31-49% indicates reduced sensitivity or partial resis-
tance, and >50% indicates full sensitivity to the tested anticoccdial
compound.

The second approach, designated in this report as ASP2, uses
an anticoccidial index (ACI) (Chapman, 1989). ACI is calculated
as follows: (% survival+% weight gain relative to non-Eimeria
challenge control)—(mean lesion score x 10+(mean number of
oocysts/10%) x 0.4). Isolates were considered sensitive when the
ACI >160, reduced sensitivity or partial resistance when the ACI
was 120-160 and complete resistance when the ACI <120.

3. Results

No significant difference (P >0.05) was observed in weight gain
among all treatment groups prior to Eimeria oocysts challenge (day
14) (Table 2).

3.1. Diclazuril

The Eimeria oocysts were sensitive to diclazuril as indicated
by average weight gain between days 14-22 (infection period)
and days 1-22 (entire study), as well as by feed conversion
ratio (FCR) showing no significant difference (P>0.05) from the
respective parameters in the non-Eimeria challenge controls (NNG)
(Table 2). Average weight gain and FCR in broiler chickens
fed diclazuril-medicated feed showed a significant improvement
(P<0.05) compared to Eimeria challenge controls (ING) (Table 2).
Oocyst output was about 6-fold less in diclazuril-treated broilers
while mortality was increased by 2.5% compared to ING con-
trols, suggesting incomplete sensitivity to this synthetic chemical
(Table 3). This partial sensitivity was probably due to both E.
acervulina and E. maxima because both duodenal and jejuna lesions
were observed (Table 3). Using reduction in lesion score (RILS)
to compute ASP1 indicates reduced sensivity of E. acervulina and
complete sensitivity of E. maxima to diclazuril (Table 4). Complete
sensitivity to diclazuril was indicated by ASP2 based on the antic-
occidial index (ACI) (Table 4).

3.2. Lasalocid

The Eimeria oocysts exhibited reduced sensitivity to lasalocid as
indicated by average weight gain between days 14-22 (infection
period) and days 1-22 (entire study), as well as by feed conversion
ratio (FCR). Weight gain and FCR were intermediate between NNG
and ING controls (P <0.05)(Table 2). Oocyst output was about 2-fold
less in lasalocid-treated broilers while mortality was increased by
2.5% compared to ING controls, suggesting incomplete sensitivity to
thisionophore (Table 3). This partial sensitivity was probably due to
both E. acervulina and E. maxima because both duodenal and jejuna
lesions were observed (Table 3). Using RILS to compute an ASP1
indicates reduced sensivity of both E. acervulina and E. maxima to
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Table 1

Description of treatment groups in study of anticoccidial sensitivity testing of Eimeria acervulina and E. maxima isolated from Algerian poultry farms.

Group no. Type of anti-coccidial drug Trade name Concentration (ppm) Eimeria oocyst challenge
1 Diclazuril Clinacox 1 Yes
2 Lasalocid Avatec 125 Yes
3 Monensin Elancoban 125 Yes
4 Narasin Monteban 70 Yes
5 Salinomycin Sacox 60 Yes
6 None Yes
7 None No
Table 2

Sensitivity of Eimeria acervulina and E. maxima oocysts isolated from Algerian to Jijel province broiler farms to 4 ionophore drugs and 1synthetic chemical as measured by

weight gain and feed conversion efficiency.

Group no. (treatment) Eimeria challenge

Weight gain (g)’

Feed conversion

Days 1-14 Days 14-22 Days 1-22 Ratio (FCR)
1 (Diclazuril) + 294 +32 312+7° 606+7° 1.37+0.012
2 (Lasalocid) + 289+42 250+8° 538 +6° 1.41+0.01°
3 (Monensin) + 289+5? 179+10¢ 468+7¢ 1.48+0.03¢
4 (Narasin) + 292 +4? 205 +9° 497 +8¢ 1.43+0.02°
5 (Salinomycin) + 293+32 279+8b 572+9% 1.40+0.022>
6 (ING) + 292 +42 140+11¢ 433+11¢ 1.52+0.02¢
7 (NNG) - 290+5? 332+7° 622 +8? 1.34+0.01°

" Means sharing similar superscripts within a column do not differ (P<0.05) as indicated by ANOVA and Tukey post-test.

