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RESUME

Aspergillus fumigatus est un agent pathogeéne respiratoire majeur chez les oiseaux d’ornement
comme de production. L’aspergillose qui peut étre responsable de mortalités importantes et de
chutes de performances est difficile a traiter. Nous avons développé un modele d’aspergillose
aigué chez le dindonneau en inoculant différents lots d’oiseaux 4gés de moins d’une semaine
via une aérosolisation intratrachéale de doses croissantes de conidies (10° a 10*/animal) en
utilisant un MicroSprayer®. Le développement de la masse fongique a été évalué par qPCR,
dosage du galactomannane (GM), culture fongique et évaluation histopathologique dans le but
de comparer les résultats obtenus en fonction du nombre de conidies inoculées. Une mortalité
significative a été observée dans les 4 jours suivant I’inoculation uniquement pour 1’inoculum
le plus concentré. Les résultats des différents marqueurs du développement du champignon
(culture, gPCR et GM), sont trés bien corrélés avec la dose de 1’inoculum administrée. Les
moyennes d’équivalents conidies/g de poumon obtenues par qPCR étaient 1,3 logjp plus
importantes que les numérations obtenues par culture sur gélose. Ce nouveau modele incluant
une combinaison inédite de biomarqueurs chez la dinde a été utilis€é pour évaluer 1’efficacité
de I’énilconazole, seule molécule utilisée en élevage avicole pour lutter contre 1’aspergillose.
Dans deux expérimentations distinctes, des dindonneaux infectés avec 10’ (ExpB) ou 10°
(ExpA) conidies d’A. fumigatus ont été traités par acrosolisation d’énilconazole a la dose de
20 mg/m’ une (ExpA) ou deux fois (ExpB) par jour pendant 3 jours consécutifs, ou par
itraconazole (ExpB) par voie orale a la dose de 10 mg/kg pendant 7 jours. La mortalité des
dindes infectées et traitées par I’itraconazole a été réduite a 0, contrairement aux dindes non-
traitées ou traités par 1’énilconazole (40 % de mortalit¢). Aucun effet protecteur ni aucune
différence au niveau de la masse fongique mesurée dans les poumons par numération sur
géloses, dosage du GM ou qPCR n’ont ét¢ observés chez les dindonneaux traités par

I’énilconazole a I’issue des deux expérimentations.

Mots clés: Dinde, aspergillose, modecle, Aspergillus fumigatus, énilconazole, qPCR,

galactomannane






ABSTRACT

Aspergillus fumigatus remains a major respiratory pathogen in both ornamental and poultry.
Aspergillosis can be responsible for high mortality rates and induces significant economic
losses, particularly in turkey production, and it is still difficult to treat. We developed a new
model of acute aspergillosis in young turkeys by inoculating few-days-old turkeys via
intratracheal aerosolization with increasing concentrations (10° up to 10®) of conidia using a
MicroSprayer® device. The fungal burden was assessed and compared by real-time PCR,
galactomannan (GM) dosage, fungal colony (CFU) counting and by histopathology. Early
death occurred in the first 96 h post-inoculation only at the highest inoculum dose. We
observed a correlation between inoculum size and results obtained by real-time PCR, GM
dosage and CFU counting. The mean fungal burden detected by qPCR was 1.3 log;o units
higher than the mean values obtained by CFU measurement. Furthermore, this new model,
with its unique combination of markers, has been used to evaluate the efficacy of
enilconazole. This is so far the only molecule used against aspergillosis in poultry farms. In
two different experiments, turkeys were challenged with 10’ (ExpB) or 10* (ExpA) conidia of
Aspergillus and were treated by aerosolization of enilconazole at a dose of 20 mg/m’, once
(ExpA) or twice a day (ExpB) for 3 days, or itraconazole (ExpB) per os at 10 mg/kg for 7
days. No mortality was observed in infected turkeys treated with itraconazole, unlike
untreated birds or turkeys treated with enilconazole (40 % mortality). No protective effect and
no difference in fungal burden in lungs were observed in turkeys treated with enilconazole at

the end of the two experiments after measuring by culture, GM dosage and qPCR.

Title: Development of an acute aspergillosis model in turkeys (Meleagris gallopavo) and

assessment of enilconazole efficacy

Keywords: Turkey, aspergillosis, model, Aspergillus fumigatus, enilconazole, qPCR,

galactomannane
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Les champignons du genre Aspergillus sont des moisissures banales de I’environnement qui
se propagent par l’intermédiaire de spores microscopiques ; elles peuvent infecter les
mammiferes (dont I’Homme) et les oiseaux, en général aprés inhalation de spores en
suspension dans 1’air. Chez I’individu immunocompétent, les défenses de 1’organisme
s’opposent en regle générale au développement du champignon dans 1’organisme contaminé.
En revanche, chez les individus immunodéprimés, 1’inefficacité de la réponse cellulaire
aboutit a une infection dont le site initial de développement est le plus souvent I’appareil
respiratoire.

Les particularités anatomiques et physiologiques des oiseaux rendent ces animaux
particulierement réceptifs et sensibles aux aspergilloses, méme chez les individus
immunocompétents. L’infection aspergillaire demeure ainsi une dominante pathologique chez
des espeéces d’oiseaux sauvages en libert¢ (rapaces, oies et canards), en captivité
(manchots...), ainsi que chez des espéces d’ornement (psittacidés) et d’¢levage (dinde, caille
et dans une moindre mesure, poulet). L’aspergillose est un probléme majeur, dans les
¢levages avicoles de dindes en particulier, car elle touche les jeunes oiseaux sous sa forme
aigué€ avec des taux de mortalité parfois tres €levés. L’apparition des symptomes est souvent
brutale et la mortalité¢ qui en découle est élevée, méme apres administration d’un traitement
antifongique. Par ailleurs, la seule molécule antifongique utilisée de fagon empirique dans les
¢levages aviaires, 1’énilconazole (azolé vétérinaire), n'a pas d'autorisation de mise sur le
marché pour l'emploi chez les oiseaux.

Les objectifs de notre projet consistaient dans un premier temps a développer un
modele d’aspergillose aigué chez le jeune dindonneau (Meleagris gallopavo) par
aérosolisation intratrachéale de conidies d’Aspergillus fumigatus. En paralléle, I’utilisation de
biomarqueurs comme 1I’ADN fongique (par qPCR) et I’antigéne galactomannane (par dosage
ELISA) comme indicateurs pour quantifier la masse fongique au niveau des organes atteints
ont ét¢ validés pour la premiére fois chez cette espece en comparaison avec la méthode semi-
quantitative de culture fongique (dénombrement des colonies fongiques = UFC). Le second
objectif a été¢ d’évaluer l'efficacit¢é de la molécule énilconazole a I’aide des parametres
généraux de suivi de I’infection (poids, morbidité, mortalité et lésions), ainsi que des
marqueurs utilisés pour quantifier la masse fongique (UFC, ADN fongique et antigene GM)

dans le mode¢le d’infection expérimentale mis au point.
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Chapitre 1 — Les filieres avicoles m

I. Les élevages aviaires

I. a. Domestication des oiseaux d’élevage

Le terme « domestication », dans la littérature scientifique comme technique, connait de
nombreuses acceptions mais est souvent défini comme « le processus par lequel une
population animale s’adapte a I’homme et a un environnement de captivité, par des
changements génétiques intervenant au cours des générations et des étapes de développement,
renouvelées a chaque génération » (Price, 1984). Dans la législation frangaise, les especes
domestiques sont définies comme ayant « fait 1'objet d'une pression de sélection continue et
constante, cette pression aboutissant a la formation d'un groupe d’animaux qui a acquis des
caracteres stables et génétiquement héritables » (Ministére de 1I’Environnement ; NP/94/6 du
28 octobre 1994). Contrairement a [D’apprivoisement qui concerne un individu, la
domestication est un processus dynamique qui s’exerce sur une espéce, sur plusieurs
générations d’individus par le biais d’une sélection consciente ou inconsciente. La
reproduction, les soins spécifiques et I’alimentation sont alors plus ou moins contrdlés par
I’homme (Hale, 1969).

Finalement trés peu d’especes ont été domestiquées au cours de I’histoire. Concernant
les oiseaux seulement dix especes sur environ dix-mille I’ont été. Les plus anciennes preuves
archéologiques connues a ce jour de la domestication du genre Gallus remontent a 8 000 ans
en Chine. La domestication de la dinde (Meleagris gallopavo) est en revanche plus récente,
puisqu’elle remonte au Moyen-Age et a probablement eu lieu au Mexique. Une dizaine
d’especes ont ¢t¢ domestiquées sur une période de temps trés étendue et sur plusieurs
continents avec des contributions variables : importance de I’Asie avec la domestication
notamment du poulet, de 'oie, de la caille et du canard, et de 1’Amérique avec la
domestication notamment de la dinde (figure 1) (Mignon-Grasteau et al., 2005). Elle était
¢galement utilisée comme volaille domestique par les communautés Amérindiennes dans ce
qui est maintenant le sud-ouest des Etats-Unis d’Amérique. Les dindons ont été introduits en
Europe dés le XVI™ siécle, suite a la colonisation européenne de 1’Amérique centrale. Des
¢levages existent maintenant dans le monde entier. La tradition veut que le premier dindon

mang¢ en France fiit servi aux noces de Charles IX en 1570.
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Figure 1. Chronologie de la domestication et localisation géographique des différents
foyers de domestication des principales especes d’oiseaux d’élevage
(adapté de Mignon-Grasteau et al., 2005)

I. b. Organisation des élevages aviaires (Thierry et al. 2010)

S’¢loignant du modele millénaire des basse-cours traditionnelles, la production moderne de
volailles a connu au cours du XX siécle un essor considérable consécutif & des progrés
techniques concernant de nombreux domaines (alimentation, génétique, reproduction,
logement, état sanitaire) et une rationalisation des modalités d’élevages concomitante de
I’organisation en filieres. Une filiere est un « systtme complexe, encadrant I’ensemble des
acteurs impliqués dans la formation d’un produit final, destiné¢ au consommateur. Elle s’étend
de I’amont de la production jusqu’aux marchés de consommation finale » (Jez, 2009). Les
filieres « volailles » englobent de I’amont vers 1’aval les fournisseurs d’intrants (aliments,
litiere, batiments, équipements..), les prestataires de service (conseillers techniques,
vétérinaires..), les entreprises de sélection et de multiplication, les ¢levages de production, et
en fonction des produits finis (ceufs versus chair) des abattoirs, des ateliers de découpe et de
transformation (produits ¢laborés), des casseries et enfin le secteur de la distribution (figure

2) (Jez, 2009).
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Figure 2. Organisation de la production de volailles de chair

Au sein de ces filieres on peut distinguer deux grandes parties

(adapté d’ENITA, 2002)

I’¢levage

(reproduction) et la production (produits terminaux). L’organisation des filicres avicoles est

dite pyramidale avec une séparation entre des étages de sélection, de multiplication et de

production, et une démultiplication des effectifs, associée a des croisements systématiques et

successifs (figure 3). Les schémas de sélection et de multiplication avicoles font intervenir

différents niveaux : les lignées, les grand-parentaux, les parentaux et les produits finaux

(figure 3).
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Figure 3. Organisation pyramidale des étapes de sélection et multiplication
(source : FACW, n°42, 2012)

Au sommet de la pyramide se trouvent les sélectionneurs qui possedent plusieurs
lignées pures et des grand-parentaux dont le produit du croisement est commercialisé sous le
terme de parentales. Ce sont eux qui génerent le progres génétique a partir de lignées
spécialisées en fonction du produit terminal recherché, par exemple, des volailles destinées a
la production de viande ou d’ceufs de consommation. Ils fournissent les populations
parentales aux multiplicateurs, ou accouveurs, qui vont étre en charge de la diffusion du
progres génétique et de la multiplication des animaux. Les multiplicateurs vont réaliser des
croisements pour obtenir les produits finaux et produire des ceufs a couver (OAC) qui vont
ensuite étre envoyés en couvoirs (ENITA, 2002). Ces OAC sont alors stockés dans les
couvoirs, puis mis en incubateurs pour une durée variable en fonction de 1’espece. Enfin, ils
sont transférés dans des éclosoirs. Les poussins d’un jour sont alors vaccinés (programme
dépendant de D’espeéce et de la demande des acheteurs), éventuellement sexés puis
conditionnés en carton avant d’étre livrés aux élevages de production, lesquels présentent des
typologies trés variées en fonction de I’espéce €levée, des produits terminaux (ceufs/chair) et
de I’adhésion éventuelle a un signe de qualité. Les volailles commerciales résultent donc de
croisements faisant intervenir initialement au sommet de la pyramide trois ou quatre lignées
différentes. La diffusion du progres génétique est ainsi démultipliée a chaque étage de la
pyramide. Les animaux issus de ces croisements présentent en général des performances
sensiblement meilleures que celles de la moyenne de leurs géniteurs. Ceci est di a 1’effet

d’hétérosis, appelé également « vigueur hybride » (figure 3).
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L’¢levage peut s’effectuer en batiments sur caillebotis ou litiere organique et €tre

associ¢ ou non a un parcours extérieur. En régle générale, les batiments sont remplis en une
fois par un lot de poussins agés d’un jour et également vidés le méme jour. Cette conduite en
bandes dite en « tout plein tout vide » permet d’avoir des lots d’animaux trés homogenes et
limite les risques sanitaires car les batiments sont systématiquement décontaminés
(désinsectisation/nettoyage/désinfection/vide sanitaire) entre deux bandes successives. Il
existe une forte segmentation de la production de volaille en fonction des signes de qualité
(certification de conformité des produits, labels, Appellation d’Origine Contrélée / Protégée,
agriculture biologique, marques, etc.) qui détermine, selon le cas, des conditions d’¢élevage
plus ou moins bien définies dans des cahiers des charges relatives aux types génétiques
utilisés, a 1’origine et a la nature des matiéres premicres alimentaires aux surfaces allouées
aux animaux, et a I’acces éventuel a des parcours extérieurs.

L’¢levage des volailles de chair comprend trois phases successives durant lesquelles
les paramétres zootechniques peuvent varier en fonction du stade physiologique
(alimentation, surface par animal, accés a des parcours extérieurs, parametres d’ambiance) :
une phase de démarrage, une phase de croissance et une phase de finition. La phase de
démarrage correspond a la période d’adaptation des poussins d’un jour qui représente le stade
le plus fragile. Elle nécessite une température ambiante €levée (chauffages en ambiance et
localis¢€), un éclairement contrdlé (photopériode importante) ainsi que des accés additionnels
et facilités a I’alimentation et a 1’eau pour stimuler une consommation précoce. Durant la
phase de croissance, la température ambiante et I’éclairement vont progressivement diminuer
et ’alimentation fournie sera modifiée (plus énergétique mais moins riche en protéines que
I’aliment de démarrage) afin de contribuer a la forte croissance des oiseaux. La troisieme et
derniere période avant I’abattage, est la phase de finition, qui correspond a 1’abaissement de la
température ambiante et de la teneur énergétique des aliments. Des variations interspécifiques
et intraspécifiques (selon le type génétique) des durées de chacune de ces phases existent

(figure 2) (Guérin, www.avicampus.fr).

I. c. Elevage de dindes

La dinde (Meleagris gallopavo) fait partie de I’ordre des Gallinacés et est le seul représentant
de la sous-famille des M¢éléagridinés. C’est une volaille assez grosse et imposante (entre 5 et
12 kg en moyenne en fonction des races et des lignées), avec de longues pattes et une large

poitrine. La téte est rouge, dépourvue de plumes et ornée d’excroissances de chair plus ou
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moins longues et pendantes, au-dessus et/ou au-dessous du bec (goitre). En principe, la qualité
de la viande ne differe pas entre les males et les femelles. Ils sont cependant éleveés
séparément et pendant des durées différentes. En général, les femelles sont abattues plus tot et
a un poids inférieur a celui des males. On compte plusieurs races de dindes domestiques, qui
se différencient selon leur poids et selon la couleur de leur plumage, comme le dindon noir de
Sologne, le dindon noir du Bourbonnais ou le bronzé¢ d’Amérique. Les dindes produites
majoritairement dans les ¢levages sont issues de lignées et de souches sélectionnées pour
répondre a la demande de marchés différenciés (souches lourdes ou médium, dindes fermieres
ou traditionnelles) (figure 4). En 2012, la filiere dinde en France comptait 11 couvoirs, 2 250
¢levages et permettait la production d’environ 415 000 tonnes d’équivalents carcasses (TEC)

(ITAVI, 2013) (figure 5).
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Figure 4. Différentes souches de dindes d’élevage (source : http://www.aviagenturkeys.com)
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Source : Aviagen turkeys (www.aviagenturkeys.com)

A et B = souche lourde ; C et D = souche médium

Les dindes atteignent leur maturité sexuelle a 28-29 semaines et sont mises a la
reproduction des la premiere année en élevage, contrairement aux dindes sauvages qui se
reproduisent a 1'age de deux ans et pondent une vingtaine d'ceufs. Dans les €élevages, les ceufs
sont mis a incuber en moyenne 28 jours. Comme pour toutes les volailles, 1’itinéraire
technique de 1’¢levage de dindes pour la production de chair passe par trois étapes successives
: démarrage, croissance et finition. La phase de démarrage dure 4 semaines. Les dindonneaux
d’un jour qui arrivent dans 1’¢levage sont placés sur une litiere de paille broyée et/ou de
copeaux de bois. Deux types de chauffage sont utilisés dans les élevages afin de toujours
maintenir une température adéquate pour les animaux : le chauffage d’ambiance et le
chauffage local par rayonnement. Le chauffage localisé crée des zones de chaleur progressive,
ce qui permet aux animaux de passer de l'une a l'autre et de trouver la zone optimale de

confort thermique. Lors de la phase de démarrage, la température ambiante est maintenue a

34°C et la température localisée a 38-40°C jusqu’a leur troisieme jour de vie. La température
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localisée est ensuite progressivement diminuée jusqu’a atteindre 33°C pour les dindonneaux

de 22 jours (tableau 1). Durant les premiers jours, I’hygrométrie doit étre inférieure a 60 %.
Une bonne ventilation est nécessaire pour le renouvellement de 1’air afin d’assurer un apport
régulier en dioxygene aux animaux, d’€éliminer les poussieres, les gaz nocifs produits au
niveau de la litiecre (ammoniac) ou les oiseaux (dioxyde de carbone), et enfin essayer de
réguler les conditions environnementales, c'est-a-dire la température ambiante et I’humidité
relative. Le dindonneau présente une carcasse maigre, riche en protéine et en eau. Les besoins
protéiques sont ainsi €levés. En revanche, ses besoins en énergie sont relativement plus
faibles que chez le poulet (Gallus gallus), en particulier dans le jeune age. La formulation de
I’aliment de démarrage du dindonneau doit tout particuliérement tenir compte de besoins
spécifiques en acides aminés et phosphore. Pendant les premiers jours, une photopériode
longue et une intensité lumineuse ¢élevée favorisent I’activité des oiseaux ainsi que la prise

d’aliments. L’intensité de la lumiére est diminuée a partir du 10™ jour.

Tableau 1. Températures et aliments nécessaires aux différentes phases de croissance des dindes en élevage

(source : Guérin, www.avicampus.fr)

Age Chauffage localisé Chauffage ambiance Alimentation
Sous radiant  Zone de vie
1-3 jours 38 28 34
Phase de 4-7 Jc?urs 37 27 32-33 ,’Allment de
dé 8-14 jours 36 25 31-32 démarrage en
emarrage 11571 jours 34 23 30-31 miette
22-28 jours 33 22 29-30
5 semaines 32 22 26-27 Aliment de
Phase de 6 semaines 28-30 20 25-26 croissance en
croissance |7-10 semaines 20-24 20-24 ranulé
8-10 semaines 17-19 17-19 &
Phase de A,I",n,ent de
finiti 11-abattage 17-18 17-18 finition en
inition granulé

La phase de croissance s’étale de la 5™ a la 10/12°™ semaine de vie environ. La

température localisée doit étre maintenue a 32°C la 5" semaine, puis étre diminuée
progressivement jusqu’a étre arrétée. A la fin de la phase de croissance, une température

ambiante de 19°C est suffisante (tableau 1). Les aliments de croissance plus riches en
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énergie, notamment en matieres grasses, permettent d’augmenter la vitesse de croissance. La
lumiére est progressivement augmentée a partir de la 9°™ semaine pour que la durée de jour
soit plus importante que la durée de nuit. L hygrométrie est stabilisée a 60-70 % durant toute
la phase de croissance et de finition.

La phase de finition débute a la 11°™ ou 13°™ semaine et se poursuit jusqu’a
I’abattage. Pendant cette phase, les animaux sont d’abord nourris avec des granulés puis avec
des aliments de finition et de retrait. Quelques heures avant I’abattage, les oiseaux sont mis a

jeun (Manuel commercial Nicholas, 2009 ; Guérin, www.avicampus.fr).
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LA FILIERE DINDE 2012
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Figure 5. La fili¢re dinde en France en 2012 (source : ITAVI, 2013)
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I1. La production de volaille mondiale et nationale

I1. a. Marché mondial

Selon les estimations de la FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations),
la production de volaille se situe au second rang avec 104,6 millions de tonnes (MT) en 2012,
derriere la viande de porc (112,5 MT), mais largement devant la viande bovine (67,6 MT)
(Itavi, 2013). La demande mondiale en viande de volaille est stimulée par les prix élevés des
viandes concurrentes.

Les principaux producteurs de volailles sont les Etats-Unis d’Amérique, la Chine, le
Brésil et I’Union Européenne (UE) (figure 6). Les Etats-Unis d’Amérique et le Brésil sont les
premiers exportateurs mondiaux de volailles, représentant respectivement 31 % et 32 % des
échanges internationaux en 2011. Cependant, en valeur, le Brésil est le leader incontesté avec
des exportations de viande de volailles s’¢élevant a 8,2 milliards USD en 2011, contre 4,9
milliards USD pour les Etats-Unis d’Amérique. L’Union Européenne arrive loin derriére avec
des exportations de viandes et préparations de volailles totalisant 2 milliards USD. La place
de I’Union Européenne dans le commerce international de volailles est en nette diminution

depuis 15 ans, passant de 20 % en volume en 1994 a4 10 % en 2011 (figure 6) (Itavi, 2012).

Chine 0%

ehi Autres
ine
_ 11%11%

Autres 20%
Thailande 5% USA 41%

USA 31%

Brésil 14% Brésil 32%

1994 2012

Figure 6. Evolution de la part des principaux acteurs dans les échanges mondiaux
(adapté de ITAVI, 2012 ; d’apres FAO, Commission européenne, UBABEF et USDA)
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I1. b. Marché européen

Les principaux producteurs de volailles en Europe sont la France, I’ Allemagne, la Grande-
Bretagne et I’Espagne. La production de poulets reste la plus importante et la plus dynamique,
tandis que la production de dindes a tendance a diminuer. Depuis un pic de production en
2000, la production de dindes s’est effondrée et a été divisée par deux en 10 ans. En 2012, la

France redevient le premier producteur européen de dindes, devant I’ Allemagne (figure 7).
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Figure 7. Evolution de la production de poulets et de dindes pour 9 pays de ’'UE
(adapté de ITAVI, 2012 ; d’apres SSP, statistiques nationales et Commission européenne)

I1. c¢. Marché francais

En 2009, la France compte plus de 21 000 ¢levages de plus de 500 volailles toutes espéces
confondues. La partie abattage de la filiere comprend a elle seule prés de 190 entreprises de
plus de 20 salariés et emploie prés de 30 000 salariés (Fédération des Industries Avicoles,
www.fia.fr). En France, trois especes dominent la production de volailles de chair : le poulet
(Gallus gallus), la dinde (Meleagris gallopavo) et le canard (filicre représentée par deux

especes Anas platyrhynchos, Cairina moschata et leurs hybrides) (figure 8).
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Figure 8. Production totale de volailles en France en 2012 (d’apres ITAVI, 2012)

L’aviculture en France représente 12 % de la production brute standard de
I’agriculture nationale. Les 2/3 de cette production sont géographiquement concentrés dans 4
régions : Bretagne (33 %), Pays de Loire (21 %), Rhone-Alpes (6 %) et Aquitaine (7 %)
(figure 9). Cette concentration géographique s’accompagne d’une concentration structurelle

avec le développement d’¢élevages hébergeant des effectifs de plus en plus importants.

Figure 9. Répartition géographique de la production de volailles en France (source : ITAVI)

En 2013, la consommation de volailles par habitant s’¢leve a 26,1 kg/an pour
I’ensemble des volailles dont 16,2 kg pour le poulet, 5,2 kg pour la dinde et 2,9 kg pour le

canard. La dinde est donc la volaille la plus consommée aprés le poulet en France, et la 4°™
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viande la plus consommée au total. La consommation de volailles est en hausse modeste de

1,6 % en 2013 avec une progression pour la dinde d’une part et plus encore pour le poulet qui
enregistre une hausse de 3,2 % essentiellement due aux importations (42 % des poulets
consommés en France sont importés). La consommation de canard est en repli de 8,1 %.

Cette bonne tenue de la consommation du poulet a été confirmée par I’analyse du
Panel KANTAR. En 2012, les achats de viandes fraiches par les ménages se sont Iégérement
repliés en volume, notamment pour le beeuf (- 4 %) et le porc (- 0,2 %) dus a la hausse des
prix. De méme pour la volaille, qui enregistre une hausse des prix de 2,4 %, et un repli des
achats de 0,5 %. En dépit d’une augmentation des prix de 2,0 %, les achats de poulets ont
progressé de 2 %. Les achats de dinde sont en régression, tout comme les achats de canard et

de pintade (Itavi, 2013).

En dépit du fort déclin de la production dinde dans le monde et en France, ainsi que du
repli des exportations, la dinde demeure néanmoins la 2°™ volaille frangaise.
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Chapitre 2 - Particularités anatomophysiologiques des oiseaux m

Les oiseaux sont des vertébrés tétrapodes dont le corps est recouvert de plumes et qui pondent
des ceufs. Pres de 10 000 espéces d’oiseaux ont été décrites a ce jour, tres différentes tant par
leur écologie que par leur biologie. La classe des Oiseaux compte 27 ordres, dont le plus
important est 1’ordre des Passériformes (5 712 especes) et le plus restreint celui des
Struthioniformes (une seule espece : I’autruche Struthio camelus) (King et McLelland, 1984 ;

Livezey et Zusi, 2007).
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Figure 10. Squelette d’un poulet (Gallus gallus) (adapté de McCracken et al., 1999)

En bleu sont indiquées les structures du sternum et des cotes
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I. Anatomie de ’appareil respiratoire

Le systeme respiratoire des oiseaux est radicalement différent de celui des mammiféres. En
effet en plus des poumons, les oiseaux possedent des sacs aériens, qui n’ont pas de fonction
directe dans les échanges gazeux stricto sensu, mais qui permettent la circulation de 1’air dans
le tractus respiratoire en maintenant un flux unidirectionnel et constant dans les poumons. De
plus, le flux respiratoire est engendré non pas par la contraction du diaphragme dont les
oiseaux sont dépourvus mais par les mouvements du sternum principalement (figure 10). En
outre, le systeéme tubulaire des parabronches, a la différence du systéme alvéolaire des
mammiferes, génere une surface d’échange plus importante de 20 % a poids vif équivalent a
celle observée chez les mammifeéres de taille comparable (O’Malley, 2005). Toutes ces
différences anatomiques et physiologiques assurent un important rendement des échanges
gazeux. Ceux-ci sont ainsi dix fois plus élevés chez les oiseaux que chez les mammiféres, ce
qui explique que les oiseaux sont parfaitement adaptés a fournir un effort intense et soutenu

associ¢ au vol (Tell, 2005).

I. a. Cavité nasale — larynx

Les cavités nasales sont en communication permanente avec la cavité buccale par la fente
choanale. Chez les oiseaux, il existe un larynx supérieur et un larynx inférieur (un organe
spécifique des oiseaux, la syrinx). Le larynx est I'homologue de celui des mammiferes, mais il
est rudimentaire et incapable de produire des sons. L’ouverture du larynx est située au niveau
de la proéminence caudale de la langue. L’absence d’épiglotte permet de visualiser facilement

la glotte a I’ouverture du bec (Frandson et al., 2009).

I. b. Trachée — syrinx

La trachée est cylindrique et les cartilages trachéaux forment des anneaux complets
contrairement a ceux des mammiferes (anneaux en forme de ‘C’). Ils s’ossifient vers 1’age
d’un an chez la plupart des oiseaux et leur nombre dépend de la longueur du cou (entre 100 et
130 chez les volailles). La trachée se divise en deux bronches principales dans la cavité
thoracique, pres de la base du cceur (figure 11). Situé au point de jonction de la trachée avec
les bronches, se localise la syrinx. C’est 1'organe de la voix chez tous les oiseaux. L'extrémité

inférieure de la trachée est quelquefois dilatée, en forme de bulle osseuse (tambour)
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constituant un appareil résonateur chez certaines especes comme le canard male (Anas

platyrhynchos) ou les cygnes (Cygnus spp.) (Frandson et al., 2009).

I. c. Poumons

Les poumons des oiseaux sont non lobés, petits, rigides et peu extensibles. Leur taille varie
peu au cours de l'inspiration et de l'expiration. Ils sont littéralement plaqués sur la partie
dorsale de la paroi thoracique dans l’intervalle des cotes lesquelles impriment des sillons
profonds sur leur bord postérieur (figure 11a). Chaque poumon regoit une bronche
pulmonaire primaire (ou mésobronche) qui le traverse jusqu’a son bord caudal et s’abouche
dans le sac aérien abdominal. Les bronches primaires intrapulmonaires se subdivisent en
quatre groupes de bronches secondaires (médioventrales, médiodorsales, latéroventrales et
latérodorsales) qui vont relier entre elles les petites bronches appelées parabronches
pulmonaires (figures 11b et 12). Leur longueur varie de 1 a 4 cm, leur diamétre de 1 a 2 mm.
La paroi des parabronches est percée d'innombrables orifices qui conduisent a des chambres
d'un diameétre de 0,1 mm. Ces chambres sont unies par un réseau de "capillaires aériens" de 3
a 20 um, entrelacés avec un réseau tres dense de capillaires sanguins, 1’ensemble constituant
la surface d’échanges gazeux (Evans, 1966 ; King et Molony, 1971 ; Scheid et Piiper, 1972 ;
Maina, 2005). L’air présent dans les capillaires aériens et le sang, dans les capillaires

sanguins, circulent dans des sens opposés. Cette circulation a contre courant, qu’on retrouve

aussi dans les branchies des poissons, améliore sensiblement I’extraction du dioxygene (Piiper

et Scheid, 1992).

Trachée

s N of
i \ Bronches
extrapulmonaires
primaires

Figure 11 : Vue dorsale des poumons d’une autruche (A) (adapté de Maina et Nathaniel,
2001) et coupe longitudinale d’une bronche primaire observée en microscopie ¢électronique
a balayage (B) (Kothlow et Kaspers, 2008)

S = sillons costaux. Les ouvertures sur les bronches secondaires médioventrales (*) et médiodorsales (*) sont
représentées
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Il existe de grandes variations entre les espeéces d’oiseaux dans la structure des
poumons et plus spécifiquement dans la structure des parabronches. Chez la plupart des
especes, on retrouve deux jeux de parabronches : les parabronches paléopulmonaires et les
bronches néopulmonaires. Cependant la région néopulmonaire est absente chez certains
oiseaux (e.g. les Sphénisciformes) et peu développée chez d’autres (e.g. les cigognes (Ciconia
spp.) et les Anatidés). Chez les Passériformes, les Colombiformes et les Galliformes, la région
néopulmonaire est en revanche trés développée (Maina, 2008 ; Frandson et al., 2009) et
représente 15 a 20 % de la surface d’échanges gazeux des poumons (Fedde, 1998). Le flux
circulatoire dans les parabronches paléopulmonaires est unidirectionnel, alors qu’il est
bidirectionnel dans les parabronches néopulmonaires qui sont reliées aux sacs aériens

caudaux (figure 12) (Scheid et Piiper, 1989 ; Powell, 2014).
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Figure 12 : Anatomie de I’appareil respiratoire des oiseaux (adapté de Fedde, 1998)
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I. d. Sacs aériens

Les sacs aériens jouent un réle majeur lors de la respiration, agissant a la mani¢re d’un
soufflet pour ventiler les poumons (Powell, 2000). Ils sont a 1’origine d’un courant d’air
continu a travers les capillaires aériens en phase inspiratoire comme en phase expiratoire. Ils
jouent également un réle dans la régulation de la température corporelle, proteégent et isolent
les organes abdominaux.

Les sacs aériens sont de fins sacs extensibles, transparents et remplis d’air, constitués
d’un ¢épithélium squameux (Frandson ef al, 2009). Leur paroi est trés mince, constituée
principalement de fibres ¢lastiques. Elle n’est que faiblement vascularisée et ne participe pas
aux ¢changes gazeux (Fedde, 1998). Les sacs aériens représentent 80 % du volume
respiratoire total et occupent un espace non négligeable dans la cavit¢é abdominale
(Lasiewsky, 1972 ; Maina et Africa, 2000). Chaque sac est connecté aux bronches
pulmonaires secondaires par un ostium, qui se situe le long du bord latéroventral des
poumons. Ils sont attachés a divers endroits aux organes contigus et certains ont des
diverticules qui s’étendent jusqu’aux cavités médullaires de certains os. En effet,
contrairement a ceux des mammiferes qui sont remplis de moelle, chez les oiseaux certains os
sont creux. Ce sont principalement les os proximaux (humérus et fémur) et les vertebres, qui
sont occupés par le prolongement des sacs aériens et nommés en conséquence « OS
pneumatisés » (Cubo et Casinos, 2000 ; Dyce et al., 2002) (figure 13).
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Figure 13. Pneumatisation de I’humérus (A) et de la colonne vertébrale (B) chez le poulet
(adapté de Wedel, 2009)

Les vertébres pneumatisées sont en bleues. La colonne vertébrale est pneumatisée par des diverticules des sacs
aériens cervicaux, des poumons et des sacs aériens abdominaux.
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Le développement des sacs aériens a I’intérieur du squelette se déroule généralement
apres 1’éclosion (Hogg, 1984), et varie beaucoup au sein du méme ordre, entre les différents
taxons d’oiseaux (O’Connor, 2004). La plupart des oiseaux domestiques possédent 8 sacs
aériens qui peuvent étre divisés en sacs antérieurs (1 interclaviculaire, 1 cervical, et 2
thoraciques craniaux) et sacs postérieurs (2 thoraciques caudaux et 2 abdominaux) (figure
12). Chez certaines especes, comme le poulet et le canard, le sac cervical est dédoublé, ce qui

conduit a un total de 9 sacs aériens (Scheid et Piiper, 1989).

I1. Ventilation et échanges gazeux

A la différence des mammiferes, les poumons des oiseaux ne sont pas contenus dans une cage
thoracique fermée par un diaphragme. Les échanges gazeux se font au niveau des poumons,
mais les mouvements d’air au travers de ceux-ci sont dus a des différences de pression a
différents niveaux de I’appareil respiratoire (Scheid et Piiper, 1972 ; McLelland et Molony,
1983 ; Brackenbury, 1987). Les mouvements d’air dans le tractus respiratoire (inspiration et
expiration) nécessitent la contraction de muscles squelettiques. Comme les mammiferes, on
peut distinguer chez les oiseaux des muscles inspiratoires ou expiratoires. La contraction des
premiers entraine un mouvement cranial et ventral du sternum (vers le bas et I’avant) ainsi
qu’un mouvement cranial (vers ’avant) des cotes et de la cage thoracique. Ces mouvements
permettent 1’¢largissement de la cavité thoraco-abdominale ou sont localisés les sacs aériens
(figure 14). 11 conduit a une diminution de la pression atmosphérique au niveau des sacs
aériens antérieurs et postérieurs générant un gradient de pression a 1’origine d’un mouvement
d’air de I’extérieur vers les sacs aériens via la trachée et les voies respiratoires supérieures.
L’air rentre alors par les narines, traverse successivement les cavités nasales, puis les choanes
et la fente palatine avant de se diriger vers la glotte. Il emprunte ensuite la trachée puis les
deux bronches primaires au niveau de la syrinx. La majorit¢ de ’air inspiré passe ensuite
directement dans les sacs aériens postérieurs (thoraciques caudaux et abdominaux). En
parallele, D’air que contenaient les poumons gagne les sacs aériens antérieurs
(interclaviculaire, cervical et thoraciques craniaux). La contraction des muscles expiratoires
entraine un mouvement du sternum et des cotes dans la direction opposée réduisant ainsi la
taille de la cavité thoraco-abdominale, ce qui accroit la pression dans les sacs aériens (figure

14). L’air est donc chassé des sacs postérieurs vers les poumons, puis il passe par les sacs
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antérieurs et est évacué par la bronche secondaire médioventrale puis par la bronche primaire
et enfin par la trachée (Scheid et Piiper, 1989 ; Maina et Africa, 2000 ; Frandson et al., 2009).
Il faut ainsi deux cycles respiratoires complets pour renouveler la totalité de ’air présent dans
I’appareil respiratoire. Les flux d’air se dirigent vers les sacs aériens antérieurs et postérieurs
durant I’inspiration et au dehors des sacs aériens pendant I’expiration. Cependant les flux
d’air traversent également les poumons de la partie caudale a la partie craniale via les
parabronches (figure 15). La production d’un flux d’air unidirectionnel au niveau des
poumons lors de I’inspiration et de 1’expiration est une caractéristique unique et propre aux
oiseaux qui conditionne en grande partie I’efficacité des échanges gazeux. Ce flux d’air
unidirectionnel approvisionne en permanence les poumons avec un air riche en dioxygeéne
puisqu’il n’y a pas de mélange avec I’air vicié, ce qui optimise encore les échanges gazeux

(McLelland et Molony, 1983) (figure 15).

Vertébre thoracique

Cote
vertébrale

Cote sternale
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Bréchet

Figure 14. Schéma du ceelome d’un oiseau en coupe durant I’inspiration (1) et I’expiration
(2) (adapté de Klein et Owerkowicz, 2006)

Les pointillés représentent la séparation entre la cavité subpulmonaire, ou sont situés la plupart des sacs
aériens, et la cavité abdominale. Le volume de la cavité pleurale (orange) change trés peu durant les
mouvements respiratoires, mais le volume de la cavité subpulmonaire est fortement agrandi durant
I’inspiration.
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Figure 15. Circulation de I’air dans I’appareil respiratoire des oiseaux pendant I’inspiration
(a) et pendant I’expiration (b) (adapté de Reese et al., 2006)

1 = Sac aérien interclaviculaire, 2 = Sac aérien cervical, 3 = Sacs aériens thoraciques cranial et caudal, 4 = Sac
aérien abdominal. Fléches en rouge pour 1’air riche en O, et en bleu pour 1’air riche en CO,.

