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SUMMARY

PATHOGENIC EFFECT OF EIMERIA TENELLA AND
EIMERIA ACERVULINA IN AXENIC AND MONOXENIC CHICKENS

Axenic (germ-free) and conventional white Leghorn chickens were infected per os with
sterilized oocysts of Eimeria tenclla or Eimeria acevvulina. The dose was 70 ooo E. fenella or
500 000 E. acervulina oocysts.

Several criteria were used to compare the severity of infection : mortality, lesions, weight
gain, hematocrit values and biochemical criteria such as protidemia and lipemia.

Eimeria tenella produced a severe disease in conventional birds only, with typical cecal
lesions and a considerable decrease in hematocrit, serum protein and serum lipid values. Inoculated
bacteria-free chickens showed neither signs of disease nor cecal lesions and had hematocrit,
serum protein and serum lipid values similar to bacteria-free and conventional uninoculated
controls.

In gnotobiotic chickens monoassociated with a Plectridium sp. (monoxenic chicken), infection
with E. tenella resulted in typical cecal coccidiosis as evidenced by pathological and biochemical
changes comparable to those seen in conventional infected birds. In chickens monoassociated
with Bactllus cereus no clinical symptoms, lesions or modifications of the other criteria of infection
were seen.

In the case of infection with E. acervulina, growth was reduced in both germ-free and conven-
tional chickens. Blood and serum values similarly decreased in both groups.

These experiments confirm the necessary role of bacterial cecal flora in the development of
cecal coccidiosis due to E. fenella and demonstrate that this relationship does not exist between
the intestinal bacteria and E. acervulina. This is in agreement with previous results showing
differences in the pathogeny of cecal and duodenal coccidiosis.

In cecal coccidiosis, there is a close association between the parasites and bacteria, and a non-
specific reaction of the host to this synergistic aggression seems to be a very important factor in
the development of the disease. In intestinal coccidiosis, where the consequences seem to be
mainly nutritional ones, the parasites exert a direct influence on the host.

Key-words : Coccidia, Eimeria tenella, Eimeria acervulina, A xenic and monoxenic chi-
ckens, Plectridium sp, Bacillus cereus, Biochemical cviteria, Non specific veactions.
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INTRODUCTION

En 1937, OTT, s'il n’avait pas constaté de modifications de la flore bactérienne
ceecale, avait pu isoler Escherichia coli, Staphylococcus albus et Salmonella pullorum
de foies d’animaux parasités lors de coccidiose 4 Eimeria tenella. Cette invasion secon-
daire par des bactéries intestinales lui semblait un caractére important de la maladie.
Il est maintenant démontré (JOHANSSON et SARLES, 1948 ; LAFONT, 1966) que la
composition de la flore ceecale est modifiée lors d’infection par Etmeria tenella. La
méme modification se retrouve au niveau de I'intestin durant la phase aigu& d’une
coccidiose & Eimeria brunetti (HEIN et TiMms, 1972) et NacI et MATHEY (1972) ont
mis en évidence une interaction entre cette coccidie et Escherichia coli.

Les relations entre la microflore intestinale de I’héte et son parasite sont égale-
ment étroites dans le cas d’Histomonas meleagridis qui ne peut manifester un pouvoir
pathogeéne chez le Dindon qu’en présence de certaines espéces bactériennes (FRANKER
et DoLL, 1964 ; BRADLEY, 1965). Les premiers essais d’infestation de poulets axé-
niques par Eimeria tenella (CLARK, SMITH et DARDAS, 1962) n’avaient pas mis en
évidence de différence de sensibilité de ces animaux, les auteurs n’ayant remarqué
qu’'un léger retard d’évolution parasitaire 4 la 2¢ schizogonie. De méme, HEGDE ¢f al.
(1969) n’ont pas constaté de rdle apparent de la flore lors de parasitisme par Esmeria
brumnetts.