Table 3

Sensitivity of Eimeria acervulina and E. maxima oocysts isolated from Algerian to Jijel province broiler farms to 4 ionophore drugs and 1 synthetic chemical as measured by

intestinal lesion scores, oocysts excretion, and mortality.

Group no. (treatment) Eimeria challenge Intestinal lesion score’

Oocyst

Duodenum (E. acervulina)

Jejenum (E. maxima) Excretion” (x10% OPG/d) Mortality (%)

1 (Diclazuril) + 2.0+0.4°
2 (Lasalocid) + 2.4+0.2°
3 (Monensin) + 3.5+0.42
4 (Narasin) + 29+0.2?
5 (Salinomycin) + 2.2+0.2°
6 (ING) + 3.6+0.32
7 (NNG) - 0.0+0.0¢

1.5+0.3b 11.0+0.1 50+0.3b
1.9+0.1° 35.0+0.2 5.0+0.4°
32+03? 70.0+0.4 7.5+0.3%
2.4+03® 20.0+0.8 50+0.4P
2.0+0.2° 17.0+1.2° 25+0.2°
33+03? 65.0+0.4° 7.5+0.6%
0.0+0.0° 0.0+0.0¢ 2.5+0.6°

OPG/d, oocysts per gram faeces per day.

" Means sharing similar superscripts within a column do not differ (P<0.05) as indicated by ANOVA and Tukey post-test.

Table 4

Anticoccidial sensitivity profiles (ASP) as indicated by reduction in intestinal lesion score (RILS) and anticoccidial index (ACI) of Eimeria acervulina and E. maxima oocysts
isolated from Algerian-Jijel province broiler farms to 4 ionophore drugs and 1 synthetic chemical.

Anticoccidial compound E. acervulina E. maxima ACl ASP2
RILS ASP1’ RILS ASPT’

Diclazuril 44.4 RS 53.8 S 1714 S

Lasalocid 333 RS 41.5 RS 148.6 PR

Monensin 4.2 R 3.1 R 113.0 R

Narasin 20.8 R 27.7 R 130.7 PR

Salinomycin 40.3 RS 40.0 RS 160.8 S

" ASP1, anticoccidial sensitivity profile using RILS (McDougald et al., 1986) as criterion. R, resistant; RS, reduced sensitivity; S, sensitive.
™ ASP2, anticoccidial sensitivity profile using ACI (Chapman, 1989) as criterion. R, resistant; PR, partially resistant; S, sensitive.

lasalocid (Table 4). Partial resistance to lasalocid was corroborated
by ASP2 based on the ACI (Table 4).

3.3. Monensin

The Eimeria oocysts exhibited resistance to monensin as indi-
cated by average weight gain between days 14-22 (infection
period) and days 1-22 (entire study), as well as by feed con-
version ratio (FCR). No significant difference in weight gain and
FCR was observed between monensin and ING controls (P >0.05)
(Table 2). In monensin-treated broilers, oocyst output and mor-
tality was nearly identical to ING controls, suggesting complete
resistance to this ionophore (Table 3). This resistance was due to

both E. acervulina and E. maxima because the level of duodenal and
jejunalesions showed no significant difference (P> 0.05) from those
observed in ING controls (Table 3). Using RILS to compute an ASP1
indicates complete resistance of both E. acervulina and E. maxima
to monensin, which was corroborated by ASP2 based on the ACI
(Table 4).

