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INTRODUCTION

Les petits camélidés sont des animaux originaires d’Amérique du Sud appartenant a
la classe des artiodactyles tylopodes et a la famille des Camelidae (Marin et al., 2007). Parmi
les 4 espéces connues, le lama (Lama glama) et 1’alpaga (Vicugna pacos) sont 2 especes
domestiquées utilisées traditionnellement pour leur viande, leur laine et comme animaux de
bat dans les pays des Andes (Equateur, Pérou, Bolivie, Chili, Argentine) et demeurent des
animaux sacrés dans la culture millénaire des peuples andins (Dufour et al., 2014) (Figure 1).

Figure 1 : Photographies d’un lama (A) et d’un alpaga avec son cria (B)
D’apres le site de I’élevage des Lamas du Tilloux (« Les lamas et les alpagas - Les Lamas
du Tilloux », 2018).

Les alpagas adultes mesurent entre 76 cm et 97 cm au garrot et pésent entre 60 kg et
80 kg. Les lamas sont nettement plus imposants, pesant entre 120 kg et 200 kg et mesurant
entre 102 cm et 127 cm au garrot. Les males et les femelles ont approximativement le méme
poids a I’age adulte. Les petits des lamas et des alpagas sont appelés crias. Les crias d’alpagas
pesent en moyenne 7 kg a la naissance et les crias de lamas peuvent peser entre 9 kg et 14 kg
a la naissance. Les lamas vivent entre 15 et 25 ans en moyenne et les alpagas vivent en
moyenne 30 ans (Johnson, 2016).

Ces animaux ont des nombreuses particularités anatomiques, tels que leur démarche
qui s’appuie sur la surface plantaire des deux derni¢res phalanges, ou leur lévre supérieure
fendue. Une autre particularité est leur appareil digestif, car bien qu’ils soient des herbivores
brouteurs polygastriques, ils ne possédent pas les 4 estomacs décrits chez les ruminants, mais
seulement 3 compartiments (« Overview of Llamas and Alpacas - Exotic and Laboratory
Animals », 2018).

L’intérét international et 1’exportation massive des lamas et alpagas débute dans les
années 1980 lors de la découverte, entre autres, du tempérament docile des lamas, de la haute
qualité de la fibre d’alpaga et de leur moindre cotit d’entretien. Ainsi, a la fin du siécle dernier,



ils ont commencé a étre élevés avec succes en Amérique du Nord, en Australie, en Nouvelle-
Z¢lande, en Afrique du Sud, en Chine et dans toute 1'Europe. En France, le cheptel national
qui compte entre 8000 et 10000 animaux (« Recensement des camélidés en France - Sénat »,
2013) augmente de 15% chaque année, et les éleveurs visent une production d'animaux de
qualité, tant au niveau de la fibre de leur laine qu’au niveau de leur comportement (Kiesling,
2017)

Cependant, malgré les soins prodigués par les éleveurs, les maladies d’origine
parasitaire restent une problématique fréquente dans les élevages de lamas et alpagas. Les
parasitoses digestives, en particulier, sont capables de provoquer des pertes économiques
directes et indirectes considérables (Ballweber, 2009a ; Fowler, 2010 ; Cebra et al., 2014).
Les parasites gastro-intestinaux identifiés chez les lamas et alpagas incluent des nématodes,
des trématodes, des cestodes et des protozoaires. Quelques espéces ne sont pas spécifiques
des lamas et alpagas et peuvent étre transmises entre les petits camélidés et les ruminants.
Toutefois, les coccidies sont des protozoaires parasites spécifiques de leur hote et leur
détection témoigne de I’arrivée en Europe de petits camélidés infestés au préalable, avec
I’adaptation des coccidies au climat européen et leur entretien dans les élevages (Fayer, 1980).

La coccidiose est une maladie parasitaire a transmission orale-fécale, provoquée lors
de la colonisation des cellules épithéliales du tractus digestif des petits camélidés par des
protozoaires du genre Eimeria. Les signes cliniques varient en fonction de la charge
parasitaire et de 1’espece infestante, mais diarrhée, 1éthargie et perte de poids sont les signes
cliniques les plus souvent rapportés chez les jeunes animaux (Lindsay et Todd, 2012). Il existe
de nombreuses références bibliographiques provenant d’ Amérique du Sud qui décrivent trés
précisément cette problématique car elle est responsable d’un taux élevé de mortalité (Cebra
et al., 2007). Toutefois, I’information disponible sur les coccidioses des petits camélidés en
Europe en général, et en France en particulier, reste sommaire et une actualisation des données
disponibles est nécessaire.

Dans ce sens, I’objectif de cette thése est de déterminer la présence et I’importance de
la détection des coccidies chez les lamas et alpagas €levés en France. Pour cela, cette thése se
développe en deux parties : la premicre partie résume 1’état actuel des connaissances sur les
coccidies et les coccidioses des lamas et alpagas. Ensuite, la deuxiéme partie abordera la
démarche expérimentale utilisée pour la détection et la quantification des coccidies sur des
prélévements obtenus au cours du printemps 2017, ainsi que les résultats conduisant aux
conclusions de notre étude.



PREMIERE PARTIE :

Etat actuel des connaissances sur les coccidioses des lamas
(Lama glama) et alpagas (Vicugna pacos).
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1. Définition

1.1 Histoire et éléments de classification

Les coccidies font partie des parasites les plus importants en santé animale, ils furent les
premiers protozoaires décrits comme responsables des troubles digestifs par Hake en 1839.
En 1870, Eimer décrit pour la premiére fois la partie asexuée de leur cycle évolutif (Hake,
1839 ; Eimer, 1870). Toutefois, ce sont sans doute F. Schaudinn et M. Siedlecki au début du
XXeéme siécle qui proposent le cycle évolutif complet des coccidies (Pellérdy, 1965). Les
coccidioses dues aux espéces d’Eimeria sont des maladies qui provoquent d’importantes
pertes économiques chez la volaille, le bétail et d’autres herbivores comme le lapin, et il est
presque impossible d’élever ces animaux sans des coccidies.

Au début du siecle dernier, la classification des coccidies dépendait presque
exclusivement de leur morphologie et trés peu de leur caractéristiques phylogénétiques
(Pellérdy, 1965). C’est avec les études d’Adl et son équipe (Adl et al., 2007 ; Adl et al., 2012)
qu’une nouvelle classification des coccidies est proposée et fondée sur des relations
phylogénétiques robustes, qui montrent que les coccidies du genre FEimeria sont des
protozoaires qui appartiennent au groupe monophyletique des Alveolata, a I’embranchement
des Apicomplexa, a la classe des Coccidia. Elles font partie de la famille des Eimeriidés et du
genre Eimeria (Figure 2).
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Figure 2 : Taxonomie simplifiée et caractéristiques du genre Eimeria
(Bussiéras et Chermette, 1992a ; Ballweber, 2009a)
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Comme tous les parasites Apicomplexa, les coccidies possédent dans leur stade
sporozoaire une extrémité antérieure présentant une ultrastructure trés particuliére : le
complexe apical, qui est constitué des organelles spécialisées qui interviennent dans la
pénétration du parasite dans la cellule hote. Ainsi, les coccidies du genre Eimeria ciblent les
cellules épithéliales de 1’hote aprés ingestion d’oocystes sporulés contenant quatre
sporocystes qui libéreront chacun deux sporozoites (Dubey, 2018a). Les parasites du genre
Eimeria sont hote-spécifiques et utilisent un seul hote pour compléter leur cycle évolutif.

1.2 Les especes d’Eimeria parasites des petits camélidés

Six espéces de coccidies sont retrouvées dans les cas de coccidioses chez les lamas et
alpagas : Eimeria punoensis, Eimeria lamae, Eimeria alpacae, Eimeria macusaniensis,
Eimeria ivitaensis et Eimeria peruviana (Yakimoft, 1934 ; Guerrero, 1967 ; Guerrero et al.,
1971 ; Rickard et Bishop, 1988 ; Schrey et al., 1991a ; Leguia et Casas, 1998 ; Jarvinen,
1999). La premiére Eimeria décrite chez les petits camélidés est Eimeria peruviana chez un
lama (Yakimoff, 1934 ; Pellérdy, 1965). Chez les alpagas, on retrouve le plus souvent Eimeria
macusaniensis, Eimeria lamae, Eimeria alpacae et Eimeria punoensis alors que chez les
lamas, on retrouve plutdt Eimeria macusaniensis et Eimeria alpacae (Dubey, 2018b).

Elles sont regroupées classiquement en deux catégories selon la taille de leur oocyste :
d’une part, les petites coccidies se référent a Eimeria punoensis, Eimeria lamae, Eimeria
alpacae, et Eimeria peruviana, d’autre part les grandes coccidies correspondent a Eimeria
macusaniensis et Eimeria ivitaensis. Les oocystes d’Eimeria macusaniensis se démarquent
par leur trés grande taille par rapport a ceux des autres especes (Tableau 1). Les espéces
Eimeria peruviana et Eimeria ivitaensis sont trés peu citées dans la littérature et leur
description ne sera pas développée par la suite.
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Tableau 1 : Description de cinq espéces d’Eimeria pathogénes pour les petits camélidés
(Guerrero, 1967 ; Guerrero et al., 1971 ; Rohbeck, S, 2006 ; Ballweber, 2009b ; Twomey et

al., 2010)
REPRESENTATION PHOTOGRAPHIE DE
gspECE | PARGEUR | HAUTEUR | by 66, cysTR L’0O0CYSTE NON
(um) (um) SPORULE SPORULE
Eimeria lamae | 24,5+ 4,1 | 35,6 £6,2
Eimeria 1 1041 1190412
punoensis
Eimeria
19,6 +0,7 [24,1+1.2
alpacae
Eimeria
. . 479+56 | 84,1+79
ivitaensis
Barre : 50 pm |
r—'—+—r—+—~—+—0—+—4—!
Eimeria
.. 1 674+£39 |93,6+5,0
macusaniensis
Barre : 50 pm
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1.3 Cycle évolutif

Le développement des coccidies du genre Eimeria est une répétition alternée des
générations sexuées et asexuées dans un hote (phase endogeéne) ou I’environnement (phase
exogene), c’est a dire selon un cycle monoxéne, et les nombreuses especes d’Eimeria sont
spécifiques d’hdte. Chez les petits camélidés, les lamas et les alpagas peuvent étre les hotes
définitifs des mémes espéces de coccidies car ce sont deux espéces trés proches au niveau
phylogénétique (McKenna, 2006 ; Jarvinen, 2008). Dans ce sens, les especes d’Eimeria des
lamas et alpagas se développent en utilisant le méme schéma que tous les autres Eimeria pour
accomplir leur cycle évolutif.

Comme le montre la figure 3, le cycle commence avec l’ingestion d’oocystes
infestants qui libéreront des sporocystes contenant des sporozoites qui vont envahir les
cellules intestinales, migrer vers leur site de développement ou ils vont devenir des
trophozoites. Ces trophozoites vont ensuite se transformer en schizontes au cours de la
schizogonie. Ces schizontes vont libérer des mérozoites qui vont se différencier en gamétes
males et femelles au cours de la gamétogonie. La fusion entre ces deux gamétes va former un
oocyste qui sera excrété dans les féces.

Figure 3 : Cycle évolutif de Eimeria spp. d’apreés le Département d’Agriculture des
Etats-Unis
(« USDA », 2018)
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1.3.1 La contamination et la schizogonie

Les animaux se contaminent par voie fécale-orale en ingérant des oocystes sporulés
disséminés dans I’environnement. L’oocyste est capable de persister plusieurs mois dans
I’environnement (Daugschies et Najdrowski, 2005). L’oocyste sporulé ingéré libére quatre
sporocystes dans la lumiére intestinale sous la stimulation du dioxyde de carbone en milieu
anaérobie et de la température (Nyberg et al., 1968). Chaque sporocyste libére deux
sporozoites au niveau de I’intestin gréle sous I’action de la bile et de la trypsine
principalement, contenues dans le jus intestinal et sous 1’action du péristaltisme (Jackson,
1962 ; Doran et Farr, 1962).

Ces sporozoites pénétrent ensuite dans les cellules épithéliales de la muqueuse
intestinale sans interruption du plasmalemme. Pour cela, ils utilisent leur source d’énergie qui
se trouve sous forme de granules d’amylopectine dans leur cytoplasme (Vetterling et Doran,
1969). Le sporozoite édifie une vacuole parasitophore dans laquelle se produit 1’exocytose
des organites du sporozoite et 1’intégration de leur contenu dans la vacuole ou la membrane
vacuolaire (Dubremetz, 1990).

Aprés I’invasion de la cellule hote, le parasite contenu a I’intérieur de la vacuole
parasitophore s’arrondit et se transforme en trophozoite. Cette forme parasitaire subit de
nombreuses divisions nucléaires lors de la reproduction asexué¢e dénommée schizogonie ce
qui donne un schizonte multi-nucléé¢ mesurant entre 10 pm et 100 um. Avec la maturation
des schizontes, les mérozoites sont formés et sont ensuite libérés dans la lumiére intestinale
quand les schizontes éclatent la cellule intestinale hote. Les mérozoites vont alors infecter de
nouvelles cellules et former eux-mémes des schizontes. C’est ce qui est dénommé cycle de
réinfection dans la figure 3 (C.H. Gardiner et al., 1988). La pénétration dans la cellule est
schématisée en figure 4.

Figure 4 : Schéma de la pénétration d’un sporozoite d’Eimeria dans une cellule de
I’épithélium intestinal.
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La schizogonie peut se répéter plusieurs fois chez 1’hote avant le passage a la
reproduction sexuée du parasite. Ceci est le cas d’Eimeria tenella responsable de la coccidiose
aviaire, qui est capable d’engager jusqu’a trois schizogonies consécutives. Le passage
obligatoire par un certain nombre de schizogonies aurait un réle dans la régulation de
I’apoptose des cellules infectées. Cependant, cette information est encore inconnue chez les
Eimeria des petits camélidés.

Chez les petits camélidés, la schizogonie se déroule dans la portion distale du jéjunum
pour Eimeria lamae (Dubremetz, 1990), tandis qu’elle se déroule au niveau du jéjunum, de
I’iléon et du cdlon ascendant pour Eimeria macusaniensis (Palacios et al., 2006). Cette
derniére espece sie¢ge préférentiellement dans les cellules des cryptes intestinales, ce qui
inhibe le renouvellement de 1’épithélium et provoque des Iésions plus graves que celles
engendrées par les petites coccidies (Rosadio et al., 2010).

1.3.2 La gamétogonie

Les mérozoites libérés lors de la derniére schizogonie peuvent initier une reproduction
sexuée en formant des microgamontes et des macrogamontes dans le milieu extracellulaire.
Dans le cytoplasme du macrogamonte apparaissent des granulations €osinophiles qui se
rassemblent en surface pour former une coque (tout en ménageant un orifice, le micropyle)
ce qui constitue le gaméte femelle ou macrogamete de grande taille par rapport au gamete
male, le microgaméte (figure 5).

Figure 5 : Macrogaméte (fleche rouge) et microgamete (fleche bleue) de Eimeria sp.
dans des cellules hétes (grossissement x100).
(« Dr. M. Belanich / Protozoa-and-Bacteria », 2019)
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Dans le macrogamonte, de nombreuses divisions nucléaires ont lieu ; les noyaux ainsi
formés font saillie a la surface de la cellule et donnent chacun un microgamete. Un des
microgamétes pénétre dans un macrogaméte (qui se trouve toujours dans une cellule
intestinale) par le micropyle. La fécondation donne un zygote diploide. La rétraction du
zygote dans la coque redonne un oocyste typique qui s’élimine avec les féces vers le milieu
extérieur (Bussiéras et Chermette, 1992a).

1.3.3 La sporogonie

La sporulation ou sporogonie se réalise si les conditions sont favorables dans le milieu
extérieur (Venkateswara Rao et al., 2015) :
- milieu tempéré (température optimale : 29°C)
- humidité relative basse
- présence d’oxygene, ce qui explique que la sporulation n’ait pas lieu dans le tube
digestif mais seulement dans le milieu extérieur et qu’elle ne se produise pas dans des
milieux non aérés.

Dans des conditions favorables, a I’intérieur de 1’oocyste, le sporonte se divise en 4
sporoblastes qui se transforment chacun en un sporocyste. Le sporocyste est un élément
ovoide avec un petit bouton a un sommet qui correspond au corps de Stieda. Dans le
sporocyste, deux sporozoites sont présents : ils sont petits, en forme de banane, disposés téte-
béche, avec un complexe apical a I’extrémité antérieure, un noyau central et deux globules
réfringents (Pittilo et Ball, 1985 ; Bussiéras et Chermette, 1992a).

L’oocyste ainsi transformé contient donc quatre sporocystes et huit sporozoites : il est dit
sporulé et est donc infestant. C’est au cours de la sporogonie que s’est produite la méiose,
I’0ocyste non sporulé est diploide (Schrey et al., 1991b ; Bussiéras et Chermette, 1992a). Cet
oocyste est excrété dans les féces et ensuite, la sporulation a lieu dans le milieu extérieur. Les
durées de sporulation, correspondant au passage de I’oocyste non sporulé excrété a 1’oocyste
sporulé infestant, pour quatre des cinq especes pathogénes pour les petits camélidés sont
décrites dans le tableau 2.

Tableau 2 : Durée de sporulation de quatre espéces d’Eimeria
a 23°C dans une solution de dichromate de potassium a 2,5%
(Rickard et Bishop, 1988)

Espece d’Eimeria Durée de la sporulation
Eimeria alpacae 92 — 98 heures
Eimeria punoensis 92 — 98 heures
Eimeria lamae 118 heures
Eimeria macusaniensis 290 — 353 heures
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Une fois sporulé, I’oocyste reste infestant pendant plusieurs semaines a plusieurs mois
voire un an en fonction des conditions dans le milieu extérieur (Barrington et al., 2002).

L’ingestion par voie orale de ces oocystes sporulés initie un nouveau cycle parasitaire au
sein de 1’hote définitif (McKenna, 2006 ; Ballweber, 2009b).