Le probléme a cependant évolué ces derniéres années. Plusieurs auteurs (Visco
et BURNS, 1972 a, bet ¢ ; BRADLEY et RADHAKRISHNAN, 1973 @ et b ; RADHAKRISHNAN
et BRADLEY, 1973) ont démontré la nécessité de la flore, puis de certains germes bacté-
riens dans le développement d’une coccidiose ceecale 3 Eimeria tenella. Par contre,
avec des espéces intestinales, E. brumetti, E. necatrix (HEGDE, 1968), E. maxima
(RicE, REID et JOHNSON, 1973), les poulets axéniques semblent étre aussi sensibles
au parasitisme que les conventionnels.

Cette différence étiologique entre coccidiose intestinale et coccidiose ceecale se
retrouve au niveau de la pathogénie (YVORE, 1974) et il nous a semblé intéressant
de reprendre les études chez des animaux axéniques ou monocontaminés en choisis-
sant deux espéces fréquentes et caractéristiques, E. tenclla et E. acervulina, et en
employant des critéres biochimiques beaucoup plus sensibles et moins influencés
par l'environnement, résultant d’une action directe du parasite sur son héte.

I. — MATERIEI, ET METHODES

Nous avons utilisé des poulets de race Leghorn blanche souche PA 12, soumis & une prophy-
laxie sanitaire trés stricte permettant de les maintenir 4 1’abri de toute contamination.

L’élevage axénique est mené, selon la méthode décrite par SCHELLENBERG et MAILLARD (1973)
dans des isolateurs en matiére plastique rigide, stérilisés par fumigation de formaldéhyde, et pour-
vus d’un sas liquide contenant une solution concentrée d’antiseptique (sel d’ammonium quater-
naire & 2 p. 100). Au 18¢ jour d’incubation, des ceufs stérilisés par immersion dans une solution
a 2 p. 100 de chlorure mercurique sont placés en isolateur-éclosoir. Les poussins obtenus sont
transférés en enceinte stérile étanche dans les incubateurs d’élevage ot1 sont réalisés les expérimen-
tations.
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Les lots d’animaux conventionnels, destinés & contréler la virulence des Eimeria, sont placés
dans un dispositif en cage. La croissance étant plus rapide dans les lots axéniques, il n’est pas
possible d’avoir, pour le méme 4ge, des lots d’animaux conventionnels et axéniques de méme poids.
Nous préférons prendre des poulets conventionnels plus 4gés (une semaine environ) pour constituer
des lots comparables en poids au départ de l’expérimentation.

Leffectif des lots est de 8 ou 10 animaux selon les expériences. Les conventionnels, comme
les axéniques, sont nourris avec un aliment stérilisé par autoclavage ; ils ont & leur disposition
de l'ean distillée stérile.

Le maintien de la stérilité des animaux axéniques est contrdlé par ensemencement quotidien
des déchets d’éclosion et des excreta en milieu « Brain-Heart Infusion » (Difco) et en milieu fluide
au thioglycollate (Institut Pasteur, Paris).

Les oocystes destinés aux inoculations proviennent de souches d’Eimeria entretenues par
passage régulier sur poulet. Les éléments parasitaires sont placés pendant 30 minutes dans une
solution 4 2o p. 100 d’hypochlorite de sodium (40° chlorométrique) agitée. Aprés trois lavages en
eau distillée stérile, ils sont & nouveau traités pendant 30 minutes dans une solution & 10 p. 100
de formaldéhyde. Enfin, aprés 3 nouveaux lavages, ils sont remis en suspension en eau distillée
stérile. Le contrdle de stérilité est effectué par ensemencement sur milieu « Brain Heart Infusion »
liquide et solide.

Les animaux axéniques sont 4gés de 3 semaines lors de l'inoculation qui est faite & la se-
ringue par voie cesophagienne. Les doses sont d’environ 70 0oo oocystes d’Eimeria tenella ou
500 000 oocystes d’Eimeria acervulina.

Les animaux sont pesés individuellement le jour de leur inoculation et 6 jours aprés. Cela
nous permet d’évaluer le gain de poids pour cette période qui refléte 1'action générale du parasi-
tisme. Par ailleurs, nous employons des critéres plus sensibles, d’ordre biochimique : le taux éry-
throcytaire du sang circulant, évalué par microhématocrite, la protidémie et la lipidémie mesurées
par technique colorimétrique sur autoanalyseur « Autolab ». Comme pour le gain de poids, ces
mesures sont individuelles. Enfin, nous recherchons au niveau des ceecums des animaux inoculés
avec E. fenella la présence de lésions et d’oocystes.

