1. Biologie des cryptosporidies

1.1. Historique

Le genreCryptosporidiuma été décrit et nommé pour la premiére fois en 1907 par
Ernest Edward Tyzzer, un éminent parasitologue américain. Ce dernier avait observé le
parasite dans les glandes gastrigues de souris de laboratoire, et l'avait nommé
Cryptosporidium murisll émit une premiére publication en 1910 avec le cycle évolutif
détaillé de Cryptosporidium,nommé ainsi car il n'y avait pas de sporocystes dans les
oocystes. Par la suite il observa des organismes similaires dans les intestins gréles de lapin
puis en 1912 dans lintestin de souris, qu’il homma alBrgptosporidium parvumll
remarqua que les 2 especes qu'il avait découvertes différaient par leur localisation, pour 'une
stomacale et pour l'autre plutbt intestinale, et par la taille de leurs oocystes respectivement
qualifiés de « gros » et « petits » (FAYER, 2004 ; TZIPORI et WIDMER, 2008 ; FAYER,
2010).

Des 1955, la survenue de diarrhéeSrgptosporidium meleagridishez des dindes
commence a attirer I'attention du monde vétérinaire. Au cours des 20 années suivantes, on se
rend compte petit a petit q@ryptosporidiumest un agent infectieux largement répandu chez
les animaux. C'est en 1971 que fut associée pour la premiére fois la présence de
Cryptosporidium et de diarrhée chez un bovin (O'DONOGHUE, 1995; BONNIN et
CAMERLYNCK, 1989 ; FAYER, 2004).

Par la suite, de nombreuses especes furent identifiées et dénommées en fonction de
I’héte chez lequel elles avaient été trouvées, de la localisation des stades endogenes et/ou de
la morphologie des différents stades du parasite ; par exemple, on nomma dans les années
1970 et 1980 de nombreuses espéeces co@nygtosporidium agnretrouvée chez I'agneau,
C. enteriditis C. garnhami.. Mais cette facon de recenser les différentes especes fut invalidée
a la fin des années 1980 car il manquait de nombreuses données taxonomiques, notamment
sur les plans morphologiques, biologiques et moléculaires, permettant de distinguer
clairement les especes les unes des autres. En outre, des études montrérent que de nombreuses
espéeces de Cryptosporidies pouvaient se transmettre d’'un hoéte a I'autre, ce qui rendait dénuée
de sens les appellations basées uniquement sur I'héte. Toutes les especes créées furent donc
regroupées sous l'appellatid@ryptosporidium parvumAinsi, jusqu’aux années 1970, on
n’avait donc vraiment différencié chez les mammiféres qu’une espéce, a « gros » o6cystes,
muris qui parasitait les muqueuses gastrigues, pendant qu’une @Quprafvuma « petits »
oocystes, parasitait les intestins (FAYER, 2004 ; FAYER, 2010).

La découverte des premiers cas humains de cryptosporidiose en 1976 puis le
développement du SIDA (Syndrome d’'ImmunoDéficience Acquise) au début des années 1980
a par la suite attiré I'attention sur le parasite, notamment sur son pouvoir pathogene et sa
qualité d’agent opportuniste (BONNIN et CAMERLYNCK, 1989 ; O'DONOGHUE, 1995 ;
TZIPORI et WIDMER, 2008 ; GUYO'Et al, 2012). Il aura cependant fallu attendre 1993 et
I'épidémie de Milwaukee dans le Wisconsin (Etats-Unis) ayant touché plus de 400 000
personnes pour que la cryptosporidiose soit reconnue comme un probléme de santé publique a
part entiére et I'on porte plus d’attention a cette parasitose (FAYER, 2004).
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Ce n'est qu’a la fin des années 1990 que I'on aenigvidence grace a des études
moléculaires I'existence chez 'homme de 2 modestrdasmission et de 2 génotypes
associés : les transmissions d’humain a humainamte#n jeu un génotype « humain », qui
fut admis en tant qu’espece a part entiere en 20@&t le nom de&Cryptosporidium hominjs
et les transmissions d’animal a humain d’'un gémkyovin » qui garda le nom d’espéce de
C. parvum D’autres especes au pouvoir zoonotique font reaanit régulierement I'objet de
publication. (MORGAN-RYANEet al, 2002 ; CAREYet al, 2004 ; FAYER, 2010)