Dans certaines conditions cependant, les oocystes d’Eimeria peuvent perdre leur viabilité
(Marquardt et al., 1960) :

- des radiations solaires pendant une durée de 4 heures ;

- un taux d’humidité relative réduit a moins de 25 %;

- une congélation a une température inférieure a -7°C.
D’autre part, au-dela de 35°C, la sporulation des oocystes non sporulés devient anormale et
donc une exposition des oocystes a une température supérieure a 35°C pendant 12 a 24 heures
empéche la formation d’oocystes infestants.

1.3.4 Périodes pré-patentes

La période pré-patente est I’intervalle entre I’infestation de 1’hdte et la détection des
formes parasitaires dans les féces par des méthodes conventionnelles. La durée de la période
pré-patente varie d’une especes d’Eimeria a I’autre (Tableau 3).

Tableau 3 : Durée pré-patente de quatre espéces d’Eimeria des petits camélidés
(Cebraetal., 2011)

Espece d’Eimeria Durée période pré-patente (jours)
Eimeria lamae 15-16
Eimeria alpacae 16-18
Eimeria punoensis 10
Eimeria macusaniensis 32-58

1.4 Immunité chez 1’hote

Aucune immunité stérilisante ou croisée in vivo entre les différentes especes d’Eimeria
¢tudiées dans cette thése n’a été¢ décrite dans la littérature a ce jour. Donc, 1I’hote peut étre
infesté par différentes especes d’Eimeria successivement et développer des signes cliniques
a chaque fois. En effet, beaucoup d’études décrivent des infestations multiples au cours de la
vie de I’animal mais aussi des co-infestations par plusieurs espéces d’Eimeria en méme
temps.

Des expositions antérieures aux coccidies permettent 1’installation d’une mémoire
immunitaire qui se met en place chez ’adulte alors plus résistants aux coccidioses (Whitehead
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et Anderson, 2006). Les adultes sont donc capables d’excréter des oocystes d’Eimeria dans
leurs féces sans exprimer de signes cliniques (Lopes et al., 2013).

Les données disponibles sur la réponse immunitaire chez I’hote contre les Eimeria qui
seront développées dans la suite de ce paragraphe reposent sur I’information recueillie a partir
de la littérature disponible sur les coccidioses aviaires et des modeles expérimentaux chez la
souris , avec peu d’information disponible hez les ruminants et quasiment inexistante chez les
petits camélidés. Ces expérimentations et leurs conclusions qui sont rapportées dans cette
theése proviennent de plusieurs revues dédiées a 1’étude de I’immunologie de ces animaux
(Lillehoj et Trout, 1996 ; Yun et al., 2000 ; Ahmad et al., 2016).

1.4.1 La réponse immune a médiation cellulaire

La cible principale des Eimeria est 1’épithélium de la muqueuse intestinale. Il est décrit
qu’a la suite d’une infestation coccidienne la réponse a médiation cellulaire aurait un role
majeur ans la résistance aux coccidioses d’un individu (Lillehoj et Trout, 1993 ; Lillehoj et
Trout, 1994). Cette réponse cellulaire serait mise en place grace au tissu lymphoide associé a
I’intestin (TLAI) qui réagit comme un acteur de premicere ligne de défense de la surface de la
mugqueuse. Cela inclut la présence de cellules présentatrices d’antigénes (CPA), de cellules
impliquées dans I’immunorégulation (les lymphocytes T régulateurs) et des cellules de type
effectrices distinctes de leurs analogues appartenant au systéme immunitaire systémique (les
macrophages associés aux TLAI).

Cependant, une étude a mis en évidence un €pitope antigénique orthologue chez les
sporozoites d’Eimeria et les cellules intestinales de 1’hote, ce qui revient a dire qu’il y a un
lien évolutif entre les épitopes des sporozoites d’Eimeria et les épitopes de la cellule
intestinale et que leurs séquences génétiques respectives sont homologues, c’est a dire
qu’elles descendent d’un méme geéne ancestral. Cela souléve une question intéressante quant
a une stratégie d’échappement d’Eimeria au syst¢tme immunitaire de 1’hote par camouflage
(Vervelde et al., 1993). L’intensité de la réponse immunitaire a médiation cellulaire dépend
de I’espece d’Eimeria infestante et de son site de développement (Schito et al., 1996).

1.4.1.1 Le role des lymphocytes T

Les lymphocytes T jouent un réle majeur dans la protection contre les coccidioses
(McLOUGHLIN, 1969 ; Long et Rose, 1970 ; Lillehoj, 1987 ; Kogut et Eirmann, 1991
; Isobe et Lillehoj, 1993). Bien que le role direct des lymphocytes T CD8+ n’ait pas
encore ¢té mis en évidence dans la protection de 1’hdte contre les coccidioses, il y
aurait des variations dans les sous-populations de LT CD8+, ainsi que dans les
récepteurs intestinaux (TCRaf) lors de I’infestation (Lillehoj et Bacon, 1991 ; Trout
et Lillehoj, 1995). Au contraire, il y aurait une augmentation de la production
d’oocystes lorsqu’il y a une pénurie en T CD8+ (Lillehoj et Trout, 1996). Enfin
I’activation des LT CD8+ peut ne pas avoir de role dans la résistance contre les
infestations primaires mais elle semblerait &tre nécessaire lors d’infestations
ultérieures.
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Les LT CD4+ participent comme médiateurs de la réponse immunitaire en cas
d’infestation par Eimeria (Rose et al., 1988 ; Rose et al., 1992), grace a la production
des cytokines qui modulent la réponse immunitaire de type cellulaire lors des primo-
infestations (Rose et al., 1992). Cette réponse des LT CD4+ semblerait se modifier
selon leur localisation intestinale ou I’espéce d’ Eimeria infestante (Rose et al., 1992 ;
Trout et Lillehoj, 1995 ; Lillehoj et Trout, 1996 ; Jeurissen et al., 1996) ce qui
complique la compréhension des mécanismes de I’immunité contre les coccidies.

1.4.1.2 Le role des macrophages et des cellules Natural Killer (NK)

Les macrophages s’infiltrent dans la muqueuse intestinale lors des coccidioses
chez le veau (Taubert et al., 2009) et la volaille (Jeurissen et al., 1996), et jouent un
double role lors de 1’élimination du parasite mais aussi lors de son transport dans
I’environnement intestinal (Trout et Lillehoj, 1995). Bien qu’il n’existerait pas de
différence significative entre le nombre de sporozoites observés dans les macrophages
aprés une primo-infestation et une réinfestation (Vainio et Lassila, 1989), la
participation des macrophages est décisive afin d’assurer la transition vers une réponse
immunitaire adaptative.

L’intensification de 1’activité des cellules NK a lieu pendant le développement
des premiers stades d’Eimeria (Lillehoj, 1989). Aussi, cette augmentation du niveau
d’activité des cellules NK est accompagnée par une augmentation du nombre de LT
CD8+ (Lillehoj et Bacon, 1991). Cependant leur rdle dans le contrdle de I’infestation
est controversé (Smith et al., 1994).

1.4.1.3 Le role des cytokines et des chémokines

La production des cytokines et des chémokines pro- et anti-inflammatoires lors
des coccidioses st orchestrée par de nombreuses cellules immunitaires (macrophages,
lymphocytes, cellules NK, etc.) mais aussi par 1’espece d’Eimeria infestante. Cette
production doit maintenir un équilibre qui permettra 1’élimination ou au moins le
contrdle de I’infestation, sans produire une inflammation qui pourrait se traduire par
une nécrose de la muqueuse intestinale.

Le tableau 4 ¢laboré par Shivaramaiah et son équipe (Shivaramaiah et al.,
2014) résume les fonctions des cytokines mises en jeu lors de coccidioses.
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Tableau 4 : Role des cytokines au cours d’une infestation coccidienne

d’apres (Shivaramaiah et al., 2014)

Catégorie Fonction Reference
fonctionnelle et
cytokine
PRO-INFLAMMATOIRE
TFN-y Empéche  D’invasion et le (Yunetal, 2000 ; Min et
développement des stades al., 2001 ; Lillehoj et al.,
parasitaires, propriétés adjuvantes 2004)
IL-18 Stimulation des chémokines et des (Laurent et al, 2001 ;
cellules inflammatoires Rothwell et al., 2004)
IL-17 Costimulation d’autres cytokines, (Lillehoj et al., 2004)

Facteur TNF-like

réponses de la muqueuse
Costimulation de I’'immunité, taux
augmenté pendant 6 jours post-
infestation

IL-6 Développement de  I'immunité
acquise
IL-8 Chémokine qui recrute les LT CD4+
auxiliaires et les macrophages au
site d’infestation
IL-18 Régulation positive de la réponse
des LT CD4+ auxiliaires 1 , peut-
étre  spécifique de  I’espece
d’Eimeria
DIFFERENCIATION DES LT
Différenciation des lymphocytes B
IL-2 et des cellules NK, propriétés
adjuvantes
REGULATION DES LT
IL-4, IL-10 Réduction des dégats tissulaires
Régulation des LT CD4+
L-12/1L-15 auxiliaires 1 et de la réponse des LT

CD4+ auxiliaires 2 (Yun et al.,
2000 ; Hong et al., 2006)

ANTI-INFLAMMATOIRE

TGF-8

Réparation de la muqueuse,
régulation négative du systéme

immunitaire
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Min et al., 2001 ;
Lillehoj et al., 2004)

(Rothwell et al., 2004 ;
Cornelissen et al., 2009)

(Yun et al., 2000 ; Hong
et al.,20006)

(Yun et al., 2000 ;
Lillehoj et al., 2004)



1.4.2 La réponse immunitaire a médiation humorale

Les anticorps circulants ans le sérum correspondent a différentes classes
d’immunoglobulines (Ig) : les IgM, les IgG (IgY chez la volaille) et les IgA (Rose et Long,
1969). Bien que la production d’anticorps ne semble pas protéger contre 1’infestation (Speer
et al., 1985 ; Augustine et Danforth, 1986 ; Lillehoj, 1987), d’autres études suggérent qu’une
protection au moins partielle existe qui réduirait la sévérité de I’infestation (Rose et Hesketh,
1987 ; Lee et al., 2009).

1.4.3 Le systeme immunitaire des petits camélidés

Les ¢éléments qui composent le systéme immunitaire a médiation cellulaire des petits
camélidés est tres similaire a ceux des autres mammiferes ; ainsi, on trouve dans le sang des
LT CD4+ (27%), LT CD8+ (16%), des lymphocytes B (31%) et des monocytes (5 a 16%)
dans le sang. Cependant, a la différence des ruminants, le pourcentage de lymphocytes B chez
les petits camélidés est similaire chez les jeunes et chez les adultes (Davis et al., 2000).

Une autre particularité chez les petits camélidés se trouve dans la composition
biochimique des immunoglobulines. Il a ét¢ démontré qu’en plus des immunoglobulines
classiques a 4 chalnes que posseédent les herbivores (IgM, IgGl1, IgA et IgD), les petits
camélidés possedent a raison de 75 % des protéines sériques des IgG comportant uniquement
des chaines lourdes et pas de chaines 1égéres qu’on appelle les IgG2 et les IgG3. Les IgG2 et
les IgG3 ont un poids moléculaire plus faible, ce qui améliore leur distribution dans
I’organisme et une meilleure pénétration dans les tissus (Nguyen et al., 1998).

Le cycle évolutif monoxéne d’Eimeria est commun aux différentes especes chez les petits
camélidés et pour tous les hotes définitifs potentiels. La contamination des animaux se fait
par voie fécale-orale et différentes étapes de reproduction du parasite aboutissent a I’excrétion
d’oocytes dans les féces des animaux infestés. Une fois excrété, et selon les conditions
environnementales, 1’oocyste sporulé est la forme infestante du parasite. La période pré-
patente est variable selon I’espéce d’Eimeria.

La réponse immunitaire intestinale médiée par les lymphocytes jouerait un rdle primordial
qui permettrait le recrutement et 1’activation des cellules spécialisées dans 1’élimination du
parasite (macrophages, cellules NK) et des cytokines. En particulier, le réle des LT CD8+
— bien que controvers¢ — pourrait étre la clé dans I’établissement d’une mémoire
immunologique apres la primo-infestation.
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2. Epidémiologie des coccidioses

Afin d’estimer les facteurs épidémiologiques des coccidioses chez les lamas et alpagas
dans le monde, nous avons choisi des études provenant a la fois d’aires géographiques dont
les lamas et les alpagas ne sont pas natifs : Europe, USA et Australie ; mais aussi provenant
d’ Amérique du Sud ou les petits camélidés sont endémiques.

2.1 Distribution géographique

Les quatre especes d’Eimeria des petits camélidés auxquelles cette thése s’intéresse
sont retrouvées chez les lamas et les alpagas. Elles sont retrouvées chez les petits camélidés
en Amérique du Sud, en Amérique du Nord, en Europe, au Japon et en Océanie. Les résultats
de différentes études réalisées sont présentés dans les tableaux 5 et 6.

Tableau 5 : Prévalence d’Eimeria chez les lamas

(Dubey, 2018b)

Nombre de

.. Pourcentage
Aire positifs / Espeéces d’Eimeria par espéce o
. . Nombre . g . Référence
géographique d’analyses retrouvées d Elmerfa
retrouvee
(%)
Argentine 233/478 Eimeria macusaniensis 99,9 % (Cafrune et al.,
(Jujuy) (48,7) Eimeria ivitaensis 0,1% 2009)
Argentine 17/48 Eimeria macusaniensis 100 % (Cafrune et al.,
(Salta) (35,4) 2009)
Argentine 65/100 Eimeria macusaniensis 99,9 % (Cafrune et al.,
(Catamarca) (65) Eimeria ivitaensis 0,1 % 2009)
Suisse 29(36/§l)31 Eimeria macusaniensis I((Hilitzbzrégozt)
ohler,
USA 36/301 Eimeria macusaniensis (Jarvinen,
(10 états) (12) 1999)
USA 76/121 Eimeria alpacae 75 % (Schrey et al.,
(62,8) Eimeria lamae 1% 1991b)
(Colorado) Eimeria sp. 24 %
USA 15/23 Eimeria alpacae 56 % (Schrey et al.,
(Wyoming) (65,2) Eimeria macusaniensis 2% 1991b)
y & Eimeria lamae 67 %
69/189 Eimeria alpacae 27 % (Rickard et
(37) Eimeria macusaniensis 1% Bishop, 1988)
USA L . o
(Oregon) El.merl'a punoensis 17 %
Eimeria lamae 9%
Eimeria sp. 54 %
USA 30/50 Eimeria alpacae 52 % (Rickard et
(Oregon) (60) Eimeria punoensis 40 % Bishop, 1988)
Eimeria lamae 32%
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Tableau 6 : Prévalence d’Eimeria chez les alpagas

(Dubey, 2018b)

Pourcentage
Nombre de de
Aire positifs/ Espéces d’Eimeria prélévements L ex
. . Nombre , contenant Référence
géographique d’analyses retrouvées Pespéce
(%) d’Eimeria
retrouvée
BGr Z?:gdnee NR? Eimeria ivitaensis 100 % (E\Zog(l)el}(]))e !
Eimeria lamae I
Japon 42/53 Eimeria macusaniensis (Hyuga et
. . . NR Matsumoto,
(Kanto) (92) Eimeria punoensis 2015)
et/ou alpacae
1;2;1:;11]: 1?;26)0 Eimeria macusaniensis 100 % (1;; ?’2(1()0(;16)6 !
Eimeria lamae 91 %
224/350 Eimeria macusaniensis 35% (Diaz et al.
Pérou (Puno) (64.3) Eimeria punoensis 78 % 2016) ’
’ Eimeria alpacae 87 %
Eimeria ivitaensis 13 %
Eimeria lamae 16 %
418/478 Eimeria macusaniensis 25% (Rodriguez
Pérou (Puno) (87.5) Eimeria punoensis 20 % H. et al.,
’ Eimeria alpacae 17 % 2012)
Eimeria ivitaensis 6 %
Pérou 145/316 Eimeria macusaniensis 57 % (Cordero et
(Région sud) (46,2) Espéce non identifiée 43 % al.,2011)
Eimeria lamae 60 %
Pérou 67/160 ~ Limeria macusaniensis 0% (Guerrero,
(Cuzco) (58.1) El.merl'a punoensis 30 % 1967)
Eimeria alpacae 46 %
(Hertzberg et
Suisse NR Eimeria macusaniensis 100 % Kohler,
2006)
USA 14/61 Eimeria alpacae 57 % (Trout et al.,
(Maryland) (26,2) Eimeria punoensis 43 % 2008)
Ustgt§;0 %l, (1))5 Eimeria macusaniensis 100 % (Ja1r9\/91r91§n,

*Non renseigné
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D’autres études se fondant sur d’autres parameétres que la prévalence par especes sont
rapportées ci-dessous. Dans 1’état d’Oregon (Etats-Unis), une étude portant sur 45 lamas et
alpagas agés de moins d’un an a montré une prévalence de 1’infestation par Eimeria spp. de
13 % (Cebra et al., 2003). Une deuxieme étude rétrospective entre 1999 et 2004 portant sur
58 cas de diarrhées néonatales chez des lamas et alpagas de moins d’un an a montré une
prévalence semblable (12,1 %) (Whitehead et Anderson, 2006). Les prévalences sont tres
variables entre les études.

En Europe, une étude de la prévalence de I’infestation par Eimeria été réalisée en
Grande Bretagne (Schock et al., 2007). Cette étude ne précise pas quelle espece d’Eimeria
est incriminée. Elle dévoile que la prévalence d’infestation par Eimeria chez les alpagas de
moins d’un an est de 19%, de 24% chez les plus de 1 an et de 31% chez des animaux d’age
inconnu inclus dans cette étude portant sur 54 alpagas. Par ailleurs, une seconde étude dévoile
une prévalence de I’infestation par Eimeria a 10,6 % chez les lamas et alpagas ¢levés sur
I’aire géographique représentée par 1’ Angleterre et le Pays de Galles (Twomey et al., 2014).