Chaque critére est analysé séparément. Pour chaque série de mesures, nous effectuons une
analyse de variance globale et des comparaisons entre moyennes.

II. — RESULTATS

Dans une premiére expérimentation, nous avons constitué 3 lots de 8 animaux
axéniques. Deux d’entre eux ont été inoculés, 'un par Eimeria lenella, 'autre par
Eimeria acervulina. Un 4¢ lot accidentellement monocontaminé par un Plectridium
sp. a été également infesté par Evmeria tenella. Les inoculums ont par ailleurs été
contrdlés sur animaux conventionnels.

Les résultats de cet essai sont résumés au tableau 1.

Eimeria acervulina a réduit d’environ 75 p. 100 la croissance des animaux conven-
tionnels. On constate également une perte trés importante (environ 45 p. 100) de
protides et de lipides sériques. Chez les animaux axéniques, la sensibilité est la méme
et on peut en particulier noter la similitude des valeurs obtenues pour les critéres
sériques chez les deux types d’animaux.

Eimeria tenella n’a pas entrainé de mortalité chez les animaux conventionnels,
mais a cependant modifié de fagon hautement significative la croissance et les valeurs
des deux critéres sériques (réduction d’environ 31 p. 100). Chez les poulets axéni-
ques, le parasitisme n’a eu aucune conséquence : le gain de poids est le méme que
celui des témoins non inoculés et les taux de protides et de lipides ne sont pas réduits.
Par contre, chez les animaux monocontaminés par Plectridium sp., on constate un
ralentissement de la croissance et une modification de la protidémie et de la lipidémie.
Les valeurs obtenues sont sensiblement les mémes que celles obtenues chez les conven-
tionnels inoculés.
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TABLEAU 1

Incidence du pavasitisme suy le gain de poids,
la protidémie et la lipidémie 6 jours aprés Uinfestation
{Moyennes par animal) (8 animaux par lot)

Gains de poids |Protéines sériques| Lipides sériques
(g) i 8/ (g
- . — N e
!

Témoins non inoculés 53,7 £ 5,8 24,9 + 2 538 4+ 0,5

Axéniques Eimeria tenella 57,5 £ 8,2 24,2 4~ 3,3 5,4 4 0,8
Eimeria acervulina 12,5* 4 8,5 14,4* + 1,4 2,7* + 0,3

Monocontaminés : . . ,

Plectridium sp. Eimeria tenella 33,0* + 10,8 i 19,1% 4- 2 3,9* + 0sb
Témoins non inoculés 43,5 + 5,2 26,3 + 1,7 5,0 4 0,8

Conventionnels Eimeria tenella 33,7* 4+ 10,6 18,2% - 1,5 3,4* 4 0,3
Eimeria acervulina 10,0 4+ 2,9 , 14,4*% 4 1,6 2,8* 4 0,3

* : Significativemen: différent (P < 0,01) des témoins non inoculés.

TABLEAU 2

Incidence d’umne infestation par Eimeria tenella chez des animaux comventionnels
et chez des animaux monocontaminés pav Bacillus cereus

(Moyennes par animal, mesures effectuées 6 jours aprés l'infestation) (1o animaux par lot)

Gains Heématocrites Protéines Lipides
de poids Mortalité (%) sériques sériques
(g) i ° (g (g
Monocontaminés Non inoculés 91,5 + 16,1 0 ! 35,3 + 1,6 31,6 + 2,1 6,6 4 0,4
B. cereus | Inoculés 94,6 + 14,2 0 | 3544+ 1,54 30,04+ 24 57%+ 0,7
| Non inoculés | 78,0 + 18 0 30,3 +1,6 | 299+ 25 61408
Conventionnels !
Inoculés 49,0* + 14 4 1 13,9 + 5 21,5*% + 1,7 3,3* 4+ 0,4
i
|

* : Différence significative (P < 0,01) avec les témoins non inoculés correspondant au méme type
d’animal.
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Dans une seconde expérimentation, nous avons pu comparer I'incidence d'une
infestation par E. fenella chez des animaux conventionnels et chez des monocontami-
nés par Bacillus cereus. Les résultats obtenus sont rassemblés au tableau 2.