Les échanges gazeux se font au niveau des parabronches, qui représentent 1’unité
fonctionnelle des échanges gazeux dans les poumons des oiseaux. Les parabronches sont
organisées en séries paralleles, séparées les unes des autres par un tissu conjonctif qui contient
de nombreux vaisseaux sanguins et des follicules lymphoides (Davison et al., 2008). L’air
inhalé circule dans la lumicre des parabronches puis passe dans le parenchyme via
successivement les atria, les infundibula et les réseaux de capillaires aériens (figure 16). Ces
derniers sont entourés de capillaires sanguins qui vont permettre les échanges gazeux. La
barriere de diffusion entre les capillaires aériens et sanguins est constituée principalement
d’un endothélium, d’une lame basale, et d’un fin épithélium squameux. Cette barriere est 60
% plus fine chez les oiseaux que chez les mammiferes (Maina, 2000 ; Maina, 2002). Ceci
assure une grande efficacité dans le systéme d’échanges gazeux, mais prédispose également

les oiseaux aux lésions pulmonaires dues notamment aux agents pathogénes (Maina, 2002).
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Figure 16. Coupe d’une parabronche (d’apres Davison et al., 2008)

Le flux d’air (représenté par une fléche) passe de ’atrium (*) a ’infundibulum () jusqu’a la zone d’échange
de gaz (marquage immunohistologique avec un anticorps monoclonal anti-CD4).
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III. Mécanismes de défenses

Le systéme respiratoire supérieur des oiseaux présente des mécanismes protecteurs vis-a-vis
de D’inhalation des particules étrangeres sensu lato. La premiére barriére physique est
constituée par I’épithélium lui-méme qui peut sécréter une couche de mucus recouvrant les
cellules épithéliales ciliées de la muqueuse nasale, qui contient des structures lymphoides
organisées appelées NALT (Nasal-Associated Lymphoid Tissue) (Bang et Bang, 1968 ;
Ohshima et Hiramatsu, 2000). Les particules inhalées de gros diamétre (> 4 um) s’y trouvent
piégees et sont ainsi redirigées vers le pharynx a la vitesse de 10 mm/min. Elles sont ensuite
dégluties et éliminées dans les fientes (Hayter et Besch, 1974).

La trachée est également recouverte de cellules épithéliales ciliées qui contiennent des
cellules caliciformes productrices de mucus (Duncker, 1974). Les cils vibratiles semblent
acheminer la couche de mucus en direction de la cavité orale. Aucun tissu lymphoide n’a été
décrit au niveau de la trachée des oiseaux, cependant Gaunson et al. (2000 ; 2006) ont montré
que la muqueuse trachéale réagissait fortement aux infections par une infiltration massive de
lymphocytes suivi d’une prolifération lymphocytaire. Les bronches primaires et la partie
proximale des bronches secondaires sont pourvues de cellules ciliées (McLelland et
MacFarlane, 1986), alors qu’elles sont plus rares au niveau des sacs aériens (Crespo et al.,
1998). Ainsi, les particules de petites tailles transportées au-dela des muqueuses ciliées
doivent étre €liminées par un mécanisme de défense cellulaire.

Les défenses immunitaires du systéme respiratoire aviaire comprennent trois
principales composantes : les tissus lymphoides associés aux bronches, le systeme
immunitaire interstitiel et le systéme phagocytaire.

Les poumons des oiseaux présentent des structures lymphoides hautement organisées
d’une part et des cellules lymphoides distribuées de fagon diffuse d’autre part (Bienenstock et
al., 1973). Ces tissus lymphoides sont appelés BALT (Bronchus-Associated Lymphoid
Tissues) et font partie du groupe des MALT (Mucosa-Associated Lymphoid Tissues). Une des
conséquences du flux respiratoire des oiseaux est que les particules étrangeres inhalées se
déposent en premier dans la région caudale des poumons (Dotterweich, 1930). Cette
observation pourrait expliquer 1’absence de BALT dans la partie craniale des poumons et sa
présence aux jonctions des bronches primaires et des bronches secondaires caudales chez
certaines especes comme le poulet (Fagerland et Arp, 1993b ; Kaiser, 2010). Les BALT sont
également retrouvés au niveau des orifices des sacs aériens (Myers et Arp, 1987). Bien qu’ils

soient compleétement absents au niveau des jonctions entre les bronches primaires et les
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bronches secondaires craniales chez le poulet (Fagerland et Arp, 1993b), ils sont
régulierement retrouvés dans la partie craniale des bronches primaires des dindes (Fagerland
et Arp, 1990).

Le développement des BALT est influencé par I’age et par le niveau de stimulation
exercé par I’environnement dans lequel sont ¢élevés les oiseaux (Jeurissen et al., 1994). A
I’éclosion, pratiquement aucun lymphocyte n’est retrouvé dans les bronches (Fagerland et
Arp, 1990 ; 1993a-b). Seuls des lymphocytes T sont déja présents dans des endroits
prédéterminés chez les poussins et les dindonneaux de quelques jours, alors que les cellules B
ne sont pas détectées avant la deuxiéme semaine. Les structures BALT organisées
n’apparaissent qu’a partir de la troisiéme ou quatrieme semaine de vie suivant I’éclosion
(Fagerland et Arp, 1990 ; 1993a). Durant les semaines suivantes, un nombre croissant de
leucocytes CD45+ s’accumulent et se développent dans les structures organisées au niveau
des bronches, avec les lymphocytes T disposés au centre et les cellules B en périphérie
(Fagerland et Arp, 1993b; Jeurissen et al., 1994). Dans les 3 a 4 semaines suivantes, les
nodules lymphoides se développent et des plasmocytes produisant des IgA, IgG et [gM sont
aussi détectés a ’instar des lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Fagerland et Arp, 1993a). Chez
les oiseaux plus ages, la structure est modifiée, puisque ce sont les cellules B qui sont situées
au centre des nodules lymphoides et recouverts par les lymphocytes T CD4+. Les BALT
matures, qui apparaissent vers la sixieme semaine de vie, sont recouverts par une couche
distincte de cellules épithéliales dans laquelle se trouve un grand nombre de lymphocytes
(Bienenstock et Befus, 1984 ; Fagerland et Arp, 1993a), et qui est constituée de cellules
ciliées et non-ciliées, mais dépourvue de cellules caliciformes. Ces agrégats lymphoides sont
similaires aux plaques de Peyer et aux tissus lymphoides associés au tractus digestif.

En complément des structures BALT, des infiltrations diffuses de leucocytes dans le
tissu interstitiel des poumons ont été décrites, constituant le systéme immunitaire interstitiel.
Jeurissen et al. (1989) ont pu identifier des leucocytes localisés dans les tissus entourant les
parabronches de poussins de 5 jours. Ces cellules sont principalement des monocytes,
macrophages et lymphocytes.

La derniére composante du systéme immunitaire est le systeme phagocytaire des
poumons et des sacs aériens des oiseaux. Dans les poumons des mammiferes, les
macrophages sont non seulement retrouvés dans les tissus, mais également au niveau de
I’épithélium bordant les alvéoles. Ils constituent la premiere ligne de défense de la surface
d’échanges gazeux (Brain, 1985 ; Bowden, 1987) et vont jouer un rdle important lors

d’infection au niveau immunitaire (Davison ef al., 2008). Peu de données sont disponibles
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quant a I’existence de cellules équivalentes chez les oiseaux. Dans la littérature, ces cellules
sont identifiées comme « macrophages » ou « phagocytes respiratoires aviaires » (ARP, Avian
Respiratory Phagocytes) ou encore comme « macrophages respiratoires aviaires libres »
(FARM, Free Avian Respiratory Macrophages). Les macrophages sont absents de la surface
des capillaires aériens mais sont présents au niveau de 1’épithélium bordant les atria et les
infundibula (Maina et Cowley, 1998 ; Maina, 2002). Les macrophages sont abondants dans le
tissu conjonctif sous cet épithélium (Klika ef al., 1996 ; Maina et Cowley, 1998), ainsi que
dans le septum interatrial (Reese et al., 2006). Ceci indique que les cellules phagocytaires sont
localisées au début de la zone stratégique d’échanges gazeux ce qui leur permet d’éliminer les
particules inhalées avant qu’elles ne parviennent a traverser la barricre trés fine et vulnérable
des capillaires aériens. Les leucocytes sont présents a la surface des sacs aériens. Les
hétérophiles composent la majorité de ces cellules, suivis par les macrophages, alors que les
lymphocytes sont relativement rares (Crespo et al., 1998). Comme dans le parenchyme
pulmonaire, des phagocytes mononucléés peuvent étre détectés dans le tissu conjonctif des
sacs aériens (Klika et al, 1996). En condition inflammatoire, les hétérophiles et les
macrophages vont rapidement migrer au niveau de la surface respiratoire. Une variété de
stimuli a déja été utilisée pour caractériser ce processus. Ainsi I’inoculation intratrachéale de
bactéries chez des poulets entraine D’afflux de macrophages et augmente 1’activité
phagocytaire (Toth ef al., 1988a, b).

Plusieurs systémes de prise en charge des particules étrangéres sont ainsi mis en place
au niveau de I’appareil respiratoire. Cependant, en dépit de ces différentes lignes de défense et
du fait de la configuration anatomique de leur appareil respiratoire supérieur, les oiseaux
semblent inhaler plus de particules en suspension dans I’air environnant que les mammiferes.
En effet, le systéme respiratoire des oiseaux permet une ventilation continue des poumons,
avec comme conséquence une inhalation importante de particules étrangéres. Or dans
I’environnement des élevages avicoles, a cause en particulier du confinement des oiseaux, la
poussiere et les agents pathogeénes sont omniprésents et peuvent engendrer un stress plus ou
moins continu au niveau du systéme respiratoire (Villegas, 1998). Cela induit une grande

sensibilité aux agents pathogenes a tropisme respiratoire.
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I. Le genre Aspergillus

I. a. Ecologie et taxinomie

Le genre Aspergillus a été pour la premicre fois décrit en 1729 par Pier Antonio Micheli, un
prétre et biologiste italien. Micheli, observant les moisissures au microscope, leur trouve une
ressemblance avec le goupillon (du verbe latin aspergere qui signifie « se disperser ») utilisé
dans les églises pour asperger d'eau bénite objets ou personnes participant a une cérémonie
religieuse.

La premicre espece décrite fut Aspergillus glaucus, nommée par Link en 1809. Par la
suite, de nombreuses espéces ont été décrites, notamment 4. fumigatus, pour la premiere fois
en 1863 par le docteur Georg W. Fresenius. Des cas d’infections humaines a Aspergillus au
cours des années suivantes ont été recensés, la plupart dues a A. fumigatus. En 1926, Thom et
Church ont publié¢ le premier ouvrage sur le genre Aspergillus. En 1965, Raper et Fennell
publient un autre ouvrage, « The Genus Aspergillus », qui restera la référence pendant plus de

40 ans.

Les champignons sont des organismes eucaryotes a structure syncytiale, dépourvus de
chloroplastes, possédant de la chitine dans la paroi cellulaire et de 1’ergostérol dans la
membrane plasmique. Le genre Aspergillus a longtemps été classé dans le phylum des
Deuteromycota, dans lequel sont regroupés les champignons qui n’ont pas de cycle de
reproduction sexuée (Taylor et al., 1999). Cependant, aujourd’hui, les analyses moléculaires
et la découverte d’une forme sexuée chez plusieurs espéces ont permis de classer les
Aspergillus dans le phylum des Ascomycota, qui regroupe des champignons a mycélium
cloisonné présentant une reproduction sexuée avec formation d’asques contenant des
ascospores (Hibbett et al., 2007). Au sein des Ascomycota, les champignons du genre
Aspergillus sont inclus dans le sous-embranchement des Pezizomycotina, la classe des
Eurotiomycetes, la sous-classe des FEurotiomycetidae, et 1’ordre des FEurotiales, qui est
caractéris¢ par des asques contenus dans des ascocarpes de type cléistothéce ou plus rarement
gymnothece, et par une multiplication asexuée par phialides produisant des phialoconidies
(Hibbett et al., 2007 ; Bennett, 2010).

Plus de 250 espéces appartenant au genre Aspergillus ont ét¢ décrites et sont classées

en 8 sous-genres dont les plus importants sont Aspergillus, Circumdati, Candidi, Fumigati et
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Nidulantes. Chaque sous-genre est lui-méme subdivisé en sous-groupes appelés « sections ».
Les sections regroupent toutes les especes qui sont semblables morphologiquement mais
génétiquement distinctes. En effet, les critéres d’identification utilisés pour identifier les
especes €taient jusqu’alors seulement morphologiques, mais 1’utilisation récente d’outils de
caractérisation moléculaire a permis de montrer que certains regroupements d’especes (basés
sur I’aspect phénotypique) n’avaient plus de fondement (Balajee et al., 2006). Les principales
sections sont réparties dans le sous-genre Circumdati (sections Flavi, Nigri, Circumdati), dans
le sous-genre Candidi (section Candidi), dans le sous-genre Fumigati (sections Fumigati et
Clavati) et dans le sous-genre Nidulantes (sections Nidulantes, Usti et Versicolores) (Peterson

et al.,2008).

La section Fumigati regroupe 33 especes, dont 10 espéces anamorphes (pas de stade
de reproduction sexuée connu) du genre Aspergillus et 23 especes téléomorphes du genre
Neosartorya (stade de reproduction sexuée connu). L’identification des especes membres de
la section Fumigati est basée sur la morphologie de la colonie et des structures conidiogenes,
conidies, ascospores et ascocarpes. Cependant les caractéristiques morphologiques ne sont pas
toujours suffisantes pour distinguer deux especes. L’espece principale appartenant au sous-
genre et a la section Fumigati est Aspergillus fumigatus. Cependant il existe 4 autres
especes tres proches : A. fumigatiaffinis, A. novofumigatus, A. viridinutans et A. lentulus. Ces
espéces doivent étre identifiées par des méthodes de biologie moléculaire. Aspergillus
lentulus a notamment ¢été identifié grace a I’analyse de séquences partielles des geénes de la B3-

tubuline et de la calmoduline (Balajee et al., 2005).
I. b. Caracteres morphologiques et reproduction

Les Aspergillus sont des champignons filamenteux, majoritairement haploide, isolés
communément a partir du sol, des débris végétaux ou de 1’air. Ce sont des saprobiontes de
I’environnement qui participent a la dégradation de la matiére organique (Prescott et al.,

1993).
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Phialides

Vésicules

filaments conidiophores

Figure 17. Morphologie des tétes aspergillaires unisériées (a) et bisériées (b)

(adapté de Ellis et al. 2007)

Le genre Aspergillus est caractéris€ morphologiquement par la présence de filaments
conidiophores renflés a leur sommet par une vésicule partiellement couverte de phialides
fixées ou non a des métules, et qui produisent des phialoconidies, le tout formant une entité
spécifique appelée « téte aspergillaire » (figure 17) (Chermette et Bussiéras, 1993).

Dans I’environnement, la plupart des Aspergillus se multiplient presque exclusivement
sur un mode asexué. Cependant, environ 70 especes ont également un cycle de reproduction
sexuée (Geiser et al., 1996 ; Kwon-Chung et Sugui, 2009) (figure 18). Tous les Aspergillus
produisent des conidies, qui sont des spores asexuées via un cycle de développement qui est
divisé en deux étapes : croissance végétative et reproduction asexuée. La phase de croissance
végétative commence par la germination d’une conidie puis est suivie de la formation du
mycélium composé d’hyphes. Lorsque les conditions sont propices, certaines hyphes cessent
leur croissance pour initier un développement asexué, qui consiste en la formation de tétes
aspergillaires puis en la production de conidies (figure 18) (Ni et Yu, 2007).

Environ un tiers des especes connues d’Aspergillus, y compris A. fumigatus et A.
nidulans, peut se reproduire de fagon sexuée. Le développement sexu¢ débute par la
formation d’un cléistotheéce, dans lequel se forme un ascogone a deux noyaux résultant de la
fusion de deux hyphes. Les noyaux des dicaryons vont fusionner puis une méiose suivie d’une

mitose va permettre la formation de 8 ascospores contenues dans un asque. Chaque ascospore
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donnera un nouveau mycélium haploide. Un cléistothéce peut contenir plusieurs milliers
d’ascospores (figure 18) (Sohn et Yoon, 2002). La plupart des especes téléomorphes ont une
reproduction sexuée qui se fait a partir d’'un méme mycélium (reproduction sexuée
homothallique), mais elles sont également capables de se reproduire a partir de deux hyphes
différentes (reproduction sexuée hétérothallique). Récemment, un cycle sexuel hétérothallique
a pu étre observé chez certaines especes d’Aspergillus (dont A. fumigatus) connues jusque-la
comme seulement asexuées. Comparée au développement asexué, la reproduction sexuée
confére de nombreux avantages, comme la création de nouveaux génotypes pouvant s’avérer
plus adaptés a un environnement potentiellement variable, 1’élimination des mutations

délétéres du génome et le développement d’organes de fructification résistants aux conditions

difficiles (Lee et al., 2010).

Cléistothéce 0o

Conidie °o

Reproduction asexué
Conidiophore

Fusion

"o o °

Ascospore des hyphes B s
(2N-1, 2N-2, ...)
Reproduction parasexué
R e X Perte de
SIRIRoIPNe chromosomes
Hétérodicaryon (N)
Fusion e ; ’9__° S
des noyaux Hyphe diploide (2N)

Figure 18. Cycle de vie du champignon Aspergillus nidulans (adapté de Lee et al., 2010)

L’espéce A. nidulans produit des conidies robustes durant le cycle asexué. Les conidies germent et forment des
hyphes a partir desquels se développent les conidiophores qui produisent les conidies. Le champignon peut
également se reproduire de fagon sexuée, sous sa forme homothallique, et former ainsi des ascospores via la
formation de cleistothéces. 4. midulans est capable de se reproduire de fagcon parasexuée, par fusion
d’hétérohyhes en un hétérodicaryon, qui donne alors une hyphe diploide. Une perte aléatoire des chromosomes
permet un retour de ’hyphe a son état haploide.
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En plus des cycles sexués et asexués, de nombreuses especes peuvent avoir un cycle

parasexué. Celui-ci commence par la formation d’un dicaryon résultant de la fusion d’hyphes
puis des deux noyaux qui générent la formation d’une hyphe diploide. Les cellules végétatives
se divisent par mitose plutdt que par méiose, et le nombre de chromosomes haploides est
restauré apres perte aléatoire de la moitié des chromosomes (figure 18) (Pontecorvo, 1956).
La reproduction parasexuée pourrait apporter un avantage €volutif en créant de la diversité
génétique de novo plutdt que de mélanger des génomes différents provenant d’isolats

divergents (Lee et al., 2010).

I. c. Identification des Aspergillus

L’identification des Aspergillus se fait dans un premier temps par la description
morphologique des colonies sur gélose et des tétes aspergillaires sous microscope optique.
Les especes d’Aspergillus poussent sur une grande variété de milieux conventionnels utilisés
en laboratoire, tel que le milieu de Sabouraud. Cependant les milieux les plus utilisés pour
I’identification sont les milieux gélosés additionnés d’extraits de malt et le milieu Czapek
contenant un ou plusieurs antibiotiques. L optimum de température est 37°C, bien que la
croissance puisse se faire entre 12 et 65°C (Kozakiewicz et Smith, 1994). Les tétes
aspergillaires sont produites aprés 48 h de croissance et leur aspect morphologique permet
d’identifier les différentes especes en fonction de la taille, la forme et la couleur des tétes
aspergillaires, la forme et la taille des vésicules, des phialides et des conidies. Chez les
especes pathogenes, les conidiophores ne sont pas branchés, généralement non septés, pas ou
peu pigmentés et sont plus larges que les hyphes.

Malgré ces criteres d’identification, certaines espeéces sont trop similaires et ne
peuvent pas étre correctement identifiées. L’étude de Samson ef al. (2007) a montré que les
ascospores de plusieurs especes appartenant a la section Fumigati étaient semblables au
niveau de la forme et de la structure (microscopie €lectronique a balayage), les rendant
impossible a différencier. L utilisation d’outils moléculaires comme le séquengage partiel du
gene de la calmoduline et de la B-tubuline sont indispensables pour la caractérisation de

certaines especes.
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I1. Aspergillus fumigatus

I1. a. Ecologie

Aspergillus fumigatus est un champignon présent dans tous les milieux, mais sa niche
écologique primaire est le sol, au niveau de la végétation en décomposition, ou il joue un rdle
important dans la transformation des maticres organiques. Il peut vivre en saprobiose en tirant
partie de substances organiques mortes et n’a pas de besoins nutritionnels spécifiques.
Aspergillus fumigatus est un champignon aérobie et thermophile qui peut se développer dans
une gamme de températures allant de 12 a 65°C (optimum a 37°C) (Kozakiewicz et Smith,
1994). Aspergillus fumigatus peut se développer avec des valeurs de D’activit¢ de 1’eau
minimale (Aw) comprise entre 0,85-0,94, ce qui en fait un champignon hydrophile, ainsi
qu’un xérophile marginal. Les conidies sont trés résistantes et peuvent survivre a différents
stress environnementaux, tels que la dessiccation, les températures extrémes et les stress
osmotiques et oxydatifs. Son génome, qui a été enticrement séquencé
(http://www .tigrblast.tigr.org), est constitu¢ de 9 926 geénes répartis sur huit chromosomes. La

taille totale du génome est de 29,4 Mb (Nierman ef al., 2005).

I1. b. Aspects macroscopique et microscopique

Les colonies d’A4. fumigatus ont un aspect velouté (ou floconneux), formant un gazon blanc
(avant la sporulation), devenant vert-gris ou gris bleuatre. A maturité, les colonies sont brun
sombre comme de la fumée (d’ou le nom fumigatus qui provient du verbe latin fumigare

signifiant « faire de la fumée ») (figure 19) (Chermette et Bussieras, 1993 ; Euzéby, 2008).

Figure 19. Aspects macroscopiques de colonies d’Aspergillus fumigatus

(A : http://www.microbiologyatlas.kvl.dk/; B : Parasitologie, ENVA)



Chapitre 3 - Aspergillus et aspergillose m

Les conidiophores mesurent en moyenne 300 um de long. Les vésicules sont

claviformes, vertes dans leur partie supérieure, et font 20 um de diamétre. Elles portent a leur
surface, sur la partie supérieure, les phialides généralement pigmentés en vert mesurant 6-8 x
2-3 um. Les conidies sont vertes, a paroi rugueuse et mesurent entre 2,5 et 3 um de diametre

(figure 20).

Figure 20. Aspect microscopique d’Aspergillus fumigatus (Latgé et Steinbach, 2009)

I1. c. Cycle biologique

Figure 21. Cycle biologique haploide (asexué) d’A. fumigatus
(Desoutter, 2008 ; d’apres Latge, 1999)

(A) Colonie sur milieu gélosé Malt 2 %. Les photos de B a E de microscopie électronique a balayage
représentent une conidie (B), une conidie germée (C), des hyphes (D) et un conidiophore produisant les
conidies (E).
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Le cycle biologique d’A. fumigatus est haploide. Ce sont les conidies qui donnent au
champignon sa couleur verte (figure 21a) due a la présence d’un pigment, la mélanine. Les
conidies (figure 21b) germent et émettent un tube germinatif (figure 21c) lorsque le milieu
est riche en nutriments. Le tube germinatif va s’allonger pour former un hyphe septé (8 um de
diametre) qui va se ramifier et donner le mycélium (figure 21d). Lorsque le milieu est épuisé,
des structures spécialisées produisant les conidies apparaissent (e.g. stade de résistance,
dispersion) : ce sont les conidiophores (figure 21e). Chaque conidiophore va produire par
I’intermédiaire de cellules conidiogénes (les phialides) une centaine de conidies hydrophobes
facilement disséminées dans 1’air une fois matures.

L’espéce A. fumigatus a longtemps été considérée comme asexuée, cependant il a été
montré en 2009 que, sous certaines conditions, ce champignon posséde un cycle de
reproduction sexuée fonctionnel qui conduit a la production de cleistotheéces et d’ascospores.
L’espece téléomorphe a ét€¢ nommeée Neosartorya fumigata (O'Gorman et al., 2009) (figure

22).

Figure 22. Neosartorya fumigata sp. nov. (d’aprés O’Gorman et al., 2009)

A : Cleistothéce (fleches) le long de I’intersection des deux types sexués de colonies. (B-D) Observations en
microscopie électronique a balayage, B : Cleistotheéce. C : Asques contenant 8 ascospores. D : Ascospores.

I1. d. Paroi fongique

La paroi cellulaire fongique est un constituant essentiel qui protége le champignon des
agressions du milieu et qui régule les échanges entre la cellule fongique et I’environnement.
Elle représente entre 20 a 30 % du poids sec de la cellule. C’est une structure a la fois rigide,
conditionnant la forme du champignon, et dynamique. Sa composition et son organisation
variant en fonction des changements de 1’environnement (nutriments, toxines), ainsi qu’au

cours de la morphogenése du champignon (figure 23). Sans paroi ou avec une paroi altérée le
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champignon meurt : elle constitue donc une cible privilégiée pour le développement

d’antifongiques.

La paroi est constituée a 90 % de polysaccharides liés entre eux de fagon covalente
pour former un squelette rigide entouré de glycoprotéines (figure 24) (Fontaine ef al., 2000 ;
Bernard et Latgé, 2001 ; Latgé et Calderone, 2006 ; Gastebois et al., 2009). On distingue deux
fractions de polysaccharides en fonction de leur solubilit¢ dans la soude : la fraction alcali-
soluble constituée d’a(1-3)glucanes, de galactomannanes et de glycoprotéines, et la fraction
alcali-insoluble constituée de P(1-3)glucanes, de galactomannanes, de B(1-3, 1-4)glucanes et

de chitine (figure 24) (Mouyna et Fontaine, 2009).

Conidie dormante Conidie gonflée Hyphe

Figure 23. Evolution de la structure de la paroi selon le stade de développement
d’A. fumigatus (adapté de Mouyna et Fontaine, 2009)

Les fléches rouges indiquent 1’épaisseur la paroi
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Figure 24. Composition et structure de la paroi d’A4. fumigatus (d’apres Gastebois, 2009)
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Les B(1-3)glucanes qui sont les constituants majoritaires de cette paroi sont synthétisés
au niveau de la membrane plasmique par le complexe glucane synthase (Beauvais et al.,
1993, 2001). Ils sont essentiels pour la survie du champignon ; en effet, la disruption du gene
FKS1 (codant la sous-unité catalytique de la glucane synthase) est l1étale pour A. fumigatus
(Firon et al., 2002). Les PB(1-3)glucanes normalement synthétisés sont ensuite libérés sous
forme de chaines linéaires dans 1’espace périplasmique ou ils sont modifiés et liés avec
d’autres chaines de P(1-3)glucanes ou d’autres polysaccharides pour former le coeur

tridimensionnel rigide de la paroi.

Une couche de mélanine entoure également la spore. Cette dernic¢re limiterait 1’action
des métabolites libérés par les phagocytes. La pigmentation vert-sombre des conidies
d’A. fumigatus semble donc leur conférer un effet protecteur (Bernard et Latgé, 2001 ;
Bernard-Cardona, 2003). Les autres constituants importants de la paroi sont les
hydrophobines, protéines amphipatiques de surface produites par les champignons sous forme
soluble. Elles appartiennent a une famille de petites protéines retrouvées uniquement chez les
champignons filamenteux (Wosten, 2001). La paroi cellulaire des conidies est recouverte par

une couche de batonnets constitués d’hydrophobine RodA. Cette couche hydrophobe permet

Images agrandies de la
surface des conidies

1. Dissolution de la couche de
rodlets de la conidie gonflée
2. Exposition des

polysaccharides de
la paroi

Conidie dormante —

Cellule immunitaire

(A) Conidie dormante : (B) Conidie gonfiée :
Pas d’activation immunitaire Activation immunitaire

Figure 25. Vie intracellulaire d’une conidie d’A. fumigatus dans un phagocyte

(adapté de Aimanianda et Latge, 2010)

(A) Conidie dormante d’A. fumigatus phagocytée et non reconnue comme étrangére a cause de la couche
d’hydrophobines a la surface. (B) Gonflement de la conidie dans le phagocyte, la couche d’hydrophobines est
dégradée, et les antigénes sont ainsi exposés aux « pattern recognition receptors » induisant une réponse
immunitaire.
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la dispersion des spores dans 1’air et masque des antigeénes et allergénes fongiques rendant les

spores non détectables par le systeme immunitaire (Paris et al., 2003 ; Aimanianda et Latge¢,
2010). La couche d’hydrophobines se dissout chez les conidies gonflées et est totalement

¢liminée de la surface des conidies germées (figure 25) (Aimanianda et Latgé, 2010).

I1. e. Membrane plasmique

Bien que la membrane plasmique des champignons soit similaire a celle des animaux, de
nombreuses caractéristiques biochimiques lui sont spécifiques. En effet, alors que les cellules
des mammiferes utilisent le cholestérol dans leurs membranes, les champignons ont recours a
un stérol distinct 1’ergostérol (Benveniste, 2004). Pour ces raisons, les enzymes impliquées
dans la voie de biosynthese de I’ergostérol sont des cibles pour le développement de

molécules antifongiques.

La syntheése de I’ergostérol comporte une série d’étapes impliquant environ 20
enzymes et inclut la synthése de squaléne a partir du mévalonate (Ferreira et al., 2005 ;
Alcazar-Fuoli et al., 2008). Cette voie de biosynthese est bien connue chez Saccharomyces
cerevisiae, qui sert de modele d’étude pour les voies de synthése des eucaryotes (Fryberg et
al., 1973). Chez les champignons, la biosynthése de 1’ergostérol semble étre spécifique du
genre (Nes et al., 1989). Le lanostérol, premier stérol formé a partir du squaléne représente un
point d’embranchement de la voie de biosynthése. La premicre voie possible a partir du
lanostérol est la formation de zymostérol par des déméthylations successives qui conduit a la
formation de fecostérol. La seconde voie permet la formation d’un stérol, I’éburicol, par
méthylation du lanostérol, qui conduit également, par des déméthylations successives, a la
formation de fecostérol. Les deux branches possibles pour la formation de fecostérol sont
espeéces-dépendantes. L’¢tude d’Alcazar-Fuoli ef al. (2008) suggere que la voie utilisée chez
A. fumigatus est celle faisant intervenir 1’éburicol (figure 26). La seconde partie de la voie de
biosynthese de 1’ergostérol consiste en une série d’étapes permettant la transformation du
fecostérol en ergostérol (figure 26). Chez A. fumigatus, trois différentes branches possibles
ont ainsi pu €tre décrites pour cette seconde partie. Seul ¢lément commun aux trois branches,
la formation d’épistérol a partir du fecostérol, qui est la seule réaction réversible de la voie de
biosynthése de 1’ergostérol, et qui est catalysée par 1’action de I’enzyme C-8 stérol isomérase

(Alcazar-Fuoli et al., 2008 ; Alcazar-Fuoli et Mellado, 2013).
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I1I1. Aspergillose

Du fait d’une capacité de sporulation abondante et de la diversité des substrats organiques
pouvant étre colonisés par le champignon, les conidies d’A. fumigatus qui constituent la forme
infectante sont omniprésentes dans les environnements aériens (1 a 100 conidies/m’) et des
centaines de conidies vont ainsi €tre inhalées chaque jour (Taylor, 2009). Leur petit diametre
(environ 3 pum) leur permet de pénétrer facilement les voies respiratoires des mammiferes et
des oiseaux générant dans certains cas un processus infectieux ou allergique.

L’aspergillose est une maladie non contagieuse qui touche aussi bien ’homme que les
animaux vertébrés et invertébrés. Chez I’homme, si la candidose représente la premiere
pathologie d’origine fongique, 1’aspergillose est la premiere pathologie provoquée par un
champignon filamenteux. Chez les animaux, I’aspergillose est une maladie qui demeure peu
fréquente chez les mammiferes, alors que chez les oiseaux cette affection est reconnue comme

une cause majeure de mortalité (Guillot et Chermette, 2001).

I11. a. Aspergilloses chez ’Homme

Chez I’homme, I’inhalation de conidies est généralement sans effet car les éléments fongiques
sont efficacement ¢liminés par les défenses immunitaires innées. Cependant, avec
I’augmentation du nombre de patients immunodéprimés (greffes d’organes et de cellules
souches hématopoiétiques, traitements immunosuppresseurs, syndrome d’immunodéficience
acquise), 4. fumigatus est devenue 1’espece fongique la plus impliquée dans les pathologies
fongiques associées a I’immunodépression (Latgé, 1999 ; Cornet et al, 2002). Les
aspergilloses se présentent sous différentes formes cliniques chez 1’homme : de la simple
manifestation allergique a I’aspergillose pulmonaire invasive qui demeure la principale et la
plus redoutable des affections dues aux moisissures du genre Aspergillus en milieu
hospitalier. La pathogénicit¢ des especes Aspergillus réside dans la nature de la réponse
immune de I’hdte. Les diverses réponses immunitaires anormales de [’hote vont ainsi
entrainer le développement de différentes affections plus ou moins séveres (figure 27) (Park
et Mehrad, 2009). L’espece A. fumigatus est a 1’origine de 90 % des aspergilloses observées

chez ’'Homme.
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L’aspergillose bronchopulmonaire allergique (ABPA) est décrite chez des patients
atteints d’asthme ou de mucoviscidose. Elle se manifeste par un asthme bronchique avec des
infiltrations pulmonaires transitoires qui peuvent conduire a une fibrose pulmonaire (Agarwal
et al., 2009). Il s’agit d’une réponse immunitaire locale a une colonisation aspergillaire
trachéobronchique chronique (Greenberger et Patterson, 1987 ; Wardlaw et Geddes, 1992). 11
existe d’autres formes de manifestations allergiques provoquées par A. fumigatus : 1’asthme

bronchique et I’alvéolite allergique extrinseéque (ou maladie du poumon de fermier).
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Figure 27. Représentation des affections attribuées aux especes du genre Aspergillus en
fonction de la réponse immunitaire de I’hote (adaptée de Park et Mehrad, 2009)

L’aspergillome est une truffe de mycélium qui se développe dans des cavités
pulmonaires préexistantes causées par une tuberculose, une sarcoidose ou d’autres maladies
pulmonaires. Le développement de I’infection est lent et la dissémination est exceptionnelle.
Cependant, plusieurs complications peuvent survenir, notamment des hémoptysies
récidivantes et parfois abondantes lorsque la truffe est proche des gros vaisseaux et en raison
du caractere angioinvasit d’A4. fumigatus (Israel et al., 1982 ; Wollschlager et Khan, 1984 ;
Latgé, 1999).

L’aspergillose invasive (Al) est une infection aigué, avec envahissement mycélien

vasculaire et tissulaire. Les patients a risque d’Al sont des patients fortement
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immunodéprimés neutropéniques et/ou ayant eu un traitement par corticostéroides a fortes

doses et pendant au moins 3 semaines. Cette pathologie touche essentiellement les patients
d’hématologie ayant bénéficié d’une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques ou d’un
traitement d’induction pour une leucémie aigué (Zaas et Alexander, 2009). Le champignon se
développe a la faveur d’une perturbation de I’immunité innée, notamment au niveau des
défenses pulmonaires. En 1’absence de macrophages alvéolaires et de polynucléaires
neutrophiles, les filaments d’A. fumigatus peuvent se développer, diffuser dans le parenchyme
pulmonaire et envahir les tissus. Cette affection est une des causes majeures de déces chez les
patients immunodéprimés (Kontoyiannis ef al., 2010). Le taux de mortalité chez ces patients
peut atteindre 80 % malgré la mise en place d’un traitement (Carle, 2003). Cette affection est
difficile a diagnostiquer, notamment dans les stades précoces, du fait de signes cliniques non
spécifiques et de marqueurs biocliniques peu sensibles (Verweij et Meis, 2000 ; Desoubeaux

etal.,2014).

I1I1. b. Aspergilloses chez les Oiseaux

La premiere description d’aspergillose chez les animaux a été faite par Mayer, en 1815, qui a
observé I’infection dans les sacs aériens et les poumons d’un choucas des tours (Corvus
monedula). En 1863, Frésénius décrit pour la premiere fois A. fumigatus dans le poumon
d’une outarde barbue (Otis tarda). L aspergillose aviaire est causée dans la majorité des cas
(95 %) par Despece A. fumigatus, mais d’autres especes sont également retrouvées,
notamment A. flavus.

Toutes les especes d’oiseaux, sauvages ou domestiques, jeunes ou ages,
immunocompétentes ou immunodéprimées, devraient a priori €tre considérées comme
potentiellement réceptifs et sensibles aux infections a Aspergillus (Tell, 2005 ; Thomas et al.,
2007 ; Arné et al., 2011 ; Olias et al., 2011). Les infections aspergillaires ont été rapportées
chez de nombreux oiseaux, tels que les poulets, les dindes, les canards, les oies, les autruches,
les nandous, les pigeons, les cailles japonaises, les perroquets, les canaries, les manchots, les
rapaces, et les passereaux entre autres (Converse, 2008 ; Arné et al., 2011). Les aspergilloses
sont des affections fréquentes et graves en élevage avicole, qui concernent toutes les espéces
de volailles, mais plus particulierement la Dinde. Dans les ¢levages de dindes, 1’aspergillose
est rendue responsable de 5 a 10 % de la mortalité chez les oiseaux les plus jeunes (Richard et

al., 1981).
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II1. b. 1) Facteurs favorisants

Parmi les oiseaux, il existe des différences de sensibilit¢ face a 1’aspergillose. En effet
certaines especes comme la dinde, les Sphénisciformes, les Falconiformes et les Ansériformes
semblent plus sensibles, bien que les raisons de cette sensibilité accrue ne soient pas connues.
En plus de cette différence de sensibilité, différents facteurs vont prédisposer certains oiseaux
a I’aspergillose, notamment les conditions environnementales et le statut immunitaire.

Ceci est particulicrement vrai dans les élevages aviaires ou les mauvaises conditions
d’hygiene, les défauts de ventilations, les problémes de température ambiante et d’humidité
relative (Pasanen ef al., 1991 ; Phalen, 2000 ; Tell, 2005), 1’état des litiéres, la qualité¢ du
stockage et la distribution des aliments (Khosravi et al., 2008), et I’exposition a des polluants
atmosphériques, incluant des toxines bactériennes ou fongiques, peuvent grandement
favoriser I’apparition d’aspergillose. La densité des oiseaux est un autre facteur de risque
puisque les mouvements continuels des oiseaux vont disperser les conidies dans 1’air (Arné et
al.,2011). Or dans les ¢levages aviaires, la concentration de moisissures du genre Aspergillus
peut varier entre 10 et 10* UFC/m’, aussi bien en batiment poulet (Sauter ef al., 1981 ; Gigli
et al., 2005 ; Nieguitsila et al., 2011 ) que dinde (Debey et al., 1995 ; Lair-Fulleringer et al.,
2006). Les moisissures se développent particuliecrement rapidement en condition de chaleur
humide, tandis que les conidies se dispersent dans I’air sec principalement du fait de leur
hydrophobicité et des flux d’air. Les animaux se contaminent alors directement par inhalation
des conidies provenant de la litiere ou des aliments contaminés. La quantit¢ de conidies
inhalées doit cependant étre suffisamment élevée pour provoquer une aspergillose clinique
(Richard et al, 1981). La production avicole entraine également un stress chez les oiseaux qui
peut étre un facteur prédisposant a D’aspergillose, de méme que [’administration de
corticostéroides (Tell, 2005 ; Verstappen et Dorrestein, 2005).