En Océanie, une étude descriptive en Australie montre que quatre especes d’Eimeria
des petits camélidés sont présentes sur ce territoire : Eimeria lamae, Eimeria alpacae, Eimeria
punoensis et Eimeria macusaniensis (O’Callaghan MG et al., 1997). Une deuxi¢me étude en
Australie portant sur 92 alpagas agés entre 2 et 16 mois montre que la fréquence
d’identification des espéces d’Eimeria dans les féces est de 91,5 % (Gauly et Vaughan, s. d.).
Une autre étude descriptive en Nouvelle Zélande répertorie tous les parasites rencontrés chez
les animaux terrestres parmi lesquels on retrouve Eimeria lamae, Eimeria alpacae, Eimeria
punoensis et Eimeria macusaniensis chez les alpagas. Dans cette étude, aucun protozoaire
n’est mis en évidence chez les lamas (McKenna, 2009).

Les différentes études citées ci-dessus montrent que chez les lamas les prévalences
d’infestation par Eimeria sont similaires entre les pays d’origine (35-65 %) et les pays qui
importent cet animal (12-68 %). Chez les alpagas, la prévalence d’infestation par Eimeria
dans les pays d’origine (58-87 %) semble nettement supérieur a celle retrouvée dans les pays
qui importent cet animal (7-27 %). En Amérique du Sud, la prévalence d’infestation par
Eimeria est semblable chez les lamas et les alpagas.

2.2 Sources de parasites et causes favorisantes

Les oocystes non sporulés sont émis par les animaux infestés au préalable dans
I’environnement. Tandis que les jeunes animaux infestés et symptomatiques sont capables
d’excréter un grand nombre d’oocystes, ce sont souvent les adultes porteurs et faibles
excréteurs qui, grace a leur infestation asymptomatique, passent inapergus et permettent la
dissémination des oocystes. Une fois sporulés dans I’environnement, ils sont alors
susceptibles d’étre ingérés par un autre animal réceptif qui va a son tour excréter davantage
d’oocystes dans I’environnement apres une période de développement du cycle du protozoaire
au sein de ce nouvel hote appelée période pré-patente.

En outre, la contamination de I’environnement st souvent associée a une forte densité
animale au sein de I’élevage et a un niveau d’hygiéne déficient. Il n’y a pas de données dans
la littérature décrivant un terrain particulier ou une saison particuliére qui serait plus propice
a une forte concentration d’oocystes viables dans I’environnement. Cependant, une
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augmentation des cas symptomatiques dans un élevage peut étre aussi associé a une
saisonnalité selon la localisation géographique, avec un risque accru lors des baisses de
température en période hivernale des régions tropicales (Rodriguez-Vivas et al., 1996).

Les cas de coccidioses sont souvent associés a une forte densité animale au sein de
I’¢levage et un niveau d’hygiéne bas. La pathogénicité et la sévérité des signes cliniques
semblent étre liées au nombre d’oocystes sporulés ingérés. Les ré-infestations a partir d’un
environnement contaminé peuvent causer une charge parasitaire telle qu’elle entraine la mort
de I’animal (Fowler, M., 1998 ; Whitehead et Anderson, 2006).

La présence et le nombre d’oocystes excrétés dans les féces tendent a étre plus élevés
chez les jeunes que chez les adultes (Guerrero et al., 1970 ; Rickard et Bishop, 1988) toutefois,
I’expression clinique de la coccidiose peut avoir lieu dans les deux groupes d’animaux
(Rosadio et Ameghino, 1994 ; Lenghaus et al., 2004 ; Palacios et al., 2006 ; Chigerwe et al.,
2007 ; Schock et al., 2007 ; Cebra et al., 2007 ; Rosadio et al., 2010).

Les cas de coccidioses sont majoritairement répertoriés chez les nouveau-nés et les
jeunes, avec des cas de coccidioses chez des animaux de 20 jours d’age (Cebra et al., 2003).
L’apparition aussi précoce de la maladie suggere que les nouveau-nés peuvent s’infester des
les premiers jours de vie dans un environnement contaminé (Foreyt et Lagerquist, 1992).
Ainsi, la prévalence de I’infestation par Eimeria chez les petits camélidés est plus élevée chez
les jeunes (90-100 %) que chez les adultes (40-60 %) (Dubey, 2018b). La pathogénicité et la
sévérité des signes cliniques semblent étre liées au nombre d’oocystes sporulés ingérés. Les
ré-infestations a partir d’un environnement contaminé peuvent causer une charge parasitaire
telle qu’elle entraine la mort de I’animal (Fowler, M., 1998 ; Whitehead et Anderson, 2006).

Les coccidies peuvent aussi avoir une pathogénicité différente en fonction
d’éventuelles infestations concomitantes, des conditions environnementales, du stress des
animaux li¢ a I’élevage et/ou au transport et de 1’état nutritionnel des animaux (Diaz ef al.,
2016). Enfin il n’y a pas de différence de probabilité d’infestation selon 1’espeéce de petit
camélidé concernée qui soit décrite dans la littérature.

Les especes d’Eimeria des petits camélidés sont originaires d’Amérique du Sud mais elles
sont aussi détectées partout dans le monde malgré les précautions prises a 1’importation
d’animaux depuis les pays d’origine de 1’hote. Ces parasites se sont adaptés aux différentes
conditions environnementales inhérentes aux divers continents ou nous les retrouvons
aujourd’hui. Les animaux infestés constituent la principale source infestante dans un élevage,

en particulier les animaux qui ne présentent pas de signes cliniques : ils excrétent des oocystes
infestant dans leurs féces et contaminent 1I’environnement, ce qui constitue un risque pour les
jeunes animaux de I’élevage qui sont plus sensibles aux coccidioses. De plus, ¢’est un parasite
difficile a éradiquer dans un élevage car les oocystes sporulés sont trés résistants dans le
milieu extérieur.
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3. Etude clinique

3.1 Pathogénie

Bien que la plupart des études récentes soient centrées sur Eimeria macusaniensis,
toutes les especes décrites dans cette thése ont un pouvoir pathogéne documenté (Hyuga et
Matsumoto, 2015 ; Diaz et al., 2016) et sont impliquées dans les coccidioses des petits
camélidés, en elles-mémes ou associées a d’autres agents infectieux .

Comme décrit auparavant, les causes favorisantes a 1’infestation par Eimeria sont
nombreuses et peuvent étre associé¢es directement ou non a 1’héte. 11 est bon de noter que les
oocystes de coccidies sont souvent détectés dans les flottations réalisées sur des feces
d’animaux cliniquement sains. La plupart des infestations par des coccidies des lamas et
alpagas sont décrites comme asymptomatiques et se résolvent d’elles-mémes (Cheney et
Allen, 1989 ; Rickard, 1994).

11 existe toutefois une différence de pathogénicité entre les espéces d’Eimeria selon
I’hote et I’espeéce d’Eimeria considérés. Les jeunes animaux peuvent présenter des signes
cliniques de coccidiose quand ils sont infestés par une forte charge en coccidies pendant une
période de stress, et deux especes d’Eimeria sont fréquemment associées a de tels signes
cliniques : Eimeria lamae et Eimeria macusaniensis (Leguia, 1991). De plus, des co-
infestations avec Eimeria ivitaensis et Eimeria macusaniensis ont récemment été impliquées
dans des cas mortels de coccidioses chez de jeunes alpagas au Pérou (Palacios et al., 2006).

La production d’oocystes crée des 1ésions hémorragiques et nécrotiques au niveau de
I’épithélium de la muqueuse de I’intestin gréle dues a la destruction des cellules épithéliales
infestées (C.H. Gardiner et al., 1988) a la suite des étapes de réplication du parasite dans ces
cellules. Ces lésions de D’intestin gréle peuvent entrainer des conséquences au niveau
systémique, notamment une entérotoxémie due a une infection opportuniste concomitante par
des clostridies qui peut s’avérer fatale pour 1’animal (Palacios ef al., 2005 ; Whitehead et
Anderson, 20006).

Les coccidioses constituent un probléme principalement dans les élevages d’alpagas dans
lesquels les animaux sont confinés mais il y a aussi des épidémies de coccidioses subaigués a
aigués chez les animaux nés tard dans la saison de reproduction au Pérou (Leguia, 1991). Cela
¢tait di dans cette ¢étude a des infestations par Eimeria lamae associé a Eimeria
macusaniensis. De telles co-infestations sont trés pathogeénes dans la mesure ou Eimeria
lamae détruit 1’épithélium intestinal pendant qu’Eimeria macusaniensis détruit les glandes
des cryptes intestinales et inhibe la régénération de 1’épithélium intestinal. Cela résulte de
I’érosion compléte de la muqueuse intestinale et a la perte totale de sa fonction, laissant la
paroi intestinale exposée a des infections bactériennes ou virales secondaires. Il semble y
avoir une forte corrélation dans cette étude entre la coccidiose et ’apparition d’une
entérotoxémie bactérienne a clostridies qui entraine un taux de mortalité¢ de 50 % chez les
animaux nouveau-nés au Pérou.
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En conclusion, il semblerait qu’Eimeria macusaniensis soit I’espéce d’Eimeria la plus
pathogene pour les petits camélidés (Dubey, 2018b). Toutefois, sa pathogénicité a elle seule
a peut-&tre été surestimée dans la mesure ou on retrouve le plus souvent des co-infections lors
de coccidioses diagnostiquées chez les petits camélidés (McKenna, 2006).

3.2 Signes cliniques

La manifestation de la maladie va dépendre de (Cebra et al., 2007) :

- I’age de I’animal infesté : les jeunes sont plus touchés que les adultes ;

- D’espéce de parasite infestant : Eimeria macusaniensis semble plus pathogeéne que les
autres especes ;

- la charge infectieuse : plus le nombre d’oocystes ingérés est élevé, plus 1’hote est
susceptible de développer des signes cliniques ;

- I’état de santé de I’animal infesté : un animal présentant un pauvre état général est
plus sensible aux coccidioses qu’un animal en bon état général.

Dans la plupart des cas, la coccidiose est asymptomatique et correspond a une primo-
infection par une faible quantité de parasites, permettant aux lamas et alpagas de développer
une immunité cellulaire (cf 1.4) vis-a-vis de I’espece de coccidie infestante (Lillehoj et Trout,
1996). C’est également la forme observée lors d’infection d’adultes correctement entretenus.
Il y a alors une dissémination d’oocystes dans l’environnement, ce qui augmente la
contamination de I’environnement en collectivité (Barrington et al., 2002).

La forme subclinique, pour laquelle les signes cliniques sont de faible intensité par
contraste avec ce qui suit ou une véritable expression clinique est observée, se manifeste
presque exclusivement par des retards de croissance. Il s’agit d’une forme banale se
caractérisant par un syndrome entéritique de faible intensité. Un ténesme peut étre observé
sans prolapsus rectal rapporté dans la littérature. La coccidiose peut aussi se manifester par
un simple ramollissement des féces voire une diarrhée franche évoluant spontanément vers la
guérison en quelques jours (Cebra ef al., 2003). Cette forme passe donc facilement inapergue
mais peut tout de méme étre responsable de retard de croissance chez les crias en raison d’une
malabsorption des nutriments (Whitehead et Anderson, 2006). Elle touche généralement de
jeunes crias bien entretenus en bon état général ayant ingéré une faible quantité d’oocystes.

Dans les formes aigiies, on observe des douleurs abdominales, une léthargie, une
anorexie, une déshydratation et un amaigrissement rapide. Une hyperthermie peut également
étre présente mais celle-ci est généralement associ¢e a la co-infection par un autre agent
pathogene. Des troubles nerveux (convulsions, prostrations) peuvent étre observés dans de
rares cas suraigus (Lenghaus ef al., 2004). Il n’est pas rare chez les animaux présentant cette
manifestation clinique aigué de retrouver une infestation concomitante par des ascarides et
des coccidies. En effet, 1’association d’autres affections, le mauvais état général initial de
I'animal et le trés jeune age sont des facteurs aggravant les manifestations cliniques
(Rodriguez H. et al., 2012). Des cas de mort subite ont été décrits des suites d’une diarrhée
catarrhale plus ou moins hémorragique (Ballweber, 2009b).
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Les signes cliniques liés aux infestations par des especes d’Eimeria pathogenes pour les
petits camélidés sont en général plus séveres chez les alpagas que chez les lamas (Guerrero,
1967 ; Schrey et al., 1991a).

3.3 Lésions

Les Iésions primaires associées a une infestation par les petites coccidies se situent
dans I’intestin gréle, par conséquent, on observe rarement du sang en nature dans les feces
(Cheney et Allen, 1989).

Macroscopiquement, on observe une entérite nécrotique sévere au niveau de 1’intestin
gréle (Figure 6) associée a un cedéme et a une congestion de la muqueuse intestinale. On
observe également une ulcération de la muqueuse. La perte de 1’architecture de I’épithélium
de la muqueuse intestinale causée par un grand nombre de coccidies en développement dans
cet épithélium évoque fortement que les espéces d’Eimeria peuvent causer une discontinuité
de la muqueuse intestinale prédisposant a une infection secondaire par des agents infectieux
présents dans le tube digestif (Schock et al., 2007).

Figure 6 : Entérite nécrotique de la partie terminale de I’iléon d’un alpaga agé de 16
mois, né en Grande-Bretagne
(Schock et al., 2007)
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Lors de I’infestation par Eimeria macusaniensis chez les alpagas, on peut observer des
Iésions de type subaigu a chronique au niveau de ’intestin gréle, caractérisées par une nécrose
exfoliative de la muqueuse intestinale, c’est-a-dire un raccourcissement et une fusion des
villosités accompagnés d’une exposition compléte de la lame basale et de 1’érosion de la
couche musculaire. On peut observer des macrogamontes enkystés dans la musculaire dans
certaines zones et des processus dégénératifs dans d’autres, et le chorion ainsi que la sous-
mugqueuse présentent une infiltration des cellules inflammatoires. Une hyperhémie marquée
est aussi observée dans la zone médiane des villosités, accompagnée d’un cedéme modéré a
sévere. De plus on observe une hyperplasie des cryptes (Palacios E. et al., 2004).

Dans le cas d’infestations a Eimeria lamae, les cellules épithéliales desquament dans
la lumiére intestinale et les capillaires sanguins dilatés se retrouvent exposés, accolés a la
lame basale érodée. Par conséquent, on observe une fuite de cellules inflammatoires et
érythrocytaires dans la lumicre intestinale également. En général, on peut observer une
réponse immunitaire cellulaire modérée autour des cryptes intestinales dans les glandes qui
contiennent les formes endogenes de la coccidie infestante. Beaucoup de cellules visibles dans
le chorion ne sont pas reconnaissables. Elles peuvent correspondre a des cellules régénératives
des cryptes comme cela a été décrit pour d’autres cas d’infestation de veaux par Eimeria
bovis(Friend et Stockdale, 1980). L’cedéme observé dans les différentes couches de la
mugqueuse intestinale s’explique par 1’obstruction mécanique des vaisseaux lymphatiques par
les différents stades d’Eimeria se développant dans ces structures.

3.4 Pronostic

Le pronostic est généralement favorable et une amélioration, souvent spontanée, est
notée en une dizaine de jours dans la grande majorité des cas (Ballweber, 2009a). Lors
d’atteinte séveére sur de jeunes crias, des retards de croissance, voire un arrét total de la
croissance peuvent apparaitre. Les animaux restent alors définitivement plus petits que leurs
congénéres (Grund et al., 2018). Cependant, le pronostic reste réservé chez les sujets tres
jeunes souffrant de malnutrition ou de sous-nutrition et les individus atteints d’autres
affections intestinales (quelle qu’elle soit). En ce qui concerne les individus immunodéprimés,
le pronostic sera trés réservé (Lenghaus ef al., 2004 ; Schock et al., 2007 ; Dubey, 2018b).
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La gravité des 1ésions dépend de I’espece d’Eimeria infestante, des caractéristiques de
I’hote et de son environnement. Les jeunes animaux sont plus sensibles aux coccidioses, ainsi
que les animaux présentant un déficit nutritionnel, un état de stress et/ou ayant d’autres
maladies concomitantes, ainsi que des co-infestations.

Lors de coccidioses, les animaux infestés présentent de la diarrhée, une 1éthargie, des
douleurs abdominales, une anorexie, une déshydratation et un amaigrissement rapide. Le
pronostic est généralement bon sauf si I’atteinte est trés sévere chez un jeune animal dénutri.
Dans les cas de coccidioses sévere, un retard de croissance peut étre observé avec une
persistance de la diarrhée due a des I¢€sions irréversibles de I’intestin.

Les Iésions associées aux coccidioses chez les alpagas incluent la destruction de
I’épithélium de la muqueuse intestinale avec la présence abondante de cellules
inflammatoires, le tout accompagné d’une hyperplasie glandulaire. Les 1ésions sont plus
séveres au niveau du jéjunum. Enfin, les stades endogeénes d’Eimeria macusaniensis se
trouvent a la fois au niveau de ’intestin gréle et au niveau du célon ascendant tandis que les
petites coccidies se concentrent au niveau de ’intestin gréle uniquement.

4. Diagnostic des coccidioses

4.1 Clinique et épidémiologique

Le diagnostic repose d’une part sur les données cliniques et d’autre part sur les
données épidémiologiques (Dowd et Catherine, 2014). On suspectera une coccidiose face a
un animal jeune, récemment acheté, provenant d’une collectivité et présentant une diarrhée
aigué avec des feces avec un aspect modifi¢ non caractéristique ou hémorragique (Johnson et
al., 2009), le plus souvent sans atteinte de son état général. Dans le cas de collectivités, on
suspectera une coccidiose face a une entérite pouvant étre hémorragique, possiblement
associée a des retards de croissance, chez des jeunes crias en période de sevrage ou ayant
récemment subi un stress (Guerrero, 1967).

Des biopsies d’intestin gréle peuvent étre réalisées et révéler les stades parasitaires
intracellulaires au sein des cellules épithéliales de I’intestin gréle (Cebra et al., 2007). En
dernier recours, un examen échographique trés peu sensible peut révéler une distension locale
de I’intestin gréle et un épaississement local de la paroi intestinale, particuliérement au niveau
de I’iléum ce qui peut orienter le diagnostic vers une coccidiose (Costarella et Anderson, 1999
; Cebra et al., 2007 ; Johnson et al., 2009).