Chez les poulets conventionnels, 'infection par E. fenella a eu des conséquences
importantes entralnant la mort de 4 animaux sur 1o, un ralentissement de la crois-
sance et une diminution trés significative des valeurs sanguines étudiées. Par contre,
chez les poulets monocontaminés, seul le taux de lipides sériques est diminué et cette
diminution est faible. La valeur moyenne obtenue est égale 2 86 p. 100 de celle des
témoins non inoculés ; chez les conventionnels, la diminution due a linfestation
atteint 46 p. roo.

On peut donc en conclure que les animaux monocontaminés par Bacillus cereus,
comme les axéniques, ne sont pas sensibles & une inoculation d’oocystes d’Eimeria
tenella. Nous avons pu vérifier ces résultats dans d’autres essais otl nous avons par
ailleurs constaté que cette absence de manifestation du parasitisme n’empéchait pas
un certain développement du parasite : on notait la présence de quelques oocystes
dans les caecums 6 jours aprés U'infestation. Il y en avait peu mais ce moment ne cor-
respond pas avec le maximum de production lors d'un cycle normal. Par ailleurs,
cette observation semblerait montrer que la durée du cycle de développement parasi-
taire n’est pas ou peu modifide.

III. — DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Nos expériences confirment le role indispensable de la flore caecale dans la mani-
festation du pouvoir pathogéne d’Eimeria tenella. I,a flore intestinale ne semble pas
avoir la méme importance clinique dans le cas d’infection par Eimeria acervulina.

Il en va de méme pour les perturbations biochimiques dont les modifications
de la protidémie et de la lipidémie sont des exemples : elles se produisent chez les
axéniques lors d'infection par E. acervulina, mais, avec E. tenella, 1a flore bactérienne
semble nécessaire pour qu’elles apparaissent.

La différence dans la pathogénie des coccidioses czecale et intestinale a déja été
mise en évidence lors d’études précédentes (YVORE, 1974). Elle se retrouve au niveau
de l'interaction parasite-flore bactérienne du tube digestif. Nous avions distingué
une espéce ayant des conséquences pathologiques importantes, produisant une mala-
die grave pouvant entrainer la mort mais dépourvue d’action nutritionnelle directe
importante : E. tenella, et une espéce modifiant profondément et de fagon durable
les fonctions digestives de 'héte, E. acervulina.

La pathogénicité d’autres espéces telles que Evmeria maxima (RICE ¢t al., 1973)
et E. brunetti (HEGDE ef al., 1969) semble également se manifester en I'absence de la
flore intestinale. Il y aurait lieu cependant de confirmer ce résultat pour E. brunctti
en fonction des travaux de HEIN et TiMMs (1972) et NacI et MATHEY (1972) qui ont
constaté une interaction entre Escherichia coli et Eimeria brunetti. 1, abaissement
du pH intestinal constaté par KOUWENHOVEN et VAN DER HORST (1973 2 et b) lors
d’infection par E. acervulina se produit également chez les animaux axéniques (RUFF
et al., 1974). Cette modification, qui a des conséquences sur I'absorption intestinale,
constitue également un éventuel facteur de perturbation de la flore.
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Les différences entre coccidioses ceecale et intestinale peuvent provenir indirecte-
ment de la localisation parasitaire. Le caecum est plus riche en bactéries que le reste
du tube digestif et il n’existe pas 4 son niveau de transit permanent. Le développement
du parasite favorise la croissance de certaines espéces bactériennes, en particulier
E. coli et des anaérobies dont Welchia perfringens et provoque la décroissance d’autres
bactéries telles que les Lactobacillus (JOHANSSON et SARLES, 1948 ; BRADLEY et
RADHAKRISHNAN, 1972 ; LAFONT, 1066 et résultats non publiés). Le parasitisme
favorise la multiplication de germes potentiellement pathogénes ou toxinogénes ;
la destruction de la muqueuse intestinale facilite la pénétration des bactéries ou la
résorption des toxines ; enfin, la microflore peut ajouter un effet anticoagulant respon-
sable des hémorragies ou de leur aggravation, comme le soulignent BRADLEY et
RADHAKRISHNAN (1972).