Depuis les années 1990 et I'avenement des techmideebiologie moléculaire, de
nombreuses données biologiques et génétiques @meégtoupées pour difféerents génotypes,
ce qui a permis de les reconnaitre comme étantuagi@t distincts et c’est ainsi que de
nombreux génotypes ont pu étre admis en tant gedesgces derniéres années. Ceci a permis
a la fois de clarifier la situation, mais aussinentrer la complexité qu'il existe ne serait-ce
gu’en ce qui concerne la classification du genrdA(X 2010).
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1.2. Taxonomie

1.2.1. Classification « historique » d€ryptosporidium

Les especes de€ryptosporidium sont des parasites Apicomplexa qui infectent
essentiellement les épithéliums gastro-intestindiuxn nombre important d’hotes vertébres.
Leurs principales caractéristiques morphologiquEdiniées par rapports aux différents étages
de leur classification sont décrites dans le tableprésenté ci-dessous. Cette classification, si
elle a été valable pendant de nombreuses annéesijesrd’hui en plein remodelage comme
nous le montrerons par la suite.

Tableau 1. Classification taxonomique « historique »@igptosporidiumspp (Adapté de
SOARES, 2003 ; EUZEBYt al, 2005 et EUZEBY, 2008).

Classification | Nom Caractéristiques principales

Hyper- Eucaryote Cellule dont le contenu est divisé en zones a fomdiien définie
royaume (notamment noyau et mitochondries).

Royaume Protiste Eucaryote unicellulaire.

Superphyllum | Alveolata Présence d'un systeme d’espaces péribasaux soulraraires appelé

192}

alvéoles.

Phyllum

Apicomplexa
= Sporozoea
= Sporozoaires

- Organisme intracellulaire, parasite obligatoire;

- Posséde un germe infectieux de 4 a 20 microns dum complexe
apical particulier (intervenant dans la pénétratarparasite) ;
-Absence d'organites locomoteurs, déplacementgligsements.

Classe

Sporozoasida

- Multiplication asexuée et reproduction sexuée ;
- Formation d’oocystes.

Sous-classe

Coccidia

- Transmission par ingestion ;

- Cycle de développement contenant des stadeshidmgonie,
gamétogonie et sporogonie ;

- Cycle généralement monoxene, parfois dixéne ;

- Reproduction de type gamétique, avec des gamalet@etite taille ;
- Localisation intracellulaire a tous les stadasf gametes males libre |
- Présence d’'un complexe apical complet ;

- Pas de stades endo-érythrocytaires ;

- Gamontes généralement non-sanguicoles.

Ordre

Eucoccidiorida
= Eucoccida

- Multiplication par bipartition longitudinale owap schizogonie ;
- Reproduction par syngamie (parfois syzygie).
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Sous-ordre Eimeriorina - Développement indépendant des micro- et macrogame

- Zygote non mobile ;

- Multiplication par schyzogonie en diverses celfu

- Gamétogonie dans les cellules épithéliales dgsnars creux ;

- Gamontes males et femelles de taille subégale ;

- Nombreux microgametes flagellés renfermant unmitheux noyau,
disposés a la périphérie de microgamonte qu’ilssént = corps
chevelu ;

- Macrogameéte unigue dans le microgamétocyte, @ panstituée de
granulations protéiques = corps granuleux ;

- Pathogénie liée a I'action des schizontes ou g@tement des
gameétocytes ;

- Schizontes de®2°génération doués de propriétés immunigénes ;
- Chez les hétes intermédiaires, pathogénicitédiéemérozoites de
type tachyzoite.