Pour I’aspergillose des ceufs, la contamination transcoquilliére peut se produire si des
conidies germent sur les ceufs et des hyphes pénétrent par les pores de la coquille ou par

d’éventuelles fissures (Kunkle, 2003).
II1. b. 2) Signes cliniques
Les signes cliniques de ’aspergillose ne sont pas spécifiques et sont variés (e.g. 1éthargie,

anorexie, plumage ébouriffé, troubles respiratoires) rendant le diagnostic clinique précoce

délicat (Dahlhausen et al., 2004). Il existe deux formes principales d’aspergillose chez
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I’oiseau : la forme aigué et la forme chronique. Dans les couvoirs, les moisissures Aspergillus

peuvent pénétrer la coquille des ceufs, et se développer au niveau de la chambre a air et des
membranes coquilléres, provoquant une aspergillose des ceufs, qui conduit souvent a de la
mortalité en coquille (Kunkle, 2003). Les oiseaux peuvent ¢galement étre contaminés par les
conidies d’Aspergillus in ovo ou autour de 1’éclosion, conduisant au développement d’une
aspergillose aigué du jeune poussin. La prévalence de 1’aspergillose des ceufs diminue dans
les pays industrialisés du fait de la mise en place de méthodes efficaces de décontamination
des locaux et des ceufs et de I’élimination systématique des ceufs endommagés ou morts
(Janssen Animal Health, 2006).

L’aspergillose aigué, appelée aussi pneumonie des couveuses, touche donc
principalement les jeunes oiseaux qui sont exposés a de fortes concentrations de conidies. La
mortalité est tres €levée (70 a 90 % des effectifs) survient tres rapidement (entre 1 et 10
jours). Les oiseaux atteints se mettent en boule, sont ébouriffés, téte baissée, yeux clos et
présentent des troubles respiratoires incluant dyspnée, toux seche et cyanose (Pier et Richard,
1992 ; Kunkle et Rimler, 1996). Ils peuvent ne présenter qu'un seul de ces signes, voire
mourir brutalement sans signe précurseur. L’aspergillose aigu€ est responsable de pertes
économiques importantes dues tout d’abord a la mortalité, mais également parce que 1’indice
de consommation et le gain moyen quotidien des oiseaux qui survivent a 1’infection sont
dégradés (Stuart, 1980 ; Kunkle et Rimler, 1996 ; Lupo et al., 2010).

L’aspergillose chronique est une affection plus sporadique qui touche principalement
les oiseaux agés dont le systtme immunitaire peut €tre altéré ou qui sont soumis a des
situations de stress chronique. L’inhalation de quantités modérées de conidies peut suffire a
provoquer une aspergillose (Richard et Thurston, 1983 ; Vanderheyden, 1993). Les signes
cliniques décrits lors de 1’aspergillose chronique sont notamment les troubles respiratoires
(e.g. la dyspnée), la déshydratation, I’amaigrissement voire la cachexie (Amé et al., 2011),

responsables de saisies des carcasses a 1’abattoir (Kunkle, 2003).

En fin d’évolution de la forme aigué et chronique, peuvent aussi apparaitre des signes
nerveux centraux (e.g. ataxie, torticolis, chute, opisthotonos, convulsions) (Veen, 1973) ou
des troubles ophtalmiques (Dyar et al., 1984).

En plus de ces expressions classiques de la maladie, il existe des formes localisées qui
touchent les cavités nasales, la trachée ou la syrinx (Tsai et al., 1992). Des manifestations

digestives (diarrhée blanchatre, vomissement, stase du jabot, polyurie-polydipsie, ascite), des
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troubles nerveux isolés (convulsions, état sub-comateux, paralysies) oculaires ou cutanés sont

aussi possibles.
IIIL. b. 3) Lésions macroscopiques

Dans le cas d’une aspergillose aigué naturelle, les 1ésions sont présentes au niveau du tractus
respiratoire et plus particulierement dans le tissu pulmonaire (Richard ef al., 1984 ; Julian et
Goryo, 1990 ; Cacciuttolo et al., 2009). Parfois I’atteinte d’autres organes est observée
comme par exemple I’encéphale (Richard et Thurston, 1983). Lors d’aspergillose chronique,
I’appareil respiratoire est presque toujours atteint, soit dans sa totalité soit partiellement. On
observe trés souvent une pneumonie et une aérosacculite siégeant surtout au niveau des sacs
aériens thoraciques postérieurs et abdominaux. L’aspect des 1ésions est quasiment le méme
quel que soit I’organe atteint. Les premicres 1ésions qui apparaissent sont de petits nodules
blancs (<1 mm) qui se développent dans les tissus pulmonaires et sur les membranes des sacs
aériens. Par la suite des granulomes blancs-créme, caséeux et friables, vont se développer.
Dans les sacs aériens, les granulomes vont grossir et se modifier jusqu’a former des plaques
qui vont avoir tendance a fusionner pour atteindre plusieurs centimetres. Les sacs aériens
deviennent de plus en plus épais et opaques. Un « gazon mycélien » verdatre constitué d’un
enchevétrement d’hyphes ayant sporulé¢ peut étre observé a I’intérieur des sacs aériens

(Cacciuttolo et al., 2009).
I11. b. 4) Histopathologie

L’analyse histologique des granulomes met typiquement en évidence un centre nécrotique
entour¢ par des macrophages, des granulocytes hétérophiles et des cellules géantes
multinucléées. Lorsque les lames sont colorées avec des colorations spécifiques, on observe la
présence d’hyphes et parfois de conidies dans la partie centrale des granulomes
hétérophiliques. La localisation des Aspergillus sur des coupes histologiques peut se faire a
I’aide de colorations, telles que la coloration a ’acide périodique Schiff (PAS) qui fait
apparaitre les ¢léments fongiques en rouge-ros¢ (figure 28), la coloration argentique de
Gomori-Grocott qui colore les éléments fongiques en noir (figure 29), et la coloration HES
(Hématéine-Eosine-Safran) qui permet d’apprécier en plus la réaction de I’hote (figure 28).
Les filaments aspergillaires, septés, ont un diamétre globalement constant et présentent des

ramifications dichotomiques régulicres. Des tétes aspergillaires sont parfois observées dans
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certaines lésions. Des techniques d’immunohistochimie sont ¢également utilisables,
notamment chez la dinde (Jensen et al., 1997), pour détecter, a I’aide d’anticorps spécifiques
(e.g. anticorps dirigé contre ’antigéne galactomannane), la présence d’Aspergillus. Les

marquages fluorescents, notamment le blankophor qui est spécifique de la chitine des

champignons, permettent également de visualiser les hyphes (Olias et al, 2010).

Figure 28. Coloration Hématéine-Eosine-Safran (HES) (A) et a I’acide périodique Schiff
(PAS) (B) de coupes histologiques de poumons de dindonneaux (cette étude)

Les filaments fongiques apparaissent en rose (A) ou en mauve (B)

Figure 29. Coloration argentique d’une coupe histologique de poumon de dindonneau
(cette étude)

Les filaments fongiques apparaissent en brun sombre
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II1. b. 5) Diagnostic

Le diagnostic de 1’aspergillose, et en particulier de la forme chronique, est délicat et est tres
souvent post-mortem. Cependant les oiseaux de compagnie exotiques, a la différence des
oiseaux d’¢levage, bénéficient de nombreux examens possibles pour établir un diagnostic,
incluant des analyses biochimiques et hématologiques, I’examen radiographique, ainsi que la
possibilité de réaliser une laparoscopie ou une endoscopie (Jones et Orosz, 2000).
L’aspergillose peut étre suspectée chez les oiseaux souffrant de troubles respiratoires
et qui ne répondent pas a un traitement antibiotique. Les conditions de vie (environnement,
hygieéne de la cage, alimentation...), ainsi que I’historique de 1’animal (provenance, capture)

sont des facteurs importants qui peuvent donner des indications.

Pour les oiseaux de grandes valeurs, comme dans les parcs zoologiques, un examen
radiologique peut étre réalisé au niveau de la cavité ceelomique, afin de rechercher les signes
de I’aspergillose : une perte de définition du contour des sacs aériens ainsi qu’une asymeétrie
de ceux-ci, des opacités focales au niveau de 1’appareil respiratoire (sacs aériens, poumons,
syrinx, trachée...), une augmentation de I’épaisseur des sacs aériens, une ascite, une
hépatomégalie, une néphromégalie. De méme, 1’endoscopie peut s’avérer trés utile chez
I’oiseau en état de supporter cet examen invasif, car elle permet de voir directement les sacs
aériens, une partie des poumons, la trachée, la syrinx et le départ des bronches primaires. La
visualisation des 1ésions complétée par un prélévement du champignon ou une biopsie permet
d’établir un diagnostic de certitude dans ce cas. Des examens répétés en cours de traitement
fournissent 1’occasion de suivre I’évolution de la maladie et d’évaluer les effets d’un

traitement (Branson et al., 1994).

Des tests sérologiques sont disponibles a I’heure actuelle pour la détection des
Aspergillus : la détection d’anticorps anti-Aspergillus ou d’antigénes circulants. La détection
d’anticorps peut se faire par différentes méthodes: hémagglutination indirecte,
immunoprécipitation en milieu gélosé, immunoprécipitation sur bande d’acétate de cellulose,
ELISA, immunofluorescence indirecte et fixation du complément. Ces tests ont été pour la
plupart utilisés pour détecter précocement 1’aspergillose chez les oiseaux (Peden et Rhoades,
1992). Dans le cas d’une aspergillose aigué, la production d’anticorps se fait entre 10 et 14
jours apres l’exposition aux antigénes (Brown et Redig, 1994 ; Cray et al., 2009a).

Cependant, a I’instar des patients humains, les animaux immunodéprimés présentent de
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faibles titres en anticorps et peuvent conduire a des faux-négatifs (Redig, 1994). Chez les

oiseaux, la détection d’antigénes circulants, principalement le galactomannane, dans le sérum
est également une alternative intéressante (Beernaert et al, 2010). Dans le cas d’une
aspergillose chronique, le taux d’antigénes circulants peut étre faible (Jones et Orosz, 2000).
Cependant, un résultat négatif n’exclut pas totalement une aspergillose et un résultat positif
doit étre confirmé par d’autres examens (Peden et Rhoades, 1992 ; Brown et Redig, 1994 ;
Redig, 1994 ; Arca-Ruibal et al., 2006 ; Le Loc’h et al., 2006 ; Cray et al., 2009a). En effet,
chez les oiseaux I’index galactomannane (GM) peut étre retrouvé positif méme chez les
individus sains (index GM > 0,5). Il a ainsi pu étre observé dans une étude réalisée sur des
dindes d’¢levages que I’index GM moyen mesuré chez les individus sains était de 3,9, tandis
que chez les individus infectés avec Aspergillus ’index GM était de 5,9 (Franga ef al., 2012).
De méme, dans le modéle expérimental d’aspergillose chez la dinde de Le Loc’h et al. (2006),
I’index GM mesuré chez les dindes saines non-infectées est toujours supérieur a 1,5. Ces
valeurs hautement supérieures a la valeur seuil de non-aspergillose (index GM = 0,5) peuvent
étre dues a une forte charge d’Aspergillus dans I’environnement, principalement dans les
conditions d’¢levages aviaires (air, aliment, eau, litiere). Une étude sur des dindes a montré un
passage tres rapide dans le sang (10 min) de conidies aspergillaires aprés contamination des
oiseaux par aérosols (Richard et Thurston, 1983). Ceci expliquerait la présence dans le sang
de galactomannane issu de spores fongiques inhalées ou ingérées quotidiennement dans
I’environnement.

Aucun de ces tests sérologiques n’a été validé aujourd’hui chez les oiseaux d’¢levages
et ils ne sont donc pas utilisés dans les €élevages aviaires pour diagnostiquer 1’aspergillose

aigué€ (Cray et al., 2009a, b).

Le diagnostic définitif nécessite donc la démonstration de la présence du champignon
dans les lésions (Beernaert et al., 2010) : isolement d’A. fumigatus par culture (sur milieu
Sabouraud additionné¢ de chloramphénicol ou gentamicine dans le but de limiter le
développement des bactéries présentes) ou détection de ce champignon aprés examen
histologique (coloration HES, PAS, Gomori-Grocott) (Kunkle, 2003).

Cependant, de part le caractére ubiquitaire des Aspergillus, des conidies peuvent étre
retrouvées chez beaucoup d’oiseaux qui ne présentent aucun signe clinique ou Iésion
macroscopique (Cacciuttolo et al., 2009). La présence du champignon doit donc é&tre
interprétée en fonction de la nature du prélévement et des ¢léments fongiques observés, mais

également en fonction du contexte clinique, radiologique (ou endoscopique) et biologique.
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Les techniques mycologiques comprennent toujours au moins un examen microscopique

direct des prélévements et une mise en culture (Horvath et Dummer, 1996).
Dans les ¢levages aviaires, le diagnostic de I’aspergillose est souvent posé aprés un
examen post-mortem approfondi de plusieurs animaux morts ou sacrifiés suivi le cas échéant

par une culture mycologique.

Les moyens de lutte et de prévention seront abordés dans le chapitre sur les azolés.



Les azoleés

Chapitre

Vs

4

(\






Chapitre 4 — Les azolés

La voie de biosynthése des stérols (ergostérol) est essentielle chez les champignons. C’est

pourquoi de nombreux inhibiteurs de cette voie de biosyntheése ont été développés pour lutter
contre des agents pathogeénes responsables de mycoses humaines ou animales mais aussi de
maladies cryptogamiques. Parmi ces composés, les inhibiteurs de la 14-o-déméthylase sont
les plus nombreux. Il existe une autre classe de composés, les morpholines, qui inhibent la
C8-1somérase (conversion du fécostérol en épistérol) et bloquent la Cl14-réductase (Mercer,
1991). Les allylamines quant a elles, ciblent la squaléne-époxidase (Mercer, 1993). D’autres
composés ont été développés, qui ne sont pas des inhibiteurs de la voie de biosynthése de
I’ergostérol : les polyenes et les échinocandines. Les premiers (avec comme chef de file
I’amphotéricine B) vont se lier a 1’ergostérol et entrainer une dépolarisation de la membrane
et la formation de pores membranaires qui augmentent la perméabilité de cette barricre vitale.
Les échinocandines sont des inhibiteurs de la 1-3-B-glucane-synthase et bloquent la synthése

de la paroi fongique.

I. Historique des azolés antifongiques

La premicre activité¢ antifongique d’un azolé a été décrite en 1944 par Woolley (Woolley,
1944), mais c’est avec I’introduction du chlormidazole (figure 30) en 1958 que les chercheurs
ont commencé a s’intéresser a cette propriété des composés azolés (Maertens, 2004). A la fin
des années 1960, trois nouveaux composé€s topiques ont été développés, I’'un par la société
Bayer (Allemagne), le clotrimazole, et les deux autres par la société Janssen Pharmaceutica
(Belgique) : le miconazole et 1’éconazole (Fromtling, 1988). Le kétoconazole administrable
par voie orale a été le premier azolé utilis¢ comme antifongique systémique (Kauffman et
Carver, 1997), et il faudra attendre une dizaine d’années pour que le fluconazole et
I’itraconazole soient également disponibles pour le traitement des infections fongiques
systémiques. Une autre molécule azolée, 1’énilconazole, a été développée en 1983 pour le
traitement topique des dermatophytoses animales et le controle de la contamination fongique
dans les couvoirs et éclosoirs (Van Cutsem et al., 1985). Le parconazole est une autre
molécule d’usage exclusivement vétérinaire. Elle est administrée par voie orale et est
commercialisée en France depuis 1991. Le voriconazole est une molécule proche du
fluconazole, capable d’agir sur un spectre plus large, puisque in vitro, ce principe actif a une
action sur des especes appartenant a différents groupes de champignons pathogenes, excepté

les mucorales (Sabo et Abdel-Rahman, 2000).
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Figure 30. Historique de I’introduction des principaux azolés
(source : Infect. Med. 2003 Cliggott Publishing, Division of SCP Communications)

Les molécules en bleu sont des imidazolés, et en rouge des triazolés

Les azolés peuvent étre classé€s en deux grands groupes, les imidazolés et les triazolés.
Parmi les imidazolés on retrouve le clotrimazole, le miconazole, I’éconazole, le parconazole,
le kétoconazole et 1’énilconazole, alors que les triazolés regroupent, entre autres, le
fluconazole, I’itraconazole, le voriconazole et le posaconazole. A [’exception du
kétoconazole, de 1’énilconazole et du parconazole, 1’utilisation des imidazolés est restreinte
aux traitements des mycoses superficielles par application topique. Les triazolés sont plus

fréquemment utilisés pour le traitement des mycoses systémiques.
Dans ce chapitre seront détaillées quelques unes des molécules azolées les plus

utilisées en médecine vétérinaire : le parconazole, le kétoconazole, le fluconazole, le

voriconazole, et les deux molécules testées dans notre étude, 1’itraconazole et 1’énilconazole.

II. Caractéristiques des azolés

I1. a. Structure chimique

Les azolés sont des molécules synthétiques généralement lipophiles, composés d’un

groupement imidazole ou triazole, 1i¢ a un atome de carbone asymétrique. Les azoles (ou



Chapitre 4 — Les azolés m

pyrroles) sont une classe de composés organiques a hétérocycle insaturé de cingq atomes,

possédant un atome d'azote et quatre atomes de carbone. Parmi ces azoles (figure 31), on
retrouve la sous-famille des polyazoles qui comprennent notamment les imidazoles, dont
I’hétérocycle est composé de 3 atomes de carbone et 2 atomes d’azote (en position 1 et 3), et
les triazoles, dont 1’hétérocycle est composé de 2 atomes de carbone et 3 atomes d’azote (en
position 1, 2 et 3 ou 1, 2 et 4) (Saag et Dismukes, 1988). La structure imidazolée est présente
dans I’histamine, I’histidine et les acides nucléiques. L’incorporation d’un groupement
imidazole améliore la solubilité et la biodisponibilité des molécules (Shalini ef al., 2010). La
biodisponibilité des azolés est donc en regle générale élevée. Cependant ces composés azolés
sont sujets a une variabilité individuelle nécessitant de recourir, lorsque cela est possible, a

des dosages sériques chez I’homme (Hincky-Vitrat, 2011).

H H H
N Nl Nl
5\ »2 5\ , 5
h N3 h N' N_I3

Imidazole 1,2,3-Triazole 1,2,4-Tr|azole

Figure 31 : Structure des hétérocycles imidazoles et triazoles

Le parconazole, le kétoconazole et I’énilconazole sont des imidazoles contenant donc
un hétérocycle composé de deux atomes d’azote, tandis que le fluconazole, le voriconazole et
I’itraconazole sont des triazolés contenant un hétérocycle composé de 3 atomes d’azote

(figure 32).
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II. b. Mode d’action

Les azolés agissent comme des inhibiteurs du cytochrome P-450, de I’enzyme lanostérol 14-
a-déméthylase (CYPS1), qui est une enzyme essentielle dans la voie de biosyntheése des
stérols chez les eucaryotes. Les cytochromes P-450 sont des hémoprotéines et sont
généralement des oxydases. Il existe des centaines de cytochromes différents, répartis en
familles, sous-familles et isoenzymes. Les cytochromes P-450 sont présents chez tous les
eucaryotes. Chaque type de cytochrome P-450 a une fonction différente. CYP51 est un
membre de la superfamille du cytochrome P-450 qui catalyse une réaction d’oxydation du
groupement 14a-méthyl du lanostérol dans la voie de biosyntheése de I’ergostérol (figure 33).
L’activité de ’enzyme 14-a-déméthylase est inhibée en présence de ces molécules azolés, ce
qui altere la biosynthése de 1’ergostérol chez les champignons. Un des atomes d’azote de
I’hétérocycle (N-3 chez les imidazolés ou N-4 chez les triazolés) se lie a ’atome de fer de
I’heme situé dans le site actif de I’enzyme du cytochrome P450, inhibant ainsi ’activation de
ce cytochrome (Yoshida et Aoyama, 1987 ; Ballard et al, 1990) et donc [Dactivité
enzymatique. La sélectivité et I’affinit¢ de la molécule antifongique pour le cytochrome P-450
est déterminée par I’azote N-1 qui se lie a I’apoprotéine de I’enzyme (Vanden-Bossche et al.,
1988 ; 1989). L’inhibition de la 14-a-déméthylase conduit a la fois @ une accumulation de

stérols méthylés toxiques (Marichal et al., 1999), ainsi qu’a la diminution de la quantité

32
N + H20
Lanostérol

4,4-diméthylcholesta-8,14,24-trien-3B-ol
Figure 33. Processus chimique de I’enzyme lanostérol 14-a-déméthylase (CYP51)

(d’apres Lamb et al., 1999)

La réaction consiste en 3 mono-oxygénations successives catalysées par CYP51
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d’ergostérol dans la membrane augmentant ainsi la perméabilité de celle-ci. La croissance du
champignon s’en trouve donc inhibée.

Les antifongiques azolés peuvent ¢galement inhiber de nombreux cytochromes P-450
présents chez les mammiferes qui sont impliqués notamment dans la synthése d’hormones ou
le métabolisme des xénobiotiques. C’est pourquoi la prise de molécules azolées entraine un
risque important d’interaction médicamenteuse. L’avantage des triazolés par rapport aux
imidazolés est leur plus grande affinité pour les cytochromes P-450 des champignons (plutot

que pour ceux des mammiferes et des oiseaux).
I1. c. Spectres d’activité des azolés (Vanden Bossche ez al., 2003)

Le parconazole est un imidazole a large spectre utilis€ uniquement en médecine vétérinaire.
Il a une bonne activité in vitro contre les levures comme celles du genre Candida (inhibition
totale a 10-100 mg/L) et contre les dermatophytes (inhibition totale a 1-10 mg/L). Cependant,
le parconazole est moins actif vis-a-vis de certains champignons, tels que Aspergillus spp. (a
I’exception d’A. nidulans), Fusarium spp., Mucor spp., Rhizopus spp. (Desplenter et van

Cutsem, 1980).

Le kétoconazole a une trés bonne activité¢ in vitro vis-a-vis des dermatophytes, dont
Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes et Trichophyton verrucosum (Fernandez-Torres et al., 2001) avec des
concentrations minimales d’inhibition (CMI) respectives de 0,08 ; 0,12, 0,23 ; 0,46 et
0,5 mg/L. Le kétoconazole a également une bonne activité vis-a-vis d’A. fumigatus (CMI de
2-4 mg/L) et d’A4. flavus (CMI de 0,5-16 mg/L) (Espinel-Ingroff et al., 1995) ainsi que vis-a-
vis de Candida spp. (CMI de 0,09 a 50 mg/L) (Morace et al., 1995).

Le fluconazole a une trés bonne efficacité en clinique contre les infections systémiques a
levures et les infections superficielles, cependant I’activité in vitro contre de nombreux agents
pathogenes est modérée (Troke, 1993). Si I’activité mesurée in vitro sur Candida spp.,
Cryptococcus spp., Blastomyces spp., Coccidioides spp., Histoplasma spp. est assez bonne.
Le fluconazole n’est pas actif in vitro vis-a-vis de champignons filamenteux comme

Aspergillus spp. (CMI de 64 mg/L) (Espinel-Ingroff ef al., 1995).
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Le voriconazole a une bonne activité in vitro vis-a-vis de Candida spp. (CMI < 2 mg/L) et

Aspergillus spp. (CMI de 0,25-0,5 mg/L), mais n’a pas d’activité vis-a-vis des mucorales
(CMI de 8-128 mg/L) (Sabatelli et al., 2006 ; Davis et al., 2009).

L’itraconazole a une activité in vitro contre Candida spp. (CMI comprises entre 0,03 et 16
mg/L), C. neoformans (CMI de 0,03-0,125 mg/L) et Aspergillus spp. (CMI comprises entre
0,33 et 0,93 mg/L) (Redig et Duke, 1988 ; Arthington-Skaggs et al., 2000 ; Moore et al.,
2000 ; Orosz, 2003). L’itraconazole présente une excellente activité vis-a-vis des
dermatophytes E. floccosum, M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes, T. rubrum, T. simii et
T. verrucosum (CMI respectives de 0,03 ; 0,08; 0,04; 0,17; 0,09; 0,12 et 0,01 mg/L)
(Fernandez-Torres ef al., 2001).

L'énilconazole est un antifongique a large spectre appartenant a la famille des imidazoles ; il
est actif in vitro vis-a-vis de la plupart des dermatophytes (Desplenter, 1989 ; White-
Wheithers et Medleau, 1995 ; Hnilica et al., 2000), vis-a-vis des levures Malassezia (Carlotti,
2001) mais également vis-a-vis d’Aspergillus spp. (Lanthier et Chalifoux, 1991 ; Oosterhout
et Venker-van Haagen, 1991 ; Sharp et al., 1993 ; McCullough ef al., 1998). La croissance
d’A. fumigatus sur le milieu de Sabouraud est inhibée par des concentrations variant de 0,1 a 1
mg/LL (Van Cutsem et Janssen, 1988). L’activité¢ antifongique in vivo est forte pour les
dermatophytes mais faible pour les levures du genre Candida (Thienpont et al.,1981 ; Vanden

Bossche et al., 2003 ).

II1. Pharmacocinétique

La pharmacocinétique des molécules dépend de leur absorption, distribution, métabolisation
et ¢élimination dans 1’organisme. Tous ces parametres dépendent des propriétés physico-
chimiques du principe actif et de la forme galénique.

L’antifongique est présent sous deux formes dans la circulation sanguine : une libre et
une liée (principalement aux protéines plasmatiques). Seule la forme libre est active, le taux
de fixation protéique variant en fonction de la molécule et de I’espéce animale. La forme libre
pénétre rapidement dans les organes cibles, mais elle est aussi trés vite dégradée et éliminée
alors que, liée aux protéines, la molécule n’est ni dégradée ni €éliminée mais simplement

mobilisée a mesure que la concentration sanguine de la forme libre diminue. Les molécules
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antifongiques peuvent donc selon le cas avoir une distribution importante avec une diffusion
tissulaire et une métabolisation importante, ou une distribution restreinte avec une
concentration dans le sang ¢levée (Adamczyk, 2011).

Les concentrations plasmatiques des dérivés azolés sont détectables plusieurs heures
apres leur administration. La plupart d’entre eux diffusent aisément dans ’urine, la salive, le
sébum, le cérumen, le liquide articulaire. Des études indiquent que certains (comme le
fluconazole) peuvent également atteindre le liquide céphalorachidien (LCR). L’élimination de
ces molécules est bi-phasique : elles sont métabolisées par le foie dans un premier temps, puis

les métabolites sont éliminés par le rein dans un second temps (Sharma et Bhatia, 2011).

Parconazole

Le parconazole administré par voie orale est treés faiblement résorbé. La majeure partie de la
dose administrée reste donc dans la lumicre intestinale. La tres faible fraction franchissant la
barriere digestive est essentiellement retrouvée au niveau du foie (ou elle est métabolisée), du
rein et de la peau. Apres I’administration d’une dose unique par voie orale de 13 mg/kg de
parconazole chez la pintade, le taux dans le sang atteint 2,28 pg/mL apres 2 h (Levron et al.,
1985). La concentration décroit de fagon exponentielle jusqu’a 10 h aprés administration. La
demi-vie dans le sang du parconazole est estimée a 74 min, tandis que la demi-vie de ces
métabolites est estimée a 108 min. Le parconazole est bio-transformé de fagon intensive et
I’excrétion de la forme inchangée représente seulement 0,6 % des résidus totaux.
L’accumulation de la molécule dans les tissus est trés faible, en effet les concentrations
retrouvées dans les tissus, aprés administration d’une dose de 13 mg/kg chez la pintade, sont
de 50 pg/kg et ne sont plus détectables apres 48 h (Levron et al., 1985). Le parconazole a une

faible toxicité, la DL50 (dose 1étale médiane) varie entre 200 et 550 mg/kg entre les especes.

Kétoconazole

Apres administration orale, le kétoconazole est métabolisé dans le foie et converti en plusieurs
métabolites. Son absorption dans le tractus gastro-intestinal est plus rapide chez les rongeurs
que chez le chien. Apres I’administration d’une dose de 10 mg/kg chez le lapin, le cobaye, le
chien et le rat, les pics plasmatiques s’élevent respectivement a 1,0 ; 3,7 ; 8,9 ; 16,5 ug/mL
(Heel, 1982). Aprés déméthylation et glucurono-conjugaison, il y a formation de métabolites
nactifs qui sont essentiellement ¢liminés par voie biliaire (20 % sous forme inchangée). Chez
le chien, 13 % de la dose administrée est excrétée dans les urines, et seculement 2 a 4 % est

¢liminée sous forme inchangée et active dans les urines (Plumb, 2004). Le faible pouvoir de
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glucurono-conjugaison du chat rend 1’élimination du kétoconazole plus lente dans cette

espéce chez qui les effets secondaires sont plus fréquents (Adamczyk, 2011).

Peu d’études pharmacocinétiques ont été réalisées chez les oiseaux. Chez le pigeon
(Columba livia) et les cacatoes (Cacatuidés), le pic de concentration varie entre 0,5 et 5 h,
tandis que la demi-vie d’élimination est de 2-2,8 h chez le pigeon et de 3,8 h chez les cacatoes
(Kollias et al., 1986). L’acidité¢ de 1’estomac joue un rdle important dans la dissolution et

I’absorption du kétoconazole.

Fluconazole
Le fluconazole est hautement soluble dans I’eau, se lie peu aux protéines, et est bien absorbé
par le tractus gastro-intestinal. Sa biodisponibilité absolue est de 90 % ; il pénétre dans tous
les tissus corporels ainsi que dans le LCR. La demi-vie d’¢limination est d’environ 30 h et
I’élimination est principalement rénale. Le fluconazole est peu métabolis€ et est excrété sous
une forme inchangée par les reins.

I1 existe assez peu d’études sur la pharmacocinétique du fluconazole chez les oiseaux.
En 2011, une étude a été réalisée sur les calopsittes (Nymphicus hollandicus) (Ratzlaff et al.,
2011). Deux traitements ont €té testés : une administration unique par voie orale a 10 mg/kg
et une administration dans I’eau de boisson a 100 mg/kg pendant 8 jours. Les résultats de
cette étude ont montré que la demi-vie d’élimination du fluconazole était d’environ 19 h, la
concentration plasmatique maximum était de 4,94 pg/mL, et que le temps pour atteindre ce
pic était de 3,42 h. Des posologies de 5 mg/kg toutes les 24 h, ou 10 mg/kg toutes les 48 h par
voie orale, ou encore 100 mg/kg dans I’eau de boisson semblent permettre de maintenir la
concentration plasmatique au dessus de la concentration minimale qui inhibe 90 % des
souches de Candida albicans (CMI90) (Ratzlaff et al., 2011 ; Guzman, 2014). Chez le
perroquet gris du Gabon (Psittacus erithacus timneh), I’administration de fluconazole a 10 ou
20 mg/kg entraine des pics de concentration plasmatique de 7,45 et 18,59 pg/mL et des demi-
vies d’¢élimination de 9,22 h et 10,19 h, respectivement (Flammer et Papich, 2006).

Voriconazole

Le voriconazole peut étre administré par voie orale ou intraveineuse. Chez 1’homme,
I’absorption est rapide, les concentrations plasmatiques maximales étant obtenues apres une a
2 h, et la biodisponibilité est de plus de 90 %. La distribution est importante dans les tissus et
la liaison aux protéines plasmatiques est de 58 % environ. Le voriconazole est métabolisé

dans le foie, par les isoenzymes CYP2C19, CYP2C9 et CYP3A4 du P450. Le métabolite
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principal du voriconazole est le N-oxide, qui ne contribue pas a I’efficacit¢ globale de la
molécule. La variabilité¢ interindividuelle du profil pharmacocinétique est trés importante.
L’¢limination se fait aprés métabolisation hépatique et moins de 2 % de la dose administrée
sont excrétés sous forme inchangée dans les urines. La demi-vie d’élimination terminale du
voriconazole est d’environ 6 h pour une dose de 200 mg. Chez la plupart des especes
d’oiseaux, le voriconazole a une cinétique non linéaire, par saturation du métabolisme, et
dépendante de la dose administrée. Le voriconazole est en effet métabolis¢é de fagon
importante par le foie, ce qui sature le complexe enzymatique lorsque les concentrations
plasmatiques sont trop hautes. L’¢limination de la molécule est linéaire jusqu’a la saturation.
Chez certaines especes, le voriconazole induit ses propres enzymes métaboliques apres
I’administration de doses répétées, c’est pourquoi il est nécessaire, pour chaque espece, de
tester un traitement avec une dose unique puis avec des doses répétées. La demi-vie du
voriconazole est treés courte : 1-1,6 h chez le perroquet gris du Gabon (Psittacus erithacus)
(Flammer et al., 2008) et 0,7-1,25 h chez I’amazone Hispaniola (4mazona ventralis) (Guzman
et al., 2010). Lorsque les doses sont augmentées, les taux plasmatiques augmentent
rapidement de maniere non proportionnelle. Un traitement a la dose de 12-18 mg/kg toutes les
8-12 h par voie orale est recommandé pour atteindre des concentrations plasmatiques
supérieure a 0,4 ug/mL. Chez le pigeon, la biodisponibilit¢ du voriconazole est de 43,7 %, la
pharmacocinétique est non-linéaire dans les traitements avec une dose unique;
I’administration de doses répétées permet €galement I’induction d’enzymes métaboliques
chez cette espece. Dans I’étude de Beernaert ef al., le traitement recommandé pour les
pigeons est une dose de voriconazole a 10 mg/kg toutes les 12 h ou 20 mg/kg toutes les 24 h
par voie orale (Beernaert et al., 2009a, b). D’autres €tudes pharmacocinétiques ont été
réalisées, notamment chez le canard colvert (Anas platyrhynchos) et la caille japonaise
(Coturnix japonica), et donnent des résultats qui varient (Tell ez al., 2010 ; Kline ef al., 2011).
Il est donc indispensable d’étudier la pharmacocinétique du voriconazole en fonction des

espeéces (Guzman, 2014).

Itraconazole

Dans le foie, le cytochrome P450 3A4 est I’enzyme qui va convertir I’itraconazole en de
nombreux métabolites dont 1’hydroxy-itraconazole, le kéto-itraconazole et le N-desalkyl-
itraconazole. Le métabolite principal qui est actif, est I’hydroxy-itraconazole dont les taux
plasmatiques sont deux fois plus élevés que I’itraconazole chez ’homme et le chien. En

revanche I’hydroxy-itraconazole n’a pas été retrouvé chez le chat ou le cheval (Davis et al.,
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2009). Chez I’homme, la demi-vie d’¢limination terminale de I’itraconazole est d’environ

17 h aprés une administration unique. La molécule est rapidement résorbée, cependant la
biodisponibilité orale varie en fonction des patients et de la galénique de la molécule. Chez le
chien, la biodisponibilité¢ de I’itraconazole est complete lorsque le médicament est distribué
avec le repas alors qu’elle peut étre inférieure a 50 % lorsqu’il est donné en dehors des repas
(Plumb, 2004). La majeure partiec de I’itraconazole est liée aux protéines plasmatiques,
principalement I’albumine, seul 0,2 % restant libre. Cette molécule présente une large
pénétration tissulaire et va étre excrétée sous forme de métabolites inactifs dans les urines et
les feces.

La pharmacocinétique de I’itraconazole a été évaluée chez de nombreux oiseaux et
varie de fagon significative selon les especes. Chez le manchot de Humboldt (Spheniscus
humboldti), un traitement par voie orale (Sporanox ND) a la dose de 7 mg/kg, toutes les 12 h,
conduit & une concentration plasmatique d’itraconazole et d’hydroxy-itraconazole combinés
de 1 pg/mL pendant 8 h (Bunting et al., 2009). L’itraconazole a une cinétique non linéaire par
saturation du métabolisme. La demi-vie d’élimination de ces deux molécules dans le sang est
de 9 et 11 h, respectivement. Dans cette étude, les taux d’itraconazole observés étaient faibles,
mais ne fluctuaient pas beaucoup au cours du temps. La concentration maximale était de
0,262 £ 0,147 pg/mL et la concentration minimale de 0,104 £ 0,080 pg/mL. La posologie
efficace de I’itraconazole pour une administration per os est estimée a 8,5 mg/kg toutes les 12
h, ou 20 mg/kg toutes les 24 h, pour atteindre des taux plasmatiques thérapeutiques chez cette
espéce de manchot (Bunting et al., 2009 ; Guzman, 2014). Chez la buse a queue rousse (Buteo
Jjamaicensis), un traitement par 5 et 10 mg/kg de principe actif a été testé pendant 15 jours. La
dose la plus ¢élevée administrée toutes les 24 h permettait de maintenir des taux plasmatiques
d’itraconazole et d’hydroxy-itraconazole thérapeutiques pendant deux semaines (Jones et al.,

2000).

Enilconazole

La pharmacocinétique de 1’énilconazole a été étudiée chez différentes especes (rat, souris,
lapin, chien, chat, cheval, bovin, poulet). L’administration par voie orale d’énilconazole
marqué radioactivement démontre une rapide absorption de la molécule. Apres application
topique, I’absorption est par contre limitée. Apres administration orale de 2,5; 10 ou 40
mg/kg chez le rat, les taux plasmatiques sont respectivement de 0,25 %, 3 % ou 16,7 %. Chez
le rat, la demi-vie dans le plasma de 1’énilconazole est de 4-5 h. Apreés administration par voie

intraveineuse a la dose de 4 mg/kg chez la vache, la demi-vie terminale de la molécule est de
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11 h. Le pic de concentration dans le sang est obtenu, apreés administration par voie topique et
orale a la dose de 4 mg/kg chez la vache, a 1 h (0,017-0,048 pg/mL) et décroit ensuite
rapidement. Lorsque le produit est appliqué sous forme de spray sur la peau a la dose de 4
mg/kg, les pics de concentrations varient entre 0,023 et 0,104 pg/mL chez le chat et ne sont
plus détectables apres 24 h. La demi-vie d’élimination terminale de la molécule est alors de 8
h.

L’¢énilconazole est fortement métabolis€, en plus de 35 métabolites, et I’élimination de
la molécule se fait principalement par les reins. Une faible proportion (moins de 10 %) est
excrétée sous forme inchangée. Le taux de métabolisation de 1’énilconazole dans le foie varie
en fonction de I’espece ; il est notamment plus €levé chez le poulet que chez le chien, mais
moins ¢élevé que chez le rat. L’énilconazole a une faible toxicité, méme apres inhalation ou
administration intra-péritonéale. La DL50 chez la souris est d’environ 400-600 mg/kg apres
administration orale, et de 4 000 mg/kg pour une application cutanée. L’énilconazole a une
faible pression de vapeur, mais s’évapore facilement dans des environnements clos en une
phase gazeuse, qui possede des propriétés antifongiques (Van Gestel ef al., 1981; Van Gestel,
1986).