A T’autopsie, on observe une détérioration de 1’état général de ’animal voire un état
de cachexie. Des Iésions au niveau de 1’appareil digestif sont également notées, en particulier
au niveau de I’intestin gréle : un cedéme généralisé de la paroi intestinale est réguliérement
rapporté, ainsi qu'une hyperhémie généralisée de I’intestin gréle, un contenu intestinal aqueux
a mousseux et des défauts de la muqueuse intestinale par perte de substance. Les 1ésions sont
plus amplement décrites en 3.3.
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4.2 Techniques de laboratoire

Les signes cliniques, 1’épidémiologie et les Iésions macroscopiques nous orientent
mais ne suffisent pas a établir un diagnostic de certitude. Pour cela il faut effectuer un
diagnostic par coproscopie qui permet d’associer les signes cliniques observés a la présence
quantifiée d’oocystes de coccidies dans les feces (Bildfell ez al., 2012 ; Wolf et al., 2014). En
effet, cet examen permet d’observer au microscope des oocystes concentrés au préalable par
des techniques telles que la flottation et la sédimentation, ainsi que de les quantifier en
utilisant la méthode de McMaster. Dans les cas ou une forte excrétion d’oocystes est
suspectée, un examen direct des féces au microscope peut permettre la confirmation de
I’infestation (Bussiéras et Chermette, 1992b ; Johnson ef al., 2009 ; Bildfell et al., 2012). 11
faut toujours interpréter les résultats de la coproscopie en fonction de la présentation clinique
de I’animal. En effet, il arrive que la présence d’oocystes d’Eimeria ne soit pas associée a une
coccidiose clinique. Un animal présentant des oocystes d’Eimeria dans ses féces sans
qu’aucun signe clinique ne soit présent ne sera donc pas considéré comme atteint de
coccidiose clinique et ne nécessitera pas nécessairement de traitement (Beugnet, F. et al.,
2004). Par ailleurs, aucun seuil d’excrétion d’oocystes en opg n’a été établi chez les petits
camélidés au-dela duquel un animal est considéré comme atteint de coccidiose.

Des nouvelles méthodes diagnostiques comme la réaction en chaine par polymérase
(PCR) sur feces et le séquengage sont actuellement en cours de développement et pourraient
aider a mieux distinguer les espéces d’Eimeria infestantes (Cebra et al., 2011).

4.2.1 Prélévement coprologique

Pour avoir des résultats optimaux, il faut limiter les facteurs de variation de 1’analyse
coproscopique. Pour cela, les féces doivent étre prélevées en quantité suffisante, ¢’est-a-dire
au moins cinq grammes pour une coproscopie simple. Dans le cas contraire, la fiabilité et
I’interprétation des analyses peuvent étre insuffisantes (Bussiéras et Chermette, 1992b).

De plus, les maticres fécales doivent étre fraiches (récoltées depuis moins de 48h) et
conservées a une température de 4°C avant I’analyse (Beugnet, F. et al., 2004). Dans le cas
contraire, la conservation sera mauvaise et les parasites pourront évoluer dans un échantillon
conservé plusieurs jours a température ambiante. Cela pourrait entrainer la sporulation des
oocystes mais ceux-ci pourraient tout de méme étre identifiés. Les féces prélevées au sol
présentent un haut risque de contamination par I’environnement, le plus souvent par des
acariens et leurs ceufs ou par des nématodes libres. Il est donc préférable de les prélever
directement dans le rectum ou juste apres leur émission, méme si cela est moins génant pour
la recherche de coccidies que pour la recherche de strongles.

422 Meéthodes coproscopiques

Pour rechercher 1’éventuelle présence d’oocystes de coccidie, trois méthodes sont
utilisées : les méthodes qualitatives de concentration par sédimentation et par flottation et la
méthode quantitative de McMaster.
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La méthode de sédimentation consiste a délayer les matieres fécales dans I’eau et de
séparer les éléments parasitaires par gravité, en les concentrant dans le culot aprés
centrifugation. Cette technique permet de mettre en évidence tous les éléments parasitaires
mais de nombreux débris alimentaires sont également présents, ce qui rend la lecture parfois
compliquée et diminue la sensibilité de cette méthode (Beugnet, F. et al., 2004).

A Pinverse, la méthode de flottation qualitative s’effectue en diluant les féces dans
une solution a densité ¢levée (1,2 a 1,28) appelée le liquide de flottation. Les éléments
parasitaires de densité inférieure et seront ainsi concentrés a la surface de la suspension. Cette
technique permet de séparer les éléments parasitaires de la majorité des débris alimentaires,
qui eux sédimentent, ce qui permet une lecture plus facile. Cependant, la sensibilité de ce test
est tres variable en fonction de la densité du liquide utilisé et de son effet sur les ceufs/oocystes
recherchés. Pour les oocystes de coccidies, le sulfate de magnésium a saturation, avec une
densité¢ de 1,28 permet une meilleure flottation que le chlorure de sodium a saturation
(Beugnet, F. et al., 2004 ; Wolf et al., 2014).

Le principe de la méthode de McMaster est le méme que celui de la flottation qualitative
mais il convient d’utiliser une dilution précise des matieres fécales afin d’estimer la charge
parasitaire de 1’échantillon. Une fois la dilution effectuée, un volume constant est placé dans
la cellule de McMaster. La cellule de McMaster est calibrée : elle est composée de deux grilles
dont les limites sont gravées sous la forme d’un carré divisé en colonnes (Bussiéras et
Chermette, 1992b ; Beugnet, F. et al., 2004).

423 Interprétation

L’identification par espéce des oocystes d’Eimeria en coproscopie est quasiment
impossible sauf pour Eimeria macusaniensis dont les oocystes sont significativement plus
gros que ceux des petites coccidies. La distinction d’espéce nécessite une coproculture ou
une PCR pour identifier les caractéristiques des sporocystes ou les éléments génomiques
spécifiques de chaque espéce respectivement (Bussiéras et Chermette, 1992b ; Cebra ef al.,
2011 ; Dorchies et al., 2012). De plus, sans coloration, la distinction entre les oocystes
d’Eimeria qui ne réagissent pas aux colorants iodés et les kystes de Giardia est difficile et
s’appuie uniquement sur la taille respective de ces ¢léments parasitaires : les oocystes
d’Eimeria sont en moyenne deux fois plus gros que les kystes de Giardia.

D’autre part, I’apparition des signes cliniques peut précéder I’excrétion d’oocytes dans
les feéces. Il faudrait donc renouveler les analyses coprologiques 5 a 6 jours plus tard chez un
animal ayant une présentation clinique et épidémiologique évocatrice de coccidiose mais ne
présentant pas d’oocystes dans ses feces (Beugnet, F. ef al., 2004 ; Cebra et Stang, 2008 ;
Bildfell et al., 2012) De plus, méme lorsque des oocystes d’Eimeria sont identifiés dans les
maticres fécales d’un lama ou d’un alpaga présentant des signes cliniques compatibles avec
une coccidiose, il faut confirmer 1’absence des autres agents pathogénes pouvant étre aussi
responsables des signes cliniques similaires a ceux de la coccidiose (Cebra et al., 2003 ;
Whitehead et Anderson, 2006).
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La quantité d’oocystes excrétés est souvent — mais pas toujours — corrélée a
I’intensité des signes cliniques de I’animal atteint (Foreyt et Lagerquist, 1992) mais aucun
seuil n’est proposé dans la littérature. Cette quantité est a prendre en compte pour évaluer le
risque de contamination de I’environnement. La médecine des lamas et alpagas est
majoritairement collective, a I’exception de certains cas particuliers (par exemple animaux de
compagnie). Le niveau d’infestation est donc trés important pour la décision thérapeutique et
un traitement sera généralement envisagé en fonction du niveau d’infestation mis en évidence.

4.3 Diagnostic différentiel

Le diagnostic différentiel comprend toutes les causes possibles de diarrhée chez les
lamas et alpagas, en particulier chez les crias : les diarrhées de stress, les diarrhées d’origine
alimentaire (changement alimentaire brutal, intolérance alimentaire) et les diarrhées
mécaniques (corps étrangers, intussusception) ; les entérites infectieuses virales, bactériennes
et parasitaires (Foreyt et Lagerquist, 1992).

La possibilité de la co-circulation des plusieurs agents pathogénes responsables de
diarrhée chez les crias d’alpagas a été récemment évoquée (Rosadio et al., 2012 ; Rojas et al.,
2016), cette information témoigne de I’importance d’arriver au bon diagnostic afin de mettre
en place le traitement le plus adapté.

4.3.1 Cryptosporidiose

Cette infestation est produite par des protozoaires du genre Cryptosporidium,
responsables de zoonoses et qui peuvent provoquer une diarrhée par malabsorption, laquelle
peut produire une insuffisance rénale chez les crias avec une diminution de la perfusion rénale
et une nécrose tubulaire. Dans certains cas, la diarrhée est sévere et peut s’avérer fatale chez
les jeunes animaux et chez les animaux immunodéprimés. Comme pour Eimeria, les animaux
s’infestent par voie fécale-orale suite a I’ingestion de nourriture et/ou d’eau contaminées par
des oocystes (cycle monoxene).

La méthode la plus simple pour obtenir un diagnostic de certitude est d’examiner un
¢talement de féces avec une coloration de Ziehl Neelsen modifiée (Bussiéras et Chermette,
1992b). La détection d’oocystes peut Etre améliorée par les techniques d’ immunofluorescence
et de dosage immunoenzymatique (ELISA). Récemment, un test ELISA sur sang total a été
développé pour détecter les antigénes de Cryptosporidium et de Giardia. Ce test a une
sensibilité¢ de 100% et une spécificité de 97% (« Remel - ProSpecT Products », 2018) et peut
étre utilisé facilement en pratique. La technique PCR permet de différencier les différentes
especes de Cryptosporidium infestantes et d’identifier la source potentielle de I’infestation.
Enfin, il existe aussi des tests rapides par immunochromatographie qui permettent obtenir un
résultat qualitatif avec des avantages imbattables par rapport a leur facilité d’exécution mais
avec une sensibilité et une spécificité a améliorer.
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432 Giardiose

C’est une infestation produite par un protozoaire du genre Giardia. Cette infestation
est due principalement a I’ingestion d’eau contaminée avec des kyste de Giardia et elle est
aussi une maladie zoonotique. Cet agent pathogeéne envabhit 1’intestin gréle ou il provoque une
atrophie des villosités aboutissant a une diarrhée par malabsorption. De cette diarrhée résulte
une déshydratation et une perte de poids. Les jeunes animaux sont plus sensibles que les
adultes. L’analyse coproscopique mettant en évidence les kystes excrétés est la méthode
standard de diagnostic des giardioses mais il y a aussi des méthodes rapides
immunochromatographiques et ELISA disponibles.

433 Nématodoses gastrointestinales

Certaines especes de nématodes sont reconnues comme la cause de diarrhée chez les
lamas et alpagas a partir de 1’age de 2 mois. Ces especes sont relativement spécifiques des
lamas et alpagas, d’autres sont communs a plusieurs espéces. Les jeunes animaux sont
particulierement sensibles au parasitisme car ils n’ont pas encore de résistance acquise a ces
infestations. Les signes cliniques peuvent inclure un retard de croissance, une perte d’appétit
voire une anorexie et une émaciation dans les cas de diarrhée sévere (Fowler, 1998). La
méthode diagnostique de choix actuelle est la coproscopie par flottation (Beugnet, F. et al.,
2004).

434 Rotavirose et coronavirose

Les rotavirus et les coronavirus sont des agents pathogénes responsables de diarrhées
chez les crias nouveau-nés de lamas et d’alpagas. Les coronavirus sont les plus fréquemment
rencontrés chez les crias non sevrés (Mattson, 1994 ; Cebra et al., 2003) et parfois chez les
animaux plus agés. Cependant, il est possible que les animaux infectés ne développent pas
des signes cliniques (Puntel et al., 1999)

Les virus peuvent étre mis en évidence par des méthodes conventionnelles comme la
séroneutralisation, ELISA ou par PCR. Divers vaccins contre les agents pathogénes viraux
sont disponibles et s’utilisent par voie orale chez les agneaux et les veaux. Ces vaccins
peuvent étre utilisés en toute sécurité dans le cadre de la cascade chez les camélidés dans les
fermes avec des épidémies de diarrhées virales mais leur efficacité n’est en réalité pas
démontrée formellement chez ces especes.

4.3.5 Colibacillose

Les diarrhées provoquées par des souches entérotoxinogenes d’Escherichia coli
(ETEC) sont souvent observées en combinaison de septicémies chez les crias nouveau-nés
agés de 3 a 7 jours. La diarrhée est souvent profuse et aqueuse, accompagnée d’une léthargie
et d’une distension abdominale (DebRoy et Maddox, 2001). On ne connait pas
spécifiquement les facteurs de virulence produits par les ETEC infectant les camélidés bien
que la pathogénicité de la maladie est présumée étre la méme que chez les autres especes.

36



De nombreuses méthodes diagnostiques ont été¢ mises en ceuvre chez d’autres especes
que les lamas et alpagas afin de détecter les facteurs de virulences exprimés par les souches
d’ETEC. Cela comprend des sondes ADN et des PCR. De plus, des tests d’agglutination au
latex et des kits ELISA sont disponibles aujourd’hui et permettent de détecter les facteurs de
virulence les plus communs impliqués dans les diarrhées chez les nouveau-nés (K88, K99,
F41, CS31A et 987P). Les ETEC perdent rapidement les fimbriae en culture microbiologique
(et in vitro) et sont difficiles a différencier des E. coli commensales de I’intestin.

43.6 Salmonellose

Salmonella spp. ne semble pas étre une cause fréquente de diarrhée chez les lamas et
alpagas (Rulofson et al., 2001 ; Cebra et al., 2003). Toutefois, un cas de septicémie a
Salmonella spp. a été rapportée chez une femelle lama de 6 ans et chez un cria de lama de 6
jours (Anderson et al., 1995) et une hémoculture faite chez le cria a confirmé la présence de
Salmonella Typhimurium. Il est important de noter que cette maladie est une zoonose a
I’égard de laquelle les éleveurs doivent se montrer particulierement attentifs.

4.3.7 Entérotoxémie clostridienne

Des souches de Clostridium perfringens de type A ont été mises en évidence chez
plusieurs lamas et alpagas présentés pour diarrhée (Whitehead et Anderson, 2006).
Cependant, on ne sait pas encore si cet agent pathogéne joue un réle primaire ou secondaire
dans les diarrhées et mortalité néonatale chez les alpagas

Les toxines clostridiennes peuvent produire une nécrose entérique locale voire
généralisée, avec un risque d’absorption systémique. Cette infection peut produire des signes
cliniques tels que dépression sévere, coliques, distension abdominale, fievre et diarrhée
hémorragique et fétide. La diarrhée est observée si I’animal survit au moins 12 heures apres
le début des signes cliniques. Enfin, cette infection peut étre concomitante a d’autres
infections digestives, et les signes cliniques observés pourraient étre le résultat de ces
infections avant la dégradation rapide de I’animal.

Malheureusement, le diagnostic pré-mortem n’est que présomptif car le dosage
coprologique des toxines camélidés s’est révélé peu sensible.

438 Diarrhées non infectiecuses

Des cas de diarrhée d’origine nutritionnelle chez de jeunes lamas et alpagas incluent
des diarrhées causées par un acces soudain et abondant a une pature de printemps tres riche,
aun exces de céréales dans la ration ou a une suralimentation lactée chez les animaux nourris
au biberon. L’alimentation au biberon avec des lactoremplaceurs ou du lait de chévre peut
aussi produire des diarrhées (Whitehead et Anderson, 2006).
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Des cas d’acidose des pré-estomacs ont aussi été rapportés dans une étude (Cebra et
al., 1996). Les crias inclus dans cette étude étaient nourris avec une supplémentation par un
mélange de céréales composé¢ a parts égales d’orge aplatie, de blé aplati et de mais concassé.

Les diarrhées induites par les antibiotiques devraient faire partie intégrante du diagnostic
différentiel des diarrhées chez les crias avec des antécédents de traitement antibiotique, en
particulier si ces antibiotiques ont été administrés par voie orale.

Un cas de shunt porto-systémique a été rapporté chez un cria d’alpaga (Ivany et al., 2002).
Ce cria avait eu des épisodes récurrents de diarrhée jusqu’au moment du diagnostic qui a eu
lieu quand le cria avait 5 mois. Les auteurs ont déduit que la diarrhée en cas de shunt porto-
systémique était due a un métabolisme hépatique anormal des nutriments ou & une croissance
bactérienne anormale dans le colon

La coproscopie est la méthode la plus employée aujourd’hui pour diagnostiquer des
coccidioses. Il est préférable de travailler sur de la maticre fécale fraiche ou de réaliser les
examens dans les quatre jours apres prélévement en conservant 1’échantillon a une
température de 4°C. Il faut toujours interpréter les résultats de la coproscopie a la lumiére des
signes cliniques présentés par I’animal car la charge parasitaire n’est pas toujours corrélée au
développement d’une coccidiose. De plus, les seuils de charge parasitaire au-dela desquels on
considére que ’animal est malade ne sont pas connus. Toutefois, la quantité d’oocystes
excrétés dans les feces refléte le niveau de contamination de I’environnement.

Lors du diagnostic différentiel de la coccidiose chez les lamas et alpagas, il faut
prendre en compte notamment les maladies digestives d’origine infectieuse telles que la
cryptosporidiose, la giardiose, les nématodoses digestives, les rotaviroses, les coronaviroses,
les colibacilloses, les salmonelloses et les entérotoxémies clostridiennes. D’autre part, il
existe aussi des cas de diarrhée d’origine non infectieuse, les plus fréquentes étant d’origine
nutritionnelle et celles induites par un traitement par des antibiotiques par voie orale. La
grande diversité de causes de diarrhée chez les lamas et alpagas met en exergue I’importance
de I’examen coproscopique dans le diagnostic des coccidioses.