3.4. Narasin

The Eimeria oocysts exhibited partial resistance to narasin as
indicated by average weight gain between days 14-22 (infection
period), as well as by feed conversion ratio (FCR). Although weight
gain between days 1-22 (entire study) was higher than ING con-
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trols, it was significantly less than NNG controls (P <0.05) (Table 2).
In narasin-treated broilers, oocyst output was about 3-fold less
compared to ING controls (Table 3). Mortality was intermediate to
ING and NNG controls (Table 3) suggesting partial resistance. This
resistance was due to both E. acervulina and E. maxima because the
level of duodenal and jejuna lesions showed no significant differ-
ence from those observed in ING controls (Table 3). Using RILS to
compute an ASP1 indicates complete resistance of both E. acervulina
and E. maxima to narasin while ASP2 based on the ACI indicated
partial resistance to narasin (Table 4).

3.5. Salinomycin

The Eimeria oocysts exhibited reduced sensitivity to salinomycin
as indicated by average weight gain between days 14-22 (infection
period) and days 1-22 (entire study), as well as by feed conver-
sion ratio (FCR). Weight gain and FCR were intermediate between
NNG and ING controls (P <0.05) (Table 2). Oocyst output was about
4-fold less in salinomycin-treated broilers while mortality was
identical to ING controls, suggesting incomplete sensitivity to this
ionophore (Table 3). This partial sensitivity was probably due to
both E. acervulina and E. maxima because both duodenal and jejuna
lesions were observed (Table 3). Using RILS to compute an ASP1
indicates reduced sensitivity of both E. acervulina and E. maxima to
salinomycin (Table 4). ASP2 based on the ACI indicated sensitivity
to salinomycin (Table 4).

4. Discussion

The present study provides further evidence for the appear-
ance of monensin-resistant Eimeria after continuous use of this
ionophore. Using anticoccidial sensitivity profile (ASP) based on
reduction in lesion score (RILS) or anticoccidial index (ACI) indi-
cated complete resistance to monensin in E. acervulina and E.
maxima recovered from Algerian Jijel province poultry farms. Scor-
ing intestinal lesions in both the upper and middle intestine was
helpful in determining that both E. acervulina and E. maxima were
resistant to monensin, as reflected in extremely low ASP1 for both
species (E. acervulina 4.2, E. maxima 3.1). This conclusion was con-
sistent with the overall ASP2 based on ACIL.

Several authors have observed the appearance of monensin-
resistant Eimeria after continuous usage of this ionophore
in experimental (Zhu and McDougald, 1992) or field stud-
ies (Chapman, 1982; Chapman and Shirley, 1989; Peek and
Landman, 2006). Of interest is the apparent cross-resistance of
the Eimeria population to narasin (E. acervulina ASP1=20.8, E.
maxima ASP1=27.7). The anticoccidial sensitivity profile based
on ACI indicated partial resistance of the Eimeria to narasin
(ASP2=130.7). lonophore cross-resistance, particularly between
monensin, narasin, lasalocid, and salinomycin has been noted
by many authors (Chapman, 1986; Stallbaumer and Daisy, 1988;
Chapman and Shirley, 1989; Zhu and McDougald, 1992; Chapman
and Hacker, 1994; Peeters et al., 1994; Stephen et al., 1997;
Daugschies et al., 1998; Witcombe and Smith, 2014). One author
has argued that cross-resistance is specific for type of ionophore,
with Eimeria showing multiple resistance to monoether ionophores
(e.g. monensin, narasin, salinomycin) and complete sensitivity to
polyetherionophores (lasalocid) (Bedrnik et al., 1989). In this study,
ASP1 for E. acervulina and E. maxima, and overall ASP2 showed
partial resistance to the polyether ionophore lasalocid. Somewhat
perplexing was the observed sensitivity based on ACI (ASP2 = 160.8)
or reduced sensitivity based on RILS of E. acervulina (ASP1=40.3)
and E. maxima (ASP1=40.0) to the monoether ionophore salino-
mycin. As pointed out by Stephen et al. (1997), conclusions about
anti-coccidial resistance in Eimeria oocysts recovered from litter

must take into account that multiple Eimeria strains exist in a pop-
ulation. While cross-resistance has been shown in pure Eimeria
strains isolated from the field (Zhu and McDougald, 1992; Stephen
etal., 1997),itis likely that subpopulations of Eimeria exist that are
sensitive to only a single ionophore (Stephen et al., 1997).