Tres peu d’études pharmacocinétiques ont ¢été réalisées chez les oiseaux. La
biotransformation de [’énilconazole dans 1’organisme des poussins est rapide apres
administration orale. La demi-vie d’¢limination de 1’énilconazole est trés courte (1 h). Des
poulets ont été traités avec de 1’énilconazole radiomarqué a raison de 2,5 mg deux fois par
jour pendant 5 jours consécutifs. Apres 6 h, aucun résidu n’est retrouvé dans les muscles, les
concentrations respectives dans le foie et le rein sont de 7,6 et 1,5 pg-eq/g (Van Leemput et
al., 1984). Une étude de résidus a été réalisée sur des poussins exposés pendant 8 h a une
fumée de Clinafarm® a la dose de 25 g d’énilconazole dans 33 m’ (Van Leemput ef al.,
1990). La quantité d’énilconazole retrouvée chez un poussin était de 4 mg, concentrés surtout
dans les plumes et la peau. Aucun résidu n’a été retrouvé dans les reins, le foie, et les muscles
(limite de quantification 0,01 pg/g). Une autre étude de résidus a été réalisée sur des dindes
exposées a une brumisation d’Imavéral® 2 fois par jour pendant 3 jours a la dose 20 mg/m’
(Meissonnier et al. : compte-rendu Janssen). Les concentrations de résidus d’énilconazole
sont tres faibles, méme apres 6 brumisations, au niveau de la peau (entre 0,12 et 2,33 mg/kg)

et ne sont pas détectables au niveau des organes internes (foie, rein, muscle).
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IV. Résistance aux azolés

IV. a. Résistance microbiologique et clinique

La résistance aux azolés chez les especes d’Aspergillus peut €tre intrinseque ou acquise.
Certaines especes, comme A. lentulus et Neosartorya pseudofischerii, sont intrinséquement
résistantes aux azolés (Howard, 2014). Or ces especes sont morphologiquement identiques a
A. fumigatus, qui lui est intrinséquement sensible a tous les azolés, excepté le fluconazole. Les
résistances observées chez A. fumigatus sont donc des résistances acquises, qui font suite a
une modification génétique (Stensvold et al., 2012).

Une souche devient résistante lorsque, appartenant a une espece naturellement sensible
a un antifongique, elle est apte a tolérer des concentrations de cet antifongique nettement plus
¢levées que celles qui inhibent la croissance in vitro de la majorité des souches dites sensibles
de la méme espece. La résistance acquise, au sens microbiologique, se traduit par une
augmentation des CMI. Au sens clinique, la résistance acquise se traduit par un échec
thérapeutique lors d’un traitement dans les conditions usuelles. Cependant une faible
augmentation des CMI n’entraine pas obligatoirement un échec thérapeutique et, de méme,
I’échec thérapeutique peut avoir d’autres causes que I’acquisition d’un mécanisme de
résistance par la souche responsable de I’infection (Adamczyk, 2011). Récemment, des seuils
de sensibilité¢ ont ét¢ définis pour les azolés, pour plusieurs espéces d’Aspergillus, ce qui

permet une interprétation des valeurs de CMI (www.eucast.org).

IV. b. Mécanismes de résistance

De nombreuses mutations ont ¢été décrites chez A. fumigatus. Ces mutations peuvent provenir
de la pression de sélection exercée chez les patients recevant un traitement de longue durée
avec des azolés, ou de I’environnement du fait de 1’utilisation importante de fongicides en
agriculture. Les résistances chez A. fumigatus sont le plus souvent dues a des mutations au
niveau du gene CYP51A4, cependant d’autres mécanismes de résistance sont suggérés, incluant
la surexpression de 1’enzyme cible et la surexpression des pompes a efflux (Kanafani et

Perfect, 2008 ; Stensvold et al., 2012 ; Arendrup, 2014).
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Les mutations du géne CYP51A entrainent une modification de la séquence en acides
aminés de la lanosterol 14-o déméthylase provoquant une altération de sa liaison avec
I’antifongique azolé. Les résistances aux azolés d’isolats d’A. fumigatus retrouvés chez des
patients ayant eu un traitement prolongé avec des azolés sont dues a des mutations au niveau
des codons G54, G138, G448, Y431 et M220. Pour les isolats d’A4. fumigatus retrouvés chez
des patients n’ayant eu aucun traitement avec des azolés, la résistance est due a différents
mécanismes : (i) une répétition en tandem de 34 pb (TR34) au niveau de la région promotrice
du geéne CYP51A couplée a une substitution L98H dans le géne, (i1) une répétition en tandem
de 46 pb (TR4e) couplée aux substitutions Y121F et T289A dans le géne CYP51A4, (iii) une
substitution G432S dans le gene CYP5/A (figure 34) (Kanafani et Perfect, 2008 ; Stensvold
et al., 2012 ; Arendrup, 2014). La mutation TR34/L98H a ¢été retrouvée dans des isolats
résistants aux azolés d’origine environnementale dans de nombreux pays d’Europe, tels que le
Danemark, les Pays-Bas (Snelders et al., 2008 ; Mortensen et al., 2010), I’Italie (Prigitano et
al., 2014), I’Allemagne et la Belgique, mais aussi en dehors de I’Europe, comme en Inde
(Chowdbary et al., 2012), en Iran (Badali ef al., 2013) et en Chine notamment (Lockhart et
al., 2011). En revanche ces mutations sont beaucoup plus rares aux Etats-Unis (Reiss et al.,
2014). Cela démontre que les isolats résistants retrouvés chez les patients peuvent résulter de

mutations acquises directement de 1’environnement (Snelders et al., 2009).
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Figure 34. Représentation des principales substitutions connues du géne CYP51A4 impliqués
dans la résistance (R) aux azolés d’A4. fumigatus (d’apres Frealle et al., ECCMID 2014)
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La surexpression des pompes a efflux, qui sont des transporteurs présents au niveau des

membranes plasmiques, entraine une diminution de la concentration intracellulaire
d’antifongiques. Chez les champignons, deux familles de pompes sont impliquées dans la
résistance aux antifongiques azolés : les pompes de type ABC (ATP-Binding Cassette),
utilisant I'ATP comme source d'énergie pour le transfert, et les MFS (Major Facilitator
Superfamily) qui utilisent un gradient de protons comme source d'énergie. Il semble que les
protéines ABC soient capables de prendre en charge tous les azolés, alors que les MFS
seraient plus spécifiques du fluconazole. Ce mécanisme, largement décrit chez les levures
(e.g. Candida spp.) est plus rare chez Aspergillus (Slaven et al., 2002 ; Nascimento ef al.,
2003 ; Paul et al., 2013).

La surproduction de I’enzyme cible équivaut a la multiplication du nombre de copies de la
lanosterol 14-o-déméthylase (= CYP51), due a la surexpression du gene ERGII. 1l y a
augmentation de la transcription du géne ERGII grace a la surexpression des ARN
messagers. Ainsi, les azolés ne sont plus en concentration suffisante pour inhiber la

conversion du lanostérol en stérols 14-a-déméthylés.

Récemment de nouveaux mécanismes de résistance, qui ne sont pas liés au gene CYP51, ont
été découverts chez A. fumigatus, comme des mutations dans des facteurs de transcription

(Camps et al., 2012).

IV. c. Résistance dans les élevages aviaires

Quelques études sur la résistance aux azolés d’A4. fumigatus ont été réalisées dans les ¢élevages
aviaires. Une ¢étude réalisée en Belgique a partir d’oiseaux sauvages et domestiques souffrant
d’aspergillose a permis la mise en évidence de 4 souches résistantes a 1’itraconazole et au
voriconazole sur 59 isolats testés (Beernaert ef al., 2009c). Récemment, Wang et al. (2014)
ont montré que 100 % des isolats d’A. fumigatus issus d’écouvillons pharyngés d’oiseaux
d’¢levages frangais et chinois (n = 175) étaient sensibles a I’itraconazole, au voriconazole et
au posaconazole (Wang et al., 2014). Bien que certaines substitutions aient été détectées dans
le géne CYP51A4, aucune mutation n’a été¢ détectée au niveau des « hot spot » de mutations
reliés a la résistance aux azolés. Une autre étude réalisée en Pologne a permis d’évaluer la
susceptibilit¢ de 85 isolats d’A. fumigatus provenant d’oies (cavité orale d’oies saines, n =

63 ; poumons d’oies atteintes d’aspergillose, n = 14) et de leur environnement (eau, n = 8)
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(Zi6tkowska et al., 2014). Les CMI déterminées dans cette étude pour 1’itraconazole varient
entre 0,5 et 8 pg/mL, alors que pour le voriconazole les CMI sont comprises entre 0,125 et
1 pg/mL et pour I’énilconazole entre 0,25 et 2 pg/mL. Toutes les souches isolées dans 1’étude
sont donc sensibles a I’énilconazole et au voriconazole, alors que 14 % d’entre elles sont
résistantes a 1’itraconazole (35 % des souches isolées des poumons, et 13 % des souches
1solées de la cavité orale). Une autre ¢tude réalisée sur des prélévements pharyngés d’oiseaux
d’¢levages francais et chinois (n = 175) n’a pas permis la mise en évidence de souches

résistantes d’A. fumigatus (Wang et al., 2014).

V. Utilisation des azolés chez les oiseaux

En pratique, il n’existe aucune molécule antifongique avec une autorisation de mise sur le
marché¢ (AMM) qui soit utilisable par voie parentérale chez 1’animal, les voies
d’administration les plus utilisées étant la voie cutanée et la voie orale. En France, la seule
molécule antifongique disposant d’'une AMM pour les volailles destinées a la consommation
humaine est le parconazole, qui est utilisé¢ pour le traitement de la candidose digestive chez la
pintade. Pour le traitement de I’aspergillose dans les élevages aviaires, aucune molécule
disposant d’'une AMM n’est disponible, malgré I’importance de cette affection qui peut étre
responsable d’un fort taux de mortalité. La gestion d’un épisode d’aspergillose dans un
¢levage avicole fait donc appel principalement a des mesures hygiéniques, dont le but est de
combattre les facteurs propices au développement des champignons (retrait de la liticre et
désinfection, favoriser la ventilation des batiments, nettoyage et désinfection des lieux, du
matériel d’incubation et d’éclosion, des récipients d’eau et de nourriture), ainsi qu’a 1’emploi
de certaines solutions comme le thiabendazole ou 1’énilconazole, qui permettant de diminuer
respectivement la morbidité et la mortalité dans les bandes atteintes d’aspergillose (Saif et al.,
2008). Pour les especes d’oiseaux d’ornement, les méthodes diagnostiques et thérapeutiques
sont bien différentes des volailles. Les mesures d’hygiéne (nettoyage et désinfection) prises
pour les volailles sont applicables pour les oiseaux d’ornement, cependant, en cas de

suspicion clinique, 1’'usage de différents azolés est possible.
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Parconazole

Le parconazole dispose d’'une AMM pour le traitement et la prévention des candidoses dues a
C. albicans chez la pintade. La molécule est administrée par voie orale (dans les aliments).
Pour un traitement préventif, la dose recommandée est de 6 mg/kg par jour pendant 30 jours,
alors que pour un traitement curatif, elle est de 12 mg/kg par jour pendant 10 jours puis de

6 mg/kg par jour pendant 10 jours (Levron ef al., 1985).

Kétoconazole

Le kétoconazole dispose d’une AMM pour le chien (Kétofungol®). Il est utilisé par voie orale
a la dose de 10 mg/kg/j pour le traitement des dermatophytoses (De Keyser et Van den
Brande, 1983; Angarano et Scott, 1987). Le kétoconazole est utilis¢ hors AMM chez les
oiseaux pour traiter les infections fongiques. Lors de candidose, le kétoconazole peut étre
employé par voie orale a la dose de 20-30 mg/kg toutes les 12 h chez les Psittacidés
notamment, ou 15 mg/kg toutes les 12 h chez les rapaces. En cas d’aspergillose, le

kétoconazole peut étre utilisé a la dose de 15 mg/kg toutes les 12 h par voie orale.

Fluconazole

Le fluconazole n’a pas d’AMM vétérinaire en France, cependant il a été utilisé pour traiter
notamment la candidose chez les oiseaux. Chez le perroquet gris du Gabon, I’amazone aourou
(Amazona amazonica), et le cacatoes de Goffin (Cacatua goffiniana), une dose de 10 ou
20 mg/kg/j, ou toutes les 48 h, par voie orale, a été employée avec succes (Flammer, 1996 ;
Flammer et Papich, 2006). Chez la Calopsitte (Nymphicus hollandicus), une dose de 5-
10 mg/kg toutes les 48 h par voie orale a été utilisée (Ratzlaff et al.,, 2011). Chez les
passereaux, une dose de 2-5 mg/kg/j est employée (Dorrestein, 2000), tandis que chez les
rapaces, la dose utilisée est de 5-15 mg/kg toutes les 12 h (Huckabee, 2000). L aspergillose
peut étre dans certains cas traitée avec une dose de fluconazole, notamment chez le perroquet

gris du Gabon, a la dose de 15 mg/kg toutes les 12 h par voie orale (Pericard, 2005).

Voriconazole

Le voriconazole n’a pas d’AMM vétérinaire, mais peut étre employé pour traiter notamment
les cas séveres de candidose ou ’aspergillose chez les oiseaux a la dose de 12-18 mg/kg
toutes les 12 h par voie orale chez les Psittacidés et 12,5 mg/kg toutes les 12 h pendant 4 jours
suivi d’une dose a 12,5 mg/kg toutes les 24 h chez les rapaces comme Falco rusticolus, Falco

biarmicus, Falco cherrug, Falco peregrinus (D1 SommaMed et al., 2007). Une étude réalisée
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chez le pigeon a montré qu’un traitement a la dose de 10 mg/kg toutes les 12 h permettait de
réduire efficacement les signes cliniques et d’éliminer A4. fumigatus des pigeons

expérimentalement infectés (Beernaert et al., 2009b).

Itraconazole

L’itraconazole dispose d’une AMM pour le traitement des dermatophytoses dues a
Microsporum canis chez le chat (Itrafungol®). Il est utilis¢é a la posologie de 5 mg/kg/j
pendant 3 périodes de 7 jours consécutifs (avec une semaine d’arrét entre chaque période de
traitement). Bien que ne disposant pas d’'une AMM pour les oiseaux, I’itraconazole est
également utilisé chez les oiseaux, notamment dans les cas de candidose et d’aspergillose.
C’est pratiquement la seule molécule pour les espéces de petite taille. Elle a cependant une
toxicité élevée pour le perroquet gris du Gabon et les posologies doivent donc étre diminuées
(Giguere, 2006). Lors de candidose, I’itraconazole est employé¢ a la dose de 10 mg/kg toutes
les 24 h pendant 14 jours, excepté pour les gris du Gabon, qui sont traités avec une dose
maximale de 5 mg/kg par jour. L’itraconazole est la molécule la plus utilisée par les
vétérinaires frangais pour le traitement de 1’aspergillose, étant donné sa disponibilité, son
administration par voie orale et des effets secondaires limités. Un traitement par voie orale a
5-10 mg/kg toutes les 12 ou 24 h peut étre réalis€¢ chez les passereaux, les rapaces, et les

Psittacidés (a I’exception du perroquet gris du Gabon).

Enilconazole

L’¢énilconazole dispose d’une AMM pour le traitement topique des dermatophytoses chez le
chien, le chat, les bovins et le cheval. Il est disponible sous forme d’une solution concentrée a
10 % (Imavéral®) qui doit étre diluée 50 fois dans de 1’eau avant application cutanée.
L’énilconazole peut également étre utilisé chez le chien pour irriguer les cavités nasales et les
sinus frontaux dans le cas d’aspergillose naso-sinusale.

L’¢énilconazole est aussi un désinfectant qui est utilis€¢ dans les élevages notamment
pour décontaminer 1’environnement. L’énilconazole en tant que désinfectant est produit sous
différentes formulations, telles qu’une formulation en fumée ou en solution (gamme
Clinafarm®). Le générateur de fumée Clinafarm®, qui contient 5 g d’énilconazole et peut

traiter un volume de 25 m’

, soit 200 mg/m’, ainsi que la solution de Clinafarm® (15 %
d’¢énilconazole, a diluer avant de nébuliser) sont utilisés pour la décontamination de
I’environnement, notamment dans les élevages avicoles (Braem, 1986). Il a ét¢ montré que

ces formulations d’énilconazole étaient trés efficaces contre les conidies d’Aspergillus
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(Desplenter, 1988 ; Van Cutsem ef al., 1988). Ces formulations semblent également efficaces

pour lutter contre 1’aspergillose chez des oiseaux infectés expérimentalement. Dans 1’étude de
Van Cutsem (1983), la fumigation de 1 g d’énilconazole, correspondant a une dose de
208 mg/m’ (Clinafarm®), chez des poulets infectés expérimentalement avec A. fumigatus, a
permis de réduire fortement la mortalité des oiseaux par rapport aux individus non-traités
(usqu’a 7 fois plus importante chez les individus traités, en fonction de la dose de
I’inoculum). Une étude a également été réalisée chez la dinde (Perelman et al., 1992), dans
laquelle des dindonneaux de 10 jours, infectés avec 10° spores d’A. flavus, ont été traités par
nébulisation d’énilconazole (Clinafarm®). Les résultats ont mis en évidence une réduction
des Iésions au niveau des poumons et des sacs aériens.

Dans le cadre du dispositif réglementaire de la cascade (prescription hors AMM,
article L. 5143-4 CSP) et en raison de 1’absence de traitement spécifique, I’Imavéral® peut
étre prescrit par un vétérinaire pour traiter 1’aspergillose aviaire. Les protocoles employés
généralement dans les ¢levages de fagon empirique, sont des nébulisations répétées (3 ou 6),
sur 3 jours, d’Imavéral® 4 la dose de 20 mg/m’ ou 80 mg/m’. L’emploi de I’énilconazole est
rapporté comme permettant de diminuer respectivement la morbidité et la mortalité dans les

bandes atteintes d’aspergillose (Saif et al., 2008).
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Le recours a des modeles animaux pertinents pour reproduire une infection expérimentale

permet de mieux comprendre les modalités de contamination ou de transmission, les phases
d’initiation et de développement de la maladie (pathogénie), les caractéristiques propres a
I’agent pathogene (virulence) et a la réponse (immunités innée et acquise) de 1’hote
importantes a considérer ainsi que d’évaluer les traitements thérapeutiques et les outils de
diagnostiques. De nombreux mod¢les animaux ont été développés pour étudier I’aspergillose.
Les especes utilisées classiquement en laboratoire (lapin, rat, souris et cochon d’Inde) servent
de modgeles pour I’étude de 1’aspergillose humaine. Pour les vétérinaires, I’aspergillose est une
maladie trés importante chez les oiseaux, lesquels posseédent des caractéristiques anatomiques
et physiologiques trés différentes des mammiferes, justifiant le développement de modeles

spécifiques d’infection par Aspergillus chez différentes especes aviaires.

I. Espéces utilisées

I. a. Mammiféres

Différentes especes animales sont utilisées en routine comme modele d’infection par
Aspergillus, a savoir la souris (Mus musculus), le rat gris (Rattus norvegicus), le lapin de
garenne (Oryctolagus cuniculus) et le cochon d’Inde (Cavia porcellus). L’utilisation tres
majoritaire de la souris s’explique par de nombreux avantages associés. En premier lieu, la
petite taille de I’animal permet de tester un grand nombre d’animaux au cours d’une
expérimentation, et d’obtenir une puissance statistique satisfaisante. D’autre part, le modele
murin permet 1’accés a de nombreuses lignées génétiquement modifiées, ainsi qu’a de
nombreux réactifs immunologiques. Enfin, les souris sont faciles a manipuler et leur coft
d’achat comme d’entretien demeurent faibles (Clemons et Stevens, 2005 ; 2006).

Les études qui requicrent des volumes sanguins importants et/ou des prélévements
répétés (sang, liquide céphalorachidien) imposent de recourir a des especes de plus gros
gabarit a I’instar du rat, du cochon d’Inde, ou du lapin. Les lagomorphes sont particulierement
intéressants lorsqu’il est nécessaire de procéder a des examens par imagerie (CT-scan) afin
d’¢étudier la progression de la pathologie (Walsch, 1995). Cependant le cofit et la disponibilité
limitée de souches hybrides de lapins peuvent en limiter I’emploi (Capilla ef al., 2007). Les

lapins sont utilisés dans des modé¢les d’infection oculaire, systémique et pulmonaire. Les
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cochons d’Inde sont souvent utilisés pour I’évaluation de molécules thérapeutiques, comme le
voriconazole, dans le cas d’aspergillose invasive. En effet, contrairement aux autres rongeurs
chez qui le voriconazole va étre rapidement ¢liminé, le temps de demi-vie de la molécule chez

le cochon d’inde est plus longue, comme chez I’Homme (Kirkpatrick et al., 2000).

I. b. Oiseaux

L’avantage de développer des mode¢les aviaires d’aspergillose est de pouvoir étudier la
pathogénie ou d’évaluer des traitements thérapeutiques directement sur 1’espece cible. Des
modeles d’aspergillose aviaire ont ét¢ développés chez la poule (Gallus gallus) (O’meara et
Chute, 1959 ; Klimes et al., 1964 ; Taylor et Burroughs, 1973 ; Van Cutsem, 1983 ; Julian et
Goryo, 1990 ; Suleiman et al., 2012 ; Thierry et al., 2013), la dinde (Meleagris gallopavo)
(Richard et al., 1981 ; Richard et Thurston, 1983 ; Perelman ef al., 1992 ; Kunkle et Rimler,
1996 ; Kunkle et Sacco, 1998 ; Kunkle ef al., 1999 ; Le Loc’h et al., 2006 ; Femenia et al.,
2007 ; Melloul et al., 2014), la caille japonaise (Coturnix japonica) (Chaudhary et Sadana,
1988 ; etal., 2004 ; Tell et al., 2010 ; Rundfeldt et al., 2013 ; Goetting et al., 2013), et plus
rarement le pigeon biset (Columba livia) (Beernaert et al., 2008), I’étourneau sansonnet
(Sturnus vulgaris) (Atasever et Glimiissoy, 2004) et le canard (4nas sp.) (Graczyk et al.,
1998).

La sensibilit¢ a I’administration expérimentale d’Aspergillus peut varier selon les
espéces d’oiseaux mais aussi entre les différentes souches ou lignées d’'une méme espece hote
(Ghori et Edgar, 1979 ; Thierry et al., 2013). Des études montrent que la caille japonaise
serait la plus sensible, suivie par la dinde, la pintade, et le poulet (Ghori et Edgar, 1973 ;

Ghori et Edgar, 1979 ; Chaudhary ef al., 1983).

I. c. Autres animaux

Les comités d’éthiques pour I’expérimentation animale imposent des restrictions sur
’utilisation des animaux de laboratoire, en particulier les vertébrés, qui nécessitent donc une
réduction du nombre d’animaux utilisés, ou le développement de modeles in vitro ou de
modeles alternatifs, tels que les modeles invertébrés. L un des avantages des invertébrés est le
moindre colit (a DP’achat, et pour I’équipement nécessaire) par rapport aux modeles
mammiferes, et la possibilit¢ d’utiliser un plus grand nombre d’individus pour les

expérimentations.
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Dans le cadre d’études sur les infections fongiques, des mod¢les alternatifs ont été

développés chez le poisson zébre (Danio rerio), ou chez des invertébrés, tels que les
nématodes (Caenorhabditis elegans), les drosophiles (Drosophila melanogaster) ou les
1épidopteres (Galleria mellonella). Concernant 1’aspergillose expérimentale, les especes
testées incluent la fausse teigne de la cire (Galleria mellonella) (Reeves et al., 2004 ; Jackson
et al, 2009 ; Cheema et Christians, 2011 ; ; Gomez-Lopez et al., 2014), la drosophile
(Lionakis et Kontoyiannis, 2010 ; 2012), ainsi que les ceufs embryonnés d’especes aviaires
(O’Meara et Chute, 1959 ; Huhtanen et Pensack, 1967 ; Williams et al., 2000 ; Jacobsen et al.,
2010).

La réponse immunitaire innée chez les mammiféres joue un role majeur dans la
défense de I’hote contre les champignons pathogénes. Or des composants de la réponse
immune innée conservés chez les mammiferes sont déja bien présents chez les insectes
(Hoffmann et al., 1999) ; il en résulte que, 1’analyse de la réponse immunitaire des invertébrés
confrontés a une infection fongique peut aider a la compréhension des processus de défenses
mis en jeu également chez les vertébrés supérieurs (Hoffmann et al., 1999). De la méme
facon, la réponse immunitaire des oiseaux face a une infection par Aspergillus est similaire a
la réponse des mammiferes, de part le role des macrophages et des hétérophiles (qui sont
similaires aux neutrophiles) et la production d’anticorps spécifiques (Lehmann, 1985 ;
Martinez-Quesada et al., 1993). Or le systéeme phagocytaire de la réponse immunitaire des
oiseaux se développe précocement au cours de I’ontogenese. En effet, les macrophages et les
hétérophiles sont présents au 10°™ jour de développement de 1’embryon. Il est donc
intéressant et possible d’utiliser les ceufs embryonnés comme modele alternatif pour étudier la
pathogénicité de pathogenes fongiques comme 1’aspergillose (Jacobsen et al., 2012). Ces
modeles alternatifs permettent également 1’étude de la virulence des souches de champignons
pathogenes tels que Candida (Brennan et al., 2002) ou Aspergillus (Jacobsen et al., 2010 ;
2012 ; Gomez-Lopez et al., 2014) dans le cadre de procédures de criblage des isolats
notamment. La limite principale de ces mode¢les est leur physiologie trés simplifiée comparée
a celle des humains.

La différence de température corporelle entre les mammiferes (37°C) d’une part, la
drosophile ou Galleria (25°C) d’autre part, affecte de multiples caractéristiques fongiques,
telles que la croissance du champignon et la production de toxines. Le recours aux insectes ne
peut donc pas servir a évaluer la physiopathologie des infections. Une étude réalisée sur
Galleria a par exemple montré que I’inoculation de conidies d’A. fumigatus mutantes pour le

gene de la mélanine (PKS) entrainait une hypervirulence (Jackson et al., 2009) chez la larve
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de fausse teigne, alors que chez les mammiféres, cette souche mutante est connue pour &tre

hypovirulente (Langfelder et al., 1998).

I1. Statut immunitaire

Pour les modeles mammiferes, I’aspergillose expérimentale ne se développe que chez des
individus préalablement immunodéprimés. En effet, chez les souris immunocompétentes, un
inoculum de 10® conidies d’Aspergillus administré par voie intranasale peut étre éliminée de
I’organisme, sans induire de pathologie (Latgé, 1999). Seule I’injection par voie intraveineuse
d’un inoculum d’A4spergillus peut induire une aspergillose disséminée (reins et cerveau
principalement touchés) chez des souris adultes en [’absence de traitement
immunosuppresseur. Dans ces modeles, la dose de I’inoculum nécessaire est dépendante
notamment des souches de souris et d’Aspergillus utilisées, et varie entre 2.10° et
5.10" conidies / souris (Dannaoui et al., 1999 ; Takemoto et al., 2004). L’injection par voie
intracranienne d’environ 10’ UFC d’A. fumigatus chez des rats nouveaux nés peut également
entrainer une aspergillose cérébrale en 1’absence de traitement immunosuppresseur (Zimmerli
etal.,2007).

Différentes méthodes permettent d’obtenir une immunosuppression chez les animaux,
les plus fréquentes impliquant 1’utilisation isolée ou en cocktail de molécules cytotoxiques, de
stéroides, d’hormones ou encore d’animaux knock-out. Les traitements immunosuppresseurs
augmentent la sensibilité des animaux aux infections, cependant en fonction des molécules la
réponse a l’infection peut varier. L’aspergillose humaine se développe chez des individus
Iimmunosupprimés avec ou sans neutropénie, ce qui justifie le développement de deux types
principaux de modeles d’immunosuppression chez 1’animal pour 1’étude de 1’aspergillose : le
modele neutropénique et le modele non-neutropénique. L’administration de molécules
cytotoxiques associées ou non a des stéroides permet d’induire une neutropénie (diminution
importante des leucocytes polynucléaires), alors que 1’utilisation de glucocorticostéroides
entraine une immunosuppression sans neutropénie (augmentation des neutrophiles circulants,
et diminution des lymphocytes et monocytes).

Dans les modéles neutropéniques murins, 1’emploi de la cortisone associé au
cyclophosphamide est le plus fréquent car leur utilisation est facile. En complément, la

mortalité qui en résulte est élevée et a la fois trés répétable et reproductible. Des protocoles
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standardisés pour le développement de modeles neutropéniques chez la souris, le rat, ou le

cochon d’Inde sont disponibles sur le site du SACMM IAAM (San Antonio Center for

Medical Mycology, Invasive Aspergillosis Animal Models)
(http://www.sacmm.org/iamm.htmml). Dans ces protocoles, la dose d’immunosuppresseurs
utilisée pour les souris est de 250 mg/kg de cortisone a J-2 et J+3 et 250 mg/kg de
cyclophosphamide a J-2 réduit a 200 mg/kg a J+3. Dans les mode¢les non-neutropéniques, ce
sont les corticostéroides qui sont trés souvent employé€s, comme la cortisone (Duong et al.,
1998). La cortisone peut par exemple étre administrée a la dose de 10 mg par souris a J-2, JO,
J2 et J4 par voie intra-péritonéale (Jaton-Ogay et al., 1994 ; Balloy et al., 2005). D’autres
modeles non-neutropéniques utilisent la méthylprednisolone, associée ou non a de la
cyclosporine A (Berenguer et al., 1995). Cette derniere molécule est un polypeptide cyclique
d’origine fongique qui a un effet inhibiteur sur la réponse T lymphocytaire.

Les réponses de I’organisme consécutives a 1’infection par Aspergillus dans les deux
modeles d’immunosuppression sont treés différentes (Berenguer et al., 1995 ; Balloy et al.,
2005). En effet, dans les modé¢les neutropéniques, la mortalité¢ peut étre retardée par rapport
aux modeles non-neutropéniques, I’infection se développe plus rapidement, le taux de GM
dans les poumons est plus fort et le taux de GM dans le sang est quant a lui plus faible
(Chiang et al., 2008 ; Spikes et al., 2008).

La dose de I'inoculum nécessaire pour induire une aspergillose chez les animaux
immunosupprimés varie en fonction du traitement employé. Chez les modéles murins
d’aspergillose par voie intranasale, 1’utilisation de cortisone et de cyclophosphamide permet
de réduire la dose de I’inoculum a 10* conidies injectées, contre 10’ pour les animaux
immunosupprimés uniquement avec de la cortisone (figure 35) (Latgé, 1999).

Conidies/souris B Inoculation intraveineuse B noculation intranasale
108,
1074
1081
109;
104
1031
102

Figure 35. Relation entre dose de 1’inoculum et traitement immunosuppresseur chez la
souris pour déclencher une aspergillose expérimentale (d apres Latgé, 1999)
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Les oiseaux sont spontanément sensibles a 1’aspergillose, c’est pourquoi dans
beaucoup de modéeles d’aspergillose aviaire, le traitement immunosuppresseur n’est pas
nécessaire. Cela dit, certains auteurs ont mis en place un traitement immunosuppresseur, avec
la dexaméthasone, dans le but d’augmenter la sensibilité de certains oiseaux, afin de réduire la
taille des lots expérimentaux. Un stress chronique chez la poule pondeuse génere une
Iimmunosuppression caractérisée notamment par une augmentation du ratio hétérophiles /
lymphocytes (El-lethey et al., 2003). L’administration orale de dexaméthasone aux doses de
1,25 et 2,5 mgkg chez la caille (Aengwanick et Chinrasri, 2003), ou [I’injection
intramusculaire de dexaméthasone a la dose de 2 mg/kg chez la dinde (3 injections), induisent
une augmentation du ratio hétérophiles / lymphocytes avec un retour complet a la normale
quelques jours apres ’arrét du traitement (Huff ez al., 1998). L’emploi de la dexaméthasone
dans les modeles d’aspergillose aviaire a été testée chez le pigeon (3 injections a 2 mg/kg)
(Beernaert ef al., 2008), le poulet (4 injections a 5 mg/kg) (Thierry et al., 2013) et la dinde (3
injections a 2 mg/kg) (Le Loc’h et al., 2006).

II1. Voie d’inoculation

II1. a. Modéles mammiferes

Dans les modéles mammiféres d’aspergillose pulmonaire invasive, les voies d’inoculation
sont aérienne, intranasale ou intratrachéale, ce qui mime les conditions naturelles d’infection a
Aspergillus et permet un développement de la maladie semblable a ce qui est observé chez
I’Homme. Des procédures d’administration spécifiques sont employées pour reproduire des
formes d’aspergillose localisées.

Dans les mode¢les d’inhalation, 1’inoculation peut se faire a 1’aide de spores seches
(Ford et Friedman, 1967 ; Sandhu et al., 1970 ; Merkow et al., 1971 ; Ahmad et al., 2014) ou
humides (Patera ef al., 2004 ; Sheppard et al., 2004 ; Steinbach et al., 2004 ; Sheppard et al.,
2006 ; Leleu et al., 2013a, b). L utilisation de spores seéches permet de se rapprocher de ce qui
se passe lors d’une infection naturelle mais rend le contrdle de la dose d’inoculum distribuée

et inhalée difficile a obtenir. 4 contrario, I’utilisation d’une suspension de spores, dispersées
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au moyen d’un nébuliseur, facilite la procédure d’inoculation tout en rendant possible le
contrdle de la quantité de spores libérées.

Chez les mode¢les murins, le mode d’inoculation le plus utilisé est la voie intranasale
(Eisenstein ef al., 1990 ; Smith et al., 1994 ; Lewis et al., 2007 ; Galiger et al., 2013), qui peut
se faire par inhalation ou par instillation. Cette voie d’administration a pourtant comme
inconvénient majeur I’impossibilité de connaitre le nombre exact de conidies inoculées, ce qui
est susceptible d’entrainer une certaine variabilité dans le taux d’infection.

Un mode¢le d’inoculation par aérosolisation intratrachéale a récemment été développé
chez le rat (Chandenier et al, 2009 ; Desoubeaux et Chandenier, 2012). Ce mode¢le a
I’avantage de permettre la délivrance d’un aérosol directement dans la trachée des individus,
ce qui permet de connaitre précisément la dose de I’inoculum administré.

L’inoculation par voie intraveineuse peut &tre réalisée chez des animaux
immunocompétents ou immunodéprimés, comme la souris (Mavridou et al., 2010 ; Olson et
al., 2010 ; Seyedmousavi et al., 2013) et le lapin (Weiner et Coats-Stephen, 1979 ; Andrews
et Weiner, 1981) afin d’obtenir un modele d’infection systémique. L’immunosuppression
préalable des animaux peut induire dans ce cas le développement d’une aspergillose
pulmonaire secondaire a I’infection systémique. Cette voie d’inoculation permet une
meilleure standardisation de la procédure d’inoculation par rapport aux voies « naturelles ».
Le modele d’aspergillose ainsi obtenu est plus reproductible et facile a mettre en place
(Paulussen et al, 2014). 11 peut étre utilis¢é dans I’évaluation in vivo de molécules
antifongiques vis-a-vis des formes invasives ou systémiques d’aspergillose (Mirkov et al.,
2012 ; Kirkpatrick et al., 2013). Cependant, les modalités d’infection et les organes affectés
(reins et cerveau) différent de ce qui est observé en clinique chez I’ Homme (Jensen, 1994 ;
Latgé, 1999).

Des modeles d’ABPA ont également ét¢ développés chez la souris (Kurup et al.,
1996 ; 2002 ; Grunig et al, 1997) aprés sensibilisation de 1’hote avec des antigenes
aspergillaires injectés par voie intranasale.

Aspergillus est responsable également d’infections extra-pulmonaires, la plus
commune touchant le systéme nerveux central. Un mode¢le souris ainsi qu’un modele rat ont
été développés afin de reproduire une infection localisée a ce niveau (Chiller ef al., 2002 ;
Zimmerli et al., 2007). Dans le mode¢le souris, I’inoculation de conidies d’Aspergillus se fait
par voie intracérébrale, chez des animaux pancytopéniques (immunodéprimés avec la
cyclophosphamide), tandis que dans le mod¢le rat 1’injection se fait par voie intra-cisternale

chez des animaux jeunes et non-immunodéprimes.
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Des modeles de réactivation de 1’infection ont été développés chez le rat (Niki et al.,
1991) et la souris (Nawada et al., 1996). Dans ces derniers modeles, des souris
immunocompétentes inoculées avec Aspergillus sont immunodéprimés 10 jours (Leleu et al.,
2013b) ou 14 jours (Nawada et al., 1996) post-inoculation et développent une aspergillose
invasive consécutive a une infection non-invasive par Aspergillus.

Chez le lapin, un mod¢le de kératite aspergillaire a été¢ développé par injection dans la
cornée de conidies d’Aspergillus chez des animaux immunocompétents (O’Day, 1990). Ce
modele a servi principalement a des études thérapeutiques, pour tester des molécules comme
le fluconazole et le kétoconazole (Komadina ef al., 1985 ; O’Day ef al., 1992 ; Avunduk et
al.,2003).

Il existe un modéle d’endocardite aspergillaire développé chez le cochon d’Inde
immunocompétent (Martin ef al., 1997). L’infection se fait par cathétérisme de la veine

fémorale et inoculation de 10* conidies d’Aspergillus.

II1. b. Modéles aviaires

Dans les modéles aviaires d’aspergillose, les voies d’administration employées sont les
inoculations par voie aérienne (O’meara et Chute, 1959 ; Klimes et al., 1964 ; Taylor et
Burroughs, 1973 ; Richard ef al., 1981 ; Richard et Thurston, 1983 ; Van Cutsem, 1983 ;
Thierry et al., 2013), intratrachéale (Chaudhary et Sadana, 1988 ; Atasever et Giimiissoy,
2004 ; Beernaert et al., 2008 ; Goetting et al., 2013), intrapulmonaire et intra-sacculaires
(Perelman et al., 1992 ; Kunkle et Rimler, 1996 ; Kunkle et Sacco, 1998 ; Kunkle et al.,
1999 ; Le Loc’h et al., 2006 ; Féménia et al., 2007 ; Mazzola-Rossi, 2007 ; Beernaert ef al.,
2008). Toutes ces voies d’administration permettent d’induire une infection respiratoire
primaire.