Les résultats obtenus chez les animaux gnotoxéniques ne permettent pas encore
de conclusion précise. Selon BRADLEY et RADHAKRISHNAN (1972), la présence de
Welchia perfringens et Streptococcus faecalis associés ou non & E. coli et & un Bacte-
roides serait nécessaire pour reproduire la maladie naturelle lors d’inoculation par
E. tenclla, alors que S. faecalis ou E. coli seuls y suffiraient, selon Visco et BUrns
(1972 b). Dans nos expériences, les animaux monocontaminés par Pleciridium sp.
étaient aussi sensibles que les conventionnels. Il est encore trop t6t pour en tirer des
informations sur la pathogénie.

La réaction de I'hote 4 I'agression parasitaire et bactérienne, ou parasitaire puis
bactérienne, joue certainement un grand réle dans la symptomatologie et I'édification
des Iésions de coccidiose caecale. On doit souligner & ce sujet, aprés d’autres auteurs,
les particularités structurales de la muqueuse czecale des animaux axéniques, en par-
ticulier la moindre richesse en éléments lymphoides. En outre, AVCARDI et CHASLUS
(1973), SCHOLE ¢t al. (1972 a, b) ont montré qu’il était possible de supprimer tout ou
partie des manifestations pathogénes d’E. fenella en administrant a I'h6te des corti-
coides ou de la sérotonine. Cela semble montrer que la maladie résulte d'une réaction
de caractére non spécifique de I'hote 4 1'agression.

La coccidiose ceecale est donc le résultat d’une action au moins triple : le parasite,
la microflore bactérienne et les possibilités réactionnelles de I’hote. Il reste cependant
qu’elle différe d’une maladie bactérienne simple par la chronologie des manifestations
parfaitement lides au cycle parasitaire et que les réactions de ’héte sont le facteur
le plus important de 1’édification des lésions.

Au contraire, dans les coccidioses intestinales, 'action du parasite est directe
et la réaction locale au niveau du tube digestif ne semble pas influencée par les bacté-
ries présentes. Cependant, il est curieux de constater la persistance de certaines consé-
quences nutritionnelles : leur durée excéde largement celle du cycle parasitaire. Il
est probable que cela est dii au maintien d’'un certain niveau de parasitisme.

Sur le plan pratique, la distinction entre deux types de coccidioses peut expliquer
Peffet controversé de certains antibactériens. Ils peuvent avoir un effet bénéfique
lors de coccidiose caecale et il serait intéressant d’'étudier des associations entre anti-
coccidiens et antibactériens pour assurer une meilleure prévention des animaux.
Cependant, les anticoccidiens usuels sont en général trés efficaces vis-a-vis A’E. fenella
et les parasitismes subcliniques n’ont de conséquences qu’avec les espéces intestinales.

Regu pour publication en janvier 1975.
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RESUME

L’infection de poulets axéniques par Eimeria tenella ne détermine ni maladie clinique, ni
modification biochimique apparente. Au contraire, ces animaux sont aussi sensibles que les poulets
conventionnels & l'infection par Eimeria acervulina. Cela renforce la distinction entre coccidiose
cecale & conséquences pathologiques vraies et coccidiose duodénale a incidence nutritionnelle.

Chez les animaux monoxéniques, le pouvoir pathogéne d'E. tenella se manifeste en présence
de Pleciridium sp. mais est inexistant avec Bacillus ceveus.

Il est probable que les réactions aspécifiques de 1’hdte aux agressions parasitaires et bacté-
riennes jouent un réle important dans la pathogénie de la coccidiose cacale.

Mots clés : Coccidies, Eimeria tenella, Eimeria acervulina, Poulets axénigues et mono-
xéniques Plectridium sp, Bacillus cereus, critéres biochimiques, Réactions non
spécifiques.
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