5. Moyens de lutte

5.1 Traitement

L’approche choisie pour le traitement des coccidioses peut étre soit d’utiliser des
coccidiostatiques qui empéchent la reproduction des coccidies, soit d’utiliser des
coccidiocides qui tuent les coccidies. Les molécules disponibles en France sont présentées
dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Molécules coccidiostatiques disponibles en France chez les animaux de

production

(« Index des RCP », 2018)

Molécule Nom commercial Fournisseur Posologie
AMPROLINE® QALIAN
COCCIBAL® SP VETERINARIA .
Volaille :
Amprolium COXAPROL® QALIAN 20 mg/kg pendant 5 & 7 jours PO a
diluer dans 1’eau de boisson
GLOBAL VET
EIMERYL® HEALTH
NEMAPROL® MERIAL
Bovins, caprins, ovins :
ACTI-METHOXINE® LABORATOIRES 20 a 40 mg/kg pendant 3 jours par
BIOVE . .
voie orale, voie IV, SC ou IM
LABORATOIRE Lapins, volailles :
AMIDURENE® BIOVE 50 mg/kg pendant 8 jours PO
EMERICID® VIRBAC Bovins, ovins, caprins, lapins,
Sulfadiméthoxine volailles :
METOXYL® VIRBAC 37 a46,5 mg/kg pendant 5 a7
jours PO
SULFADIMETHOXINE- Lapins, Volallles3 porcins, ovins,
100® QALIAN caprins :
40 mg/kg pendant 10 jours PO
Bovins, équins, porcins,
volailles, chiens, chats :
SULFALON® VIRBAC 20 a 40 mg/kg pendant 3 jours par
voie IV ou IM
DECCOX® ZOETIS
PM14® DELTAVIT
: CEVA SANTE Bovins, ovins :
Decoquinate RUMICOX® ANIMALE 1 mg/kg pendant 9 semaines PO
UCAMIX-V® QALIAN
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Tableau 7 : Molécules coccidiostatiques disponibles en France chez les animaux de
production (suite)

(« Index des RCP », 2018)

Association
sulfadiméthoxine /
triméthoprime

BIAPRIM®

LABORATOIRE
BIARD

Volailles :
18,68 a 37,36 mg/kg de
sulfadiméthoxine et 4 & 8 mg/kg de
triméthoprime pendant 5 jours PO

COMPOMIX-V®

QALIAN

Bovins, ovins, porcins, volailles,
lapins :
11,6 a 23,2 mg/kg de sulfadiméthoxine
et 5 a 10 mg/kg de triméthoprime
pendant 6 jours PO

CORYLAP®

LABORATOIRES
BIOVE

Lapins :
37,5 mg/kg de sufadiméthoxine et 7,5
mg/kg de triméthoprime pendant 5
jours PO

SULFACYCLINE®

LABORATOIRES
BIOVE

Bovins, ovins, caprins, porcins,
équins :
12,5 mg/kg de sulfadiméthoxine et 2,7
mg/kg de triméthoprine pendant 3 jours
par voie IM ou IV lente

TRIMEDOXYNE®

MERIAL

Bovins, ovins, caprins, porcins,
lapins, volailles :
18,68 a 37,36 mg/kg de
sulfadiméthoxine et 4 & 8 mg/kg de
triméthoprime pendant 3 4 5 jours PO

TRIMETHOSULFA-
Ve

MERIAL

Bovins, ovins, caprins, porcins,
lapins, volailles :
18,60 2 27,90 mg/kg de
sulfadiméthoxine et 4 & 6 mg/kg de
triméthoprime pendant 5 a 10 jours PO

TRIMETHOX®

CEVA SANTE
ANIMALE

Volailles, lapins :
18,68 a 37,36 mg/kg de
sulfadiméthoxine et 4 & 8 mg/kg de
triméthoprime pendant 5 jours PO

TRIMETHOSULFA-
Ve

MERIAL

Bovins, ovins, caprins, porcins,
lapins, volailles :
18,60 a 27,90 mg/kg de
sulfadiméthoxine et 4 & 6 mg/kg de
triméthoprime pendant 5 a 10 jours PO

TRIMETHOX®

CEVA SANTE
ANIMALE

Volailles, lapins :
18,68 a 37,36 mg/kg de
sulfadiméthoxine et 4 & 8 mg/kg de
triméthoprime pendant 5 jours PO

TRISULMIX®

MERIAL

Volailles, lapins :
18,68 a 37,36 mg/kg de
sulfadiméthoxine et 4 & 8 mg/kg de
triméthoprime pendant 5 jours PO
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L’amprolium, la sulfadiméthoxine et 1’association sulfadiméthoxine / triméthoprime
sont des coccidiostatiques. L’amprolium bloque les récepteurs de la thiamine dans la coccidie.
La sulfadiméthoxine limite I’entrée de 1’acide folique dans la coccidie a D’instar de
I’association sulfadiméthoxine / triméthoprime Le décoquinate inhibe les transports
d’électrons au sein de la chaine respiratoire dans les mitochondries coccidiennes (Nam ef al.,
2011) et est administré sous la forme d’aliments médicamenteux. Une fois les récepteurs a la
thiamine ou a 1’acide folique bloqués, les coccidies sont incapables de continuer a se
reproduire (Bossche, 2012).

Une autre considération importante a avoir lorsqu’on utilise des coccidiostatiques dans
les cas de coccidioses a Eimeria macusaniensis est le fait que les coccidiostatiques ne sont
efficaces que sur les premiers stades parasitaires. Etant donnée la durée de la période pré-
patente de cette coccidiose, ces stades peuvent ne plus exister au début de I’administration du
traitement. Par conséquent, I’emploi d’un coccidiocide dans ce cas peut étre préférable. Les
coccidiocides ont un effet 1étal soit sur les stades sexués soit sur les stades asexués du cycle
de développement du parasite, selon l'espéce de coccidies cible.

Deux coccidiocides sont recommandés actuellement dans le traitement des
coccidioses cliniques des petits camélidés en Amérique : le ponazuril et le toltrazuril. En
France, nous trouvons le toltrazuril et le diclazuril comme étant des coccidiocides chez les
ruminants (agneaux, veaux) et chez les porcins. Le ponazuril n’est pas disponible en France
(« Index des RCP », 2018)

Le diclazuril est un anticoccidien du groupe des acétonitriles de benzéne. Il a une
action coccidiocide soit sur les stades sexués soit sur les stades asexués du cycle de
développement du parasite selon I’espece d’Eimeria, et interrompt le cycle coccidien et
l'excrétion des oocystes pendant environ 2 semaines. Le diclazuril est préconisé chez les
agneaux dans la prévention des signes cliniques des coccidioses dues a Eimeria crandallis et
Eimeria ovinoidalis. Chez les veaux, il prévient les signes cliniques des coccidioses dues a
Eimeria bovis et Eimeria zuernii (sensibles au diclazuril).

Le toltrazuril est un dérivé des triazinones. Il est actif contre tous les stades de
développement intracellulaire des coccidies : mérogonie (multiplication asexuée) et
gamétogonie (phase sexuée) des coccidies du genre Eimeria et Isospora. (« Index des RCP »,
2018). Une liste exhaustive des coccidiocides avec Autorisation de Mise sur Marché (AMM)
en France pour les mammiferes est présentée dans le tableau 8.

Lors de coccidiose, le toltrazuril présente une longue rémanence, alors que le
diclazuril bénéficie d’un temps d’attente nul et d’une absence de contre-indication
environnementale. Dans les cas des coccidioses avec des signes cliniques modérés, I’emploi
de coccidiostatiques est préférable car ils permettent le développement d’une réponse
immunitaire envers I’espéce de coccidie infestante. Cela permet de réduire le risque de
coccidioses futures. Dans les cas plus séveres, pour lequel une diminution de la charge
infestante et un soulagement immédiats sont recherchés, 1’emploi d’un coccidiocide est plus
approprié. Toutefois, il faut raisonner I’emploi de toltrazuril afin d’empécher la création de
résistances a ce coccidiocide chez les especes d’ Eimeria pathogénes pour les petits camélidés
(Stephan et al., 1997).
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Tableau 8 : Molécules coccidiocides disponibles en France chez les animaux de

(« Index des RCP », 2018)

production

Molécule | Nom commercial Fournisseur Posologie
CHANELLE
DIACOX® PHARMACEUTICAL
, , MANUFACTURING Veaux, agneaux :
Diclazuril CHANELLE 1 mg/kg pendant une seule fois
DICOXAN® | PHARMACEUTICAL PO
MANUFACTURING
BAYCOX BAYER Veaux :
BOVIS® HEALTHCARE 15 mg/kg une seule fois PO
BAYCOX BAYER Agneaux :
OVIS® HEALTHCARE 20 mg/kg une seule fois PO
CEVA SANTE Bovins, porcins :
CEVAZURIL® ANIMALE 15 mg/kg unepseule fois PO
Toltrazuril CHANELLE Veaux, porcelets, agneaux :
CHANOX® | PHARMACEUTICAL | (ZH gljkg o uige b0
MANUFACTURING
TOLTRANIL® KRKA Porcins, ovins :
TRATOL® KRKA 20 mg/kg une seule fois PO
Veaux, porcelets, agneaux :
TOLRACOL® KRKA 15-20 mg/kg une seule fois PO

A défaut des études de pharmacocinétique et pharmacodynamiques chez les petits
camélidés, 1'utilisation des spécialités mentionnées ci-dessus est souvent empirique et en
dehors des conditions d’AMM, mais en respectant le principe de la cascade chez les lamas et
alpagas. Toutefois, on peut trouver des recommandations dans la littérature concernant le
dosage de molécules a administrer (Tableau 9), sans qu’on puisse garantir si les doses
d’antiparasitaires utilisées chez les autres herbivores sont suffisantes pour éliminer les

parasites chez les camélidés sans risque de provoquer une toxicité du médicament.

Tableau 9 : Traitements des coccidioses chez les lamas et alpagas proposés dans la

littérature.
, Dose . \ Etude Etude . .
Molécule (mg/kg) Voie | Espéce pharmacocinétique | efficacité Référence | Commentaire
(Cebra et Pendant 28
Décoquinate 0,5 PO NR Non Non ¢ jours. Aliment
al.,2014) 1
médicamenteux
(Ballweber,
Toltrazuril 15-20 PO NR Non Non 2009a) SID pendant 3
5-20 PO NR Non Non (Cebra et jours
al.,2014)
Une dose,
Ponazuril 20 PO Lama Oui Non (Prado et semble sans
pacos al.,2011)
danger

PO = Per Os ; NR = Non Renseigné
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Les antibiotiques ionophores comme le monensin ou la salinomycine sont toxiques
pour les camélidés et ne doivent pas étre utilisés pour prévenir I’apparition de coccidioses
dans ces espéces (Plumlee et al, 1995 ; Al-Wabel, 2012 ; Mousa, 2013). D’autre part,
I’emploi d’antibiotiques de cette maniére est contraire au principe de 1’emploi raisonné des
antibiotiques.

La mise en place d’un traitement n’est classiquement recommandé que lorsque le
nombre d’oocystes retrouvés dans les féces est compatible avec ’apparition de signes
cliniques chez I’animal. En effet, les agents pathogenes responsables de diarrhées chez les
petits camélidés sont trés nombreux, donc les anticoccidiens ne sont pas toujours efficaces et
employés a mauvais escient, ils peuvent engendrer la sélection de résistances aux
anticoccidiens (Stephan et al., 1997 ; Cebra et al., 2003). Toutefois, si la présence d’Eimeria
macusaniensis est suspectée, la mise en place du traitement est souvent commencée sans se
soucier du nombre d’oocystes dans les féces de 1’animal concerné parce que cette espéce peut
causer de sérieuses Iésions au niveau de I’intestin (Palacios E. et al., 2004 ; Schock et al.,
2007). L’ajout d’un anti-inflammatoire peut étre recommandé¢ en cas de coccidiose sévere
(Johnson et al., 2009).

5.2 Prophylaxie

Dans des conditions naturelles, les coccidies ont tendance a se développer dans des
milieux humides et sombres telles que les zones d’accumulation de fumier et de litiére qui
sont des milieux trés propices au développement des coccidies. Afin de limiter le risque
d’infestation des animaux par les coccidies, une premiére mesure consiste en une bonne
gestion du fumier : retirer le fumier du lieu de vie des animaux réguliérement permet de
supprimer une grande partie de la source infestante.

Une densité animale adaptée et un bon plan d’alimentation sont aussi primordiaux
pour permettre aux jeunes animaux de supporter une charge parasitaire plus ou moins
importante sans développer de signes cliniques (Cebra et al., 2007). En méme temps, la mise
en place d’un bilan sanitaire a I’introduction de nouveaux animaux dans 1’¢élevage est
primordiale. Un examen coproscopique améliorera la prise en charge et minimisera les risques
au reste de I’¢levage.

De plus, les crias nouveau-nés et leurs meres doivent étre isolés dans des box de
maternités propres, secs, préalablement désinfectés et avec une liticre abondante confortable
pendant au moins 5 a 7 jours post-partum. Ces boxes doivent étre localisés dans un batiment
dédié¢ aux animaux malades (Barrington et al., 2002).

Une bonne hygiéne dans 1’¢levage est aussi un bon moyen de réduire la pression
infectieuse (Graat et al, 1998). De nombreux désinfectants sont disponibles dans le
commerce pour réduire la pression infectiecuse dans les étables. En particulier, les
désinfectants a base de crésol se sont montrés capables de tuer les oocystes d’Eimeria apres
avoir laissé le produit agir 2 heures au contact direct des oocystes (Daugschies et al., 2002).

Toutefois, en raison de leur résistance dans le milieu extérieur, 1’éradication des
coccidies ne peut étre envisagée. Dans ces cas, la prophylaxie médicale peut s’avérer parfois
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nécessaire en plus d’une prophylaxie sanitaire, en ayant comme objectif de maintenir une
population d’oocystes minimale. L’amprolium et le décoquinate sont de bons choix de
molécules a utiliser en prophylaxie (Whitehead et Anderson, 2006 ; Johnson et al., 2009).
Enfin, il n’existe pas encore de vaccin efficace contre les coccidioses chez les lamas et alpagas
mais ils sont en voie de développement chez les volailles (Shivaramaiah ef al., 2014).

Le traitement contre les coccidioses inclut I'utilisation d’anticoccidiens avec des
propriétés coccidiostatiques ou coccidiocides. Le choix du traitement doit prendre en compte
la charge parasitaire, la gravité des signes cliniques et la posologie adaptée selon le principe
de la cascade chez le lama et I’alpaga.

Les moyens a mettre en ceuvre en premier lieu dans la lutte contre les coccidies sont
de bonnes pratiques d’hygiéne et d’élevage. Il faut en particulier prendre garde aux animaux
les plus a risque (les crias nouveau-nés et les animaux immunodéficients). Aussi,
I’administration stratégique d’anticoccidiens est un moyen supplémentaire de controle des
coccidioses.
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CONCLUSION DE LA PREMIERE PARTIE

La coccidiose est une maladie digestive provoquée par la colonisation et la destruction
de I’épithélium de D’intestin gréle par des protozoaires pathogénes a cycle monoxeéne.
Plusieurs especes d’Eimeria sont capables d’infester les lamas et alpagas avec une virulence
variable et la fréquence de détection de ces parasites est aussi variable.

Les mécanismes immunitaires des lamas et alpagas face aux coccidioses sont mal
connus, mais il est fort probable que la réponse immunitaire contre les agents pathogénes qui
sont intracellulaires soit d’abord & médiation cellulaire puis & médiation humorale, avec une
mémoire immunitaire relative et pas d’immunité croisée contre les différentes especes
d’Eimeria infestantes.

La coproscopie reste aujourd’hui la méthode de choix pour diagnostiquer les
coccidioses. L’efficacité des préparations pharmaceutiques de molécules anticoccidiennes n’a
pas été étudiée précisément chez les lamas et alpagas, les mesures de surveillance et les
bonnes pratiques d’hygiéne en ¢levage restent les meilleurs moyens de défense contre cette
maladie.
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DEUXIEME PARTIE : Etude épidémiologique analytique
expérimentale des coccidioses des lamas (Lama glama) et alpagas
(Vicugna pacos) en France métropolitaine.
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1 Introduction

Il existe peu d’études en France sur les coccidioses chez les lamas et alpagas. Les
données bibliographiques rapportent pourtant une importance réelle de cette maladie dans les
¢levages a I’étranger y compris dans les pays européens (cf premicre partie). C’est pour cette
raison que 1’objectif premier de cette étude est de mettre en évidence des expositions d’intéréts
associées a I’excrétion d’ceufs d’Eimeria dans les féces des lamas et alpagas en France.

Pour cela, des éleveurs membres de 1’ Association Frangaise des Lamas et Alpagas
(AFLA) ont été recrutés par le biais d’un article que j’ai écrit avec Juliette Loiseaux paru dans
le journal biannuel de I’AFLA et qui m’a conduit a présenter mon projet de recherche a une
des assemblées générales de cette association a Lyon le 29/01/2017 avec le Dr. Risco-Castillo.
Au cours de cette assemblée générale, nous avons défendu les intéréts de cette étude pour les
¢leveurs de lamas et alpagas dans la gestion sanitaire de leurs élevages.

2 Matériel et méthode

Le laboratoire de parasitologie au sein de la plateforme Biopdle de 1’Ecole nationale
Vétérinaire d’Alfort situé dans le Biopdle a fourni le matériel nécessaire, ainsi que le
protocole nécessaire a la réalisation de cette étude. Cette ¢tude était réalisée au cours du
printemps 2017 (les féces ont été prélevées et envoyées entre mars et juillet 2017). Les
prélévements ont été envoyés par les éleveurs sur la base du volontariat.