L’infection expérimentale par voie aérienne peut étre réalisée, comme chez les
mammiferes, a partir de spores séches ou en suspension. Pour obtenir un aérosol de spores
seches, un courant d’air est créé a la surface d’une culture fongique sporulée, tandis que pour
obtenir un aérosol de spores humides, un nébuliseur va transformer une solution contenant des
spores en un nuage de tres fines gouttelettes. Une étude a comparé le pouvoir infectieux d’un
aérosol constitué de spores seches et d’un aérosol constitué¢ de gouttelettes contenant des
spores humides chez le poulet et a conclu que I'inoculation de spores séches favorisait
I’infection des oiseaux (Klimes et al., 1964). L’inoculation par inhalation de spores seéches ou

humides permet de mimer les conditions naturelles d’infection. En revanche, les injections par
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voie intrapulmonaire et intra-sac-aérien court-circuitent les voies respiratoires supérieures et

leurs mécanismes de défenses associés, ce qui peut induire une modification des premicres
étapes de ’aspergillose aigué chez I’oiseau. L’inoculation par voie intratrachéale, bien qu’elle
n’inclue pas les cavités nasales notamment, se rapproche des conditions de contamination
naturelles, tout en offrant la possibilité de controler la dose inoculée. Un nouveau modéle
d’infection a été développé chez la caille japonaise par aérosolisation intratrachéale (Goetting
et al., 2013) d’une suspension d’Aspergillus fumigatus. Ce modele utilise le méme systéme
d’atomiseur que celui déja utilis¢ dans le modele rat (Chandenier et al., 2009), un

MicroSprayer®, qui va créer un aérosol de fines gouttelettes (figure 36).

Figure 36. Dispositif d’aérosolisation intratrachéale en acier, le MicroSprayer® [1A-1B-GP

Aprées pression sur le piston de la seringue, un nuage de gouttelettes est libéré

La réponse immunitaire des animaux a pu étre étudiée en les immunisant avec une
suspension d’antigenes du champignon injectée par voie intraveineuse (Kunkle et al., 1999)

ou intramusculaire (Graczyk et al.,1998).

IV. Inoculum et isolats

Différentes especes d’Aspergillus ont ¢été utilisées pour le développement de modele
d’aspergillose chez les mammiferes et les oiseaux : la plus fréquemment est 4. fumigatus,
devant A. flavus, A. nidulans, et A. terreus. De nombreux modeles d’infection par 4. flavus
ont été développés, notamment chez les mammiferes (Eisenstein et al., 1990 ; Chakrabarti et
al., 1997 ; Kaliamurthy et al., 2003 ; Anand et al., 2013), chez la drosophile (Ramirez-
Camejo et al., 2014), et chez I’oiseau (Taylor et Burroughs, 1973 ; Richard et al., 1981). Des
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¢tudes réalisées dans des modeles murins ont montré que 4. flavus est plus virulente que
pratiquement toutes les autres espéces d’Aspergillus (Ford et Friedman, 1967). Deux ¢études
plus récentes ont également montré qu’un inoculum d’A4. flavus 100 fois moins concentré que
A. fumigatus était suffisant pour induire une infection chez la souris immunodéprimée comme
immunocompétente (Mosquera ef al., 2001 ; Kamai et al., 2002). Des modeles d’aspergilloses
chez la souris et sur ceufs embryonnés ont €té développés en inoculant des spores d’A4. terreus.
La dose nécessaire pour 1’obtention d’une mortalit¢ de 100 % est alors 100 a 1000 fois plus
importante qu’avec des conidies d’A4. fumigatus (Slesiona et al., 2012).

Différentes souches d’A. fumigatus peuvent également étre utilisées afin de tester les
éventuelles différences de virulence entre les souches. Certaines études suggerent 1’existence
de différences, se manifestant en particulier par une diminution de la virulence des isolats
environnementales par rapport aux isolats cliniques chez la souris (Mondon et al., 1996 ;
Aufauvre-Brown et al., 1998) ou la dinde (Peden et Rhoades, 1992). Au contraire, 1’é¢tude de
Olias et al. (2011) n’a pas permis de montrer de différences de virulence entre des souches
environnementales et cliniques issues d’oiseaux atteints d’aspergillose. Ceci est en accord
avec le postulat que la plupart des souches environnementales ont le potentiel d’induire une
pathologie fongique chez les hotes sensibles (Tekaia et Latgé, 2005).

La dose de I’'inoculum choisie est directement liée au taux de mortalité recherché. Elle
varie en fonction de 1’espece d’Aspergillus utilisée, ainsi qu’en fonction de 1’espeéce animale

testée (Corbel et Eades, 1977 ; Dixon et al., 1989).

V. Parameétres de suivi

Le parametre le plus immédiat reflétant le développement effectif d’une infection aigué est la
mortalité. Cependant les comités d’éthiques n’autorisent pas 1’utilisation de cet indicateur
comme critere principal de suivi. Ils recommandent notamment d’euthanasier les animaux
moribonds par compassion, plutdot que de les laisser mourir. Afin de déterminer des critéres
objectifs pour I’euthanasie, les animaux doivent étre pesés et les signes cliniques et les
comportements doivent étre suivis quotidiennement.

D’autres paramétres sont donc utilisés afin de suivre 1’évolution de 1’infection.
L’évaluation fine de la masse fongique dans les organes est le principal paramétre

mycologique. Elle va permettre une réduction du nombre d’animaux utilisés par rapport aux
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¢tudes de survie seules. Différentes méthodes de mesure du développement du champignon

dans les tissus cibles existent et le choix de la méthode est primordial : méthodes de culture
fongique, de biologie moléculaire (PCR quantitative), chimique (chitine), immunologiques
(1, 3-B-D-glucanes, galactomannane, marqueurs de I’inflammation) et histologiques.

Certaines méthodes seront décrites ci-dessous.

V. a. Culture fongique

La détermination du nombre d’unité formant des colonies (UFC) par gramme de tissu est une
méthode simple, trés souvent employée, mais qui reste semi-quantitative. Le principe de cette
méthode consiste a broyer les organes étudiés (poumons, reins, foie, cerveau...), puis a faire
des dilutions sérielles qui seront ensuite étalées sur une gélose avant incubation a 37°C. Cette
technique présente 1’avantage d’étre facile a mettre en ceuvre, d’obtenir une croissance rapide
d’Aspergillus. Seuls les ¢léments fongiques viables sont détectés. Une limite importante de
I’interprétation de ce paramétre est de savoir dans quelle mesure le nombre d’UFC représente
la masse fongique viable. Contrairement aux conidies qui sont des cellules uniques, les
hyphes sont multicellulaires et plurinucléés. L’homogénéisation des échantillons va
fragmenter les hyphes en éléments de tailles aléatoires, ainsi un fragment composé de
plusieurs cellules pourra former une seule unité¢ (UFC) (Clemons et Stevens, 2009). L’étude
de Manavathu et al. (1998) a montré que le nombre d’UFC obtenu a partir d’une culture
liquide d’A. fumigatus n’augmentait pas au cours du temps malgré un développement
important de la masse fongique (hyphes). Le dénombrement des UFC dans les organes cibles
ne refléte donc pas forcement le nombre exact de cellules viables du champignon présentent

dans le tissu (Latge¢, 1999).

V. b. PCR quantitative (QPCR)

La PCR en temps réel utilise le principe de base de la PCR classique avec pour différence une
amplification mesurée tout au long de la réaction. A chaque cycle d’amplification, la quantité
d’ADN est mesurée grace a un marqueur fluorescent dont I’émission est directement
proportionnelle a la quantité d’amplicons produits. Ceci permet d’obtenir une cinétique de la
réaction et donc la quantification de ’ADN présent au départ dans I’échantillon. Il existe
différentes méthodes de détection de la fluorescence basées sur les agents intercalants d’une

part et les sondes d’autre part. Parmi les méthodes de détection disponibles, la plus souvent
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utilisée, notamment pour la quantification de la masse fongique, est la qPCR en chimie
TagMan, avec une sonde d’hydrolyse.

Les cibles couramment sélectionnées pour la détection et la quantification de la masse
fongique présente dans les tissus par qPCR sont le geéne simple-copie FKS (Vallor ef al.,
2008), et les genes multi-copie 18S (Bowman et al., 2001) ou 28S (Challier et al., 2004). Les
résultats sont exprimés en ‘€quivalents conidies’ ou ‘équivalents cellules’. La majorité des
¢tudes qui ont utilisées la qPCR comme méthode de quantification de la masse fongique
montrent une augmentation de la sensibilit¢ comparée a la culture semi-quantitative (UFC)
(Bowman et al., 2001 ; O’Sullivan et al., 2003 ; MacCallum et al., 2005 ; Francesconi et al.,
2006 ; Gomez-Lopez et al., 2006 ; Sheppard et al., 2006 ; Vallor et al., 2008 ; Petraitis et al.,
2009). Dans 1’é¢tude de Bowman et al. (2001) réalisée chez la souris, les résultats qPCR
montrent une diminution de 4 log;o, contre une diminution de seulement 1 log;y par le
dénombrement des UFC. De la méme fagon, une étude réalisée chez la souris pour tester
Iefficacité de la caspofungine a montré que les résultats de qPCR ¢étaient toujours plus
importants que ceux de la culture fongique dans les reins (MacCallum et al, 2005).
Cependant, malgré des différences significatives de la masse fongique entre les animaux
traités et non-traités, les résultats de PCR réduisaient 1’effet des antifongiques. Dans 1’étude
chez le cochon d’Inde de Vallor et al. (2008), la qPCR permet la détection trés précoce de la
masse fongique dans les poumons et une augmentation de cette masse tout au long de
I’infection, contrairement a la culture fongique ou le galactomannane.

La qPCR permet donc de détecter une augmentation progressive de la masse fongique
sous forme de conidies ou d’hyphes au cours de I’infection. La méthode est rapide,
reproductible, trés spécifique, sensible et présente 1’avantage de permettre le multiplexage.
Les principaux inconvénients sont les étapes d’extractions nécessaires a la PCR, le cott, et les
faux négatifs possibles (dus & une mauvaise hybridation de la sonde) ; de plus la qPCR ne
permet pas de différencier les ¢éléments viables et non-viables et peut donc induire une
surestimation de la masse fongique (Clemons et Stevens, 2009).

L’utilisation de la qPCR pour la recherche spécifique d’A. fumigatus n’a encore

jamais ¢€té réalisée chez les oiseaux.

V. ¢. Galactomannane (GM) et 1, 3-B-D-glucane (BG)

Un test commercial (Platelia Aspergillus, Biorad™) permet la détection chez I’homme par une

technique ELISA d'un composant pariétal du champignon, le galactomannane, dans différents
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¢chantillons cliniques, dont en particulier le sérum et les lavages broncho-alvéolaire (LBA).

Ce test est surtout utilis¢é comme test de criblage chez les patients présentant un risque €élevé
d'aspergillose invasive. Il existe un certain nombre de causes pour expliquer des résultats
faussement positifs (notamment la contamination de certains antibiotiques de la famille des
bétalactames) et aussi des faux négatifs. Les données actuelles disponibles suggérent que le
suivi de 1'évolution dynamique des taux est plus utile au diagnostic qu'une valeur seuil (cut-
off). La diminution du taux de galactomannane circulant parait associée a un bon pronostic,
contrairement a sa persistance ou son augmentation sous traitement (Sulahian et al.,
2001 ;Bille, 2005).

Chez les oiseaux, I’antigénémie pourrait étre négative dans certains cas a cause de la
demi-vie courte du galactomannane ou varier suivant 1’organe atteint. Inversement, il
semblerait qu’une faible antigénémie soit commune chez des oiseaux sains (Ivey, 2000 ;
Jones et Orosz, 2000). Les kits commerciaux ont été testés sur de nombreuses especes aviaires
et ont permis de valider en partie la détection de ce biomarqueur dans le sérum en conditions
controlées (Cray et al., 2009a) ou dans des ¢levages de dindes comme de poulets (Franga et
al., 2012). Ces tests ont également été utilisés dans de nombreux modeles expérimentaux de
mammiferes (Seyedmousavi et al., 2011 ; Lengerova et al., 2012) ou oiseaux, comme la dinde
(Le Loc’h et al., 2006).

La détection de galactomannane refléte 1’augmentation active des hyphes dans les
tissus. Cependant, si cette méthode permet de calculer un index GM, un seuil limite reste a
définir pour les différentes espeéces et les différents organes testés. De plus, les résultats
semblent plus variables que ceux obtenus avec la PCR ou les UFC, et les faux positifs ne sont
pas rares, en particulier chez les oiseaux (Franga et al., 2012). En effet dans cette dernicre
¢tude, I’index GM observé chez des poulets ou des dindes non-infectés pouvait atteindre en
moyenne 2 ou 4 (valeur seuil chez I’ Homme de 0,5). Ceci est probablement di a la présence
importante dans les élevages aviaires de galactomannane provenant des champignons présents
dans I’environnement et les poussieres (Arné ef al., 2011).

Les 1, 3-B-D-glucanes, composants spécifiques de la paroi des champignons, sont
également utilis€és comme outil diagnostic en clinique (Hoenigl ef al., 2014), ainsi que pour la
détection d’Aspergillus dans certains modeles animaux, comme chez le cochon d’Inde
(Lengerova et al., 2012) ou le rat (Ahmad et al., 2014). Ce biomarqueur est toutefois moins

sensible et spécifique que le galactomannane.
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V. d. Chitine

La chitine est un composant de la paroi des champignons qui n’est pas présent chez les
mammiferes. La méthode employée pour quantifier la chitine dans un prélévement nécessite
plusieurs étapes d’extraction a base d'hydroxyde de potassium (KOH). La détection se fait
ensuite par mesure colorimétrique d’un dérivé aldéhyde du chitosane, qui est
un polyoside composé de la distribution aléatoire de D-glucosamine. La limite inférieure du
test est d’environ 1 pg de glucosamine (Lehmann et White, 1975). Les résultats sont exprimés
en pg de chitine par gramme de tissu. Les avantages de cette méthode sont la spécificité,
puisque la chitine n’est pas présente chez les mammiféres, et le peu d’équipement qu’elle
requiert. De plus, la mesure de la chitine permet de voir une augmentation de la charge
fongique dans les 7 jours apres infection. Les inconvénients sont, d’une part, le temps de
réalisation qui est long et, d’autre part, le fait que cette méthode ne permette de quantifier que

les hyphes et non les conidies.

D’autres parametres peuvent aider au suivi de I’infection, comme I’histologie qui
permet de visualiser le champignon et les cellules de la réponse immunitaire, ou, plus
récemment, les marqueurs de I’inflammation (Gonzales et al., 2010 ; Sheahan et al., 2010 ;
Goetting et al., 2013). Dans 1’é¢tude de Goetting et al. (2013), réalisée chez des cailles
japonaises expérimentalement infectées avec Aspergillus, la détection de certains marqueurs
inflammatoires, comme les protéines de phase aigué (PPA), a permis de montrer une relation
positive avec la sévérité de la maladie, ainsi qu’avec les résultats de culture fongique (UFC).
Ces résultats sont différents de ceux observés chez les mammiferes (Gonzales et al., 2010 ;
Sheahan et al., 2010), car la réponse inflammatoire chez les oiseaux est différente de celle

observée chez les mammiferes (Gruys ef al., 2005).
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OBJECTIFS

Les particularités anatomiques et physiologiques des oiseaux rendent ces animaux
particulierement réceptifs et sensibles a 1’infection par Aspergillus fumigatus. Dans les
¢levages avicoles, et tout particulicrement dans les élevages de dindes, I’infection peut étre
responsable d’un fort taux de morbidité et de mortalité, entrainant des pertes économiques
importantes. Par ailleurs, 1’énilconazole, la seule molécule antifongique utilisée dans les
¢levages avicoles lorsque des cas d’aspergillose sont signalés, n'a pas d'autorisation de mise
sur le marché pour les oiseaux pour cette indication.

L’objectif général du travail de thése a consisté a évaluer I’efficacité de 1’énilconazole
administré par voie aérienne vis-a-vis de ’infection par A. fumigatus chez des oiseaux. Pour
cela, le premier objectif a été de mettre au point un modele expérimental d’aspergillose aigué
chez le dindonneau. Un mod¢le d’inoculation par aérosolisation intratrachéale d’une
suspension de conidies d’Aspergillus fumigatus a été¢ développé sur des dindonneaux de
moins d’une semaine. Le deuxiéme objectif a été 1’évaluation et la validation de deux
biomarqueurs (ADN et antigene fongique) pour le suivi du développement du champignon
filamenteux dans 1’organisme par la quantification de la charge fongique au niveau des
poumons. La quantité d’ADN fongique a été évalué par PCR en temps réel a partir de cibles
simple-copie (géne FKS) et multi-copies (géne du 28S), tandis que la présence du
galactomannane, antigeéne pariétal d’Aspergillus a été évalué par un test ELISA. Le troisieme
objectif a ét¢ 1’évaluation de D’efficacité de 1’énilconazole en utilisant le modele et les
marqueurs préalablement définis. Pour cela, le traitement a tout d’abord été testé de facon
controlée, par nébulisation (a I’aide d’un nébuliseur médical) de 1’azolé sur les dindonneaux
placés dans une chambre d’inhalation. Puis dans une seconde expérimentation, les oiseaux ont
¢été traités directement sur leur lieu d’hébergement a 1’aide d’un atomiseur semblable a ceux
utilisés en dans les élevages avicoles. Dans cette derniére expérimentation, un lot d’oiseaux a
¢été traité par itraconazole, dont 1’efficacité a déja été prouvée chez d’autres especes aviaires a

titre de comparaison avec 1’énilconazole.
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Chapitre 1- Développement du modeéle

I. Introduction

L’aspergillose est une infection majeure chez les oiseaux, et tout particuliecrement chez la
dinde. Différents modeles expérimentaux d’aspergillose ont été développés chez plusieurs
especes dont la caille du Japon (Coturnix japonica), le poulet (Gallus gallus), le pigeon biset
(Columba livia), 1’étourneau sansonnet (Sturnus vulgaris) et la dinde (Meleagris gallopavo).
Les modeles déja développés chez la dinde varient par leur voie d’inoculation : intra-
sacculaire, intrapulmonaire ou par inhalation d’un aérosol généré a partir de colonies
d’Aspergillus. Les injections intra-sacculaires ou intrapulmonaires ne reproduisent pas la voie
de contamination naturelle puisque dans ces conditions les conidies ne traversent pas le
tractus respiratoire supérieur. Le modele d’infection par inhalation de conidies sous la forme
d’une poudre seéche mime les conditions naturelles d’introduction du champignon dans
I’organisme. Cependant ce mod¢le est particulierement difficile a standardiser, principalement
parce que la quantité de conidies inhalées par les individus ne peut étre précisément mesurée.
L’inoculation par nébulisation d’une suspension de conidies en phase aqueuse a également été
testée chez d’autres especes que la dinde, mais le méme probléme de standardisation peut
générer une variabilité excessive de la réponse des individus inoculés. Un nouveau mod¢le
d’infection, qui permet 1’aérosolisation par voie intratrachéale d’une quantité précise de
conidies, a été développé chez le rat (Ratus norvegicus) par I’équipe de Jacques Chandenier
au Centre Hospitalier Universitaire de Tours (37) (Chandenier et al., 2009). Cette méthode
d’inoculation permet de se rapprocher des conditions de contamination naturelle, tout en
controlant la dose infectante délivrée. De plus, contrairement aux mammiferes, 1’absence
d’épiglotte chez les oiseaux facilite I’inoculation. Dans cette étude, nous nous proposons donc
d’utiliser une inoculation par aérosolisation intratrachéale afin de développer un nouveau

modele d’aspergillose aigué chez la dinde.

En plus de I’analyse de la survie des animaux, le suivi de I’infection a été réalisé par
mise en culture, examen anatomo-pathologique et quantification de la masse fongique dans
les poumons. Pour cela, deux méthodes de quantification (détection de biomarqueurs) de la
masse fongique pulmonaire ont ét¢ adaptées et évaluées chez la dinde. Le premier
biomarqueur évalué a ét¢ I’ADN fongique, par une méthode de PCR quantitative. La qPCR
n’avait encore jamais €té utilisée pour la détection d’A4. fumigatus chez les oiseaux. Le second

biomarqueur sélectionné et quantifi¢ par ELISA est un antigéne majeur de la paroi fongique,
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le galactomannane. Ces deux biomarqueurs sont dosés en routine dans le sérum des patients
humains a risque ou pour suivre I’évolution de I’aspergillose invasive chez les malades placés
sous traitement. Dans le cadre d’infections expérimentales, ils peuvent permettre une
évaluation plus précise de la masse fongique dans les organes cibles des mammiferes de

laboratoire.
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I1. Mise au point d’une infection expérimentale chez la dinde
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Aspergillus fumigatus remains a major respiratory pathogen in birds and treatment is still
difficult. We challenged different groups of few-day-old turkeys via intratracheal aerosoli-
sation with increasing concentrations (10° up to 108) of conidia using a MicroSprayer®
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1. Introduction

Aspergillosis is the most severe fungal disease in birds
involving thermophilic mold species that belong to the
genus Aspergillus, among which Aspergillus fumigatus is by
far the most prevalent causative agent. In poultry pro-
duction and more specifically in fast-growing or breeding
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E-mail address: parne@vet-alfort.fr (P. Arné).
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0147-9571/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

flocks of turkeys, this opportunistic infection, which is
responsible for high rates of morbidity and mortality, poor
performance and carcass condemnation, causes severe eco-
nomic losses. Generally confined to the lower respiratory
tract in acute cases affecting young birds, lesions may
extend to many other organs via secondary haematogenous
dissemination or contiguous infection. The small diame-
ter of conidia allow them, once inhaled, to be deposited
directly deep within the respiratory system particularly
in the posterior air sacs. Therefore, primary colonization
occurs in an environment which is optimal for germination
and mycelium growth of Aspergillus molds. Considering
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the physiological specific aspects of the respiratory tract
of birds and the lack of efficient treatments for declared
aspergillosis, the development of avian models is abso-
lutely necessary to acquire comprehensive knowledge of
the physiopathology of the disease [1,2]. Numerous ver-
tebrate models of this disease have been successively
developed to study various aspects of fungal development
in the host, the subsequent immune response and to test
antifungal drug efficacy. In contrast to rodent and rabbit
models, immune modulation is not a necessary prerequi-
site in avian challenge models [1]. Aspergillosis is readily
induced in healthy birds by inhalation of aerosolized coni-
dia in turkeys [3] or chickens [4], intravenous challenge
in turkeys [5], intratracheal route in starlings [6], Japanese
quails [7-9], rock pigeons and gyr-falcon hybrids [10] or
by transcutaneous inoculation into air sacs in turkeys [11]
or racing pigeons [12]. Besides mortality or clinical signs,
the monitoring of host-pathogen interactions following an
experimental challenge in birds relies on the presence of
gross lesions and histopathological lesions [13] in addition
to either the detection of markers of the fungal exten-
sion [1] or the quantification of the inflammatory response
[7]. For many years, non-culture-based methods either
used alone or in combination have been developed to tar-
get Aspergillus DNA by real-time PCR or cell-wall antigens
in different tissues or fluids to establish a rapid diagno-
sis of invasive aspergillosis in humans [14] or to monitor
experimental disease in several rodent models [15-19].
The measurement of galactomannan or 1,3-3-p-glucans
has also been tested in different bird species suffering
aspergillosis [20], in turkeys following experimental infec-
tion [21] and recently on cases affecting commercial broiler
chickens and turkeys [22].

Our goal was to validate an accurate model of acute
aspergillosis in intratracheally-challenged turkeys. Non-
culture-based methods and quantitative culture were
compared to assess the fungal burden in lungs. In further
investigations this original model may be used to test anti-
fungal treatments in poultry.

2. Materials and methods

2.1. A. fumigatus strain, mycological cultures and
preparation of the inoculum

A. fumigatus strain CBS 144.89 was used for all exper-
iments. This strain was initially isolated from a human
patient with invasive aspergillosis in France and obtained
from the Centraalbureau voor Schimmelculture (CBS),
Utrecht, The Netherlands. All mycological cultures were
performed on malt agar plates supplemented with chlor-
amphenicol (50 mg/L) and incubated at 37 °C for 10 days
depending on the fungal growth and species. To prepare the
inoculum, the strain was grown for 10 days at 37 °C. Coni-
dia were subsequently harvested by flooding the plates
with sterile phosphate-buffered saline (PBS) containing
0.01% (vol/vol) Tween 20 (PBST). The conidia were con-
centrated by centrifugation (at 3500 x g for 30 min) and
counted using a Malassez counting chamber.

2.2. Animals and housing conditions

Conventional male turkeys (Hybrid Diamond White
Medium strain, Le Sayec, Caudan, France) of 1-day-old
with an average weight of 65-70¢g were used. Groups of
approximately 20 birds were housed in cages (minimum
2m?2) on wood chips litter, in the biosafety 3 level sector
of the animal facility of the veterinary college of Alfort,
France. Animals had permanent access to fresh commercial
poultry starter (Versele-Laga, Belgium) and water. Pho-
toperiod (16 h per day) and ambient temperature (25 °C)
were regulated. Two infrared lamps provided additional
heat throughout the experiment.

2.3. Environmental contamination assessment

The fungal contamination of the environment was
assessed before and during the experiment by regular
sampling of conidia by sedimentation on two opened plates
placed in each cage for 30 min. In parallel, 1g of litter and
feedstuff were sampled and mixed in 45mL PBST from
which 100 pL was seeded on malt+chloramphenicol agar
plates.

2.4. Sprayer system and intratracheal challenge

Two sets of experimental infections were conducted
under the same conditions. For the first experiment (set
A), 36 seven-day-old turkeys were inoculated (day O)
with different concentrations of A. fumigatus (12 birds
per inoculum): 10°, 108 or 107 conidia per bird (groups
named Inoc5, Inoc6 and Inoc7, respectively). Nine turkeys
were inoculated with PBST as negative control. In the
second experiment (set B), 12 five-day-old turkeys were
inoculated with 108 conidia (Inoc8) and 7 turkeys were
inoculated with PBST. Two birds of each group were euth-
anized immediately after inoculation in order to check the
contamination level of lungs.

Turkeys were anesthetized by inhalation of 5% isoflu-
rane (Aerrane; Baxter, Maurepas, France) in oxygen
and inoculated with 100 wL of A. fumigatus suspension
(or PBST) using a stainless steel 19 gauge aerosolizer
(Microsprayer IA-1B®, Penn Century, Philadelphia, PA,
USA) connected to a 1 mL syringe (Medallion®, Merit Medi-
cal, The Netherlands) inserted into the trachea under visual
control. No intra-operative deaths or delayed recovery (less
than 2 min after inoculation) were observed. Birds were
monitored at least twice daily and every sign of morbid-
ity or mortalities were recorded. Turkeys were euthanized
with T-61® (Intervet, The Netherlands).

All animal research procedures were approved by the
regional ethics committee for animal experimentation at
the veterinary college of Alfort (no. 00830.02, Ethics com-
mittee of Anses/ENVA/UPEC).

2.5. Sample collection

Targeted organs of the respiratory tract from all dead
and euthanized animals were removed aseptically under
a laminar flow hood. The trachea and left thoracic air sac
were sampled with a sterile swab. The left lungs were
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collected for histology and the right lungs were used for
fungal culture, real time PCR and galactomannan dosage.

2.6. Histological evaluation

Tissues collected for histology were immediately fixed
in 10% neutral buffered formalin and dehydrated. Paraf-
fin wax-embedded specimens were sectioned at 4 wm and
stained with hematoxylin-eosin-saffron (HES). Periodic
acid Schiff (PAS) and Grocott-Gomori methenamine-silver
stains (MS) were used to help the visualization of
Aspergillus-like hyphae in lesions. A blind reading of 1 up to
10 slides per selected turkey of each group was conducted
to evaluate the intensity of microscopic lesions.

2.7. Fungal culture of respiratory organs

The right lungs were weighed and ground with a tissue
homogenizer (Bio-Gen PRO200 Homogenizer, Pro Scien-
tific, Oxford, CT, USA) in 6 mL of PBS containing 0.01%
(vol/vol) Tween 20. An aliquot of 100 pL of the primary lung
homogenates were immediately used for fungal culture,
the rest was frozen at —20 °C until use.

Dilutions of primary lung homogenates and swabs of
trachea and air sac were seeded on malt chloramphenicol
agar plates and incubated at 37 °C. The count of A. fumiga-
tus colonies (CFU) were assessed 1 and 2 days after plate
inoculation.

2.8. Assessment of conidial equivalent by real time PCR

The primary lung homogenates were subjected to a sec-
ondary homogenization step. An aliquot of 500 p.L of lung
homogenate was transferred to a sterile 2 mL screw-cap
centrifuge tube containing 0.5 mm-diameter glass beads
(Biospec, Bartlesville, USA) and placed in a MagNa Lyser
homogenizer (Roche, Meylan, France) for 3 bursts of 30 s at
3500 rpm with incubation on ice between bursts. The sec-
ondary lung homogenate was collected by centrifugation
at 800 x g for 5min at 4°C and 100 p.L of this homogenate
was directly used for DNA extraction with the QIAamp
DNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) according to
the manufacturer’s directions. Fungal DNA and secondary
homogenate were stored at —20°C until use. Real-time
TagMan PCR quantified the amount of A. fumigatus cell
nuclei by targeting the single-copy FKS gene and the multi-
copy gene encoding the 28S rRNA. The sequences of the FKS
primers were previously reported [23]: sense amplification
primer, AFKS1 (5'-GCC TGG TAG TGA AGC TGA GCG T-3'),
antisense amplification primer, AFKS2 (5'-CGG TGA ATG
TAG GCA TGT TGT CC-3’) and the hybridization FKS probe
(5’-6-FAM-TCA CTC TCT ACC CCC ATG CCC GAG CC-BHQ1-
3’). The 28S primers were reported by Challier et al. [24]:
28S-466 (5'-CTC GGA ATG TAT CAC CTC TCG G-3’) and 28S-
533 (5’-TCCTCG GTC CAG GCA GG-3’) and the hybridization
28S probe (5'-6-FAM-TGT CTT ATA GCC GAG GGT GCA ATG
CG-TAMRA-3").

A standard curve was established with DNA samples
extracted from lungs of uninfected turkeys (qPCR and semi-
quantitative culture negative for Aspergillus) inoculated
with different doses of A. fumigatus conidia (from 102 to

108 conidia) and allowed us to quantify the Aspergillus
DNA in the organs by calculating conidial equivalents (CE)
[15]. DNA samples were analyzed in duplicate by using
the LightCycler® 480 detection system (Roche, Meylan,
France). The reaction mixture consisted in 5 L of DNA,
900 or 500nM sense and antisense primers from FKS
or 28S targets, 200nM FKS probe or 250nM 28S probe
and LightCycler® 480 Probes Master 2x (Roche, Meylan,
France). All assays were run under the following condi-
tions: 50°C for 2 min, 95°C for 10 min, then 50 cycles of
15sat95°Cand 1 min at 65 °C or 60 °C respectively for FKS
or 28S primers.

2.9. Galactomannan (GM) quantity assessment

An aliquot of 500 pL of primary lung homogenates
were centrifuged at 2300 x g for 5 min and the supernatant
was placed into a fresh tube. Lung supernatants (300 L)
were used for GM determination with the Platelia GM-EIA
kits (Bio-Rad Laboratories, Marnes-La-Coquette, France)
according to the manufacturer’s directions. The minimum
and maximum thresholds of DO detected by the ELISA
reader (Bio-Rad Laboratories, Marnes-La-Coquette, France)
ranged between O and 3 Abs. A 1:100 dilution of lung
homogenates was realized for all groups and a 1:1000 dilu-
tion for the Inoc8 group in order to avoid the saturation of
the signal detected in some crude lung homogenates.

2.10. Genotyping of A. fumigatus isolates

A subset of strains recovered either from the environ-
ment or from internal organs was collected and genotyped
by Multiple Locus VNTR Analysis (MLVA) [25].

2.11. Statistical analyses

Statistical analyses were performed with the JMP 10.0
software. A log rank t test has been used to analyze the sur-
vival of birds and to evaluate the effect of the inoculum dose
on mortality. Linear regressions were realized between the
different biomarkers (log;o CFU/g of lung, log;o CE/g of lung
and the GM index) in order to measure the possible rela-
tionship between them. Then Spearman’s rank correlations
were performed for multiple comparisons and to evaluate
the relationship between the different biomarkers and the
inoculum doses.

Data from continuous variables are presented as
means + standard errors of the mean.

3. Results
3.1. Body weight, clinical signs and mortality

A dose dependent response was observed concerning
weight gain evolution when inoculated turkeys were com-
pared to non-challenged birds in both sets. If birds from
Inoc5 and Inoc6 were not affected by Aspergillus challenge,
growth average of birds exposed to higher concentrations
(Inoc7 and Inoc8) decreased significantly as soon as 2 days
post-inoculation (Fig. 1).
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Fig. 1. Mean weight variations of inoculated birds (black line) compared
to non-challenged turkeys (gray line) from set A (solid line) or B (dashed
line). Inoculum of 10° (1), 10 (A), 107 (¢) or 108 (O) Aspergillus fumigatus
conidia. Error bars indicate standard deviations.

No clinical signs or mortality were observed in non-
challenged turkeys and Inoc5. The clinical signs observed in
turkeys of Inoc6, Inoc7 and Inoc8 included lethargy, ruffled
feathers, progressive weight loss and respiratory distress
such as open-mouthed breathing leading to lateral recum-
bency in severe cases. Two birds out of 9 in Inoc6 exhibited
clinical signs 6 days after inoculation, but did not die before
the end of the experiment. Eight turkeys out of 10 in Inoc7
presented clinical signs, which appeared between 3 and 6
days after inoculation and 3 animals died on day 5. In set
B, an acute respiratory distress was registered between 1
and 3 days post-inoculation of A. fumigatus in all turkeys
of Inoc8 (n=10), and they died 24-48 h later (Fig. 2). The
survival curves of Inoc7 and Inoc8 differed significantly
from the other groups and between them (log-rank ¢ test,
p<0.0001).

3.2. Macroscopic and microscopic lesions

No macroscopic lesions were observed on non-
challenged and Inoc5 birds. An increasing proportion of
turkeys from Inoc6 (5/10), Inoc7 (8/10) and Inoc8 (10/10)
exhibited few nodules on thoracic air sacs and a densifica-
tion of variable proportions of the pulmonary parenchyma.
Histological lesions associated with Aspergillus develop-
ment were confirmed in lungs of Inoc6, Inoc7 and Inoc8
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Fig. 2. Survival time of non-challenged (gray line) and inoculated (black

line) turkeys from set A (solid line) and B (dashed line). Inoculum of 10°
(>), 108 (A), 107 (¢) or 108 (O) Aspergillus fumigatus conidia.

Table 1
Fungal burdens in lungs of inoculated turkeys measured by CFU and real
time PCR (28S) assays.

Groups Mean log;o CFU/g of lung Mean logo CEzss/g of lung

Inocs BLD? BLD
Inocé 2.84+0.30 (5/9)° 5.32+0.13 (3/9)
Inoc7 4344029 (7/10) 5.73+£0.14 (7/10)
Inoc8 5.60+0.12 (10/10) 7.17 £0.11 (10/10)

2 BLD: below level of detection.
b Mean + standard error (no. of positive values/total no. of birds tested).

turkeys but were absent in Inoc5 or non-challenged birds.
These lesions were mostly represented by multifocal either
isolated or coalescing granulomas with necrotic centers
and occurrence of multinucleated giant cells (Fig. 3). Per-
centages of altered parenchyma varying from 30 to 80%
have been estimated on lung preparations from different
birds belonging to Inoc7 and Inoc8. However, the hyphae
burden seemed to be more important in the latter group.

3.3. Fungal cultures from trachea, air sacs and lungs

The lower limit of the assay is approximately 300 CFU/g
of lung (10 CFU/plate). All non-challenged turkeys exhib-
ited negative cultures. Semi-quantitative numerations
from trachea and air sacs showed variable levels of con-
tamination immediately after inoculation in all challenged
groups. However, no Aspergillus could be recovered from
both organs of all birds of Inoc5, Inoc6 and Inoc7 that were
euthanized between 5 and 8 days post challenge. For Inoc8,
a high level of contamination (>100 CFU/plate) was still
present in air sacs till day 4, but not in trachea even in
turkeys which died spontaneously 2 days after inoculation.

Positive counts ranging from 3.28 up to 9.75 log¢ CFU/g
have been registered on lungs of all turkeys sacrificed
immediately after the inoculation. In the remaining birds,
the proportion of positive samples and the mean of log
CFU/g of lung established on those samples increased with
the inoculum size (Table 1). The mean of log,o CFU/g of
lung for the 13 turkeys (Inoc7 and Inoc8) that died sponta-
neously between 2 and 5 days pi was 5.47 +0.41.

3.4. Assessment of conidial equivalent by real time PCR

The sensitivity of real time PCR on 28S target was higher
than on FKS gene with limits of detection varying from
5CE (corresponding to 103 CE/g of lung) to 250CE per
reaction (5 x 104 CE/g of lung) respectively. Immediately
after experimental infection, gPCR signals remained unde-
tectable for the 2 birds of Inoc5, one turkey of Inoc6 but
were highly positive for the others (Inoc7 and 8). At day
8, no amplification at all was detected with both targets
for Inoc5 and only 3/9 samples from Inoc6 were detected
with the 28S target. The numbers of CE/g of lung detected
with the FKS target and 28S target were positively corre-
lated (log1g CEpks/g of lung=—-2.92 +1.34 x logg CE»gs/g of
lung) when assessed on the 17 DNA samples (7/10 Inoc7
and 10/10 Inoc8) exhibiting amplification with both DNA
targets (data not shown). Similarly to fungal numerations
both proportions of positive amplifications and means of



Chapitre 1- Développement du modeéle

E. Melloul et al. / Comparative Inmunology, Microbiology and Infectious Diseases 37 (2014) 271-279 275

‘3b

Fig. 3. Histological sections of lungs from 2 turkeys (Inoc8). (a) (HES stain): voluminous granuloma with a necrotic center. (b, c) (HES stain) and (d) (MS
stain): detailed of a granuloma. A: necrosis; B: granuloma; C: red blood cells in capillary; D: giant cells with multiple nuclei; E: Aspergillus hyphae.

log CE,gs/g of lung in positive results appeared to be corre-
lated to the inoculum size (Table 1).

3.5. Galactomannan (GM) quantity assessment

GM index obtained on crude lung homogenates pre-
sented huge variations from 0.5 to 6 (signal saturation)
in all groups including non-challenged birds. GM index
repartition after 1:100 dilution (Fig. 4) was quite similar
in control, Inoc5 and Inoc6 birds (p=0.0084). The high-
est variation of GM index values was observed in Inoc7
(mean GM index =3.99 4 0.90). All turkeys that died spon-
taneously (including all Inoc8) exhibited an index higher
than 5. Interestingly, the GM index of all birds immediately
euthanized after inoculation were lower than 0.35.

3.6. Correlation between the different markers

CE,gs and CFU titers in the lung were strongly cor-
related (p<0.0001) when the data of all groups were
included (Fig. 5) but not in each group considered sepa-
rately. Both values increased significantly with inoculum
size (p<0.0001). As featured by the regression line, the
sensitivity threshold of CE values was almost 10 fold
higher than CFU counts in lung samples (logqg CExgs/g of
lung =1.30 x log;o CFU/g of lung). Birds which died quickly
had consistently more CFU and CE in lungs than the other

birds. GM index applied to diluted lung homogenates
(1:1000) of Inoc8 was significantly correlated to log;g CE/g
(Fig. 6a, p=0.0172) but not with log;o CFU/g (Fig. 6b,
p=0.526).