Famille Cryptosporidiidae| - Oocyste de petite taille de 2 types : a paroicaifdemeurent dans le
= tube digestif et assurent une rétro-infection) paii épaisse (rejetée

Cryptosporiidae | dans les féces, assurant la dispersion dans lmément et I'infection

par ingestion) ;

- Oocyste sporulé & 4 sporozoites libres sans spstes

- Sporogonie endogéne ;

- Stades endogenes de développement comportantgereelle

d’attachement ;

- Développement intracellulaire extracytoplasmigaes la bordure en

brosse des cellules épithéliales de l'intestin ;

- Absence de spécificité pour certaines espéces ;

- Cycle homoxeéne.

Genre Cryptosporidium | - Développement extracytoplasmique dans la borergrosse des

cellules épithéliales ;

- Microgametes non flagellés ;

- Tres grande prolificité ;

- Sprorozoites colorables par la coloration de Adelsen, 'auramine,
la safranine+bleu de méthyléne ;

- Existence possible d’oocystes atypiques ;

- Pas de spécificité pour certaines espéces.

1.2.2. Une classification remise en cause

Le tableau 1 présenté ci-dessus expose une facortladser la famille des
Cryptosporidiidae mais EUZEBY et al. (2005) évoquent I'émergence d’expériences,
notamment celles de CARRENS$D al. en 1999 puis celles d’'HIJJAVEL al. en 2002, faisant
appel notamment a la biologie moléculaire, qui &mid prouver que leSryptosporidiidae
sont plus proches des grégarines que @escidia CARRENO et al. (1999) expliquent
d’ailleurs que les analyses moléculaires réalipaesertains chercheurs avant 1999 montrent
gue les cryptosporidies forment un embranchemgraréédes coccidies, contrairement a ce
qui était auparavant admis sur la base de la sitdildes cycles évolutifs deryptosporidium
et des coccidies. L'appartenance des cryptospsridigx coccidiesensu srictoest donc
discutable, comme I'expliqguent BARTA et THOMPSONOQ@B), et elles sont plutot
rattachées aux grégarines pour les raisons queations développer ci-apres.
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1.2.2.1. Points communs et différences ent&ryptosporidiumet les coccidies

Les cycles évolutifs des coccidies et des cryptodigs sont trés similaires, et c’est
cet élément qui est une des bases du rapprochegquengst fait entre les 2 familles.
(CARRENO et al, 1999 ; CHARTIER, 2002 ; ROCQUES, 2006) (Voir Argel pour le
cycle des coccidies, a comparer avec le cyclengptosporidiunprésenté a la figure 4)

En revanche, les différences notables sont la ikatan intracellulaire et extra-
cytoplasmique des cryptosporidies, la présenceedarganelle d’attachement, et la structure
de lI'oocyste dans laquelle des structures morplgpl@g ne sont pas retrouvées, telles que
des sporocystes, un micropyle, et des granulesreslprésentes chez les coccidies. En outre,
les cryptosporidies sont résistantes a tous lestagati-coccidiens connus (EUZEBY, 2008).

Toutes ces caractéristiques ont été confirméekepaésultats des etudes moléculaires,
qui mettent systématiquemefryptosporidiumdans un groupe différents des coccidies
(ROSALESet al, 2005).

De plus, il a recemment été démontré Qu@arvumest capable de se développer dans
un milieu sans cellule héte, ce que les coccidieat Sncapables de reéaliser, leur
développement nécessitant obligatoirement l'intésation dans une cellule héte (HIJJAWI
et al, 2004).