2.1 Calcul de la taille d’échantillonnage

Afin de pouvoir calculer I’échantillonnage approximatif a accomplir dans les élevages
en France, nous avons utilis¢ dans un premier temps des données bibliographiques qui
indiquent un taux d’animaux excréteurs d’oocystes d’Eimeria de 10 % dans des pays tels que
le Royaume-Uni (Twomey et al., 2014), ou les mod¢les d’exploitation ressemblent a ceux en
France. Ensuite, nous avons utilisé le logiciel Epilnfo® v.7.2.2.6 (Centers for Disease Control
and Prevention of USA, CDC) en utilisant la population des petits camélidés en France (lamas
et alpagas) dénombrés qui est comprise entre 8000 et 10000 individus (« Recensement des
camélidés en France - Sénat », 2013). Nous avons ensuite choisi une fréquence attendue de
10% (prévalence de référence) et une marge d’erreur de 5% qui nous conduit a une taille
d’échantillonnage d’au moins 136 individus nécessaires avec un intervalle de confiance de
95% afin de pouvoir extrapoler nos résultats a une prévalence d’au moins 10% sur le totale
de la population en France (figure 7).
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Figure 7 : Nombre de lamas et alpagas a inclure dans I’échantillon pour avoir 95 % de
chances de détecter des oocystes d’Eimeria
(d’apres le logiciel Epilnfo® v.7.2.2.6, CDC)

Population survey or descriptive study
For simple random sampling, leave design effect and clusters equal to 1.
Confidence Cluster Total
Population size 9000 Level Size Sample
80% 59 59
Expected frequency 1 0 % 90% 96 96
Acceptable Margin of 5 -
Error
97% 166 166
Design effect 1 ,0 99% 233 233
99.9% 374 374
Clusters 1
99.99% 514 514

2.2 Elevages étudiés

L’engagement des éleveurs participants est révélé par le pourcentage d’animaux
prélevés dans chaque élevage, atteignant dans une grande majorité 100 %. D’autre part, ceux
qui possédaient un grand nombre d’animaux ne devaient prélever qu’une trentaine d’animaux
au maximum choisis au hasard dans 1’élevage parce qu’il était impossible d’interpréter plus
de 30 préléevement dans les délais de conservations convenables apres prélévement.

Vingt-cinq ¢levages membres de I’AFLA ont accepté de participer a 1’étude. La
répartition des élevages en France est représentée sur la figure 8. Les éleveurs réalisaient eux-
mémes les prélévements et les envoyaient au Biopole-Alfort par la Poste dans les 24 heures
ayant suivi le prélevement, a température ambiante. Nous avons collecté les prélévements de
262 lamas, alpagas et huarizos (croisement entre un lama et un alpaga) provenant de 25
¢levages différents (Tableau 10).
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Figure 8 : Répartition géographique des éleveurs de lamas et alpagas ayant participé
I’étude (A) comparée a celle de la totalité des éleveurs professionnels membres de
I’AFLA (B).
(« Annuaire Pro AFLA », 2019)
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Tableau 10 : Nombre de lamas et alpagas prélevés par élevage participant a I’étude

N° delamas N° d’alpagas

o 9 3
prélevés / N° prélevés / N° N® d’animaux

NF° élevage de lamas d’alpagas p;,é::l‘i’if;uNxo pr:lzl\lfilgzn ¢
dans dans 5 s
I’élevage I’élevage dans I'élevage
1 3/5 0/0 3/5 60 %
2 0/0 2/2 2/2 100 %
3 5/5 0/0 5/5 100 %
4 1/8 29/73 30/ 81 37 %
5 0/0 1/4 1/4 25%
6 13 /47" 4/20 19/67 28 %
7 0/0 3/3 3/3 100 %
8 2/2 4/4 6/6 100 %
9 5/17 2/2 7/9 78 %
10 11/11 0/0 11/11 100 %
11 1/1 12/12 13/13 100 %
12 1/2 0/0 1/2 50 %
13 0/0 6/6 6/6 100 %
14 4/5 4/4 8/9 89 %
15 0/0 1/1 1/1 100 %
16 11/35 0/0 11/35 31 %
17 14/ 14 2/2 16/16 100 %
18 5/5 0/0 5/5 100 %
19 5/9 2/2 7/11 64 %
20 19/19 1/1 20/20 100 %
21 2/2 19/20 21/22 95 %
22 11/11 0/0 11/11 100 %
23 22/22 0 22/22 100 %
24 1/2 8/10 9/12 75 %
25 2/10 18/70 20/80 25%
Total 138 /222 114 /236 252 /458 55 %

*2 prélévements correspondent a deux huarizos (hybrides lamas/alpagas)
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Les ¢leveurs recevaient en plus du matériel nécessaire a la réalisation des
prélevements une fiche de renseignements a remplir (Annexe 1). Les questions posées nous
ont permis d’étudier les différentes expositions auxquelles sont soumis les lamas et les alpagas
en France. Ainsi, nous avons classé les données épidémiologiques demandées aux éleveurs
selon deux catégories :

1. Paramétres relatifs a I’animal :

* I’age de I’animal ;

* le sexe de I’animal et si I’animal était castré ;

* ’espece (lama versus alpaga)

* si ’animal était gestant ou pas ;

* si I’animal a des antécédents pathologiques ou pas ;
* si ’animal a déja fait I’objet de coproscopies.

2. Paramétres relatifs a I’élevage :

* la localisation géographique de 1’¢levage ;

* le type de relief a I’endroit ou se situe 1’élevage ;

* le nombre de lamas et/ou d’alpagas présent dans ’¢levage ;

* le type d’élevage (exploitation de la laine ou loisir) ;

* la présence d’autres animaux dans 1’élevage (bovins, volailles, caprins, ovins, équins) ;
* le type de logement des animaux ;

* la stratégie de vermifugation.

Il était demandé aux éleveurs le nom de I’antiparasitaire interne utilisé (le nom
commercial ou la molécule) en tant qu’anthelminthique pour traiter les animaux de I’¢levage.
Le dosage était demandé sous la forme d’un nombre de doses par rapport aux animaux pour
lesquels une préparation pharmaceutique était destinée. Par exemple, un certain médicament
pouvait étre donné aux animaux a raison de x fois la dose pour les chevaux.

2.3 Reéalisation des prélévements

Les ¢éleveurs ont prélevé leurs animaux selon un protocole (Annexe 2) joint au colis
contenant le matériel nécessaire pour les prélévements a effectuer, fourni par nos soins. Nous
avons également envoyé un courrier électronique a tous les éleveurs participant a I’étude dans
lequel était fourni un lien vers une vidéo qui montrait la procédure a suivre pour réaliser les
prélevements de féces qui devaient étre collectés directement dans le rectum.

Les prélévements étaient identifiés par 1’éleveur et nous avons attribué¢ a chaque

prélévement un identifiant propre au laboratoire afin de rendre les résultats anonymes (Figure
9).
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Figure 9 : Photographie personnelle de prélévements recus au BioPole d’Alfort

2.4 Analyses coproscopiques

Tous les prélevements de feces ont été regus entre début mars et juillet 2017 par
courrier postal. IIs ont été consignés dans le registre d’analyse du Biopdle Alfort. Ils ont été
conservés au réfrigérateur (entre 4 et 8 °C) et ont ét¢ analysés dans un délai de huit jours apres
réception.

24.1 Préparation du prélevement

Compte tenu des caractéristiques morphologiques des oocystes de coccidies, nous
avons choisi I’analyse coprologique par flottation en solution saturée de sulfate de magnésium
(MgSOy4 : d = 1,28 g/em3) pour la concentration des oocystes de coccidies. Cette technique,
peu cotteuse, utilise la différence de densité entre les oocystes et la solution ce qui les fait
remonter vers la surface. Cette technique permet aussi de réduire la quantité de débris et
d’autres structures qui pourraient géner a la lecture et identification de la préparation.
L’analyse qualitative était réalisée a partir d’une suspension de féces réalisée avec le matériel
suivant (Figure 10) :

- prélevement de féces (5 grammes dans 1'idéal) ;

- solution saturée de MgSOy ;

- 1 passoire a thé ;

- compresses tissées

- 1 Pasteurette 1 ml (réf. VWR 612-1734) ;

- 1 agitateur ;

- 1 verre a pied en polypropyléne de 100 ml ;

- 1 éprouvette en polypropyléne de 100 ml ;

- 1 spatule ;

- essuie-tout, produit désinfectant, balance, marqueur, gants.
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Figure 10 : Matériel utilisé pour réaliser la suspension de féces exploitée dans les
différentes analyses coproscopiques

< Agitateur

Eprouvette graduée

Passoire a thé

s Pasteurette
Mgso, satu \%\f Spatule
< Solution de sulfate de magnésium

4
catnirda

Sur un plan de travail nettoyé et désinfecté au préalable, un volume de maticres fécales
¢tait déposé dans I’éprouvette et mis en suspension dans 15 volumes de solution saturée de
MgSO.. Apres filtration a 1’aide d’une passoire a thé et des compresses, la suspension filtrée
¢tait versée dans le verre a pied.

242 Analyse quantitative par la méthode de MacMaster

Aprées la suspension du prélévement fécal dans la solution saturée de MgSO4 nous
avons utilisé la technique de Mac Master qui permet la détermination du nombre d’oocystes
par gramme de féces (opg).

Pour ceci, nous avons utilisé la cellule de Mac Master qui est composée de deux
compartiments contigus séparés par une cloison, chacun d'entre eux ayant un volume de 0,15
mL. Le plafond de chaque compartiment est divisé en six cellules de 1,7 mm de largeur.

Pour remplir les compartiments de la lame de Mac Master, j’utilisais une Pasteurette
et je prélevais a parti d’une suspension fécale homogene en MgSO, Je remplissais les deux
chambres quadrillées de la cellule en évitant la formation de bulles d’air (Figure 11). Je
déposais ensuite la cellule ainsi préparée sur un support horizontal et stable et je laissais
reposer au moins 10 minutes avant 1'observation pour laisser les oocystes remonter contre le
verre supérieur de la lame de Mac Master. L'observation de la cellule s'effectuait au
microscope a 1’objectif x10 (x20 maximum).

53



Figure 11 : Lame de MacMaster identifiée laissée a reposer dix minutes avant la
lecture sur un support stable horizontal.

La méthodologie a suivre pour 1’observation au microscope et le dénombrement des
oocystes est en regardant a I’intérieur du quadrillage (6 colonnes) de chaque chambre. Chaque
oocyste est identifié et compté en utilisant la formule suivante pour déterminer la
concentration en opg :

N x VF

OPG =
VC x PP

Avec :

N = moyenne d’oocystes dénombrés dans les deux chambres

VF = volume final de la suspension de féces dans la solution saturée de MgSO4 (75 mL)
VC = volume du quadrillage (0,15 mL)

PP = poids du prélévement (en g)

Donc :
Nx75mL
OPG =
0,15mLx5¢g

En résumé, en utilisant 5g de féces dans 75 mL de solution saturée nous devons multiplier la
moyenne des oocystes dénombrés par 100.

243 Analyse qualitative par flottation totale

L’analyse par flottation totale permettrait de confirmer la présence ou I’absence
d’oocystes dans le prélévement analysé si la concentration est trop faible et la quantification
par la méthode de Mac Master n’est plus possible.
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Jutilisais la méme suspension de féces que pour I’analyse quantitative par la méthode
de MacMaster décrite en I1. 3) a. et en plus :
- 1 tube en polypropyléne de 15 mL (réf. BD Falcon 352097) ;
- 1 lame ;
- 1 lamelle 22x22 mm.

La flottation de Mc Master et la flottation totale s'effectuaient en méme temps.
Jutilisais ce qu'il restait dans le verre a pied, je remplissais le tube de 15 mL, disposé sur le
portoir, a ras- bord jusqu'a former un ménisque bombant (Figure 12A). Je déposais alors une
lamelle sur le tube que je laissais pendant 20 minutes (Figure 12B), avant de retirer la lamelle
et de la poser sur une lame. J’observais ensuite cette lame au microscope aux grossissements
X10, X20 et X40 voire X100 (avec de I’huile a immersion) pour améliorer 1’identification de
I’oocyste.

Figure 12 : Montage expérimental utilisé pour I’analyse coproscopique qualitative par
flottation totale

A : tube rempli a ras-bord jusqu’a formation d’un ménisque bombant
B : lamelle déposée sur le tube, laissée a reposer vingt minute avant lecture.

La méthode de Mac Master nous permettra la détection d’oocystes a partir d’une
charge parasitaire d’au moins 50 opg, tandis que la technique de flottation totale peut s’avérer
plus sensible (1-2 opg) en admettant qu'il n'y ait pas de perte d’ceufs lors de la manipulation
de la lamelle en fin de flottation.
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2.5 Analyse épidémiologique des résultats

2.5.1 Tests statistiques utilisés

L’absence de distribution normale des valeurs d’opg d’Eimeria nous ameéne a choisir

le test non paramétrique de Mann-Whitney afin de comparer des médianes (Desquilbet,
2017). Pour ce faire, j’ai utilisé le logiciel Microsoft Excel® (v.15.20) pour faire ces calculs.
Les individus inclus dans cette étude ne sont pas indépendants entre eux.

Dans cette étude, le risque d’erreur a est fixé a 5 %, ce qui revient a dire que nous

considérons que I’hypothése nulle n’est pas confirmée si la valeur-p est inférieur a a (p <
0,05) et donc que la différence entre les groupes confrontés est statistiquement significative.

Nous avons testé des expositions d’intérét dans cette étude a la lumiére de la littérature

exposée en premicre partie. Les hypothéses HOx que nous allons tester dans cette étude sont :

HO, : dans la population de lamas et d’alpagas vivant en France, la médiane de la
quantité d’oocystes excrétés parmi les jeunes animaux (4gés de moins de 12 mois
strictement) est égale a la médiane de la quantité d’oocystes excrétés parmi les
animaux plus agés (agé de 12 mois ou plus) ;

HO, : dans la population de lamas et d’alpagas vivant en France, la médiane de la
quantité¢ d’oocystes excrétés parmi les lamas est égale a la médiane de la quantité
d’oocystes excrétés parmi les alpagas ;

HOs : dans la population de lamas et d’alpagas vivant en France, la médiane de la
quantité d’oocystes excrétés parmi les femelles gestantes est égale a la médiane de la
quantité d’oocystes excrétés parmi les femelles non gestantes ;

HO,4 : dans la population de lamas et d’alpagas vivant en France, la médiane de la
quantité d’oocystes excrétés parmi les élevages ou plusieurs espéces d’animaux vivent
mélangés est ¢gale a la médiane de la quantité d’oocystes excrétés parmi les élevages
ou il n’y a pas de mélange d’animaux ;

HOs : dans la population de lamas et d’alpagas vivant en France, la médiane de la
quantité d’oocystes excrétés parmi les élevages ou les animaux ne vivent qu’a
I’extérieur est égale a la médiane de la quantité d’oocystes excrétés parmi les élevages
ou les animaux vivent dans une étable ;

Les autres expositions pour lesquelles nous avions des informations individuelles pour

chaque animal (sexe, antécédents médicaux, antécédents de coproscopies, caractéristiques
que 1’¢élevage) seront exploitées dans 1’étude épidémiologique descriptive.
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3 Résultats

Sur les 262 questionnaires que nous avons regus correspondants aux 25 €élevages qui
ont participé a I’étude, certaines données relatives a I’¢levage ou a I’animal prélevé
manquent : sur les 25 élevages recensés, 13 éleveurs n’ont pas renseigné la partie sur les
caractéristiques générales de 1’élevage et, sur les 262 animaux prélevés, les informations
concernant 28 animaux étaient incomplétes.

Parmi les prélévements envoyés, un groupe composé de 35 alpagas et de 70 lamas
représentant 40% (105/262) des animaux de I’étude (figure 13) avait déja été le sujet de
coproscopies avant cette ¢tude et la majorité des éleveurs nous avaient transmis leurs résultats
aux feuilles de renseignement. Cependant, les résultats ne décrivaient pas la méthode
coprologique utilisée et un seul animal est revenu positif en coccidies alors que 20 % (21/105)
de ces animaux se sont révélés positifs dans notre étude.

Concernant les données relevant les protocoles de traitement antiparasitaire interne
employés ’information compilée était trés hétérogene et difficile a interpréter (tableau 11).
Les dosages des différentes préparations pharmaceutiques administrés étaient vagues et
impossibles a relier a ce qui est prescrit dans les AMM respectives des médicaments.

Enfin, les réponses a la question concernant les antécédents médicaux des animaux
¢taient trés variables mais en général trés vagues et sans action avérée contre les coccidies.
Les signes cliniques décrits ne permettaient pas de rattacher les observations en coproscopie
a I’état de santé de I’animal. Par exemple, I’animal pouvait étre décrit comme maigre au
moment de la tonte sans davantage de détails.

Nous avons donc décidé d’écarter ces données lors de notre étude épidémiologique.
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Tableau 11 : Principe actif utilisé comme antiparasitaire dans chaque élevage et dose

N° de I’élevage
1

2
3
4

11

12
13

14
15
16
17

18
19

20

21
22
23

24
25

Principe actif

Oxfendazole
Fenbendazole
Fenbendazole
Moxidectine
Ivermectine
Ivermectine
Fenbendazole
Albendazole
Ivermectine
Albendazole
Vaccin anti clostridien
Ivermectine
ND
Ivermectine
Nétobimin
Albendazole
Ivermectine
Fenbendazole

ND
Fenbendazole
Nétobimin
Oxfendazole
ND
Fenbendazole
Ail
Ivermectine
Fenbendazole
Ivermectine
Fenbendazole
Praziquantel
Albendazole
Ivermectine
Closantel
Fébantel
Pyrantel
Moxidectine
Fenbendazole
Albendazole
Ivermectine
Fenbendazole
Pyrantel
Fenbendazole
Fenbendazole
ND

ND : Non disponible

utilisée

Dose
« 2 fois la dose pour les moutons »
ND
« pour 300kg »
ND

« 1mL/15kg tous les 8 jours pendant 3 semaines »
«2mL »

« Selon le poids »

« 2 fois la dose pour les bovins »

« 2 fois la dose pour les bovins »

ND

«2mL »

ND

ND

« 2 a3 fois la dose pour les bovins selon produit »

« 2 fois la dose pour les bovins » ou « 2 fois le poids de 1’animal »

« 2 fois la dose pour les bovins »

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

« 1 mL pour 50kg »

« 2mL pour 10 kg »

«3mL soit 1 mL pour 50 kg »

« 10 mL pour 45 kg sur 5 jours, répété 2 semaines apres »

« 2 mL pour 10kg une fois »
« 8 mL pour 10 kg sur 3 jours »
« 1 mL pour 33kg »

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

« dose multipliée par 2 »

« dose multipliée par 2 »

« 2 fois la dose pour cheval »
ND
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3.2 Etude épidémiologique descriptive des animaux étudiés

La répartition des animaux de 1’échantillon est présentée dans les figures 13 et 14. Les
caracteres sont présentés sous la forme de questions dans la figure 13. Tous les questionnaires
ont été exploités pour obtenir ces figures, les questionnaires pour lesquels certaines
informations étaient manquantes sont représentés en gris dans la figure 13. La réponse « oui »
au caractere « extérieur » correspond aux animaux ¢élevés uniquement a I’extérieur, sans acces
a une étable.