3.7. Environmental contamination

Negligible levels of contamination by molds (Aspergillus
spp. and Mucorales) were detected in the litter or in the

s o ==

)

6 °

GM index (1:100 dilution)

107 10°
Conidia inoculated

Fig.4. Comparison of mean galactomannan index (1:100 dilution) in lung
samples from non challenged and inoculated groups.
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room’s atmosphere prior to the installation of the birds or
after inoculation (controls at day 1 and day 8). Feedstuffs
remained consistently culture-negative.

3.8. Molecular typing of A. fumigatus

Six A. fumigatus isolates collected from the animals pre-
sented the same MLVA genotype as that of the reference
strain (CBS 144.89) used for the experimental infection.

4. Discussion
4.1. Experimental model

Many models of avian aspergillosis have already been
published testing various bird species, age at inoculation,
challenge routes and even the Aspergillus species [1]. Both
field data [2] and experimental results [26] clearly demon-
strate a higher susceptibility of turkeys and quails to A.
fumigatus infection when compared to chickens, but also
intraspecific differences in host responses [4,27] highlight-
ing the necessity to establish models on relevant species
or lineages reared for meat or egg production. Different
routes of Aspergillus inoculation have been tested in turkeys
including intrapulmonary [28], intra-air-sac administra-
tion [11,21] and finally aerosolization in confined plastic
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chambers [3]. With the exception of the latter method,
which is difficult to standardize [4], the intratracheal inoc-
ulation, which has not been yet tested in turkeys, is the
closest to the natural way of infection and only bypasses the
upper airways and their putative defenses [1]. We propose
herein a relevant model of acute aspergillosis in one-
week-old turkeys following intratracheal nebulization of
A. fumigatus conidia with a MicroSprayer® aerosolizer. The
CBS 144.89 strain, administered in this model was isolated
from a human case of invasive aspergillosis and has already
been used to induce experimental disease in turkeys
[11,21] or broiler chickens [4]. Microsatellite [29] or MLVA
[25] typing of either clinical or environmental isolates of
A. fumigatus did not demonstrate any specific association
between the observed genotypes and the origin (host, envi-
ronment versus clinical case). Therefore, we assume [1]
that every A. fumigatus strain may have the potential to
cause disease in susceptible vertebrates. However, in a Gal-
leria mellonella larvae model, clinical isolates appeared to
be more pathogenic than environment ones [30] underly-
ing the need for further investigations in vertebrate models
by testing Aspergillus genotypes from different origins.
The use of Microsprayer® has already been validated in
immunosuppressed 6-8 weeks-old Sprague-Dawley rats
[16] and immunocompetent Japanese quail [7] to admin-
istrate precisely calibrated inoculum of A. fumigatus in the
respiratory tract. The evaluation of the impact of four dif-
ferent inoculum concentrations (10°, 106, 107 and 108
conidia per turkey) allowed us to record mortality fol-
lowing a dose response with values of 0, 0, 30 and 100%
respectively. Global parameters such as the evolution of
body-weight, the occurrence and severity of clinical signs
and the chronology of deaths appeared strictly in con-
cordance with the concentration of conidia administered.
Lower mortality rates (respectively 16, 55 and 20%) have
been observed in turkeys treated with 10 conidia in the
air sac [21] or submitted to dry aerosol delivering doses
of 5x10° spores per animal [3] or in quails receiving
1.5 x 108 [9] conidia intratracheally. A similar protocol
(2 x 107 conidia administered intratracheally) applied to
quails resulted in 55% [31] and 100% mortality [8]. As men-
tioned by Goetting et al. [7] who compared two modalities
of inoculation, the nebulization by Microsprayer® should
not be considered to be strictly equivalent to a “classi-
cal” intratracheal inoculation using an intravenous catheter

B
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Fig. 6. Relationship between GM index and CE (A) or CFU (B) per g of lung from turkeys inoculated with 108 conidia. *Significant correlation (p =0.0038)
between galactomannan index and CE by the Spearman rank correlation test, n=10.
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after removing the stylet. Higher mortality (88% versus
33%) has indeed been observed after nebulization com-
pared to the “classical” method after the same inoculum
size (4.7 x 107 spores). This could be attributed to differ-
ences in dispersion parameters (velocity, dropplet size)
through the respiratory tract. Similarly to [7], the macro-
scopic lesions registered in our model were strictly limited
to the respiratory apparatus and particularly marked in
lungs but much more rarely on caudal air sacs. Extensive
parenchyma necrotic damage consecutive with the pres-
ence of multifocal typical granulomas [11,13] were seen
in the present experiment in all birds of Inoc8 but also in
some animals belonging to Inoc7, which have been euth-
anized at the end of our experiment. We cannot therefore
exclude the possibility of delayed mortality (up to 50%) in
the latter group if the experiment took place over a longer
post-inoculation period [3].

4.2. Biomarker evaluation

The relevance of three putative biomarkers (CFU, galac-
tomannan and real-time PCR) has been concomitantly
assessed on lung homogenates for the first time in turkeys.
In contrast with already published models in the immuno-
suppressed rat [15] or Guinea pig [17,18], our primary
purpose was not to study the kinetics of fungal develop-
ment in several target organs but to compare the effect
of variable inoculum sizes on these parameters and, in
addition, we tried to establish potential correlations to
characterize fungal burden states in the lung since it was
the sole organ to present extensive macroscopic lesions in
our model.

Semi-quantitative culture-based methods used to eval-
uate the Aspergillus load in organs are easy to perform
but only detect viable organisms. Furthermore, temporal
studies in rodents suggest that these tools may not be accu-
rate when monitoring the development of multicellular
filamentous fungi particularly in parenchyma submitted
to mechanical homogenization [32] leading to possible
underestimation [33,34]. Except for some air sacs samples
obtained from turkeys, which died in the first four days
following inoculation, no fungus could be detected on the
trachea or air sac swabs. This may be explained by fungal
clearance, or low sensitivity of the method used on these
organs. Although not strictly comparable because the inter-
val post-inoculation differed between dead and euthanized
birds, the mean lung numerations, the proportion and the
homogeneity of positive results seemed clearly to increase
with the inoculum dose. All dead animals presented at
least 5 x 10° spores/g of lung tissue that was estimated by
Richard et al. [3] as the dose necessary to kill about 50%
of 3-week-old turkeys exposed to an aerosol of Aspergillus
conidia. This concentration appeared to be a clear thresh-
old in younger birds unable to mount an effective innate
response [4,11,13] in the critical phase of the first days
following experimental infection. The detection of viable
Aspergillus was possible in a high proportion of apparently
healthy turkeys, which were euthanized at the end of the
experiment, but may persist to least 8 weeks post-exposure
[3]. However, fungal load in surviving birds as assessed by

culture seemed to decrease post-inoculation as in other
avian [4,9] or mammal models [18,19].

The enzyme immune assay of galactomannan, a specific
cell-wall component of fungi is relatively easy to perform
and is likely to reflect the progressive increase in mycelium
load by tip extension of hyphae [33]. The availability of
commercial tests has allowed this polysaccharide compo-
nent to be measured as a valuable biomarker in the sera
of different bird species suffering from aspergillosis [20].
It has been used in field studies on commercial broiler
chickens and turkeys [22], but also in mammals [16,34]
and turkeys [21] experimental models. As a potential diag-
nosis tool, contrasting results have been obtained due to
variable sensitivity or specificity depending on the species
tested. Additional difficulties exist in the definition of an
appropriate cut-off value and the stage of the disease [20]
but also to the ubiquitous presence of galactomannan in
the poultry environment leading to false positives [1]. This
last point may partially explain the positive GM values
obtained from crude lung homogenates of control birds
housed in a clean but not sterile environment. This necessi-
tates work on dilutions to evaluate this parameter. The GM
index on 1:100 dilutions were very low in turkeys submit-
ted to the two lowest doses as for non-exposed birds but
were much more variable in Inoc7. This may reflect indi-
vidual differences in host-response efficiency. The high GM
index systematically seen in turkeys, which died sponta-
neously in contrast to almost undetectable values in birds
euthanized immediately after receiving variable doses of
non-germinated conidia, is consistent with the relationship
between the index value and the progression of the fungal
disease [17,33]. Furthermore, GM index correlated with the
extent of infection as demonstrated by histopathological
examination [18].

A real-time quantitative PCR assay has been developed
recently in rodent models to measure the fungal load and
its progression in different organs in order to evaluate the
efficacy of antifungal therapy [15,17-19]. This molecular
tool allows the detection of both conidia and hyphae and
can be very sensitive and specific but like the GM enzyme
immunoassay, it does not indicate viability of the fungus
[33]. Gene targets included a monocopy gene like FKS1
[18] or multicopy genes, in particular the ribosomal DNA
genes [15] and internal transcribed spacer. The choice of
multicopy genes alone or in the frame of a nested PCR
[17] to improve sensitivity may not be ideal for standard-
ization of the method [34]. To our knowledge, qPCR in
avian lungs was evaluated for the first time in this study.
The real-time PCR signal from a sample of infected tissue
was compared with a standard curve composed of coni-
dia added to naive pulmonary parenchyma and we chose
to express the fungal biomass in terms of CE [15]. The
performances of the monocopy FKS gene and the multi-
copy 28SrDNA amplification in turkey lungs proved to be
equivalent although the sensitivity of the latter PCR was
logically about 1logyo CE/g lower. Mathematical extrapo-
lation predicted that the detection limit of this assay was
approximately 103 CE/g of lung, which is quite similar to
2 x 103 CE/g (18S) estimated in an haematogenous mouse
model of aspergillosis [15], but could further be improved
with a nested qPCR [17]. As demonstrated by results on

133




134

Chapitre 1- Développement du modeéle

278 E. Melloul et al. / Comparative Immunology, Microbiology and Infectious Diseases 37 (2014) 271-279

euthanized birds just after inoculation, the qPCR seemed
to be less sensitive than CFU numerations, which may be
explained by a low efficiency of extraction of conidia from
tissue samples [19,32]. Although no signal could be ampli-
fied in Inoc5 and there was no sign of illness, both the
proportion of positive samples and mean log¢ CE/g tended
to increase with the dose used. Finally, the onset of induced
mortality coincided clearly with a peak in fungal burden in
Inoc8 as observed in a mouse model [15].

A strong correlation between qPCR results and cul-
ture numerations was seen when positive data from all
groups were included and the molecular method demon-
strated a higher sensitivity. This relationship appears to be
stronger when tissues contain hyphae rather than conidia
[32]. When data from Inoc8 were compared with similar
mammal models [15,18], GM index and qPCR appeared
to be more closely correlated with the rise of infection
in comparison with CFU values which may partially be
explained by the fact that the culture-numerations stag-
nates or decreases with time [19].

5. Conclusion

We have developed a repeatable and standardized
model of acute and fatal primary pulmonary pneumonia
in the young, immunocompetent turkey. The aerosolizer
device used in this experiment allows to deliver precisely a
controlled inoculum in the trachea and may be applicable
to chemotherapy trials [7]. Housing birds in groups ina con-
trolled environment enables field conditions of production
to be mimicked and to evaluate the treatment of aspergillo-
sis by nebulized molecules such as azole compounds [2].
Besides survival, still considered the most reliable measure
to assess antifungal therapy, the combination of additional
markers of fungal development and dissemination in target
organs but also in blood may contribute to a more preco-
cious and more precise detection of treatment efficiency in
birds submitted to lethal or sub-lethal challenges but also
to the refinement and the reduction objectives of in vivo
experimental research [33,34].
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II1. Conclusions sur le développement du modele expérimental

Nous avons développé un modele d’infection pulmonaire aigu€ chez le dindonneau
immunocompétent, a 1’aide d’un dispositif d’aérosolisation intratrachéale, le Microsprayer
[IA-1B®. Ce dispositif permet de délivrer un inoculum calibré directement dans la trachée des
oiseaux. L’administration de différentes doses d’inoculum (10°, 10° 107 et 10® conidies) nous
a permis d’enregistrer des taux de mortalité de 0, 0, 30 et 100 % respectivement chez des
dindonneaux males agés d’une semaine. Les paramétres généraux du suivi de I’infection, tels
que I’évolution du poids, I’apparition et 1’évolution des signes cliniques et la mortalité sont
bien corrélés a la dose de I’'inoculum. Des 1ésions macroscopiques typiques de 1’aspergillose
(granulomes) ont été observées au niveau des poumons et des sacs aériens caudaux des
dindonneaux du lot inoculé avec 10® conidies, ainsi que chez certains oiseaux du lot inoculé
avec 107 conidies. La présence de telles 1ésions dans le lot Inoc7 suggére que la mortalité

aurait pu étre retardée, apres les 8 jours post-inoculation, si I’expérience avait €té poursuivie.

La pertinence de [utilisation de deux biomarqueurs (ADN fongique et
galactomannane) a été évaluée pour la premiere fois, en comparaison avec la culture fongique
(UFC), sur des homogénats de poumons de dindes. A I’exception des échantillons de sacs
aériens obtenus a partir des dindes qui sont mortes dans les quatre premiers jours suivants
I’inoculation, aucun champignon n’a ¢été détecté dans les prélevements de la trachée ou des
sacs aériens, ce qui peut étre expliqué par 1’élimination du champignon. Le nombre d’UFC
moyen détecté dans les poumons semble clairement augmenter avec la dose d’inoculum. De
plus, tous les animaux morts spontanément présentaient au moins 5.10° UFC/g de poumon, ce
qui correspond au seuil établi par Richard ef al. (1981) comme étant la dose nécessaire pour
tuer environ 50 % des dindes agées de 3 semaines exposées a une aérolisation de conidies
d’Aspergillus.

Les index GM détectés dans les homogénats de poumons pures sont tous positifs,
méme chez les individus témoins non inoculés avec Aspergillus. Une dilution 1:100 a permis
la détection d’index GM trés bas chez les oiseaux des lots Inoc5, Inoc6 et chez les témoins. A
I’inverse, les index GM sont tres élevés pour le lot Inoc8 et variables pour les oiseaux du lot
Inoc7.

La détection de ’ADN fongique dans les poumons par qPCR n’avait jamais été

réalisée chez les oiseaux. L’amplification des cibles simple-copie FKS et multi-copies
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28SrDNA d’A. fumigatus dans les poumons se sont montrées €quivalentes, bien que la
sensibilité¢ de la PCR 28S soit environ 1log;ode EC/g supérieure. Les moyennes d’EC/g de

poumon ont tendance a augmenter avec la dose de 1’inoculum.

Notre modele d’infection pulmonaire aigué et fatale chez le dindonneau
immunocompétent est répétable et standardisé. De plus, I’absence d’épiglotte chez 1’oiseau
facilite d’un point de vue technique I’inoculation. L’hébergement des oiseaux en groupe, dans
un environnement contrdlé, permet de reproduire les conditions de terrain et d’évaluer les
traitements antifongiques par nébulisation de molécules, telles que les composés azolés, dans
des conditions proches des ¢élevages aviaires. En dehors de la survie, qui est considérée
comme le parametre de référence pour évaluer les traitements thérapeutiques, la combinaison
de marqueurs supplémentaires permettant la quantification de la masse fongique dans les
organes cibles pourrait contribuer a une évaluation plus précoce et plus précise de 1’effet

d’une molécule a visée thérapeutique.
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I. Introduction

Aucune spécialité disposant d’'une AMM n’est actuellement disponible pour le contrdle de
I’aspergillose dans les ¢élevages avicoles. Ces derniers doivent maitriser le risque aspergillaire
en appliquant des mesures préventives visant a réduire le développement du champignon dans
I’environnement des animaux (ventilation adéquate des locaux, entretien des litieres et qualité
du stockage, décontaminations régulieres). Des désinfectants a base d’énilconazole sont
employés pour décontaminer 1’environnement (gamme Clinafarm®) en [’absence des
animaux. Par ailleurs, une formulation a base d’énilconazole (Imavéral®) et disposant d’une
AMM pour le traitement topique des dermatophytoses (du chien, du chat, des bovins et du
cheval), est également employée de fagon empirique en présence des oiseaux pour réduire la
morbidité et la mortalité lorsque une aspergillose sévere est déclarée dans un élevage avicole.
Le produit est alors dilué dans de 1’eau puis aérosolis€¢ dans le batiment, a 1’aide d’un
nébuliseur qui va créer un brouillard de gouttelettes fines au niveau des oiseaux. Le traitement
est généralement appliqué une a deux fois par jour, pendant trois jours consécutifs, a la dose
de 20 mg d’énilconazole / m’. L’efficacité de la molécule dans ces conditions d’utilisation n’a
jamais ¢été évaluée. Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes fixés comme objectif
d’évaluer ’efficacité de 1’énilconazole chez des dindonneaux expérimentalement infectés par
A. fumigatus. Deux expérimentations successives ont €té nécessaires pour atteindre cet
objectif.

Lors de la premicre expérimentation, I’administration du principe actif a été réalisée
en conditions de confinement : les dindonneaux ont été placés dans une chambre d’inhalation.
La dose testée était de 20 mg/m’ administrée une fois par jour pendant trois jours consécutifs.
Lors de la seconde expérimentation, le traitement a ¢été¢ réalisé¢ directement dans la salle
d’hébergement des oiseaux a I’aide d’un atomiseur comme ceux utilisés dans les élevages
avicoles. La technique employée se rapproche alors des conditions d’utilisation de
I’énilconazole en é¢levage, et permet d’intégrer 1’effet potentiel de 1’énilconazole sur la
réduction du niveau d’exposition au champignon par destruction de celui-ci dans
I’environnement. La dose recue par les oiseaux dans cette expérimentation a été doublée par
rapport a la premiére expérimentation : 20 mg/m’ deux fois par jour pendant trois jours
consécutifs.

Lorsque la nébulisation d’énilconazole est mise en place pour juguler un épisode

d’aspergillose, I’ensemble des animaux est trait¢ en méme temps mais il est possible que tous
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les oiseaux ne soient pas au méme stade de développement de I’infection (niveau d’exposition
ou moment de la contamination différents). Afin de tester ’efficacité de 1’énilconazole sur
une population hétérogeéne (quant au développement de I’infection fongique), nous avons
procédeé, dans la premicre expérimentation, a des inoculations expérimentales séquentielles
(inoculés soit 48 h soit 24 h avant le début du traitement ou 7 h aprés la premicre
administration d’énilconazole) sur des lots de dindonneaux qui ont par contre tous été traités

les mémes jours par I’antifongique.

Les pesées régulieres, 1’observation du comportement et des signes cliniques ont
permis le suivi de I’infection, complété par la culture fongique a partir des poumons et la
quantification de la masse fongique a I’aide des biomarqueurs validés dans la premiere partie
de notre étude, c’est a dire 1’utilisation de la PCR en temps réel (basée sur I’amplification de
la cible 28S) pour la détection d’ADN fongique, et le test ELISA pour la détection et la

quantification du galactomannane dans le parenchyme pulmonaire.
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I1. Matériels et méthodes

Toutes les expérimentations animales réalisées au cours de la theése ont été approuvées par le

comité d’éthique de ’ANSES / ENVA / UPEC (n°09/07/13-5B).

Deux expérimentations successives ont été réalisées pour évaluer I’efficacité de
I’énilconazole sur notre modele d’aspergillose aigué du dindonneau. Le traitement
¢énilconazole a été réalisé par nébulisation dans une chambre d’inhalation dans la premiere
expérimentation (ExpA) et directement dans la salle d’hébergement des oiseaux pour la
seconde expérimentation (ExpB). Dans ExpA, seuls les oiseaux ont été nébulisés, tandis que

dans ExpB, les oiseaux ainsi que leur environnement (litiere, sol, murs) ont été traités.

I1. a. Souche d’Aspergillus fumigatus, culture mycologique et préparation de I’inoculum

La souche d’Aspergillus fumigatus CBS 144.89 a ét¢ utilisée pour toutes les expérimentations.
Cette souche a ¢été initialement isolée en France chez un patient humain souffrant d’une
aspergillose invasive et obtenue aupres du Centraalbureau voor Schimmelculture (CBS),
Utrecht, Pays Bas.

Toutes les cultures mycologiques ont été réalisées sur des boites de Petri contenant un
milieu malt agar (Merck, Darmstadt, Germany) additionné de chloramphénicol (Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) a la concentration finale de 0,5 g/LL et incubées a
37°C jusqu’a 10 jours consécutifs.

Pour préparer I’inoculum, la souche CBS 144.89 a été¢ mise en culture pendant 10 jours a
37°C. Les conidies ont été récupérées par lavages des boites de Petri avec du tampon
phosphate salin (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) (PBS) contenant 0,01 %
(vol/vol) de Tween 20 (PBST). La suspension de conidies est ensuite centrifugée a 3500 g
pendant 30 minutes afin de concentrer les spores, lesquelles sont ensuite diluées dans du
PBST puis comptées a ’aide d’une cellule de Malassez afin d’ajuster la concentration de la

suspension finale.
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I1. b. Animaux et hébergement en animalerie

Un controle qualité¢ a été¢ effectu¢ a I’arrivée des dindonneaux afin de vérifier leur état
sanitaire (examen des pattes, des yeux, des narines, de 1’ombilic, évaluation de la tonicité et
de Dactivit¢ générale). Des dindonneaux males (Hybrid diamond white medium)
conventionnels agés d’un jour et pesant en moyenne entre 65 a 70 g ont été utilisés (Le Sayec,
Caudan, France). Les oiseaux ont ét¢ confinés dans une animalerie de niveau de sécurité¢ A3
du CRBM (Centre de Recherche BioMédicale), sur le site de ’ENVA (Ecole Nationale
Vétérinaire d’Alfort). Les différents groupes de dindonneaux ont ét€¢ hébergés dans des boxes
de 2 m* (ExpA = environ 20 oiseaux par boxes) ou dans des salles (zones de 4,5 m” délimitées
par des gardes) (ExpB= environ 40 oiseaux par salle) sur une liticre de copeaux de bois
(Copo-Box®, Sicsa, France) (figure 37). Eau fraiche potable et aliments de démarrage pour

volaille (Versele-Laga, Belgique) étaient fournis a volonté.

Figure 37. Hébergement des dindonneaux dans des boxes de 2 m” (A) ou dans des enclos
de 4,5 m* (B) et identification des oiseaux par des bagues alaires (C)

Durant les deux premiers jours d’adaptation des dindonneaux, la lumicre artificielle

(néons) est restée allumée en continue afin de promouvoir 1’activité des oiseaux et un acces
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facilit¢ a I’eau et a 1’aliment. Par la suite, la photopériode (06:00-22:00) et la température
ambiante (19-21°C) ont été fixées et controlées pour la durée de I’expérimentation. Des
lampes infrarouges (2 a 4 ampoules de 250 W), situées a 70 cm au dessus du sol, ont été
systématiquement placées dans les boxes afin de fournir une source de chaleur localisée.
Chaque oiseau a été identifié¢ individuellement a 1’aide de bagues alaires en aluminium (Ferme

de Manon, France) (figure 37).

II. c. Inoculation

Dans les deux expérimentations, les oiseaux ont tout d’abord été anesthésiés par inhalation
d’isoflurane a 5 % (Aerrane, Baxter) dans une chambre d’inhalation. Puis les dindonneaux ont
été inoculés, sous contréle visuel, par aérosolisation intratrachéale de 100 pL d’une
suspension d’A. fumigatus concentrée & 10° ou 10° conidies/mL, respectivement pour ExpB et
ExpA, a I’aide d’un MicroSprayer® (Microsprayer [A-1B®, Penn Century, Philadelphia, PA,
USA) (figure 38). Les animaux témoins ont re¢u un volume identique de PBST dans les

mémes conditions expérimentales.

Figure 38. Inoculation par aérosolisation dans la trachée a 1’aide d’un atomiseur, le
MicroSprayer IA-1B®, apres anesthésie du dindonneau
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I1. d. Traitements antifongiques

II. d. 1) Traitement par I’énilconazole

ExpA : Les animaux ont été placés dans une chambre d’inhalation de 0,05 m’ (boite en
plastique) dans laquelle est fixé I’embout d’un nébuliseur médical (Nébulissur OMRON
C28, OMRON, France) qui permet de délivrer des gouttelettes de 0,3 a 0,5 um de diametre
(figure 39). Un volume de 5 mL d’une solution d’imavéral® (Imavéral®, Lilly France) dilué¢e
500 fois dans de I’eau minérale (Cristaline®) a température ambiante (soit 1 mg
d’¢énilconazole in toto) a été nébulis€¢ pendant 15 min dans la chambre d’inhalation, en
présence des dindonneaux, ce qui correspond a une concentration finale délivrée de 20 mg/m’.
Le traitement a ét¢ administré a heure fixe une fois par jour pendant 3 jours consécutifs. Les
animaux témoins (non-traités) ont été placés dans une seconde chambre d’inhalation (0,05 m?)
installée dans une salle différente, et ont été nébulisés dans les mémes conditions avec 5 mL
d’eau minérale, a température ambiante, pendant 15 min a I’aide d’un second nébuliseur

(Nébuliseur OMRON C29, OMRON, France).

Figure 39. Nébulisation du traitement a I’aide d’un nébuliseur OMRON placé dans une
chambre d’inhalation

ExpB : Les individus traités et non-traités ont ét¢ maintenus dans deux salles séparées de 18

m” (volume de 45 m’), dans lesquelles une zone de 4,5 m” (volume de 10 m?) a été délimitée
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pour I’hébergement des dindonneaux. Les animaux ont ¢été traités directement dans la salle ou
ils étaient hébergés a 1’aide d’un atomiseur (Atomiseur ATOMIST 1026 BP) placé de maniére
a distribuer de fagon homogeéne la molécule antifongique sur I’ensemble du périmétre délimité
pour les oiseaux. Cet atomiseur a froid de solutions en bases aqueuse ou huileuse peut étre
utilisé notamment en ¢levage ou dans un contexte hospitalier. La pulvérisation génere la
formation d’un brouillard humide composé de gouttelettes fines de 15 a 40 micromeétres. Lors
du traitement antifongique, les abreuvoirs et les mangeoires ont été retirés de la salle avant le
traitement (figure 40). La dose d’énilconazole employée a été fixée a 20 mg/m’, ce qui
correspond a 1’aérosolisation d’un volume de 2 L d’une solution d’imavéral® diluée 450 fois
dans de I’eau minérale (Cristaline®), a température ambiante, en 15 minutes (soit 220 mg
d’¢énilconazole in toto). Le traitement a été réalisé deux fois par jour (09:00 et 19:00) pendant
3 jours consécutifs. Les animaux témoins (non-traités) ont subi simultanément une
aérosolisation de 2 L d’eau minérale a I’aide d’un second atomiseur ATOMIST, dans les
mémes conditions que les animaux traités. La ventilation des salles a été stoppée juste avant la
mise en route des atomiseurs, pour une durée de 30 min au total, soit durant toute la durée de

I’aérosolisation (15 min maximum), puis apres 1’arrét des atomiseurs (15 min minimum).

Figure 40. Dispositif de nébulisation de I’énilconazole a 1’aide d’un atomiseur ATOMIST
placé dans la salle d’hébergement des dindonneaux
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II. d. 2) Traitement par I’itraconazole

Dans ExpB, un lot distinct de dindonneaux a été traité¢ avec de I’itraconazole par voie orale
(Itrafungol®, Lilly France) a la dose de 10 mg/kg, une fois par jour, pendant 7 jours
consécutifs (Glimiissoy et al., 2004). Des individus témoins ont recu, dans les mémes

conditions, une administration per os d’un volume identique d’eau minérale (Cristaline®).
I1. e. Protocole expérimental et lots
II. e. 1) ExpA

Tous les lots de cette expérimentation ont été traités (€nilconazole versus eau) simultanément
sur 3 jours consécutifs (TO, T1 et T2). Par contre, le moment de 1’inoculation des conidies
d’A. fumigatus (versus PBST) par rapport au démarrage du traitement antifongique a différé
en fonction des groupes d’oiseaux selon la séquence chronologique suivante : 48 h, 24 h avant
le premier traitement (TO), et 7 h aprés TO (figure 41). Soixante-douze dindonneaux ont été
répartis en 4 lots, dont 2 inoculés avec le champignon :

- 1 lot (Af/énilconazole, n = 24) inoculé avec 10® conidies d’A. fumigatus puis traité avec de
I’énilconazole.

- 1 lot (Af/H,0, n = 27) inoculé avec 10° conidies d’A. fumigatus puis traité avec de I’eau
(témoin du traitement).

- 1 lot (PBST/énilconazole, n = 6) inoculé avec du PBST (contrdle négatif) puis traité avec de
I’énilconazole.

- 1 lot (PBST/H,0, n = 6) inoculé avec du PBST (contrdle négatif) puis traité avec de I’eau.

Chacun des 4 lots a été divisé en 3 groupes d’oiseaux inoculés 48 h ou 24 h avant TO, ou bien

7 h apres TO (G.as, Go4 €t G47) (figure 41).
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EXP A

Eclosion Traitements

9 T8 T7 T6 T5 T4 T3 T2 T1 T0 T T2 T3 T4 T5 Té T7 T8

] ] ] ] ] ] ] ] ] 1 1 1 ] ] ] ] ] ]
jours post-traitement
. S—— 3 m
Inoculations L !
. . |
séquentielles L 1
— M
G-48 G-24 G+7
Nombre X Inoculation PBST ou A. fumigatus
d’animaux / lots : PBST/H,O 2 2 2
PBST/énilconazole 2 2 2 B Euthanasie finale et autopsie
AffHO 8 10 9
Af/énilconazole 8 8 8

Figure 41. Chronogramme de I’expérimentation ExpA et définition des différents lots
expérimentaux en fonction des séquences d’inoculations (10® conidies) et de traitements

II. e. 2) ExpB

Tous les dindonneaux ont ¢t¢ inoculés au méme temps (JO) puis ont commencé a étre traités
24 h apres (J1, J2 et J3) (figure 42). Quatre-vingt-quatre dindonneaux ont été répartis en 6
lots : 3 lots inoculés avec un inoculum de 107 conidies d’A. fumigatus puis traités avec de
I’eau (Af/H,O, n = 21), de I’énilconazole (Af/énilconazole, n = 21) ou de I’itraconazole
(Af/itraconazole, n = 21) et 3 lots témoins inoculés avec du PBST puis traités avec de I’eau
(PBST/H,0, n=7), de D’énilconazole (PBST/énilconazole, n = 7) ou de I’itraconazole
(PBST/itraconazole, n = 7) (figure 42).

EXPB
Eclosion Inoculation jours post-inoculation
J6 J5 J4 )3 J2 J1 Jo J1 J2 J3 )4 J5 6 J7 I8 J9 J10 J11 J12 )13 )14
L1 I L1 L5 | I I L1 I L1 I I L1 I I )
PBST/H,0 (n=7) S A A h Ak 1
PBST/énilconazole (n=7} ——
PBST/itraconazole (n=7) — - } } } } ] } I
Af/H,0 (n=21) iy
Af/énilconazole (n=21) ——
Af/itraconazole (n=21) —< ! ! ! } } } }
S~ ot
X Inoculation PBST A Aérosolisation H,0
Euthanasie et autopsie
X Inoculation A. fumigatus A Aérosolisation énilconazole
20 mg/m?

| Administration itraconazole
(voie orale) 10 mg/kg

Figure 42. Chronogramme de I’expérimentation ExpB et définition des différents lots
expérimentaux en fonction des séquences d’inoculations (107 conidies) et de traitements
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I1. f. Suivi

Les dindonneaux ont été pesés tous les jours a partir de leur arrivée sur le site et les signes
cliniques ont été enregistrés quotidiennement pendant toute la durée de I’expérimentation. Les
signes cliniques recherchés étaient une dégradation du Gain Moyen Quotidien (GMQ), des
difficultés respiratoires (dyspnée d’effort plus ou moins importante suite a une stimulation, ou
dyspnée continue) et/ou de locomotion associées ou non a des postures anormales (ailes
tombantes, plumages ébouriffés, mouvements de téte anormaux). Un systeme de scores a été

mis au point au cours de la seconde expérimentation (ExpB) (tableau 2).

Tableau 2. Scores des signes cliniques utilisés dans exp B pour évaluer la gravité des signes
cliniques

Scoring

Signes cliniques

0 1 2 3

Gain de poids par rapport

/

Ny 05%

Ny 5-10% Ny >10%

alaveille
Difficultés respiratoires normal Dyspnée d'effort + Dyspnée d'effort ++  Dyspnée continue +++
Locomotion normale  Locomotion réduite .
. . Locomotion nulle,
Locomotion et comportement normal mais mouvements de  et/ou mouvements de

. A I'animal ne se léve plus
téte téte

I1. g. Euthanasie

Tous les animaux qui ont survécu ont été euthanasiés a la fin de I’expérimentation par
injection intraveineuse de T61®. Les animaux présentant des signes cliniques séveres
d’aspergillose (dyspnée continue, locomotion nulle), ou présentant un score des signes

cliniques supérieur ou égal a 4 (ExpB), ont été euthanasiés par compassion.

I1. h. Autopsie et prélévements

Sur chacun des animaux morts spontanément ou euthanasiés, une autopsie a €té pratiquée
dans des conditions stériles, sous un poste de sécurit¢ microbiologique (PSM) équipé d’un
flux laminaire. Des écouvillonnages de la trachée, incisée sur toute la longueur, et du sac

aérien thoracique gauche ont systématiquement été réalisés a 1’aide d’écouvillons stériles



Chapitre 2- Evaluation de I'énilconazole

(figure 43). Les poumons gauche et droit ont été prélevés puis sectionnés chacun en deux
moitiés dont une pour la recherche de biomarqueurs aspergillaire (dosage du galactomannane
et PCR quantitative du géne 28S d’A. fumigatus) et la culture fongique et I’autre conservée
dans une solution de formaldéhyde.

oS

Sac aérien thoracique

Figure 43. Ecouvillonnage au niveau de la trachée (A) et au niveau du sac aérien thoracique
gauche (B)

II. i. Evaluation de la biomasse fongique dans les poumons et dans les organes

respiratoires

IL. i. 1) Culture fongique

Les moitiés des poumons (droit et gauche) ont été pesées et broyées a I’aide d’un
homogénéiseur de tissu (Bio-Gen PRO200 Homogenizer, Pro Scientific, Oxford CT, Etats-
Unis) dans 5 mL de PBS contenant 0,01 % (vol/vol) de Tween 20. Un volume de 500 pL de
I’homogénat primaire de poumon a ét¢ immédiatement utilisé pour la réalisation de dilutions
décimales sérielles (1/10, 1/100 et 1/1000) servant a la culture fongique. Le reste de
I’homogénat primaire a ét¢ congelé, sous forme d’aliquots, conservées a -20°C pour le dosage
ultérieur du galactomannane et la réalisation de la PCR quantitative (QPCR).

Les écouvillons de la trachée et des sacs aériens, ainsi que 100 pL. d’homogénat
primaire de poumon (pur et dilué¢ a 1/10, 1/100 et 1/1000) ont été déposés, ou frottés dans le

cas des écouvillons, sur boite de Petri malt agar + chloramphénicol pour la culture fongique et
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mis a incuber a 37°C. Les colonies d’A. fumigatus (UFC) ont ensuite ét¢ comptées a 24 h et

48 h d’incubation.
I i. 2) PCR quantitative

Une seconde étape d’homogénéisation a été réalisée sur les homogénats primaires de
poumons. Un volume de 500 pL d’homogénat de poumon (décongelé a température
ambiante) a été transféré dans des tubes a vis de 2 mL contenant des billes en verre stériles de
0,5 mm de diametre (Biospec, Bartlesville, Etats-Unis), puis les tubes ont ét¢ placés dans un
homogénéiseur MagNa Lyser (Roche, Meylan, France) pour 3 séries d’agitation de 30 s a
3500 rpm, séparées par une incubation dans de la glace pilée. Les homogénats secondaires ont
été récupérés par centrifugation a 800 g pendant 5 min a 4°C. Un volume de 100 pL de cet
homogénat secondaire a été utilisé pour I’extraction d’ADN, le reste étant congelé a -20°C.
L’extraction d’ADN a été réalisée a partir du kit d’extraction QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Courtabeeuf, France), en suivant les recommandations du fournisseur, avec un
volume final d’¢lution de 100 pL. Les ADN obtenus ont été conservés a -20°C jusqu’a leur
utilisation.

La quantification de ’ADN d’A4. fumigatus a été obtenue a 1’aide d’une PCR
quantitative en chimie TagMan ciblant le géne multi-copie de I’ARN ribosomal 28S. Les
séquences des amorces utilisées ont été décrites par Challier et al. (2004) : amorce sens 28S-
466 (5’-CTC GGA ATG TAT CAC CTC TCG G-3’), amorce anti-sens 28S-533 (5°-TCC
TCG GTC CAG GCA GG-3’) et la sonde d’hybridation 28S (5’-6-FAM-TGT CTT ATA
GCC GAG GGT GCA ATG CG- TAMRA-3’). Chaque mélange réactionnel consistait en 5
uL d’ADN a tester, 12,5 pLL de LightCycler® 480 Probes Master 2x (Roche, Meylan, France),
0,5 uL. de chaque amorce (500 nM final pour chaque amorce), 0,5 uL. de sonde (250 nM
final), et 6 uL d’eau stérile. Le protocole d’amplification était le suivant : 50°C pendant 2
min, puis 95°C pendant 10 min, suivi de 50 cycles comprenant une étape a 95°C pendant 15 s
et une étape a 60°C pendant 60 s. Tous les échantillons d’ADN ont été¢ analysés deux fois
avec I’appareil LightCycler® 480 detection system (Roche, Meylan, France).

Une gamme ¢étalon a ¢été réalisée a partir d’ADN extraits de poumons de dindonneaux
non-infectés inoculés avec des doses croissantes controlées de conidies d’A. fumigatus (de 10
a 10® conidies) afin d’évaluer la quantité d’ADN d’Aspergillus dans les poumons par le calcul

d’ « équivalent conidie » (EC) (Bowman ef al., 2001).
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IL. i. 3) Dosage du galactomannane (GM)

Pour le dosage du galactomannane, 500 pl. d’homogénat primaire de poumon ont été
centrifugés a 2 300 g pendant 5 min puis le surnageant a été¢ récupéré et transféré dans un
nouveau tube. Un volume de 500 pL de surnageant de poumon a été utilisé pour la réalisation
d’un prétraitement dans 100 uL d’une solution d’EDTA, a la chaleur (6 min a 120 °C). Ce
prétraitement permet de dissocier les complexes immuns et de précipiter les protéines
susceptibles d'interférer avec le test. Par la suite, 300 uL de 1’échantillon prétraité a ensuite
été utilis€é pour le dosage du galactomannane avec le kit Platelia GM-EIA (Bio-Rad
Laboratories), selon les recommandations du fournisseur.

Le seuil minimum et maximum de la densité¢ optique (DO) détectée par le lecteur
ELISA (Biorad PR1300) varie entre 0 and 3 Abs. Une dilution 1/1000 (ExpA) ou 1/2000
(expB) des surnageants de poumons a été réalisée pour tous les lots, afin d’éviter les
problémes de saturation du signal détecté dans les homogénats de poumons de dindonneaux
purs. L’index GM a ét¢é calculé en divisant la DO de 1’échantillon par la DO moyenne obtenue
pour la valeur seuil (sérum de contréle pour valeur seuil fourni dans le kit). L’index GM,
mesur¢ dans les prélevements humains (sérums et LBA), est considéré comme positif lorsque

sa valeur est supérieure a 0,5. La valeur seuil de détection est 0,2.