Un tableau récapitulatif des différences existantree les cryptosporidies et les

coccidies a été établi par BARTA et THOMPSON (2008 tableau est traduit dans le
tableau 2 qui suit :
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Tableau 2 Différence entr&ryptosporidiumet les Coccidies (Adapté de BARTA et
THOMPSON, 2006)

Propriétés Cryptosporidium Coccidia

Localisation dans la cellule | Intracellulaire mais extra- | Complétement intracellulaire

hote cytoplasmique

Attachement ou organelle dePrésent Absent

nutrition

Type d’oocystes 2 types : a paroi fine et a | Seulement a paroi épaisse
paroi épaisse

Taille des oocystes Petits (5-7,4 X 4,5-5,6 um)  n@sa9-38 X 7-39 um)

Sporocystes, micropyle et | Absent Présent

granules polaires dans

I'oocyste

Développement Présent Absent

extracellulaire

Stades extracellulaires Présents Absents

pratiqguant la syzygie

Apicoplaste Perdu Présent

Complexité des voies de Simplifié ; mise a profit des | Plus complexe

biosynthese procédés de biosynthese de
I'hGte

Sensibilité aux molécules | Insensibilité Sensibilité

anticoccidiennes

Spécificité vis-a-vis d’'un Faible Importante

hote

Pathogénese Non comprise pour le Presque entierement
moment comprise

1.2.2.2. Points communs et différences entryptosporidiumet les grégarines :

D’apres BOROWSKYet al. (2008) des analyses phylogénétigues montrent egie |
especes dE€ryptosporidiumsont étroitement liées aux grégarines.

Des caractéristiques notables des grégarinesisté#gd dans I'encadré ci-dessous :

Les Grégarinidia sont une sous-classe de protoesaiapicomplexa primitifs,
habituellement considérés comme des parasitesettii@yres, ayant pour caractéristiques :
- Mobililté par mouvements de reptation assurés par formation de plis

épicytaires ;

- Localisation d’abord intracellulaire (cellules épitliales de [lintestin) puis
extracellulaire; accolement aux cellules hétes par un épiméritalietentation
par mésocytose ;

- Existence ou non d'une multiplication asexuée pahizbgonie (synonyme :
mérogonie) avec, dans ce cas de nombreuses schigeg@t un pouvoir
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pathogene élevé. En l'absence de schizogonies, trigshozoites donnent
directement des gamétocytes ;
- Reproduction par syzygie.

Les cryptosporidies montrent bien de nombreuse#asitds avec les grégarines en ce
qui concerne plusieurs caractéristiques citéesessals, notamment elles possedent une
localisation extra-cytoplasmique avec une connexida cellule-hdte par un mécanisme de
nutrition, via l'organelle d’attachement, qui petitr&t une nutrition semblable a la
meésocytose présente chez les grégarines mais sreptlué. La différence entre ces deux
modes d’alimentation est q@¥yptosporidiuma développé une facon d’inciter la cellule héte
a le recouvrir de sa membrane apicale comme on lpeuir sur la figure 1 (BARDA et
THOMPSON, 2006 ; BOROWSKY¥t al, 2008).

Figure 1 : Schéma comparatif de l'interaction cellule-hpéeasite chez les grégarines et les
crypotsporidies (Source : BARTA et THOMPSON, 2006)

NN Il |
|| Feeder organelle || |
A - | I8 |

Polar rings

Transmembrane Epicellular
(e.g. gregarines) (e.g. Cryptosporidium spp.)

De plus, il existe bien une forme de reproductisexaée par mérogonie dans le genre
Cryptosporidium(voir le cycle deCryptosporidiuma la figure 4). Quant a la syzygie, elle a
récemment été observée chez deux espéceLrygeosporidium a savoilC.
parvum(ROSALESet al, 2005, voir figure 2) e€. andersoni(HIJJAWI et al, 2002).
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Figure 2: Image au microscope électronique a transmission stade évolutif extracellulaire
deC. parvumen syzygie dans une épreuve de culinngtro; « f » correspond a la zone de
fusion (Source : ROSALESt al, 2005).