Figure 13 : Répartition des petits camélidés de I’échantillon selon leurs
caractéristiques
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Figure 14 : répartition des petits camélidés de I’échantillon selon leur espéce

Espece

M lama
M Alpaga
M Huarizo

Inconnu

L’échantillon de petits camélidés constitué a partir de la population de ces animaux
¢levés par des membres de I’AFLA se partage presque équitablement entre lamas et alpagas.
D’autre part, en ce qui concerne les données qui vont nous intéresser particulie¢rement par la
suite, c’est a dire 1’age des animaux ; le mélange d’animaux au sein de 1’exploitation ; 1’état
de gestation et le type de logement, a I’extérieur ou dans une étable, la répartition des animaux
dans I’étude est satisfaisante pour 1’étude. Nous nous intéressons particuliérement a ces
expositions car elles sont associées dans beaucoup de cas dans la littérature a des cas de
coccidiose (Barrington et al., 2002 ; Rawdon et al., 2006 ; McKenna, 2006 ; Cebra et al.,
2007 ; Dubey, 2018b).

3.2 Etude épidémiologique analytique de 1’excrétion des petites coccidies

Nous avons quantifié les oocystes de coccidies de petite taille, qui mesuraient entre
15-25 um de largeur et 20-35 um de longueur. Dans la totalité des cas les oocystes observés
¢taient non sporulés et leur morphologie ne nous permettait pas leur différentiation entre E.
lamae , E. alpacae ou E. punoensis. Nous avons ensuite analysé les résultats obtenus selon
leurs caractéristiques individuelles ou d’¢élevage.
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3.2.1 Age des lamas et alpagas

Aprés comparaison, la médiane de la quantité d’oocystes excrétés parmi les petits
camélidés agés de strictement moins de 12 mois (1750 opg) était significativement différente
de la médiane de la quantité d’oocystes excrétés parmi les petits camélidés agés de 12 mois
ou plus (300 opg). Nous avons trouvé une valeur de p égale 4 2,54.10 (p < 0,05) qui rejette
donc HO; au risque d’erreur o (Figure 15).

Figure 15 : Boite a moustache représentant les médianes correspondantes aux séries de
données des animaux respectivement agés de moins de 12 mois strictement et agé de 12
mois ou plus.
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322 Espece de petit camélidé

Aprés comparaison, la médiane de la quantité d’oocystes excrétés parmi les lamas
(200 opg) n’est pas significativement différente de la médiane de la quantité d’oocystes
excrétés parmi les alpagas (550 opg). Nous trouvons une valeur de p égale a 0,152 (p> 0,05).
On accepte donc HO; au risque d’erreur B inconnu (Figure 16).

Figure 16 : Boite a moustache représentant les médianes correspondantes aux séries de
données respectives des lamas et alpagas
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3.3.1 Gestation

Aprés comparaison, la médiane de la quantité d’oocystes excrétés parmi les petits
camélidés femelles gestantes (6750pg) n’est pas significativement différente de la médiane
de la quantité d’oocystes excrétés parmi les petits camélidés femelles non gestantes (300 opg).
Nous trouvons une valeur de p égale a 0,117 (p > 0,05). On accepte donc HO3 au risque
d’erreur B inconnu (Figure 17).

Figure 17 : Boite a moustache représentant les médianes correspondantes aux séries de
données des femelles respectivement gestantes et non gestantes.
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3.3.2 Meélange d’animaux

Aprés comparaison, la médiane de la quantité d’oocystes excrétés parmi les petits
camélidés appartenant a des élevages ou différentes espeéces d’animaux sont mélangés (700
opg) était significativement différente de la médiane de la quantité d’oocystes excrétés parmi
les petits camélidés appartenant a des élevages ou les animaux ne sont pas mélangés (300
opg). Nous avons trouvé une valeur de p égale a 4,57.107 (p < 0,05) qui rejette HO4 au risque
d’erreur a (Figure 18).

Figure 18 : Boite a moustache représentant les médianes correspondantes aux séries de
données des animaux vivant respectivement dans des élevages ou les animaux sont
mélangés et dans des élevages ou les animaux ne sont pas mélangés.
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3.33 Type de logement des lamas et alpagas

Aprés comparaison, la médiane de la quantité d’oocystes excrétés parmi les petits
camélidés vivant a I’extérieur (350 opg) n’est pas significativement différente de la médiane
de la quantité d’oocystes excrétés parmi les petits camélidés vivant dans une étable (475 opg).
Nous trouvons une valeur de p égale a 0,962 (p > 0,05). On accepte donc HOs au risque
d’erreur B inconnu (figure 19).

Figure 19 : Boite 2 moustache représentant les médianes correspondantes aux séries de
données des animaux vivement respectivement a ’extérieur et dans des étables
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3.3 Etude épidémiologique analytique de I’excrétion d’Eimeria macusaniensis

Nous avons quantifié les oocystes de coccidies de grande taille, qui mesuraient 63 a
70 um de largeur et 88 a 98 um de longueur. Nous n’avons pas trouvé dans notre échantillon
des oocystes appartenant a 1’espéce E. ivitaensis. Nous avons ensuite analysé les résultats
obtenus selon leurs caractéristiques individuelles ou d’¢élevage.

Malgré le fait que les deux groupes d’age donnaient les méme médianes (0 opg), apres
analyse statistique, nous avons trouvé que la distribution des valeurs de la quantité d’oocystes
excrétés parmi les animaux agés de strictement moins de 12 mois était significativement
différente de la distribution des valeurs de la quantité d’oocystes excrétés parmi les animaux
agés de 12 mois ou plus (figure 18), avec une valeur de p égale a 3,47.10-5 (p < 0,05). On
rejette donc HO, au risque d’erreur a. Dans 1’échantillon, la valeur du troisieme quartile de la
série de valeurs de la quantité d’oocystes excrétés parmi les animaux agés de strictement
moins de 12 mois (50 opg) était supérieur a celui des animaux agés de 12 mois ou plus (0
opg) (Figure 20).

Figure 20 : Boite 2 moustache représentant les médianes correspondantes aux séries de
données d’excrétion d’Eimeria macusaniensis des animaux agés respectivement de
moins de 12 mois et de 12 mois et plus
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Pour les variables « Espéce de petit camélidé », « Gestation », « Mélange d’animaux »
et « Type de logement », nous n’avons pas trouvé de différence significative entre les groupes
d’animaux concernant 1’excrétion d’oocystes d 'Eimeria macusaniensis, ce qui nous amene a
accepter les hypothéses nulles au risque d’erreur B inconnu, avec des valeurs de p > 0,05
(p=0,625;p=0,967 ; p=0,216 et p = 0,186 respectivement). Par conséquent, nous avons
décidé de ne pas représenter leurs distributions.

Dans notre étude, nous avons réussi a collecter un grand nombre de prélévements
grace a une bonne communication et surtout a 1’intérét des éleveurs. Ainsi nous avons détecté
des charges parasitaires relativement faibles qui sembleraient correspondre a une charge
parasitaire cohérente avec le type d’élevage et les soins prodigués par les éleveurs.

Nous avons observé que 1’age (animaux de moins de 12 mois), et I’élevage mixte avec
d’autres especes de bétail, pourraient étre des facteurs associés a une détection de charges
fécales plus élevées d’oocystes de petites coccidies (Eimeria lamae, Eimeria alpacae et
Eimeria punoensis). Dans le cas d’Eimeria macusaniensis, seul I’age semblerait jouer un role
dans la prévalence d’excrétion de ses oocystes.

4 Discussion

Nous avons atteint des objectifs satisfaisants au cours de cette étude qui nous a permis
de mettre en évidence des associations statistiques entre 1’age des animaux et 1’excrétion
d’oocystes de coccidies par exemple. Cependant, quelques aléas non maitrisables ont interféré
dans cette étude et nous allons les développer dans cette partie. Nous étudierons les limites
de cette étude tant au niveau de la constitution de 1’échantillon qu’au niveau des résultats
obtenus.

4.1 Prise de contact avec les €leveurs, données et prélévements

Nous avons réussi a intéresser 25 ¢éleveurs a notre étude, ce qui est mieux qu’une autre
¢tude réalisée en France cherchant a répertorier les parasites gastro-intestinaux des lamas et
alpagas en France (Ollagnier, 2007). Nous n’avons sélectionné dans notre étude que des
¢leveurs de lamas et alpagas, professionnels et non professionnels, membres de ’AFLA. Nous
avons fait cela car cette association était trés motivée par cette étude et nous a permis d’entrer
en contact avec des éleveurs. D’autre part, cette organisation nous a laissé la parole au cours
de I’'une de ses assemblées générales afin que nous puissions présenter notre projet d’étude et
ceci a aidé au rapprochement avec les éleveurs et vice-versa.
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4.2 Informations recueillies sur les questionnaires

Les questions portant sur la stratégie antiparasitaire de 1’¢levage en termes de
traitements médicamenteux contre les parasites étaient trop vagues, donc les réponses se sont
trouvées inexploitables. Toutefois, j’ai remarqué une grande diversité de protocoles chez les
différents éleveurs de petits camélidés en France, ce qui est probablement li¢ a la faible
documentation disponible en la matiére chez ces espéces. Il serait intéressant de centraliser
les données concernant les traitements antiparasitaires réalisés chez ces animaux afin d’établir
un protocole universel adapté contre les coccidioses chez les petits camélidés selon le risque
par exploitation.

Concernant les animaux, il manque une dizaine de données sur I’age des animaux. De
plus, les €leveurs avaient peu de renseignements sur les animaux qui venaient d’arriver dans
leur élevage. Ces informations reflétent une photographie a un temps bien précis de 1’élevage
et non pas des données absolues sur l’¢levage toute I’année. Par exemple, beaucoup
d’éleveurs vermifugent aujourd’hui a la suite d’une coproscopie de controle au moment de la
tonte et les molécules et dosages utilisés varient sur un méme animal en fonction des résultats
de la coproscopie, sans pour autant prendre des mesures spécifiques contre les coccidies.

4.3 Méthode de MacMaster et manipulations

La technique de coproscopie par flottation est recommandée pour détecter les oocystes
d’Eimeria, toutefois, les oocystes d’E. macusaniensis sont de grande taille, lourds et peuvent
ne pas étre détectés si le temps de flottation est court ou s’il n’y a pas eu de concentration. De
plus, la production d’oocystes en cas d’infestation par E. macusaniensis est faible : la
production est estimée a moins de 100 oocystes dans la premiere semaine patente (Cebra et
al., 2007). Donc une coproscopie réalisée de maniere ponctuelle va difficilement mettre en
évidence Eimeria macusaniensis, méme chez un animal présentant des signes cliniques. Si
I’intervention d’Eimeria macusaniensis est suspectée, il faut faire plusieurs coproscopies sur
une période de quelques semaines en concentrant les ceufs potentiels par centrifugation et une
solution de flottation saturée est recommandée. Ce protocole n’était pas envisageable dans
notre étude par manque de temps et par la complexité d’un tel protocole a imposer aux
éleveurs qui n’étaient pas tous familiers avec ce type de prélevements.

Prés de la moitié des prélévements (107/262 soit 40,8 %) ont été analysés apres
congélation et non pas sur féces fraiches si ces derniers ne pouvaient étre analysés dans les
72h suivant réception au Biopdle. Beaucoup de prélévements étaient regus en méme temps et
il n’¢était pas possible de tous les analyser dans un délai optimal de conservation des oocystes,
il a donc été choisi de congeler ces prélevements afin de les conserver plus longtemps en
préservant les oocystes. Les oocytes d’Eimeria peuvent survivre a la congélation, méme a des
températures extrémes si celle-ci est faite progressivement (Norton et Joyner, 1968 ; Doran,
1969). Nous avons congelé progressivement ces prélévements jusqu’a une température de
-24°C puis nous les avons décongelés progressivement au réfrigérateur pendant plusieurs
heures avant analyse a 4°C. Les oocytes d’Eimeria observés étaient préservés.
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Nous n’avons pas cherché a faire la distinction entre les différentes espéces d’Eimeria
de petite taille car les charges parasitaires restaient faibles et leur pouvoir pathogéne est
moindre par rapport a Eimeria macusaniensis (McKenna, 2006).

Cette étude nous permet d’affirmer qu’Eimeria spp. des petits camélidés est bien
installée au sein des ¢élevages francais de petits camélidés et ce dans plusieurs régions. Ces
parasites se sont bien adaptés aux différents environnements an France. Cette information
contredit celle que I’on trouve dans une étude réalisée en France en 1988 qui n’a pas identifié
de coccidies dans les féces prélevés sur 7 animaux en France (Gerard, 1988) mais elle va dans
le méme sens que I’étude menée en 2006 recensant les parasites digestifs des petits camélidés
en France portant sur 36 prélévements dont 6% comportaient des oocystes de coccidies
(Ollagnier, 2007).

4.4 Résultats de I’étude analytique

Les questions initiales auxquelles les éleveurs ayant participé a 1’étude espéraient une
réponse étaient : « Quand faut-il traiter ? Quels sont les facteurs de risque de coccidiose ? ».
Je n’ai pas pu répondre a ces questions avec cette étude avec précision car je n’ai pas de
méthode de référence dans la littérature expliquant a partir de quelle charge parasitaire en
coccidies on considére qu’un animal est forcément malade. En effet, nous ne connaissons pas
le seuil d’excrétion d’oocystes a partir duquel on considére qu’un animal est atteint de
coccidiose grace auquel nous aurions pu établir une courbe ROC de cette maladie et
déterminer a partir de cette courbe la prévalence de cette maladie en France.

De plus, nous n’avions pas de réel cas de coccidiose attesté par des signes cliniques
documentés, donc nous ne pouvions parler que de risque d’excrétion plus forte chez un groupe
d’animaux par rapport a un autre et non pas de facteur de risque de coccidiose. Les feces
recues €taient de consistance et de couleur normale dans la plupart des cas. Une dizaine de
prélévements étaient plus mous que les autres mais cela ne constituait pas une certitude
d’anormalité, car la mise a 1’herbe au printemps 2016 et le transport ont pu avoir un effet sur
leur aspect.

Notre étude porte a dire que les jeunes animaux excrétent davantage que les adultes,
mais que ces derniers excrétent également des oocystes (donc ils sont possiblement
contaminants) d’ou la nécessité de protéger les jeunes animaux en limitant le mélange entre
les adultes et le jeunes.

Les animaux de 1’étude ne sont pas indépendants les uns des autres, il faut donc
prendre les résultats d’association avec précaution. En effet, notamment concernant
I’exposition « mélange d’animaux au sein de 1’élevage », plusieurs animaux provenant des
mémes ¢élevages ont été pris en compte. Une analyse par région qui aurait permis de nous
affranchir de ce probléme n’était pas pertinente étant donnée la faible couverture de chaque
zone par les prélévements collectés.

Nous avons pu mettre en évidence des expositions d’intérét associées a 1’excrétion
d’oocystes de coccidies mais nous n’avons pas pu établir de lien de causalité. Nous nous
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sommes restreints a faire de 1’inférence statistique et non causale. En effet, de nombreux biais
d’association sont a considérer dans notre étude.

4.4.1 Biais de classement

Le protocole systématisé de réalisation des coproscopies a été réalisé de telle sorte que
les erreurs de classement (dire qu’un animal est excréteur d’oocystes alors qu’il ne I’est pas)
soient négligeables. En effet, les cellules de Mac Master étaient relues par un observateur
expérimenté¢ et si un doute persistait, les lames de flottation totales levaient ce doute.
Toutefois, I’excrétion des oocytes des coccidies, notamment pour Eimeria macusaniensis, est
intermittente. Nous avons donc pu considérer qu’un animal n’était pas excréteur d’oocystes
d’Eimeria macusaniensis dans 1’élevage alors qu’en fait il 1’était mais ce n’était pas
observable dans le prélévement analysé.

En ce qui concerne les expositions d’intérét, évaluées avant le statut excréteur ou non
excréteur des animaux, 1’age des animaux, le type de logement (2 I’extérieur ou en étable) et
I’espéce ne présentent aucune erreur de classement. Quand les éleveurs ne savaient pas
répondre a ces questions, ils ne donnaient aucune information ce qui est pris en compte dans
les analyses statistiques. En revanche, en ce qui concerne 1’état de gestation, il y a une erreur
qui est commise de fagcon indépendante du statut excréteur ou non excréteur de I’animal. En
effet, les éleveurs nous donnaient le dernier résultat de diagnostic de gestation effectué sur
I’animal mais celui-ci pouvait avoir avorté entre le moment ou 1’état de gestation a été mis en
¢vidence et la réalisation du prélevement. D’autre part, quand la femelle a été mise a la
reproduction, beaucoup d’éleveurs ont attesté que 1’animal était gravide sans controle donc
sans certitude.

Enfin, en ce qui concerne I’exposition « mélange d’animaux au sein de
I’exploitation », le nombre d’animaux exposés est trés certainement sous-estimé dans la
population cible et malgré 1’association significative retrouvée dans notre échantillon, il n’y
a pas de risque de transmission d’Eimeria entre les différentes espéces de bétail en dehors des
petits camélidés.