Our findings are consistent with previous studies showing sen-
sitivity of Eimeria to synthetic chemicals when ionophores are the
only drugs used in controlling coccidiosis (Peeters et al., 1994). In
the present study, complete sensitivity, as indicated by ASP2 based
on ACI, or partial to complete sensitivity to E. acervulina or E. max-
ima as indicated by ASP1 based on RILS, was observed for diclazuril.
The Eimeria isolates used in the present study were obtained from
poultry farms that had only used monensin for controlling coccid-
iosis. These findings support the practice of rotating coccidiosis
control with synthetic chemicals, such as diclazuril or nicarbizin,
to overcome ionophore resistance.

Of interest is the low Eimeria species diversity in the oocysts
isolated from these farms. Morphometry and ITS1 PCR revealed
the presence of only E. acervulina and E. maxima. It is possible
that other species were present, but were indistinguishable from E.
acervulina and/or below the detection limit of ITS1 PCR. However,
most authors studying ionophore resistance have found low Eime-
ria species diversity in litter with E. acervulina and E. maxima or E.
tenella usually present

(Daugschies et al., 1998; Peek and Landman, 2003; Bafundo
et al., 2008; Jenkins et al., 2010; Gyorke et al., 2013). For instance,
Haug et al. (2008) found that in broiler farms that exclusively used
narasin to control coccididiosis, over 75% of litter samples con-
tained only 1 or 2 Eimeria species, with E. acervulina present in
all samples. Others using PCR technology have found more diverse
Eimeria species composition, but no mention is made or it was
unclear what type of coccidiosis control was employed on the farms
being studied (Morgan et al., 2009; Vrba et al., 2010; Carvalho
etal., 2011). These findings suggest several possibilities. One is that
E. maxima, E. tenella, and particularly E. acervulina more readily
develop anticoccidial drug resistance compared to other Eimeria
species infecting chickens. Another is that under field conditions
these Eimeria species have a selective advantage (e.g. resilience
to drying, more rapid invasion and development at sites in the
intestine invaded by other Eimeria species, greater fecundity) that
leads to greater numbers in litter. The relative abundance of differ-
ent Eimeria species probably has a multi-factorial basis, which at
present is not completely understood.

Some inconsistencies were seen when anticoccidial sensitivity
profiles were calculated based on reduction in lesion score (ASP1)
compared to anticoccidial index (ASP2). For instance, complete
sensitivity to salinomycin was indicated by ASP2, whereas partial
sensitivity to this ionophore in both E. acervulina and E. maxima was
indicated by ASP1. The latter relies solely on reduction in lesion
score at specific sites in the intestine, which is an advantage for
assessing the basis for drug resistance (McDougald et al., 1986). In
addition to lesion score, ASP2 incorporates performance (weight
gain, % survival) and intensity of parasite infection (oocyst produc-
tion) (Chapman, 1989). Under the field conditions, resistance to
anticoccidial compounds is generally indicated by a reduced per-
formance (weight gain) and feed conversion efficiency (Stephen
etal., 1997).

Thus, intestinal lesions alone may not provide enough infor-
mation to determine the anticoccidial drug sensitivity profile of
Eimeria present in litter. A number of authors have found a poor
correlation between lesion score and performance data (reviewed
in Williams and Andrews, 2001). In our study, oocysts output gener-
ally agreed with ASP1 and ASP2, except for narasin. ASP1 predicted
complete resistance, while ASP2 predicted partial resistance to
narasin. However, oocysts output in narasin-medicated chickens
was greatly reduced compared to non-medicated Eimeria challenge
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controls (Table 3). The production of oocysts in groups receiving
diclazuril and salinomycin reflects the difficulty in completely pre-
venting parasite development even when performance indicates
complete sensitivity to an anticoccidial. Others have speculated
that this incomplete efficacy of ionophores may be advantageous
it allows some parasite development which is sufficient to induce
protective immunity (Chapman, 1978, 1997).
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