L’existence d’'un stade adapté a la vie extracetieileessemblant a un stade similaire
trouvé chez les grégarines a été prouvée par HIJJAWI. (2002). Cela a été confirmé par
les recherches de ROSALES al. en 2005, qui ont mis en évidence des stades éfgoluti
extracellulaire ressemblant aux gamontes des gnégaminsi que des zygotes et des oocystes
avec 8 sporozoites. L'existence de ces stadeslusndp remettre en cause la classification
actuelle, porte a croire que le cycle évolutif dugsite comme présenté habituellement, n’est
peut-étre pas complet.

HIJJAWI et al. (2002) rapportent que des chercheurs ont montrégaparaison de
séquences génétiques de petites sous-unités d’'ARBomal de grégarines que ces dernieres
formaient un embranchement monophylétique proch€rgptosporidiumspp et séparé des
autres apicomplexa dont les coccidies. lls ontwoune proximité phylogénétique plus
grande entreCryptosporidiumspp et lesGregarinasinaqgu’entre Cryptosporidiumspp et
'embranchement contenant le€occidia les Piroplasma les Adeleorina et les
Haemosporidia Ceci les a donc également amenés a remettre w&se da classification
présentée ci-dessus dans le tableau 1. Des anapbg®génétiques menées par
TEMPLETON et al. (2010) sur la base d’analyses de protéines ouitdsrd’ARN ont
également montré une forte proximité de grégaretede Cryptosporidiumillustrée sur la
figure 3. De la méme fagcon, ROSALESal. (2005) rapportent que des chercheurs ont mené
le méme genre d’expériences basées ici sur la aaispa de petites sous-unités d’ADN
ribosomal et de séquences de béta-tubuline etaonts a des conclusions semblables a
celles citées précédemment, a savoir que les gnégafiormaient un embranchement proche
de Cryptosporidiunmspp, et que ce dernier était plus proche des gnagague des coccidies.
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Figure 3: Proximité phylogénétique deryptosporidiumet d’'une grégarinédscogregarinina
taiwanensigléduite sur la base de I'analyse du gene d’'unedgraous-unité d’ARN

ribosomal. Les 8 especes figurant en haut de Egphylogénétique sont des coccidies au sens
large du terme (Source : TEMPLETdtlal, 2010).
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Cela étant, malgré la proximité phylogénétique pémsupar de nombreuses études
entre les grégarines €ryptosporidiumspp, il existe aussi des différences soulevées par
TEMPLETONet al, 2010; par exemple, les grégarines sont capael@gdérer de I'énergie
via une chaine de mécanismes oxydatifs compleaies glie les cryptosporidies ne font appel
gu’a la glycolyse.

Ainsi, de nombreux points soutenus notamment paraeancées de la biologie
moléculaire portent actuellement a penser que feegeryptosporidiumest apparenté aux
Gregarinidiacomme le suggérent de nombreux auteurs.
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1.3. Espéces de cryptosporidies

1.3.1. La notion d’espéece chez les cryptosporidies

On dénombre actuellement 23 especes de cryptogmparasitant les amphibiens,
les reptiles, les oiseaux et les mammiferes, aubagug’ajoutent 3 autres especes dont les
hotes sont les poissons (Annexe 2). En plus degmices reconnues et nommeées, plus de 60
génotypes d€ryptosporidiumspp dont la séquence génétique a été établie @meéeénsés
dans la littérature scientifique, et sont consisg@@mme des génotypes en attendant de voir
s’ils posséderont les caractéristiques suffisaptag étre considérés comme des espéeces a
part entiére par lhternational Code for Zoological NomenclatufecZN) (FAYER, 2010 ;
ELWIN et al, 2012 ; SLAPETA, 2012).

En effet, il est difficile pour un genre tel q@ryptosporidiumd’établir la notion
d’espéce et d’obtenir un consensus internationandua ce qui peut officiellement étre
accepté comme tel. La morphologie du parasite l&t de I'oocyste ne sont en tous cas pas
des criteres suffisants pour différencier des esp@¢IAOet al, 2004 ; FAYER, 2010).