4.4.2 Biais de sélection

Si on compare la répartition des €leveurs ayant participé a notre étude (cf figure 5) a
la répartition des éleveurs de lamas et alpagas en France membres de I’AFLA (annexe 3),
nous remarquons que la majorité des prélévements que nous avons regus proviennent de 1’Est
de la France. Or, le climat est trés changeant en France en fonction de I’endroit ou 1’on se
trouve. Le climat continental est donc surreprésenté dans notre étude par rapport au climat
océanique par exemple. Si le climat océanique est plus favorable au développement de
coccidies, ce qui est trés probable, alors I’excrétion d’oocystes de coccidies est sous-estimée
dans notre échantillon.
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443 Biais de confusion

Ce biais est issu de la non comparabilit¢ de deux groupes d’individus sur une
exposition associée a la maladie. Par exemple, les deux groupes d’individus provenant
respectivement d’exploitations ou les animaux sont mélangés et ceux provenant
d’exploitations ou les animaux ne sont pas mélangés ne sont pas comparables, ce qui crée un
facteur de confusion qui n’a pas été pris en compte dans le calcul d’association et qui empéche
donc de faire de I’inférence causale (figure 21). L’exposition « moins bonnes conditions
générales d’¢élevage » est associée a I’exposition « mélange d’animaux dans 1’élevage » sans
en étre une conséquence directe et a 1’excrétion d’oocystes de coccidies sans en &tre une
conséquence directe. C’est donc un facteur de confusion (Loic Desquilbet, 2018).

Association statistique

e N

Exploitation ou différentes
espéces d’animaux sont
mélangées

Excrétion d’oocystes de
coccidies

+ +
V
Moins bonnes conditions
générales d’élevage

Figure 21 : Schéma représentant la présence du biais de confusion « moins bonnes
conditions générales d’élevage » dans notre étude

4.5 Perspectives

Les coccidioses chez les lamas et alpagas restent encore peu connues en France mais
dans certains pays, elles peuvent étre responsables d’un taux de mortalité considérable chez
les jeunes animaux. Il reste beaucoup a apprendre et a faire pour organiser une lutte collective
contre cette maladie.

Afin de mieux cerner la situation des différentes zones géographiques en France vis-
a-vis des coccidioses des lamas et alpagas et de mieux connaitre le risque a I’introduction de
tout petits camélidés quelle que soit sa provenance géographique, il serait intéressant d'établir
une carte du niveau de risque de coccidiose des petits camélidés en fonction de certains
parametres tels que les taux de prévalence et d’incidence annuelle de I’excrétion de coccidies
ainsi que leur évolution, les méthodes de surveillance mises en place, etc. Cela nécessiterait
de mener des études épidémiologiques fondées sur des sondages coprologiques harmonisés
au sein d'échantillons définis.
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De telles études devraient aussi s’abstraire de certains biais inévitables dans la noétre,
tels que le défaut de répartition des élevages participant a notre étude en France et le biais de
classement sur I’excrétion d’oocystes d’ Eimeria macusaniensis. Le probléme est que détecter
des oocystes n’est pas synonyme de coccidiose car il n’y a pas de valeur seuil a partir de
laquelle on considére qu’un individu est malade ou simplement excréteur, contrairement aux
coccidioses bovines pour lesquelles il existe des grilles qui suggerent que les infestations sont
faibles a partir d’une excrétion d’oocyste de 1000 opg, moyennes entre et 10 000 opg et 200
000 opg et fortes si I’excrétion d’oocystes dépasse 200 000 opg (Anonyme, 2016). Pour
Eimeria macusaniensis, la détection seule du parasite (comme pour Eimeria zuernii ou
Eimeria bovis chez les veaux) est un signal de risque (Philippe ef al., 2014).

En résumé, les coproscopies seules ne sont pas suffisantes pour éviter les coccidioses,
mais une évaluation du cheptel et une interprétation des signes cliniques et parameétres
zootechniques (surtout chez les jeunes) doivent étre prises en compte. Cette évolution dans la
surveillance collective de la maladie a ét¢ demandée par plusieurs éleveurs participant a notre
¢tude. En complément, la responsable de 1’organisation sanitaire au sein de ’AFLA m’a
déclarée étre intéressée par davantage d'échanges entre vétérinaires et éleveurs sur les
parasitoses en général et en particulier sur les coccidioses, notamment concernant les plans
de lutte mis en place, leur efficacité et les moyens de financement mis en ceuvre. Ici le constat
est rassurant car les charges parasitaires mises en évidence dans cette étude sont faibles.

Au sein des efforts de communication sur la coccidiose des petits camélidés, un volet
pourrait étre dédié a la formation : formation des éleveurs pour leur expliquer la maladie,
comment la suspecter et que faire face a un animal infesté ; formation aupres des vétérinaires
pour les sensibiliser aux signes cliniques de la maladie, les aider a I'inclure a bon escient dans
leurs diagnostics différentiels, mais aussi a savoir quel examen complémentaire demander et
quand et enfin comment informer I’éleveur sur la maladie si elle apparait dans son cheptel.

En complément des résultats de cette étude, il serait également intéressant d'en mener
une seconde, aupres des vétérinaires praticiens dans toute la France, de maniére notamment a
affiner nos résultats en matiére d'extension géographique de la coccidiose des petits
camélidés. La réalisation de coproscopies de surveillance du cheptel (par groupes d’age par
exemple) pourrait étre intéressante, d’autant plus si elles sont centralisées dans un méme
laboratoire afin que la technique de coproscopie soit systématisée et que le manipulateur reste
le méme.

Dans la présente étude, nous avons analysé la prévalence d’excrétion d’oocystes de
coccidies en France. Dans la continuité de ce travail, il convient de s’interroger sur
I’apparition réelle de signes cliniques chez les animaux excréteurs afin de savoir si la mise en
place d’un traitement antiparasitaire est requise ou non et de quel traitement il s’agit. Certains
¢leveurs participant a cette étude ont soulevé cette question au cours de I’assemblée générale
de I’AFLA en janvier 2017. Cette question démontre une méconnaissance de cette maladie
en France tant par les éleveurs que par les vétérinaires chez les petits camélidés et une
nécessité d’harmoniser les traitements mis en place en France afin d’évaluer objectivement
leur efficacité contre les coccidioses. Il serait aussi intéressant d’étudier la question du cotit
que ces traitements représentent et des bénéfices qu’ils apportent.
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CONCLUSION

L’objectif de cette étude était de déterminer d’une part la proportion d’animaux
excréteurs de coccidies parmi les lamas et alpagas en France et de quelles especes d’Eimeria
il s’agissait, d’autre part de mettre en évidence des expositions qui seraient associées au sein
des ¢élevages de lamas et alpagas en France a une plus forte excrétion d’oocystes de coccidies.
Pour ce faire, nous nous sommes appuyés sur les formulaires de renseignements complétés
par les éleveurs et nous avons réalisé des coproscopies par la méthode de Mac Master et par
flottation totale sur les prélévements envoyés par les éleveurs au laboratoire de parasitologie
du Biopdle d’Alfort.

Les résultats mettent en évidence une forte prévalence de 1’excrétion d’oocystes de
petites coccidies par les petits camélidés élevés en France (70,5 % des animaux excréteurs)
mais des charges parasitaires faibles ou modérées (0 - 500 opg en moyenne). Une association
entre les charges parasitaires en fonction de 1’dge des animaux était repérée, avec une
probabilité plus importante d’excrétion d’oocystes chez des jeunes animaux (moins de 12
mois).

Malgré le risque d’une perte de sensibilité inhérente a notre étude, nous avons pu
constater la présence d’oocystes d’ Eimeria macusaniensis dans certains ¢levages. Bien qu’on
n’ait identifié¢ que de faibles charges parasitaires (0 - 150 opg en moyenne), on a réussi a
trouver une association statistique entre le taux d’excrétion et I’age de 1’animal, les animaux
agés de moins de 12 mois se trouvant plus excréteurs d’oocystes de coccidies que les animaux
agés de plus de 12 mois.

Nous n’avons pas pu mettre en évidence d’association entre I’excrétion d’oocystes de
coccidies et 1’état de gestation, le type de logement, I’espece de 1’animal (lama ou alpaga)
contrairement a d’autres études citées dans ce travail. Le fait d’avoir fait les prélévements au
printemps de I’année 2016 (entre les mois de février et mai) aurait pu réduire 1’exposition des
animaux de I’étude aux coccidies dans I’environnement (mise a I’herbe récente).

La pratique de surveillance par coproscopie et évaluation de I’état général de I’animal
aprés la tonte, mise en place par certains éleveurs, est une pratique a encourager. Ce systéme
permet de prendre précocement des mesures d’hygiéne optimales et d’adapter au besoin les
protocoles thérapeutiques dans les ¢levages de petits camélidés contaminés. Ces protocoles
thérapeutiques ont par ailleurs besoin d’ une harmonisation.
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ANNEXES

Annexe 1 : Questionnaire de renseignements supplémentaires sur I’élevage et les animaux a
remplir par les éleveurs.
L’¢leveur devait fournir une feuille remplie par animal.

Elevage des petits camélidés et parasitisme en France : Questionnaire de renseignement

Ce questionnaire vise a obtenir une analyse fine des données récoltées. Nous vous remercions par avance de I'attention que vous portez a cette étude.

[ Eleveur (NOM et Prénom) :
[ Adresse : Adresse mél :

I1. ANIMAL (a remplir pour chaque prélévement)

Si oui, les especes présentes paturent :

1. Nom et numéro d’identification : o0 En méme temps que les petits camélidés

2. Age: O Pas en méme temps et a plus de 3 mois d’intervalle.
3. Sexe: 0O Male D Castré O Femelle gestante o Femelle non gestante

6.En hiver, les petits camélidés résident :
4, Est-ce que cet animal a présenté des maladies au cours de la derniére année ? O A l'extérieur
o Non 0 Oui, Précisez la/ les maladie(s) : o Dans une étable réservée a eux seuls
0 Dans une étable avec d’autres ruminants (Précisez) : ...

[

. Cet animal a-t-il déja fait I'objet de coproscopie ?
oNon O Oui (serait-il possible de joindre les résultats ?) 7.Combien de fois par an vermifugez-vous vos petits camélidés :
o 1 fois D 2 fois 0 Plus (précisez) :

o

. Cet animal a-t-il déja eu des problémes cutanés?
oNon D Oui (serait-il possible de joindre les résultats ?) 8.Quel vermifuge (nom du produit) avez-vous utilisé ?

ois la dose conseillée pour les bovins

ois la dose utilisée pour les moutons

~N

. Quelles régions cutanées ont été prélevées ? B
o Axillaire  Dlnguinale O Oreille  OAULE i s ssssssssssssssssssenss

9.Le choix du vermifuge a été fait :

I. ELEVAGE (a remplir une seule fois par élevage) 0 Selon les résultats d’une coproscopie
0 Pour avoir un spectre le plus large possible

1.Dans quel département se situe votre élevage : ...
2.Quel est le type de relief : o Montagne © Plaine O Autre (Précisez) : ......ummrmuns 10. Avez-vous observé des Iésions cutanées sur vos animaux les 3 derniéres années ?

o \

o Non D Oui (précisez I'espéce ) :

3.Combien de petits camélidés possédez-vous ?
Complétez par un chiffre:  O.... Lama(s) O ..... Alpaga(s) Si oui, avaient-elles été diagnostiquées ?
o Non D Oui (précisez le diagi ic) :

4.Dans quel but élevez-vous des petits camélidés :
oloisir o Laine O Reproduction 0 AULre (PréCISEZ) : wuuuummrmrrrrrrersssmsssmsmssssnnanenes 11. Quel traitement (nom du produit) avez-vous utilisé ? ...
Avez-vous confirmé la guérison apreés le traitement ? o Non o0 Oul

5.Y a-t-il d’autres animaux présents sur le site d’élevage?

o Non D Oui (précisez) :
Laboratoire de Parasitologie et Mycologie (Biopdle), Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort gg DA -l
7 Avenue du Général de Gaulle — 94704 Maisons Alfort cedex ‘ 4 BIOI OIe ([Tf" EI]VAW
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Annexe 2 : Lettre d’informations complémentaires envoyée aux éleveurs participant a

I’étude

FICHE EXPLICATIVE

Tout d’abord nous tenons a vous remercier pour votre participation a cette étude.

Vous trouverez dans votre colis le matériel nécessaire pour la réalisation des prélévements et une
fiche de renseignements & nous retourner complétée avec les échantillons. Une vidéo explicative
vous est également envoyée par mail détaillant la méthode de prélévement et de conditionnement
des échantillons pour nous les envoyer.

1- Afin que nous puissions interpréter les données vous devez impérativement remplir
une fiche de renseignement par prélévement effectué, soit une fiche par animal
(appelée questionnaire de renseignement). Merci de la compléter avec soin.

2- Prélévement de féces (pot avec le capuchon BLANC) : prélevez la matiére fécale
directement dans le rectum & 1’aide d’un gant ou d’un sac plastique propre et
déposez-la dans le pot. Il faut remplir le pot jusqu’a la moitié environs. Refermez
ensuite le pot et identifiez-le. Conservez les pots au réfrigérateur et faites-les nous
parvenir le plus rapidement possible

3- Raclage cutané (pot avec le capuchon ROUGE) : ce prélévement sera fait sur les
animaux qui présentent des Iésions cutanées qui font penser a la gale. A I’aide d’une
lame de scalpel, grattez la peau jusqu’a la rosée sanguine (regardez la vidéo pour
plus de précisions) et déposez tout le matériel récupéré dans un deuxiéme pot. Il faut
réaliser les raclages cutanés a 3 localisations différentes ou vous observez des
Iésions cutanées (par exemple, plis axillaires, plis inguinaux, oreilles...). Le matériel
récupéré lors de ces raclages (croites) et la lame doivent étre mis dans le méme pot.
Refermez le pot et identifiez-le. N’oubliez pas de bien indiquer les zones raclées sur
la fiche de I’animal.

IDENTIFIEZ TOUS LES POTS AVEC PRELEVEMENT, des étiquettes collantes sont mises
a votre disposition afin d’identifier les pots.

Veuillez nous retourner les prélévements a 1’adresse suivante :

LABORATOIRE DE PARASITOLOGIE - MYCOLOGIE
ECOLE NATIONALE VETERINAIRE D’ALFORT
7, avenue du général De Gaulle
94704 Maisons-Alfort

&3



LES COCCIDIOSES DES LAMAS (LAMA GLAMA) ET

ALPAGAS (VICUGNA PACOS) ELEVES EN FRANCE :

ENQUETE EPIDEMIOLOGIQUE ANALYTIQUE DES
INFECTIONS PAR EIMERIA SPP.

NOM et Prénom : DEFIVES Chloé
Résumeé :

Les coccidioses des lamas et alpagas sont des parasitoses digestives qui peuvent se produire
aprés I’ingestion d’une ou plusieurs espéces du genre Eimeria. Les jeunes animaux peuvent
développer des formes sub-cliniques qui auront des conséquences zootechniques, ou des
formes cliniques qui peuvent s’avérer mortelles. La réponse immunitaire mise en place suite
aux infections précoces pourrait parfois favoriser 1’établissement d’une immunité protectrice
contre I’expression de la maladie. Malheureusement, 1’impact de cette infestation dans les
¢levages de lamas et alpagas en France est méconnu. L’objectif de cette étude était de
déterminer d’une part la présence des différentes espéces d’Eimeria excrétées par les lamas
et alpagas en France et la proportion d’animaux excréteurs ainsi que la quantité d’oocystes
excrétés et, d’autre part, de mettre en évidence des facteurs qui seraient associés au sein des
¢levages de lamas et alpagas en France a une plus forte excrétion d’oocystes de ses coccidies.
Cette ¢tude a rassemblé des prélévements fécaux et des données épidémiologiques de 262
lamas, alpagas et huarizos provenant de 25 élevages de toute la France. La présence
d’oocystes d’Eimeria sp. était confirmée dans 70,5 % des animaux, mais la quantité
d’oocystes excrétés s’est avérée faible (entre 100 et 1000 opg) pour 56% d’entre eux.
L’excrétion d’oocystes semble étre plus élevée chez les petits camélidés de moins de 12 mois,
quelle que soit I’espece d’Eimeria étudiée (p<0.05). Aucune autre association statistique
n’était confirmée entre la présence d’oocystes et le sexe, I’espece animale, I’origine, la
gestation, les antécédents pathologiques, le type d’élevage ou le protocole antiparasitaire. Ce
travail a mis en évidence la présence des coccidies dans tous les élevages enquétés, ainsi que
le besoin d’établir des recommandations pour la lutte contre les coccidioses et/ou leur
prévention dans les troupeaux des lamas et alpagas en France.

Mots clés : EPIDEMIOLOGIE, PARASITOLOGIE, PARASITOSE, COCCIDIOSE,
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AND ALPACAS (VICUGNA PACOS) RAISED IN
FRANCE : ANALYTICAL EPIDEMIOLOGICAL

SURVEY OF EIMERIA SPP. INFECTIONS

SURNAME and Given name: DEFIVES Chloé

Summary:

Coccidiosis in lamas and alpacas are digestive parasitic diseases produced after ingestion of
one or several Eimeria species. Young animals may develop subclinical forms that involve
production losses or acute clinical forms that can be fatal. The immune response established
after early infection could help to bring up protective immunity against clinical disease.
Unfortunately, the impact of these coccidial infections in French llamas and alpacas farms is
unknown. The objective of this study is to determine and quantify the presence of different
Eimeria species able to infect lamas and alpacas in herds of France, to estimate the proportion
of shedders and to identify the variables associated to the presence and shedding of coccidia.
This study gathered faecal samples and epidemiological data from 262 animals (lamas,
alpacas and huarizos) from 25 French farms. The presence of Eimeria sp. oocysts was
confirmed in 70.5% of animals, but the amount of shed oocysts remained low (between 100
and 1000 opg) for 56% of those animals. Oocyst shedding seemed higher among small
camelids younger than 12 months old, no matter the Eimeria species analysed (p<0.05). No
statistical association was found between the presence of oocysts and sex, animal species,
origin, pregnancy, clinical history, type of farming or parasiticidal protocols. This work has
confirmed the presence of coccidia in all the farms surveyed, and highlights the need to
propose recommendations for the control and prevention of coccidiosis in French lamas and
alpacas herds.
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