I1. j. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du logiciel JMP 10.0. Le seuil de
significativité a été fixé a p < 0,05. Un test du log-rang a ¢té utilisé pour I’analyse de la survie
des oiseaux (test Kaplan-Meier). Les moyennes des paramétres UFC, EC et index GM, ainsi
que I’erreur standard de ces moyennes ont ¢été calculées pour chacun des lots (moyenne +
erreur standard). Dans le calcul des moyennes et les tests statistiques, une valeur seuil de
détection a été attribuée aux individus pour lesquels aucune détection n’a été possible par
culture fongique ou qPCR. Des analyses de variances multivarié¢es (MANOVA) ont été
réalisées pour comparer les données de poids, ainsi que les scores des signes cliniques au
cours du temps. Un test non-paramétrique d’analyse de variance univariée, le test de
Wilcoxon, a été utilis€é pour comparer les différents parametres de suivi en fonction des lots et
des groupes (inoculation, traitement). Des corrélations de Spearman et des régressions

(linéaires et multiples) ont également été réalisées pour effectuer des comparaisons multiples

153




154 Chapitre 2 - Evaluation de I’énilconazole

intra-lots et inter-lots entre les résultats de culture fongique (log;o UFC/g de poumon) et les

biomarqueurs (log;o EC/g de poumon et index GM).
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II1. Résultats

I11. a. Résultats de I’expérience ExpA

II1. a. 1) Evolution du poids vif

Les courbes de poids moyen de chacun des lots subissent une légere inflexion juste apres
inoculation (JO), quelque soit le groupe d’inoculation (G.4g, G4 ou Gy7). Puis aprés
inoculation, la croissance des lots Af/H,O et Af/énilconazole présentent une légere diminution
par rapport a la courbe de poids des lots témoins non-infectés (lots PBST/H,O et
PBST/énilconazole regroupés). La méme tendance est observée indépendamment du délai
entre inoculation et traitement (48 h ou 24 h avant, ou 7 h apres I’initiation du traitement).
Entre J4 et J8 post-inoculation (pi), le poids moyen des lots infectés (Af/H,O et
Af/énilconazole) du groupe G.4g s’avere significativement plus faible que celui des témoins

non-infectés (manova, respectivement p = 0,0123 et p = 0,0376) (figure 44).

G _45: Inoculation 48 h avant traitement G_,4 Inoculation 24 h avant traitement
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S c
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-6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10
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Figure 44. Evolution du poids des dindonneaux au cours du temps en fonction du moment
d’inoculation (10® conidies) par rapport au début du traitement (ExpA)

* différence significative entre lots témoins et lots inoculés avec Aspergillus
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I11. a. 2) Signes cliniques et mortalité

Aucun signe clinique ni mortalité n’ont été observés chez les individus témoins non-infectés.
Pour les lots Af/H,O et Af/énilconazole, les premiers signes cliniques (dyspnée, perte de
poids, postures anormales et problémes de locomotion) sont apparus 24 h ou 48 h apres
I’inoculation de spores d’A4. fumigatus, et ce dans les trois groupes inoculés séquentiellement
(figure 45).

Le positionnement du traitement par rapport a I’inoculation (48 h, 24 h avant TO ou
7 h aprés) n’a pas eu d’effet sur le délai d’apparition des signes cliniques au cours du temps
dans les différents groupes (manova, p = 0,0861). Le nombre cumulé d’individus présentant

des signes cliniques augmente rapidement apres inoculation. La moiti¢ des individus a des
signes cliniques dans les 24 a 48 h pi pour les dindonneaux inoculés avant traitement (G_4g et
G_y4), et 48 a 72 h pi pour les dindonneaux infectés 7 h apres le début du traitement. Les
pourcentages d’individus ayant présentés des signes cliniques au cours de 1’expérimentation
dans les lots Af/H,O et Af/énilconazole (moyenne sur les 3 groupes G.4g, G.o4 et Gi7) sont
respectivement de 82 % et 87 %. A la fin de ’expérimentation (2 J8), les pourcentages
d’individus présentant toujours des signes cliniques pour chacun des groupes d’inoculation
(G_48, Gp4 et G47) sont respectivement de 0, 40 et 22 % pour le lot Af/H,0 et de 12,5, 12,5 et
0 % pour le lot Af/énilconazole.

La comparaison du taux de mortalité entre les lots Af/H,O et Af/énilconazole n’a pas
permis de mettre en évidence une différence significative sur ce critére lorsque chaque groupe
¢tait examiné séparément (Kaplan-Meier, G4g: p = 0,3128; Gs:p=0,3895; G7:p =
0,8826). De méme, aucune différence de mortalité entre les différentes séquences
d’inoculation (G_4g, G.24 et G47) n’a ét€¢ mise en évidence pour Af/H,O d’une part (Kaplan-
Meier, p = 0,7697) et Af/énilconazole d’autre part (Kaplan-Meier, p = 0,3475).

Les premiers morts ont été enregistrés 48 h apres inoculation (J2) pour les lots Af/H,O
et Af/énilconazole des groupes inoculés avant traitement (G_4g3 et G_p4). Tous les individus
morts spontanément présentaient des signes cliniques, a I’exception de deux dindonneaux du
lot Af/énilconazole morts a J2 sans prodromes. Pour le groupe inoculé 7 h apres le début du
traitement (G47), la survenue de la mortalité a été légerement différée soit 4 jours pi dans le

lot Af/H,O et 3 jours pi dans le groupe Af/énilconazole (figure 46). Le taux de mortalité



Chapitre 2- Evaluation de I'énilconazole 157

cumulé 8 jours apres 1’inoculation expérimentale est de 60-70 % pour les lots Af/H,O et

Af/énilconazole des groupes G_4g et G.p4, et de 70-85 % pour le groupe G4 (figure 46).
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Figure 45. Apparition et évolution du nombre d’individus présentant des signes cliniques au
cours du temps en fonction des lots et du moment de I’inoculation (10° conidies/oiseau) par
rapport au traitement (G.o4, Gug et G17) au cours de ExpA
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Figure 46. Courbes de survie des groupes non-infectés et infectés par Aspergillus (10°
conidies/oiseau) pour chacun des groupes d’inoculation (G_p4, Gs et Gi7) au cours de ExpA
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I1I. a. 3) Charge fongique dans le parenchyme pulmonaire

Des moyennes ont été calculées pour chacun des parametres de suivi du développement du
champignon dans 1’organisme (UFC, EC et index GM), afin de comparer de fagon globale la
masse fongique moyenne détectée pour chacun des lots (comparaison entre lots infectés et
non-infectés ou traités et non-traités). Ces moyennes sont le résultat d’un cumul de données
provenant d’individus morts spontanément ou euthanasiés a des temps différents apres

I’inoculation.

Tableau 3. Résultats de la culture fongique et des biomarqueurs pour évaluer la charge fongique
moyenne dans le poumon pour les différents lots de chaque groupe (cumul des résultats de G_43, G.

»4 et G4+7) de ExpA aprés inoculation de 10® conidies par dindonneau

Temps d'inoculation Groupes Log,, UFC/g de poumon Log,, EC/g de poumon Index GM
48 h avant TO' AfH,O 5,08 + 0,29 6,19 + 0,32° 4,60 +0,73°
Af/énilconazole 5,15 + 0,22° 6,28 + 0,28° 4,67 + 0,61
Témoins non-infectés 2,52 +0,04% ND? 0,30 + 0,02
24 havant TO Af/H,0 4,04 +0,59° 4,93 +0,46° 3,15+ 0,80°
Af/énilconazole 4,85+0,47° 6,09 + 0,42° 4,66 +0,68°
Témoins non-infectés 2,52+ 0,044b ND 0,28 + 0,01b
7 hapres T0 Af/H,O 4,39+0,61° 5,47 +0,35° 5,81 +0,95°
Af/énilconazole 5,23 + 0,22° 6,28 + 0,30° 5,75+ 0,62°
Témoins non-infectés 252+ 0,044b ND 0,33 + 0,03b
1 3 . 2 i 3
TO = début du traitement ND = non détecté Moyenne # erreur standard

(en dessous du seuil de détection)

Valeurs des témoins fixées a la valeur du seuil de détection

Les moyennes présentant des lettres distinctes en exposant sont significativement différentes (p < 0,05)

Culture fongique

Aucune colonie n’a été détectée chez les individus témoins non-infectés des 3 groupes, au
seuil de détection de 3.10* UFC/g de poumon. Des charges fongiques moyennes de 3.10* a
10° UFC/g de poumon ont été isolées dans les poumons des dindonneaux des lots Af/H,O et

Af/énilconazole pour les 3 groupes inoculés (tableau 3).
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Les moyennes d’UFC/g de poumon des oiseaux infectés expérimentalement sont
significativement supérieures a celles des témoins en tenant compte du seuil de détection
(Wilcoxon, p values < 0,05). Par contre aucune différence intragroupes et intergroupes entre
les lots Af/H,O et Af/énilconazole n’a pu étre mise en évidence (Wilcoxon, intragroupe : G.
48, p = 09164 ; G4, p = 0,3284 ; G417, p = 0,2482 ; intergroupe : Af/H,O, p = 0,3770 ;
Af/énilconazole, p = 0,8521).

Les inoculations séquentielles n’ayant pas d’effet sur le nombre d’UFC/g de poumon
dans les groupes infectés, une moyenne par lot des 3 groupes a été réalisée afin de comparer
la charge fongique estimée par numération des UFC/g de poumon retrouvées en fonction du

délai observé entre inoculation et mort des dindonneaux (figure 47).
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Figure 47. Variation du nombre d’UFC/g de poumon au cours du temps pour les lots
infectés (10° conidies/oiseau) traités ou non-traités par énilconazole au cours de ExpA

Les individus présentant des signes cliniques sont représentés par des croix, et les animaux euthanasiés en fin
d’expérimentation sont distingués (rectangle gris¢) des animaux morts spontanément
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Les moyennes d’UFC/g de poumon au cours du temps ne différent pas
significativement entre les lots Af/H,O et Af/énilconazole (régression multiple, p = 0,1459).
Chez les animaux morts spontanément durant 1’expérimentation, le nombre d’UFC dans les
poumons reste stable au cours du temps, que ce soit pour le lot traité ou non-traité (régression
lin€aire, respectivement p = 0,1464 et p = 0,1146). A J8, tous les animaux ont été euthanasiés.
Le nombre d’UFC détectées dans les poumons (figure 47) des individus qui présentaient des
signes cliniques ne differe pas de la moyenne enregistrée chez les dindonneaux morts
spontanément (Wilcoxon, p = 0,2157) mais est statistiquement plus élevé que chez les

individus ne présentant aucun signe clinique a J8 (Wilcoxon, p = 0,0004).
PCR quantitative

Aucun signal qPCR n’a été détecté chez les individus témoins non-infectés (seuil de détection
évalué a 10° EC/g de poumon). Les moyennes d’EC détectées dans les lots Af/H,O et
Af/énilconazole des 3 groupes (G_yg, G.o4 et G17) sont comprises entre 5.10° et 3.10° EC/g de
poumon (tableau 3). Les moyennes des lots Af/H,O et Af/énilconazole ne sont pas
significativement différentes quel que soit le temps séparant inoculation expérimentale et
initiation du traitement (Wilcoxon, Af/H,O : p = 0,4813 ; Af/énilconazole : p = 0,7806). De
méme, pour chacun des groupes, aucune différence significative n’a été mise en évidence

entre les lots Af/H,O et Af/énilconazole (Wilcoxon, G4 : p = 0,8748 ; G4 : p = 0,0845;

Gy7:p=0,1722).

Une moyenne des 3 groupes d’inoculations séquentielles a ¢été réalisée afin de
comparer la quantit¢ moyenne d’EC/g de poumon retrouvée en fonction de I’intervalle de
temps entre infection expérimentale et mort des dindonneaux (figure 48). Chez les animaux
morts spontanément, la quantit¢ d’EC/g de poumon diminue significativement au cours du
temps pour les lots Af/H,O et Af/énilconazole (régression linéaire, respectivement p = 0,0136
et p = 0,0381), sans pour autant que les valeurs inter-lots ne différent significativement au
cours du temps (régression multiple, p = 0,6138). La moyenne d’EC/g de poumon chez les
animaux euthanasiés a J8 présentant des signes cliniques semble plus importante que la
moyenne obtenue chez ceux ne présentant aucun signe clinique, bien que cela ne soit pas

significatif (Wilcoxon, p = 0,0874).
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Figure 48. Variation du nombre d’EC/g de poumon au cours du temps pour les lots infectés
traités (10°* conidies/oiseau) ou non-traités par énilconazole au cours de ExpA

Les individus présentant des signes cliniques sont représentés par des croix, et les animaux euthanasiés en fin
d’expérimentation sont distingués (rectangle grisé) des animaux morts spontanément

Galactomannane

Le galactomannane détecté dans les prélevements de poumons a permis le calcul d’un index
GM. Cet index a été retrouvé positif et saturant, méme chez certains individus non inoculés ;
c’est pourquoi des dilutions ont été¢ effectuées pour pouvoir comparer des résultats ELISA
exploitables. A partir de dilutions au 1/1000 des homogénats pulmonaires, des moyennes
d’index GM comprises entre 3 et 5,5 ont ét¢ mesurées pour les lots Af/H,O et
Af/énilconazole, contre 0,3 pour les témoins, quel que soit le groupe d’inoculation (tableau
3). Pour chacun des lots Af/H,O et Af/énilconazole considérés séparément, les moyennes ne

different pas significativement entre groupes d’inoculation (Wilcoxon, Af/H,O : p = 0,0817 ;



Chapitre 2- Evaluation de I'énilconazole

Af/énilconazole : p = 0,3439). De méme, aucune différence significative n’a pu étre mise en
évidence entre les lots Af/H,O et Af/énilconazole, indépendamment du temps d’inoculation
(Wilcoxon, G_48: p=1,0000 ; G4 :p=0,1974 ; G17: p=0,7285).

Une moyenne des résultats cumulés des 3 groupes d’inoculations séquentielles a été
réalisée afin de comparer I’index GM moyen retrouvé dans les poumons au cours du temps
pour les deux lots infectés avec A. fumigatus. Chez les oiseaux morts spontanément, on
observe une grande variabilit¢ de 1’index GM a chaque temps (figure 49). En moyenne
cependant, cet index ne varie pas significativement au cours du temps, que ce soit dans le lot
Af/H,O (régression linéaire, p = 0,0811) ou le lot Af/énilconazole (régression linéaire, p =
0,5174). De plus, aucune différence significative en fonction du temps n’a pu étre mise en
évidence entre les deux lots (régression multiple, p = 0,3411). Les animaux euthanasiés a J8
présentent également des taux de GM tres variable. Cependant, la moyenne de 1’index GM
des oiseaux présentant des signes cliniques est significativement plus importante que celle des

oiseaux n’exprimant aucun symptome (Wilcoxon, p = 0,0018).
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Figure 49. Variation de I’index GM dans les poumons au cours du temps pour les lots
infectés (10° conidies/oiseau) traités ou non-traités au cours de ExpA

Les individus présentant des signes cliniques sont représentés par des croix, et les animaux euthanasiés en fin
d’expérimentation sont distingués (rectangle grisé¢) des animaux morts spontanément
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Corrélations

Les valeurs des deux biomarqueurs sélectionnés pour cette étude (ADN fongique et
galactomannane) sont corrélées avec celles de la culture fongique. Le nombre d’UFC/g de
poumon augmente ainsi corrélativement au nombre d’EC/g de poumon d’une part (corrélation
de Spearman, rho = 0,4545 et p = 0,0015) et a I’index GM d’autre part (corrélation de
Spearman, tho = 0,7816 et p < 0,0001). La quantité d’équivalents conidies détectés par gPCR
dans les poumons des dindonneaux est en moyenne 15 fois plus importante que le nombre
d’UFC/g de poumon dénombré. L’index GM est mieux corrélé aux résultats de culture
fongique que le nombre d’EC/g de poumon. Les résultats des deux biomarqueurs sont

également corrélés positivement entre eux, bien que moins nettement (corrélation de

Spearman, rho = 0,3338 et p = 0,0268) (figure 50).
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Figure 50. Régression linéaire entre les résultats de culture fongique et les biomarqueurs

log,, UFC/g de poumon

qPCR et GM (ExpA)




Chapitre 2- Evaluation de I'énilconazole 165

I11. b. Résultats de ’expérience ExpB
II1. b. 1) Evolution du poids vif

Les courbes de poids montrent une croissance légerement plus faible des dindonneaux des
lots Af/H,O et Af/énilconazole au cours du temps par rapport a la courbe de poids des lots
Af/itraconazole et témoins non-infectés (lots PBST/H,O, PBST/énilconazole et

PBST/itraconazole regroupés) (figure 51).
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Figure 51. Variation du poids moyen quotidien chez les dindonneaux apres inoculation de
107 conidies d’Aspergillus (ExpB)

Aucune différence significative de poids n’est observée entre les lots inoculés avec
Aspergillus et les t¢émoins non-infectés (manova, poids : p = 0,8556), excepté entre J4 et J§ ou
le poids moyen des dindonneaux des lots Af/H,O et Af/énilconazole est significativement
plus faible que celui des lots témoins non-infectés et du lot Af/itraconazole (manova, p =

0,0177) (figure 51).



_ Chapitre 2- Evaluation de I'énilconazole

Nombre d’individus

II1. b. 2) Signes cliniques

Aucun individu témoin non-infecté n’a présenté de signe clinique durant 1’expérimentation.
Les premiers signes cliniques observés chez les dindonneaux inoculés avec 107 conidies
d’Aspergillus fumigatus, principalement des dyspnées a D’effort, sont apparus 24 h aprés
inoculation. La morbidité chez certains dindonneaux du lot Af/itraconazole a été transitoire.
En effet, 38 % des individus ont présenté des signes cliniques au cours de I’expérimentation,
mais seulement 14 % présentaient toujours des signes cliniques au moment de leur euthanasie.
Le nombre d’individus présentant des signes cliniques a augmenté progressivement jusqu’a
J4, pour atteindre ensuite un plateau (entre J4 et J8) et rester stable dans les 3 lots inoculés
avec Aspergillus. La morbidité cumulée dans les lots Af/H,O et Af/énilconazole est

respectivement de 62 % et 57 % (figure 52).
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Figure 52. Apparition et évolution du nombre d’individus présentant des signes cliniques au
cours du temps en fonction des lots infectés (107 conidies/oiseau) traités ou non traités par
énilconazole ou itraconazole au cours de ExpB

Le pourcentage d’animaux présentant des signes cliniques est équivalent dans les lots
Af/H,0 et Af/énilconazole (manova, p = 0,4882) mais est significativement supérieur a celui
constaté dans le lot Af/itraconazole dans lequel une faible proportion de dindonneaux sont
tombés malades ou manifestaient des signes cliniques en fin d’expérimentation a J§ (figure

52).
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La gravité des signes cliniques observée a ét¢ évaluée a 1’aide d’un score clinique.
L’évolution de ce parametre montre une augmentation rapide entre J1 et J4 a la fois de la
proportion d’individus affectés et de la gravité des signes cliniques (dyspnée sévere, apathie,
perte de poids). La moyenne des scores cliniques évolue peu globalement entre J4 et J§ pour
les 3 lots inoculés avec Aspergillus, avec des scores moyens de 2, 1,5 et 0,25 pour les
individus des lots Af/H,O, Af/énilconazole et Af/itraconazole respectivement (figure 53). Les
scores moyens obtenus pour les individus du lot Af/itraconazole a chaque temps sont
significativement plus faibles que ceux obtenus pour les lots Af/H,O et Af/énilconazole

(manova, p = 0,0074).
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Figure 53. Evolution des scores calculés des signes cliniques des différents lots inoculés
(107 conidies/oiseau) traités par énilconazole ou itraconazole au cours du temps au cours de
ExpB

III. b. 3) Mortalité

Aucun animal des lots témoins non-infectés n’est mort spontanément durant
I’expérimentation. De méme, aucune mortalité n’a été observée pour les individus du lot
Af/itraconazole, tandis qu’on a enregistré un taux de mortalit¢ cumulée (incluant les
euthanasies compassionnelles lorsque le score clinique était supérieur ou €gal a la valeur de 4)

équivalent pour les lots Af/H,O et Af/énilconazole d’environ 40-45 % (Kaplan-Meier, p =
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0,8877) (figure 54). Les premiers morts sont constatés a J4 pour le lot Af/énilconazole et a J7

pour Af/H,O, avec un pic de mortalité situ¢ entre J7 et J11 pour les deux lots considérés.
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Figure 54. Courbes de survie des lots non-infectés et inoculés par aérosolisation
intratrachéale d’A. fiumigatus (10" conidies/oiseau) en fonction du traitement administré (au
cours de ExpB)

II1. b. 4) Charge fongique dans le parenchyme pulmonaire

Comme pour ExpA, des moyennes ont ét¢ calculées pour chacun des parametres de suivi du
développement du champignon dans I’hote (UFC, EC et index GM), dans le but de comparer
de fagon globale la masse fongique moyenne détectée pour chacun des lots (comparaison
entre lots infectés et non-infectés ou traités et non-traités). Ces moyennes sont le résultat d’un
cumul de données provenant d’individus morts spontanément ou euthanasiés a des temps

différents apres 1’inoculation.

Culture

Aucune colonie d’A4. fumigatus n’a été retrouvée au niveau des poumons chez les individus
témoins non-infectés (seuil de détection de 3.10* UFC/g de poumon). Les moyennes des UFC
retrouvés par gramme de poumon pour les lots Af/H,O et Af/énilconazole ne sont pas

significativement différentes (Wilcoxon, p = 0,6030) et sont d’environ 4,5.10* UEC (logo
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UFC/g de poumon = 3,65 + 0,30) (figure 55). En revanche, la moyenne de 3.10> UFC/g de
poumon pour le lot Af/itraconazole (logiy UFC/g de poumon= 2,53 + 0,04) est
significativement plus faible que celle des deux autres lots inoculés avec Aspergillus
(Wilcoxon, p < 0,0001) (figure 55). La charge fongique du lot Af/itraconazole évaluée par
numération des colonies sur gélose, ne differe pas statistiquement de celles des animaux

témoins au seuil de détection estimé (Wilcoxon, p = 0,0760).
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Figure 55. Représentation des moyennes des UFC/g de poumon quantifiés chez les
dindonneaux des lots témoins et inoculés avec Aspergillus (107 conidies/oiseau), traités ou
non-traités au cours de ExpB

Aucune différence significative entre moyennes des UFC/g de poumon n’est observée
entre les lots Af/H,O et Af/énilconazole en fonction du temps (régression multiple, p =
0,2149) (figure 56). Ce paramétre isolé chez les oiseaux présentant des signes cliniques
diminue significativement au cours du temps dans les lots Af/H,O et Af/énilconazole
(régression linéaire, p < 0,0001 et p = 0,0002) (figure 56). Par contre, chez les individus
euthanasiés au cours de la deuxieéme moiti¢ de 1’expérimentation (a J§, J11 ou J14), les
numérations fongiques dans le parenchyme pulmonaire ne varient pas au cours du temps dans
les 3 lots inoculés avec Aspergillus (régression linéaire, Af/H,O: p = 0,0789;
Af/énilconazole : p = 0,7289 ; Af/itraconazole : p = 0,4130). Aucune différence significative
n’est observée entre les lots Af/H,O et Af/énilconazole au cours du temps (régression

multiple, p = 0,2149) (figure 56).
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Figure 56. Variation du nombre d’UFC/g de poumon au cours du temps pour les lots
infectés (107 conidies/oiseau) traités ou non-traités au cours de ExpB

Les individus présentant des signes cliniques sont représentés par des croix, et les animaux euthanasiés sont
distingués (rectangle grisé) des animaux morts spontanément

PCR quantitative

Aucun signal qPCR n’a été détecté chez les individus témoins non-infectés (seuil de détection
de 10° EC/g de poumon). Les moyennes d’EC/g de poumon obtenues pour les lots inoculés
avec Aspergillus différent significativement entre elles (Wilcoxon, p = 0,0120). En effet, la
moyenne d’EC/g de poumon du lot Af/H,O est plus importante que celle du lot
Af/itraconazole (Wilcoxon, p = 0,0012), mais est équivalente au lot Af/énilconazole
(Wilcoxon, p = 0,1781). Les valeurs de ce parametre pour le lot Af/énilconazole ne sont pas
significativement différentes de celles du lot Af/itraconazole (Wilcoxon, p = 0,2482) (figure

57).
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Figure 57. Représentation des moyennes des EC/g de poumon quantifiés chez les
dindonneaux des lots témoins et inoculés avec Aspergillus (10’ conidies/oiseau), traités ou
non-traités au cours de ExpB

Les moyennes d’EC/g de poumon des lots Af/H,O et Af/énilconazole sont corrélées
négativement avec le dé¢lai séparant inoculation et mort (spontanée ou euthanasie
compassionnelle) des dindonneaux (corrélation de Spearman, Af/H,O : rho = -0,8059 et p <
0,0001 ; Af/énilconazole : tho = -0,7041 et p = 0,0008). A I’inverse, les moyennes du lot
Af/itraconazole ne varient pas significativement chez les dindonneaux euthanasiés
séquentiellement entre J8 et J14 (corrélation de Spearman, rho = 0,2457 et p = 0,3258)
(figure 58). Les moyennes d’EC/g de poumon au cours du temps ne sont pas statistiquement
différentes entre Af/H,O et Af/énilconazole (régression multiple, p = 0,8949). Les individus
des lots traités avec 1’énilconazole présentant des signes cliniques ont un nombre d’EC/g de
poumon supérieur aux oiseaux qui ne présentent pas de signes cliniques (Wilcoxon,

Af/énilconazole : p = 0,0025, Af/H,O : p = 0,0080).
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Figure 58. Variation du nombre d’EC/g de poumon au cours du temps pour les lots infectés
(107 conidies/oiseau) traités ou non-traités au cours de ExpB

Les individus présentant des signes cliniques sont représentés par des croix, et les animaux euthanasiés sont
distingués (rectangle grisé¢) des animaux morts spontanément

Galactomannane

Les homogénats de poumons des dindonneaux dilués au 1/2000 ont permis la détection d’un
taux de galactomannane ¢€levé chez les individus des lots Af/H,O et Af/énilconazole. L index
galactomannane moyen calculé pour ces lots est respectivement de 1,3 0,37 et 1,2 + 0,37,
alors qu’il est inférieur a 0,5 pour les lots Af/itraconazole et les t¢émoins non-infectés (figure
59). Les moyennes des lots Af/H,O et Af/énilconazole ne different pas entre elles (Wilcoxon,
p = 0,5543). L’index GM des lots témoins et Af/itraconazole est plus faible que celui des lots
inoculés Af/H,O et Af/énilconazole, bien que cela ne soit pas significatif (Wilcoxon, p >
0,2996). Aucune différence au niveau des index GM n’est observée en fonction du temps
entre les lots Af/H,O et Af/énilconazole (régression multiple, p = 0,7843). L’index GM
détecté dans les poumons des oiseaux diminue entre J7 et J14 de fagon significative dans les

lots Af/H,O et Af/énilconazole (régression lin€aire, respectivement: p = 0,0332 et p =
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0,0339), contrairement a 1’index GM du lot Af/itraconazole (régression linéaire, p = 0,5163)

(figure 60).
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Figure 59. Représentation des moyennes de 1’index galactomannane détecté dans les
poumons des dindonneaux des lots témoins et inoculés avec Aspergillus (10
conidies/oiseau), traités ou non-traités au cours de ExpB
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Figure 60. Variation de I’index GM dans les poumons au cours du temps pour les lots
infectés (107 conidies/oiseau) traités ou non-traités au cours de ExpB

Les individus présentant des signes cliniques sont représentés par des croix, et les animaux euthanasiés sont
distingués (rectangle grisé¢) des animaux morts spontanément
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Corrélations

Les deux biomarqueurs sont treés bien corrélés entre eux, ainsi qu’avec les résultats de culture
fongique. En effet, le nombre d’UFC/g de poumon augmente significativement avec le
nombre d’EC/g de poumon (corrélation de Spearman, rho = 0,8746 et p < 0,0001). La
quantité d’équivalents conidies détectés par qPCR dans les poumons des dindonneaux est en
moyenne 20 fois plus importante que le nombre d’UFC/g de poumon dénombrées. Une
relation similaire existe entre index GM et nombre d’UFC/g de poumon (corrélation de
Spearman, rho = 0,8161 et p < 0,0001) d’une part et entre index GM et nombre d’EC/g de
poumon (corrélation de Spearman, rho = 0,7405 et p < 0,0001) d’autre part. L’index GM est

davantage corrélé aux résultats de culture fongique (UFC) que le nombre d’EC/g de poumon

(figure 61).
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Figure 61. Régression linéaire entre les résultats de culture fongique et les biomarqueurs

qPCR et GM (ExpB)
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IV. Conclusions sur le I’efficacité du traitement énilconazole

Dans la premicre expérimentation (ExpA), les dindonneaux 4gés de moins d’une semaine ont
¢été inoculés a différents temps (48 ou 24 h avant I’initiation du traitement ou 7 h apres) par
voie intratrachéale avec 10® conidies, puis traités les mémes jours avec 1’énilconazole (T0, T1
et T2). Mises a part une diminution plus marquée de la croissance chez les dindonneaux
inoculés 48 h avant le traitement, et une mortalité différée pour les dindonneaux inoculés 7 h
apres le traitement, 1’administration de I’antifongique n’a eu aucun effet significatif sur les
signes cliniques et la mortalit¢ des dindonneaux infectés expérimentalement jusqu’a deux
jours avant ou 7 heures apres la premicére nébulisation d’énilconazole. Les premiers signes
cliniques sont apparus dans les différents lots 24 ou 48 h apres inoculation des conidies
aspergillaires, et ont touché en moyenne 82 % des individus du lot Af/H,O et 87 % des
individus du lot Af/énilconazole. La mortalité a débuté dés le deuxieme jour pi et les taux de

mortalité moyens en cumulant les données (G.4g, G4 et Gy7) pour les lots Af/H,O et

Af/énilconazole ont atteint respectivement les valeurs de 70 et 75 % a J8.

Le traitement par énilconazole a ét¢ administré par nébulisation du produit dilué sur
les oiseaux confinés dans une chambre d’inhalation 4 la dose de 20 mg/m’ une fois par jour,
pendant 3 jours consécutifs. En dehors de 1’absence d’effet notable associé¢ a ’utilisation de
I’azolé sur la mortalité ou la croissance, la quantification de la masse fongique dans le
parenchyme pulmonaire (nombre d’UFC, d’EC et I’index GM) n’a pas permis de discriminer
les lots de dindonneaux infectés ayant été traités par I’énilconazole ou par nébulisation du

placebo.

Dans la seconde expérimentation (ExpB), différents parametres du modele ont été
modifiés par rapport a ExpA. Tout d’abord, la dose d’inoculum d’Aspergillus a été réduite a
107 conidies. Tous les animaux ont été inoculés le méme jour (JO), et le traitement a été initié
24 h apres. L’énilconazole a été administré par nébulisation directe sur les oiseaux et leur
environnement dans leur lieu d’hébergement a la dose de 20 mg/m’ matin et soir, pendant 3
jours consécutifs. De plus, un lot témoin « positif » de traitement a été ajouté : il est constitué
de dindonneaux infectés expérimentalement puis traités par itraconazole a la dose de 10
mg/kg per os.

Les paramétres généraux comme le gain moyen quotidien, la morbidité et la mortalité,

ainsi que la quantification de la masse fongique (culture et galactomannane), a I’exception des

)
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résultats de qPCR, des individus inoculés avec Aspergillus et traités avec I’itraconazole sont
comparables a ceux des témoins non-infectés. Seuls 14 % des individus de ce lot présentent
des signes cliniques a la fin de I’expérimentation, avec un faible score clinique, et la mortalité
est nulle. En revanche, les résultats des lots Af/H,O et Af/énilconazole différent
significativement des lots Af/itraconazole et témoins avec une diminution transitoire de la
vitesse de croissance, une morbidité affectant la moitié des dindonneaux avec des scores
cliniques élevés et une mortalité cumulée de 40 %. Aucun effet protecteur du traitement
énilconazole, contrairement a 1’administration d’itraconazole, n’a été observé sur ces
indicateurs. De méme, la quantification de la masse fongique dans le parenchyme pulmonaire
(nombre d’UFC, d’EC et I'index GM) n’a pas permis de voir un quelconque effet du

traitement €nilconazole sur les oiseaux inoculés avec Aspergillus.
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Discussion

Plusieurs modeles d’aspergillose ont déja été publiés chez différentes espéces d’oiseaux. Ils se
distinguent sur plusieurs parameétres, comme 1’age et la voie d’inoculation, ou encore 1’espéce
ou la souche d’Aspergillus inoculée (Arné et al., 2011). Les données empiriques (Kunkle,
2003), aussi bien qu’expérimentales (Ghori et Edgar, 1973), montrent clairement une
sensibilité supérieure des cailles (Coturnix japonica) et des dindes (Meleagris gallopavo) aux
infections par 4. fumigatus comparée a celle du poulet (Gallus gallus). On observe aussi des
variations intra-especes dans la réponse de 1’hdte (Kunkle et Sacco, 1998 ; Thierry et al.,
2013). Il en résulte qu’il est nécessaire d’établir des modeles d’infection pertinents pour les
espeéces ou les lignées ¢levées pour la production de viande ou d’ceufs ou pour les especes

d’ornement ou de voliere.

Plusieurs voies d’inoculation du champignon ont ¢été testées chez les dindes : par
injection intrapulmonaire (Perelman ef al., 1992) ou intrasacculaire (Le Loc’h ef al., 2006 ;
Féménia et al., 2007) ou par aérosolisation dans des chambres d’inhalations (Richard ef al.,
1981). A D’exception de cette dernieére voie qui est délicate a standardiser (Thierry et al.,
2013), ’inoculation par voie intratrachéale, qui n’avait pas encore été testée chez les dindes
avant ce travail, est la procédure qui se rapproche le plus des conditions « naturelles »
d’infection car elle ne court-circuite que les voies aériennes supérieures (cavité nasale, larynx
et partie supérieure de la trachée) et leurs défenses potentielles (Arné et al., 2011). Nous
proposons ici un modele original d’aspergillose aigué, chez le dindonneau agé d’une semaine,
soumis a 1’aérosolisation intra-trachéale de conidies d’A. fumigatus, au moyen d’un
MicroSprayer®. L’utilisation du MicroSprayer® a été validée chez des rats Sprague-Dawley
de 6 a 8 semaines (Chandenier et al., 2009), immunodéprimés, ainsi que chez des cailles
japonaises immunocompétentes (Goetting et al., 2013). Dans ces conditions, le
MicroSprayer® permet d’administrer des inocula précisément calibrés directement dans le

tractus respiratoire.

Reproduction d’une aspergillose aigué

L’inoculation de 107 ou 10® conidies d’A. fumigatus dans la trachée des dindonneaux a induit
un taux important de morbidité, une mortalité en pic, ainsi que le développement de 1€sions
macroscopiques et microscopiques, caractéristiques de 1’aspergillose aigué€ et localisées au
niveau du tractus respiratoire. Les dindonneaux inoculés avec une forte dose de conidies ont

exprimé des signes cliniques classiques de 1’aspergillose respiratoire naturelle, tels que
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dyspnée, halétements, respiration sifflante, associés a une perte de poids et une apathie (Dyar
et al., 1984 ; Planel et al., 2001 ; Akan et al., 2002). Comme lors d’épisodes d’aspergillose
aigué dans les élevages avicoles, un pic de mortalité trés précoce des dindonneaux a été

observé (Dyar et al., 1984 ; Perelman et Kuttin, 1992).

Les lésions macroscopiques relevées dans notre modele sont strictement limitées a
I’appareil respiratoire. Les 1€sions les plus séveres se sont développé dans le parenchyme
pulmonaire et dans une moindre mesure dans les sacs aériens caudaux, a ’instar de ce qui
déja été observé dans d’autres modeles aviaire (Julian et Goryo, 1990 ; Goetting et al., 2013).
Cette localisation typique lors d’aspergillose aigué spontanée (Okoye et al., 1989 ; Planel et
al., 2001 ; Cacciuttolo et al., 2009 ; Singh et al., 2009) ou expérimentale (Richard et al.,
1984 ; Perelman et al., 1992) peut étre complétée par des Iésions affectant d’autres organes

tels que le foie, I’ceil ou le cerveau (Akan ef al., 2002).

L’analyse histopathologique a mis en évidence des Iésions nécrotiques étendues au
niveau du parenchyme pulmonaire ainsi que la présence de granulomes multifocaux chez les
dindonneaux des lots inoculés avec 10* ou 107 conidies tout a fait similaires a celles observées
a partir de tissus prélevés sur le terrain (Cacciuttolo et al.,, 2009) ou dans les modé¢les

d’aspergillose expérimentale (Féménia et al., 2007 ; Kunkle et Rimler, 1996).

Reproduction du modéle et effet de la dose d’inoculum

Lors de la mise au point de notre modele (ExpM), I’évaluation de I’'impact de quatre
concentrations différentes (105 , 106, 107 et 10® conidies administrées par dindonneau), nous a
permis de mettre en évidence une mortalité dose-dépendante, avec des valeurs de 0 %, 0 %,
30 % et 100 % respectivement. Nous avons pu évaluer I’effet de la dose de 1’inoculum d’une
part et la reproductibilité¢ de notre modele au cours des deux essais thérapeutiques (ExpA et
ExpB) en analysant les différents parametres généraux de suivi de ’infection (morbidite,

mortalité, 1€sions macroscopiques et microscopiques).

En comparant les résultats des différentes expérimentations, nous avons vérifi¢ que les
dindonneaux inoculés avec 10’ ou 10® conidies par voie intratrachéale présentaient toujours
les mémes signes cliniques, évocateurs d’une atteinte respiratoire, a savoir principalement une

dyspnée. La localisation, la sévérité et 1’aspect des lésions macroscopiques (granulomes sur
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les sacs aériens et densification des poumons) et microscopiques (I€sions nécrotiques et
granulomes multifocaux) se sont avérées trés similaires chez les oiseaux exposés aux mémes

concentrations de conidies.

D’une expérimentation a I’autre, la chronologie d’apparition des signes cliniques et de
la mortalité dans le temps s’est avérée reproductible chez les animaux ayant recu 107 conidies
(ExpM et ExpB) d’une part ou 10°® conidies (ExpM et ExpA) d’autre part. Cependant le
moment d’apparition de la morbidité (3-6 jours pi) et de la mortalité (4-8 jours pi) pour les
lots exposés a la concentration la plus faible est survenu plus tardivement que pour les
animaux ayant regu la plus forte concentration (respectivement 1-3 jours pi et 2-4 jours pi).
Enfin la mortalité a été plus faible pour la dose 107 (entre 30 et 45 %) que pour la dose 10
(entre 70 et 100 %).