Ainsi, les espéces acceptées comme telles doaxait été décrites précisément sur
différents plans :

- le plan morphologique: en particulier, la morphologie, a savoir tailleyme et
structure de l'oocyste, doivent étre précisées ;

- le plan biologique: des précisions sur les hétes naturellement pérearentalement
sensibles, le site de prédilection, les duréespéeodes patentes et pré-patentes, et
éventuellement sur le degré du pouvoir infectietixl'iatensité d’excrétion des
oocystes doivent étre apportes ;

- au niveau de linformation génétique: les différences dans les séquences de
nucléotides de géenes bien connus, codant pour ARNI, ou pour des protéines
structurales ou fonctionnelles par exemple doivétme établies; des séquences
d’ADN doivent étre déposées dans un musée ou wwhiguion académique (XIA@t
al., 2000 ; FAYER, 2010).

Des différences biochimiques peuvent égalementr aides la différentiation des
espéeces mais cela implique des méthodes colteudiéficdes a réaliser (XIACet al, 2004).

1.3.2. Especes affectant les Mammiferes

Une liste de 152 Mammiféres chez qui une infecidh parvuma pu étre détectée a
ete dressée. Il s’agit en réalité e parvumau sens large, a savoir toutes les especes de
Cryptosporidiumayant des petits oocystes puisqu’aucune analysétigée n’'a été réalisée
pour déterminer précisément I'espéce a laquellavait a faire. De nombreuses espéces que
nous cotoyons telles que le cheval, la sourishler; le chat, le porc, la vache, le mouton
peuvent étre atteintes de cryptosporidiose (FAYHR4 et voir Annexe 2t Annexe 3).
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Nous allons décliner dans le tableau 3 qui suit les différentes espéeces intéressant les
mammiféres actuellement recensée par I'lCZN, les hbtes principaux et certains des hotes
mineurs possiblement infectés par I'espéce en question, ainsi la localisation primaire du
parasite chez I'héte.

Tableau 3 Especes de cryptosporidies recensées chez les Mammiféeres (Adapté det XIAO

al., 2004 ; FAYER et SANTIN, 2009 ; FAYER, 2010 ; ROBINS@Nal, 2010 ; RENet al,
2012 ; FAYERet al, 2010 ; ELWINet al, 2012 ; SLAPETA, 2012).

Espéce Hotes majeurs Hotes mineurs Localisation
primaire chez
I'héte
Cryptosporidium muris Rongeurs, Homme, daman du Gastrique
dromadaires Cap, chévre des
montagnes
Cryptosporidium parvum | Bovins, ovins, capring, Biche, souris, cochon, | Intestinal
Homme cheval...
Cryptosporidium wrairi Cochon d’Inde - Intestinal
Cryptosporidium felis Chat Homme, bovins Intestinal
Cryptosporidium andersoni Bovins, dromadaires Moutons, humains Gastrique
(abomasum)
Cryptosporidium canis Chien Homme Intestinal
Cryptosporidium hominis | Homme, singes Dugong, moutons Intestinal
Cryptosporidium suis Cochon Homme, bovins Intestinal
Cryptosporidium bovis Bovins - Non connu
Cryptosporidium fayeri Kangourou - Non connu
Cryptosporidium ryanae Bovin Homme Non connu
Cryptosporidium Kangourou - Non connu
macropodum
Cryptosporidium xiaoi Mouton Cheévre, yack, Homme| Non connu
Cryptosporidium ubiquitum| Ruminant, rongeurs, - Intestinal
carnivores, primates
dont ' Homme
Cryptosporidium cuniculus| Lapin Homme Intestinal
Cryptosporidium viatorum | Homme - Intestinal