Un taux de mortalité plus faible (25 et 37 % respectivement) a été observé chez le
Pigeon (Columba livia) inoculé avec 2.107 conidies par voie intratrachéale « classique »
(Beernaert ef al., 2008) et chez le Poulet inoculé par nébulisation de 10° conidies/mL (Thierry
et al., 2013). L’administration de 4,7.10” conidies via un MicroSprayer® & des cailles
japonaises (Goetting et al., 2013) provoque une forte mortalité¢ (88 %). Ces données sont en
faveur d’une plus grande sensibilité de la dinde et de la caille a I’infection expérimentale par

Aspergillus (Ghori et Edgar, 1973).

Des différences de mortalité ont également été constatées en fonction de 1’age des
animaux inoculés au sein de la méme espece. Dans les modéles d’aspergillose chez la Dinde
de 3 ou 5 semaines (Richard ef al., 1981 ; Le Loc’h et al., 2006) inoculée par injection
intrasacculaire de 10® conidies dans le sac aérien (Le Loc’h et al., 2006) ou soumises a un
aérosol délivrant des doses de 5.10° conidies par animal (Richard ez al., 1981), les taux de
mortalité étaient plus faibles (respectivement 16 et 55 %) que dans notre étude. Nos résultats
confirment la sensibilit¢ accrue des dindonneaux agés de moins de trois semaines a

I’aspergillose aigué (Guérin et al., 2012)

Evaluation des biomarqueurs

L’utilisation de trois biomarqueurs putatifs (UFC, galactomannane et PCR en temps réel) a

¢été évaluée de facon concomitante, sur des homogénats de poumons, pour la premiere fois
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chez la Dinde. Contrairement aux modeles rats (Bowman et al., 2001) ou cobayes (Vallor et
al., 2008 ; Lengerova et al., 2012) déja publiés, notre objectif n’était pas 1’étude de la
cinétique du développement fongique dans plusieurs organes cibles, mais plutot 1’évaluation
de P’effet dose de I’inoculum sur ces paramétres. En parall¢le, nous avons tenté d’établir des
corrélations entre ces parametres pour caractériser au mieux la masse fongique dans le
poumon, seul organe a présenter des lésions macroscopiques extensives dans notre modele.
Dans les modéles mammiféres, les marqueurs PCR et GM ont été évalués et comparés a la
culture fongique semi-quantitative. Contrairement a notre étude, les modeles mammiféres ont
utilis€ des animaux qui ont subi un traitement immunosuppresseur avec de la
cyclophosphamide et de la cortisone (Vallor et al., 2008 ; Lengerova et al., 2012) ou bien des

souris transgéniques déficientes en facteur C5 du complément (Bowman et al., 2001).

La culture fongique, est une méthode semi-quantitative souvent utilisée pour évaluer la
charge d’Aspergillus dans les organes. C’est le premier paramétre utilis€ pour quantifier la
masse fongique au niveau des organes cibles tels que les reins, le foie, les poumons et le
cerveau. Elle a I’avantage d’étre facile a mettre en place, mais ne détecte que les cellules
viables. De plus, des études cinétiques réalisées chez les rongeurs, suggerent que les
numérations sur gélose ne seraient pas aussi performantes pour suivre le développement
d’organismes pluricellulaires tels que les champignons filamenteux dans un parenchyme
lorsque celui-ci est soumis a un traitement d’homogénéisation mécanique (Sheppard et al.,
2006). En effet, I’homogénéisation pourrait induire une possible sous-estimation de la masse
fongique par destruction de cellules (Clemons et Stevens, 2009 ; Seyedmousavi ef al., 2011).
Le dénombrement des UFC ne refléterait donc pas avec précision le nombre de cellules

viables des champignons filamenteux comme A. fumigatus (Latgé, 1999).

A D’exception de certains échantillons de sacs aériens obtenus a partir de dindes qui
sont mortes spontanément avant 4 (ExpM) ou 8 (ExpA et ExpB) jours pi, aucun champignon
n’a été¢ détecté dans les prélevements de la trachée ou des sacs aériens. Ceci pourrait étre
expliqué par ’élimination du champignon par ’organisme, ou une faible sensibilité¢ de la
méthode utilisée pour mettre en €vidence A. fumigatus a partir de ces organes. Bien que les
résultats ne soient pas strictement comparables (car I’intervalle post-inoculation différe entre
les oiseaux morts spontanément et les oiseaux euthanasiés), le nombre d’UFC moyen dans les
poumons, la proportion et I’homogénéité des résultats positifs, semblent clairement augmenter

avec la concentration de ’inoculum.
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La détection d’A4. fumigatus par mise en culture a été possible chez un grand nombre
de dindes inoculées mais apparemment en bonne santé qui ont été euthanasiées jusqu’a 8
semaines apreés exposition au champignon (Richard ez al., 1981), et 8 ou 14 jours pi dans nos
3 expérimentations soulignant une persistance possible dans I’organisme a moyen voire long
terme. Les moyennes des UFC/g de poumon étaient identiques chez les dindonneaux infectés
avec 10’ conidies (4.10* conidies ExpM et ExpB) mais plus variables pour I’inoculum le plus

élevé (4.10° UFC pour ExpM et 4.10* UFC pour ExpA).

La masse fongique des poumons de dindonneaux survivants, mesurée par culture sur
gélose, diminue au cours du temps dans les expériences ExpM (Inoc7) et ExpB (lot non-traité),
tout comme chez la caille inoculée par voie intratrachéale avec 5.10° conidies (Tell et al.,
2010) ou le poulet inoculé par aérosolisation d’une suspension & 10° conidies (Thierry ef al.,
2013). Chez les oiseaux morts spontanément dans ExpM (Inoc8), ExpA et ExpB (lots non-
traités), les nombres d’UFC détectées dans les poumons sont équivalents méme quand la
concentration de I’inoculum ou le délai de survenue de la mort pi différent. Ces résultats sont
concordants avec ceux observés chez le cochon d’Inde immunodéprimé et nébulisé avec 10°
conidies d’A4. fumigatus chez lequel le nombre d’UFC/g de poumon diminue entre J3 et J7 pi
(Vallor et al., 2008). De facon générale, la masse fongique telle qu’évaluée chez les
dindonneaux par culture sur gélose semble diminuer globalement aprés I’inoculation
traduisant une réponse de 1’organisme hote vis-a-vis de 1’agression, puis se stabiliser ou
diminuer légerement avec le temps, a ’instar de ce que I’on constate dans d’autres modeles
aviaires (Richard et al., 1984 ; Tell et al., 2010 ; Thierry et al., 2013) ou mammiferes (Vallor
et al., 2008 ; Zhao et al., 2010 ; Lengerova et al., 2012 ; Bowman et al., 2001).

Les résultats des cultures fongiques sont treés bien corrélés aux parameétres cliniques
(signes respiratoires et mortalité¢ spontanée). En effet, tous les oiseaux morts spontanément au
cours des 3 expérimentations présentaient des numérations moyennes supérieures a 10*
UFC/g de poumon et allant jusqu’a 5.10* UFC/g et avaient présenté des signes cliniques. A
I’inverse, les individus avec des valeurs inférieures a 10° UFC/g de poumon ne présentaient
généralement pas de signes cliniques et la mortalité pour ces individus était nulle. Dans
I’é¢tude de Richard et al. (1981) la dose nécessaire pour tuer environ 50 % des dindes agées de
3 semaines exposées a un aérosol de conidies d’A. fumigatus a été évaluée a 5.10° UFC/g de

poumon. Contrairement a cette ¢tude, la concentration minimale établie dans notre modéele
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pour tuer 80 & 100 % des dindonneaux 4gés d’une semaine infectés avec 107 ou 10® conidies
était de 10" UFC/g de poumon. Ce seuil plus bas peut notamment s’expliquer par 1’age des
dindonneaux que nous avons utilisés. Dans notre étude, cette concentration de 10* UFC/g de
poumon apparait donc comme un seuil chez les jeunes oiseaux incapables d’opposer une
réponse immunitaire innée adaptée (Kunkle et Rimler, 1996 ; Féménia et al., 2007 ; Thierry et

al., 2013) dans la phase critique du premier jour suivant I’infection expérimentale.

Le dosage du galactomannane (GM), un composant spécifique de la paroi du
champignon, est utilisé en routine pour aider au diagnostic de 1’aspergillose chez ’homme a
partir de prélevements de sérum ou de lavage broncho-alvéolaire. Le dosage GM par un test
ELISA est relativement facile a mettre en ceuvre, et est susceptible de refléter I’augmentation
progressive de la masse fongique, due a 1’extension apicale des hyphes (Clemons et Stevens,
2009). L’existence de kits commerciaux disponibles ont permis d’évaluer I’intérét du dosage
de ce polysaccharide dans le sérum de différentes espeéces d’oiseaux souffrant d’aspergillose
(Cray et al., 2009a). 11 a été testé également dans le cadre d’études de terrain, sur des poulets
de chairs et des dindes (Franca ef al., 2012), ainsi que dans des modeles expérimentaux sur
mammiferes (Sheppard et al., 2006 ; Vallor et al., 2008 ; Chandenier et al., 2009 ;
Seyedmousavi et al., 2011) et dindes (Le Loc’h ef al., 2006). Dans cette derniere étude, le
dosage du GM au cours du temps dans le sérum de dindes immunodéprimées et inoculées
avec 10°® conidies d’A. fumigatus dans un sac aérien a permis de clairement discriminer les
lots infectés et non-infectés entre 1 et 6 jours pi avec une cinétique caractérisée par un pic
précoce (24 h pi) de GM suivi d’une diminution réguliere de la concentration sérique (Le

Loc’h et al., 2006).

En tant qu’outil diagnostic, des résultats contradictoires ont été obtenus. Les valeurs de
I’index GM peuvent en effet varier en fonction de 1’espece testée, ainsi que du stade de
I’infection, d’ou la difficult¢ notamment de définir une valeur seuil (cut-off) pour les
différents ordres d’oiseaux (Cray et al., 2009a). De méme la sensibilité de la méthode peut
entrainer de nombreux faux positifs dans le dosage GM des sérums d’oiseaux (Le Loc’h et al.,
2006). Les faux positifs s’expliquent en partie par le fait que du galactomannane naturel
d’origine alimentaire peut étre régulierement trouvé dans les batiments d’¢élevage (Arné et al.,
2011). Dans I’¢tude de Le Loc’h et al. (2006) les dindes témoins non-infectées présentaient
des index GM ¢élevés (entre 1,5 et 3), souvent supérieurs au seuil de positivité retenu pour le
sérum humain. De méme dans 1’é¢tude terrain de Franga et al. (2012) les dindes témoins (sans

lésions d’aspergillose) présentaient un index GM moyen de 3,9 dans le sérum. Cette
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exposition possible a une contamination par 1’environnement pourrait expliquer en partie les
valeurs de GM positives obtenues a partir d’homogénats non dilués de certains poumons (par
définition directement en contact avec 1’air ambiant) de nos oiseaux témoins (non-infectés)

hébergés dans un environnement propre mais non stérile.

Pour quantifier le GM, nous avons donc di procéder a des dilutions des homogénats
de poumons afin de réduire les valeurs des oiseaux témoins (« faux-positifs »). Les index de
GM obtenus dans notre étude a partir de dilutions variant entre 1:100 a 1:2000 sont toujours
trés faibles et proches de la valeur seuil de détection chez les dindonneaux soumis aux deux
doses les plus faibles (Inoc5 et Inoc6), ainsi que chez ceux non exposés a A. fumigatus. Tous
les résultats GM de notre étude (ExpM, ExpA et ExpB) ont permis de discriminer les lots
infectés des lots témoins. Les index GM des dindonneaux morts spontanément étaient
toujours supérieurs a ceux des témoins non-infectés, avec une majorit¢ des index GM
supérieur a 3. Les valeurs de cet index obtenues chez tous les oiseaux morts spontanément,
comparées a celles quasiment nulles mesurées chez les individus euthanasiés tout de suite
apres inoculation de doses variables de conidies non germées (ExpM), sont cohérentes avec la
relation que I’on peut établir entre valeur de ’index et progression de I’infection (Sheppard et
al., 2006 ; Clemons et Stevens, 2009 ; Lengerova et al., 2012). La détection du GM rend donc
compte du développement actif des hyphes fongiques mais pas de la présence des seules
conidies. En revanche, les index GM mesurés chez les dindonneaux inoculés avec 107 ou 10
conidies sont trés variables au sein des lots, ce qui pourrait étre le reflet d’une différence
individuelle dans 1’efficacité de la réponse de I’hote. La masse fongique mesurée par 1’index
GM ne semble pas augmenter ou diminuer au cours du temps chez les dindonneaux survivants
ou morts spontanément dans ExpM, ExpA et ExpB, contrairement a ce qui a ét¢ montré dans
les modeles mammiferes (Sheppard et al., 2006 ; Vallor et al., 2008). Dans ces études, les
index GM détectés dans les poumons de souris (Sheppard et al., 2006) ou de cochon d’Inde
(Vallor et al., 2008) infectés par 4. fumigatus augmentaient au cours du temps et reflétaient la
progression de Il’infection. Cependant il est probable que la wvariabilit¢ du taux de
galactomannane détect¢ dans chacun des lots de notre étude ne nous permette pas de
distinguer une augmentation ou une diminution du marqueur dans les poumons infectés au
cours du temps. Enfin, il serait utile de connaitre le temps de demi-vie de ce polysaccharide
chez la dinde de manicre a savoir dans quelle mesure des index positifs témoignent de la
viabilité du champignon ou pourraient étre obtenus aprés neutralisation de 1’agent pathogene

par I’hote.
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Des analyses histologiques au niveau des poumons des dindonneaux de ExpA et ExpB
nous permettraient d’évaluer les corrélations entre les index GM détectés dans le parenchyme
et les 1ésions microscopiques. Vallor ef al. (2008) ont ainsi pu mettre en évidence chez le
cochon d’Inde une relation positive entre les résultats du dosage pulmonaire du GM et

I’extension des lésions dans cet organe (Vallor et al., 2008).

Une méthode de PCR quantitative en temps réel a été récemment développée dans un
modele murin pour mesurer la charge fongique et suivre sa progression dans différents
organes, dans le but d’évaluer I’efficacité des thérapies antifongiques (Bowman et al., 2001 ;
Vallor et al., 2008 ; Zhao et al., 2010 ; Lengerova et al., 2012). Cet outil moléculaire permet a
la fois de détecter les conidies et les hyphes. Il peut étre trés sensible et spécifique, mais tout
comme le dosage du GM, il ne permet pas de distinguer formellement champignon mort ou
vivant (Clemons et Stevens, 2009). Les genes cibles incluent un gene simple copie FKS1
(Vallor et al., 2008) ou des genes multicopies, en particulier des génes de I’ADN ribosomal et
des ITS (Internal Transcribed Spacer). La stratégie consistant a cibler des genes multicopies
amplifiés spécifiquement ou dans le cadre d’une PCR nichée (Lengerova et al, 2012)
améliore la sensibilité de la méthode mais peut en rendre la standardisation délicate en raison
du nombre variable de copies dans le génome (Seyedmousavi ef al., 2011). Pour autant que
I’on sache, la détection d’A4. fumigatus par qPCR a été testée ici pour la premiere fois dans les
poumons d’oiseaux. Le signal de la qPCR des tissus infectés a ét¢ comparé a une gamme
réalisée a partir de poumons sains directement inoculés par des concentrations calibrées de
conidies. Nous avons choisi d’exprimer la masse fongique en unit¢ EC (équivalent conidie)/g
de tissu (Bowman et al., 2001). La cible FKS a été choisie d’apres 1’étude de Vallor et al.
(2008) qui ont obtenu une bonne sensibilité pour la quantification d’A4. fumigatus dans les
poumons de cochon d’Inde. Les résultats de qPCR avec les amorces amplifiant FKS (ExpM)
nous ont conduit a tester une autre cible afin d’abaisser le seuil de détection en choisissant le
gene multicopies 28SrDNA (100 copies) (Challier et al., 2004). Cette PCR est utilisée en
routine a 1’hopital Henri Mondor de Créteil (94) pour la détection de 1’aspergillose. En toute
logique, le niveau de détection du champignon filamenteux par qPCR 28S était d’environ 1
log10EC/g de poumon plus faible que celui obtenu avec le géne monocopie. La limite de
détection approximative était de 10° EC/g de poumon, ce qui est trés proche des 2.10° EC/g
(cible 18S) estimés dans le sang de souris infectées expérimentalement (Bowman et al., 2001).
L’utilisation d’une PCR nichée comme dans 1’é¢tude de Lengerova et al. (2012) pourrait

réduire encore le seuil de détection.
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Les mesures réalisées sur les oiseaux euthanasiés juste apres 1’inoculation, semblent
montrer que la qPCR est moins sensible que le dénombrement des UFC ; cette différence
pourrait &tre expliquée par une plus faible efficacité de I’extraction de ’ADN des conidies a
partir de tissus (Zhao et al., 2010 ; Sheppard et al., 2006). La proportion des échantillons
positifs par qPCR et les moyennes de log;oCE/g ont augmenté avec la concentration de
conidies pour les inocula ayant provoqué morbidité et mortalité. La survenue de la mortalité
coincidait clairement avec les valeurs les plus ¢levées de qPCR chez les dindonneaux infectés
avec 107 ou 10* conidies, comme cela a été observé dans un modele souris (Bowman et al.,

2001).

Une forte corrélation entre les résultats de la qPCR et la numération par culture a pu
étre observée, la premicre technique s’avérant nettement plus sensible a I’exception des
oiseaux euthanasiés juste apres inoculation. Cette corrélation est d’autant plus forte en
présence d’hyphes dans le parenchyme et non de conidies (Sheppard ef al., 2006). Quand les
données d’Inoc8 (ExpM) sont comparées avec celles de modeles mammiféres équivalents
(Bowman et al., 2001 ; Vallor et al., 2008), les index de GM et la qPCR semblent plus
corrélés avec les pics de I'infection par rapport aux valeurs des UFC, ce qui pourrait tre
partiellement expliqué par le fait que la numération par culture fongique stagne ou décroit
avec le temps (Zhao et al., 2010). Cependant, dans ExpA et ExpB, la qPCR et le GM
semblent moins bien corrélés entre eux qu’avec les valeurs d’UFC. Ceci peut s’expliquer en

partie par la trop grande variabilité¢ des index GM obtenus pour chacun des lots.

La combinaison des différents marqueurs (UFC, EC et index GM) fournit des données
complémentaires sur le développement du champignon dans les tissus. Pour les essais
thérapeutiques, le suivi seul de la mortalit¢ ne permet pas de visualiser tous les effets
potentiels de la molécule. Dans ce cas, la combinaison des marqueurs permettra de
discriminer plus précisément les lots non-traités et traités et d’observer des effets méme en cas

de faible mortalité.

Effet des traitements

La molécule énilconazole est un azolé qui a une action prouvée in vitro et in vivo contre les
Aspergillus (Thienpont et al., 1981 ; Desplenter, 1979 ; Van Cutsem et al., 1988). Plusieurs

¢tudes ont également montré son efficacité en tant que désinfectant de I’environnement
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(Desplenter, 1979 ; Desplenter et Marsboom, 1980 ; Braem, 1986), mais aussi en tant que
traitement dans un modele expérimental d’aspergillose chez le poulet (Van Cutsem, 1983).
Cependant cette molécule ne dispose pas d’autorisation de mise sur le marché pour le
traitement des oiseaux. C’est pourquoi nous avons voulu évaluer I’efficacité de I’énilconazole
dans notre modele dinde d’aspergillose aigué, en réalisant deux expérimentations distinctes

(ExpA et ExpB).

Dans la premiére (ExpA), les dindonneaux d’une semaine ont été inoculés avec 10°
conidies, dose qui induisait 100 % de mortalit¢ dans notre modele, puis traités avec
I’énilconazole en condition confinée. L’efficacité de 1’énilconazole a été évaluée en traitant
concomitamment 3 lots d’oiseaux n’étant pas au méme stade de I’infection expérimentale. Les
dindonneaux inoculés 48 h avant traitement, en référence a ExpM, correspondaient a des
individus présentant déja des signes cliniques manifestes, ainsi que des Iésions
macroscopiques et microscopiques (début de mortalit¢). Les animaux inoculés 24 h avant
I’initiation du traitement, €taient en tout début d’infection (pas de signes cliniques nets mais
présence de Iésions microscopiques). Nous avons ¢galement voulu étudier 1’effet
prophylactique de 1’azol¢é en infectant le troisieéme lot 7 heures aprés la premicre nébulisation
d’¢énilconazole. L’emploi dans les élevages avicoles de ce principe actif par nébulisation a la
dose de 20 mg/kg, une fois par jour, pendant 3 jours consécutifs (Guérin et al., 2012) nous a
poussé a reproduire ce premier protocole thérapeutique au cours de cette expérimentation. Les
animaux ont été traités en enceinte confinée, dans une chambre d’inhalation, ou seuls les
oiseaux ont regu I’énilconazole par nébulisation, a I’aide d’un nébuliseur médical. Les
parametres généraux, ainsi que les indicateurs utilisés pour la quantification de la masse

fongique pulmonaire ont été évalués tout au long de I’expérimentation.

La séquence d’inoculation par rapport au début du traitement n’a pas eu d’effet sur
I’apparition et la gravité¢ des signes cliniques, ainsi que sur la mortalit¢. En complément,
I’analyse des biomarqueurs (culture fongique, qPCR et du dosage GM) n’a pas permis de
discriminer les lots traités et non-traités. L’énilconazole, dans ces conditions d’utilisation, n’a
eu aucun effet curatif ou prophylactique sur les dindonneaux infectés, méme lorsque le

traitement a précédé I’inoculation du champignon.

Plusieurs modifications du protocole ont ¢€té¢ opérées entre ExpA et ExpB. Afin

d’écarter I’hypotheése selon laquelle I’inoculum utilisé serait trop important pour espérer
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obtenir un quelconque effet thérapeutique, la dose d’Aspergillus administrée a été réduite a
10" conidies/animal. D’aprés nos précédents résultats, nous savions qu’un tel inoculum
induisait une mortalité plus faible et surtout plus tardive qu’avec une concentration dix fois
supérieure, avec 1’apparition de signes cliniques 3 a 6 jours pi et un début de mortalité 5 jours
pi. Cependant la masse fongique détectée dans les poumons de ces individus était
suffisamment importante pour étre mesurée par qPCR et GM. Les lésions pulmonaires
enregistrées au niveau des poumons de certains individus survivants du lot Inoc7 laissaient
par ailleurs suggérer une mortalité accrue si I’expérience avait €té allongée. C’est pourquoi
nous avons décidé de suivre les dindonneaux dans ExpB jusqu’a 14 jours apres 1’inoculation
au lieu de 8 jours. Les résultats de mortalit¢ obtenus pour ExpB valident cette hypothese
puisque la mortalité¢ se poursuit jusqu’a J11 pour les lots traités et non-traités et atteint en

moyenne 40-45 %, contre 30 % a J8 pour Inoc7.

De plus, un second lot traité avec un autre antifongique a été¢ ajouté afin de savoir s’il
¢tait possible de traiter les dindonneaux infectés avec une autre molécule antifongique
(témoin de traitement). La molécule choisie a été I’itraconazole utilisée avec succes dans des
cas d’aspergillose chez les oiseaux infectés naturellement (Forbes et al., 1992 ; Shannon,
1992 ; Bunting et al., 2009) ou expérimentalement (Glimiissoy et al., 2004). Nous avons
choisi un protocole thérapeutique identique a celui publié¢ par Glimiissoy et al. (2004) chez la
caille inoculée par voie intratrachéale avec 5.10° conidies d’A. fumigatus, a savoir 10 mg
d’itraconazole/kg per os pendant 7 jours apres infection. Les résultats de ExpB ont permis de
montrer que le traitement par 1’itraconazole induisait une réduction significative des signes
cliniques et un effet thérapeutique net, puisque 14 jours apres inoculation aucune mortalité
n’avait ét¢ constatée. Giimiissoy et al. (2004) avaient noté une diminution de la mortalité de
68 % chez les cailles infectées et traitées avec I’itraconazole. Cependant le taux de mortalité
observe chez les individus non-traités dans ce modele caille était de 100 % en 11 jours, contre

40 % en 14 jours dans notre étude.

Le dernier parametre modifié dans ExpB a concerné le nombre total de nébulisations
de I’antifongique et les conditions d’administration. En effet, les dindonneaux ont été traités 6
fois au total par I’énilconazole directement dans leur boxe d’hébergement (sur litiére) avec un
appareil identique a ceux utilisés en ¢€levage, ceci afin de se rapprocher des conditions de

traitement dans les élevages, et de tester un éventuel effet protecteur 1i€¢ a la rémanence de la
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molécule dans I’environnement. Les résultats de morbidité et de mortalité n’ont pas permis de

mettre en évidence des différences entre les lots non-traités et traités par 1’énilconazole.

Les résultats de culture, qPCR et dosage GM ont mis en évidence une diminution de la
masse fongique au niveau des poumons des dindonneaux traités par 1’itraconazole par rapport
aux témoins, en revanche, aucune différence n’a pu étre montrée entre les lots non-traités et
traités par I’énilconazole. La quantit¢ moyenne d’UFC/g du lot traité par itraconazole était
inférieure 4 10° correspondant & des oiseaux n’exprimant pas de signes cliniques (ExpM). De
méme, la moyenne des index GM est proche du seuil de détection. Les résultats PCR
montrent une diminution de la masse fongique des individus traités par itraconazole, avec un
nombre d’EC/g de poumon inférieur & 10°, sauf pour deux individus, ce qui est trés
parfaitement corrélé avec I’absence de signes cliniques et de mortalité. De la méme facon, le
nombre d’EC/g de poumon détecté pour les lots non-traités et traités par I’énilconazole est
corrélé positivement avec la morbidité et la mortalité. Les individus morts spontanément et
ayant présenté des signes cliniques ont une valeurs d’EC dans le poumon toujours supérieure

a 10’ EC/g de poumon.

On peut cependant noter que la diminution de la masse fongique dans les poumons du
lot traité par itraconazole (par rapport aux lots non-traités ou traités par énilconazole) est
moins visible par la méthode qPCR que par la culture et le dosage GM. Ceci peut s’expliquer
par le fait que la qPCR permet la détection de cellules viables et non-viables. La grande
sensibilit¢ de cette technique pourrait conduire a sous-estimer 1’effet thérapeutique des

molécules antifongiques (MacCallum et al., 2005).

Aucun effet protecteur de 1’énilconazole n’a pu étre observé dans notre étude, aux
doses de 20 mg/m’ appliquées une ou deux fois par jour pendant 3 jours consécutifs,
contrairement a certaines études de terrain (Redmann et Schildger, 1989) et expérimentales
réalisées sur des oiseaux infectés par Aspergillus qui avaient montré un effet de cette
molécule (Van Cutsem, 1983 ; Perelman et al., 1992). Cependant les formulations et les doses
employées dans ces études différaient de nos protocoles. Dans 1’étude de Van Cutsem (1983),
les dindonneaux infectés par aérosolisation de conidies d’A4. fumigatus ont été¢ simultanément
traités par fumigation d’énilconazole pendant 30 minutes a la dose de 208 mg/m’ (fumigéne
Clinafarm®). Le traitement a induit une diminution du taux de mortalité¢ d’environ 40 a 50 %

par rapport aux lots non-traités. La molécule administrée une seule fois a la dose employée
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s’est avérée plus efficace que dans nos essais thérapeutiques. Dans ExpB, 120 mg/m’
d’¢énilconazole au total (6 aérosolisations) ont été aérosolisés dans I’environnement, contre
208 mg/m’ en une fois pour Van Cutsem (1983). L’étude terrain de Redmann et Schildger
(1989) a montré une efficacité de ’énilconazole a la dose de 150 mg/m” (solution Clinafarm®)
sur un ¢levage de poulets atteints d’aspergillose, avec une diminution de la mortalité des le
deuxiéme jour apres le traitement. Dans cette étude I’administration de la molécule s’est faite
en une seule aérosolisation, comme dans nos essais, mais a une dose plus importante que les

20 mg/m’ utilisés.
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Nous avons développé un nouveau modele standardisé et répétable d’aspergillose aigué chez
le dindonneau par aérosolisation intratrachéale de conidies d’A. fumigatus. L’inoculation de
10" ou 10® conidies via le MicroSprayer® induit le développement rapide de signes cliniques
typiques de l’aspergillose respiratoire tels que dyspnée, haleétements, respiration sifflante,
associés a une perte de poids et une apathie, ainsi qu’une mortalité plus ou moins précoce et
importante en fonction de la dose. La taille de I’inoculum a un effet sur la chronologie de la
morbidité et de la mortalité, ainsi I’inoculation de 10’ conidies induit une morbidité et une

mortalité plus tardive (4-8 jours pi) que pour une dose de 10® conidies (2-4 jours pi).

Les indicateurs de la masse fongique (UFC, GM et qPCR) ont permis pour chaque
expérience la discrimination des lots infectés par rapport aux lots témoins non-infectés. La
culture fongique, qui ne détecte que les cellules viables, s’est révélée moins sensible que les
méthodes qPCR et dosage GM, qui détectent des molécules provenant de cellules viables ou
non. De plus les indicateurs sont corrélés positivement entre eux, ainsi qu’avec 1’apparition
des signes cliniques et qu’avec la mortalité. Les UFC, les EC et dans une moindre mesure les
index GM, en parall¢le des signes cliniques nous permettent d’évaluer le stade ou la gravité

de I’infection.

En I’absence d’euthanasies séquentielles dans notre étude, il n’est pas possible
d’évaluer la cinétique de I’infection, cependant les résultats de qPCR et UFC suggérent une
masse fongique plus faible dans les poumons des dindonneaux morts plus tardivement apres

inoculation.

L’effet de 1’énilconazole a été testé dans deux situations différentes, avec un traitement
en condition confinée et une dose minimale (3 nébulisations), ou un traitement plus large
directement dans les boxes d’hébergement avec une dose doublée (6 aérosolisations). Dans la
premiére expérience, les dindonneaux ont été inoculés avec 10° conidies, tandis que dans la
seconde, la dose employée était de 107 conidies. Quelle que soit la dose de conidies inoculées
et le nombre d’aérosolisations du traitement administré, aucun effet protecteur de
I’énilconazole n’a pu étre observé. En revanche, le traitement par I’itraconazole, a la dose de
10 mg/kg pendant 7 jours, également testé dans la seconde expérience a permis la guérison
des oiseaux infectés. Ces résultats indiquent 1’efficacité de 1’itraconazole chez les dindes dans

le cas d’aspergillose expérimentale.
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L’absence d’efficacit¢ de la molécule énilconazole sur la mortalit¢ ou le
développement de la masse fongique au niveau des poumons dans notre étude peut
s’expliquer par une dose employée insuffisante. En effet les 20 mg/m’ semblent étre une dose
assez faible par rapport aux doses d’itraconazole ou d’énilconazole rapportées dans d’autres
¢tudes thérapeutiques (Van Cutsem, 1983 ; Redmann et Schildger, 1989 ; Perelman et al.,
1992) qui sont 2 a 10 fois plus concentrées. Il serait donc intéressant de réaliser une autre
expérimentation avec des doses d’énilconazole croissantes, en conservant le modele
expérimental d’aspergillose aigué avec une inoculation de 10" conidies et I’utilisation d’un

« gold standard » comme I’itraconazole.

De méme, on peut se demander si la molécule aérosolisée par le nébuliseur ou
I’atomiseur pénétre bien dans le tractus respiratoire. Pour répondre a cette question, la
recherche de résidus pourrait étre réalisée en particulier a partir des poumons. Une étude de
Janssen Sant¢ Animale (Meissonnier ef al. : compte-rendu Janssen) a été réalisée pour la
recherche de résidus d’énilconazole de dindes préalablement traitées par brumisation (a 1’aide
d’un moteur thermique) avec une solution diluée d’Imavéral® 2 fois par jour pendant 3 jours
a la dose de 20 mg/m’. Des quantités trés faibles d’énilconazole ont été retrouvées au niveau
de la peau 12 h apres Iarrét des traitements, tandis que le foie, les reins et les muscles étaient
exempts de résidus. Cependant aucune analyse n’a été réalisée sur les poumons. C’est
pourquoi nous souhaiterions réaliser une étude complémentaire pour la recherche de résidus
d’énilconazole dans les poumons des dindonneaux infectés expérimentalement dans notre
modeéle d’aspergillose et traités selon le méme protocole que ExpB (20 mg/m’, 2 fois par jour,

pendant 3 jours).

Des analyses histologiques ont été¢ prévues, a 1’heure actuelle non encore réalisées,
pour évaluer les lésions chez les individus non-traités ou traités par 1’itraconazole ou
I’énilconazole. En effet, malgré I’absence de mortalité dans le lot traité par I’itraconazole, des
quantités importantes d’EC/g de poumon sont toujours détectées. Il aurait ¢été intéressant de
savoir si ces individus présentaient toujours des 1€sions. De méme, pour évaluer correctement
I’effet de 1’énilconazole, des analyses histopathologiques auraient été nécessaires, comme
dans 1’é¢tude de Perelman et al (1992). Dans cette étude, des dindes ont été infectées
expérimentalement avec 10° conidies d’A. flavus inoculées par voie intrapulmonaire puis
traitées 3 jours pi avec de I’énilconazole par aérosolisation d’une solution a 5% de

Clinafarm® (5 mg/kg). Les lésions macroscopiques et microscopiques observées chez les
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individus traités étaient fortement réduites par rapport aux témoins non-traités (Perelman et

al., 1992).

L’absence d’efficacité de 1’énilconazole sur la mortalité¢ ou le développement de la
masse fongique au niveau des poumons dans notre étude semble en contradiction avec les
observations de terrain qui indiquent un effet de la nébulisation d’énilconazole sur le
déroulement des épisodes d’aspergillose en élevage avicole. Cet effet favorable doit étre
confirmé¢ mais il pourrait étre en relation avec la réduction de la masse fongique dans
I’environnement et donc du risque de contamination ou de recontamination des oiseaux
(plutot que d’un effet antifongique direct sur les oiseaux eux-mémes). Les conditions de ExpB
(20 mg d’énilconazole/m’, 2 fois par jour, pendant 3 jours, directement dans les locaux
d’hébergement) sont plus proches de celles des €élevages aviaires mais on peut considérer que
le niveau de contamination de I’environnement dans les conditions expérimentales (locaux du
CRBM a I’EnvA) était bien inférieur a ce qui doit étre observé dans les élevages confrontés a
un épisode d’aspergillose. Pour confirmer I’intérét de la nébulisation d’énilconazole, un essai
thérapeutique en ¢élevage avicole semble indispensable. Ce type d’essai avait été programmé
au début de la réalisation de notre thése d’Université. Cependant, les premicres étapes (mise
au point du modele avec validation de plusieurs marqueurs et essais thérapeutiques dans les
conditions expérimentales) ont représenté une quantité importante de travail et I’essai en
¢levage n’a pas pu étre mis en place dans le temps imparti. La réalisation d’un essai
thérapeutique en ¢levage avicole impose qu’un élevage infecté soit trés rapidement détecté
(dés les premiers cas d’aspergillose survenus) puis fasse I’objet d’un suivi clinique et
mycologique (avec des prélévements sur les animaux mais aussi dans 1’environnement). Le
niveau de contamination des animaux et de I’environnement devra étre évalué¢ avant et apres

les phases de nébulisation d’énilconazole.
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Résumé

Aspergillus fumigatus est un agent pathogeéne respiratoire majeur chez les oiseaux d’ornement
comme de production. L’aspergillose qui peut étre responsable de mortalités importantes et de
chutes de performances est difficile a traiter. Nous avons développé un modele d’aspergillose
aigué chez le dindonneau en inoculant différents lots d’oiseaux 4gés de moins d’une semaine
via une aérosolisation intratrachéale de doses croissantes de conidies (10° a 10*/animal) en
utilisant un MicroSprayer®. Le développement de la masse fongique a été évalué par qPCR,
dosage du galactomannane (GM), culture fongique et évaluation histopathologique dans le but
de comparer les résultats obtenus en fonction du nombre de conidies inoculées. Une mortalité
significative a été observée dans les 4 jours suivant I’inoculation uniquement pour 1’inoculum
le plus concentré. Les résultats des différents marqueurs du développement du champignon
(culture, gPCR et GM), sont trés bien corrélés avec la dose de 1’inoculum administrée. Les
moyennes d’équivalents conidies/g de poumon obtenues par qPCR étaient 1,3 logjp plus
importantes que les numérations obtenues par culture sur gélose. Ce nouveau modele incluant
une combinaison inédite de biomarqueurs chez la dinde a été utilis€¢ pour évaluer 1’efficacité
de I’énilconazole, seule molécule utilisée en élevage avicole pour lutter contre 1’aspergillose.
Dans deux expérimentations distinctes, des dindonneaux infectés avec 10’ (ExpB) ou 10
(ExpA) conidies d’A. fumigatus ont été traités par acrosolisation d’énilconazole a la dose de
20 mg/m’ une (ExpA) ou deux fois (ExpB) par jour pendant 3 jours consécutifs, ou par
itraconazole (ExpB) par voie orale a la dose de 10 mg/kg pendant 7 jours. La mortalité des
dindes infectées et traitées par I’itraconazole a été réduite a 0, contrairement aux dindes non-
traitées ou traités par 1’énilconazole (40 % de mortalit¢). Aucun effet protecteur ni aucune
différence au niveau de la masse fongique mesurée dans les poumons par numération sur
géloses, dosage du GM ou qPCR n’ont ét¢ observés chez les dindonneaux traités par
I’énilconazole a I’issue des deux expérimentations.

Abstract

Aspergillus fumigatus remains a major respiratory pathogen in both ornamental and poultry.
Aspergillosis can be responsible for high mortality rates and induces significant economic
losses, particularly in turkey production, and it is still difficult to treat. We developed a new
model of acute aspergillosis in young turkeys by inoculating few-days-old turkeys via
intratracheal aerosolization with increasing concentrations (10° up to 10®) of conidia using a
MicroSprayer® device. The fungal burden was assessed and compared by real-time PCR,
galactomannan (GM) dosage, fungal colony (CFU) counting and by histopathology. Early
death occurred in the first 96 h post-inoculation only at the highest inoculum dose. We
observed a correlation between inoculum size and results obtained by real-time PCR, GM
dosage and CFU counting. The mean fungal burden detected by qPCR was 1.3 log;o units
higher than the mean values obtained by CFU measurement. Furthermore, this new model,
with its unique combination of markers, has been used to evaluate the efficacy of
enilconazole. This is so far the only molecule used against aspergillosis in poultry farms. In
two different experiments, turkeys were challenged with 10’ (ExpB) or 10* (ExpA) conidia of
Aspergillus and were treated by aerosolization of enilconazole at a dose of 20 mg/m’, once
(ExpA) or twice a day (ExpB) for 3 days, or itraconazole (ExpB) per os at 10 mg/kg for 7
days. No mortality was observed in infected turkeys treated with itraconazole, unlike
untreated birds or turkeys treated with enilconazole (40 % mortality). No protective effect and
no difference in fungal burden in lungs were observed in turkeys treated with enilconazole at
the end of the two experiments after measuring by culture, GM dosage and qPCR.
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