Un point important que I'on connait désormais, est la relative spécificité d’hote
présente dans les espéces @g/ptosporidium Ainsi, bien souvent, une espéce de
Cryptosporidiumest présente tres majoritairement chez une espéce donnée et peut donc
sembler spécifique, mais en réalité cette spécificité n’est pas stricte, comme lillustre notre
tableau. C’est notamment a cause de cette spécificité relative, que I'on arrive a des situations
de transmission zoonotique. Notons que parmi les especes citéesC.cldsiguitum qui
semble présenter le moins de spécificité, avec des hdotes comme les rongeurs, les primates, les
ruminants sauvages et domestique, les carnivores et certainement encore d’autres
mammiféres. Une espece telle g@e canisparait déja plus spécifique avec pour uniques
hotes connus la chien, et plus rarement 'homme.

27

MCours.com



1.3.3. Espéces affectant les ruminants domestiques

Dans le tableau 2 exposé ci-avant, 7 especes sonties pour infecter frequemment
des ruminants domestiques de facon naturéllepgarvum, C. andersoni, C. bovis, C. ryanae,
C. hominis, C. xiaoet C. ubiquitum.Les caractéristiques principales de ces espéecestse
déclinées afin de voir lesquelles seront plus palifdrement intéressantes par la suite.

A l'exception deC. bovis I'ensemble de ces especes ou génotypes peuventein
’lhomme (CHARTIER et PARAUD, 2010).

D’autres espéces ou génotypes ont déja été resainez des ruminants mais de fagon
exceptionnelle et ne seront donc pas évoques ici.

C. parvum: c’est la premiére espéce décrite des 1912 .estiprésente principalement
chez les jeunes animaux avant sevrage, et estnemple de signes cliniques parfois
importants, notamment de diarrhée. Les bovins, sowh caprins sont concernés par la
maladie. Cette appellation a pendant longtempsoupgr toutes les especes a « petits
oocystes », d’'ou le fait qu’on ait dit I'avoir retivée chez plus de 152 hodtes. La taille
moyenne des ookystes @k parvumest comprise entre 4,5 et 5,4 um pour la longe¢ur
comprise entre 4,2 et 5,2 um pour la largeur (CARE4l, 2004). Certaines especes ont pu
récemment étre individualisées et différenciées Gleparvum grace aux outils de la
biotechnologie. Ainsi, de nhombreuses publicationter@eures a I'année 2000, parlent@e
parvum sans que l'on puisse savoir s'il s’agissait @e parvum ou d’espéces alors
confondues, a savofe. bovis, C. ryanae, C. hominis, C. xiaiC. ubiquitum.Cette espéce
étant zoonotique, elle sera la principale étudige te cette these (FAYER, 2010 ; XIAO,
2010).

C. andersoni décrite en 2000, cette espece possede des esdestgrande taille (la
longueur est comprise en moyenne entre 6,6 et B lfla largueur entre 5,0 et 6,5 pm
CAREY et al. 2004), et infecte 'abomasum des bsve facon plus anecdotique, elle a été
retrouvée chez des ovins. Elle est trés peu présteiz les veaux de moins de 2 mois et plus
fréequente chez les animaux plus agés. Elle n'estr@sponsable de signes cliniques chez les
animaux infectés mais plutdét de retards de crossau de diminutions de la production
laitiere. Les cas humains sont trés rares. Airgteespéce sera peu abordée par la suite, étant
donné son pouvoir zoonotique faible et I'absencesimes cliniques chez les animaux
infectés (LINDSAYet al, 2000 ; XIAO, 2010).

C. hominis individualisée officiellement en 2002, cette aspédtait auparavant
connue sous le nom deé. parvumgénotype 1 ou H ou génotype humain. Elle infecte
principalement les humains chez qui elle est ppaement responsable d'une atteinte
digestive avec diarrhée et les cas connus cherud@sants domestiques sont trés rares. La
taille moyenne des ookystes @e hominisest comprise entre 4,4 et 5,4 um pour la longueur
et comprise entre 4,4 et 59 um pour la largeur REX et al, 2004). Nous nous
intéresserons donc peu a cette espece dans la pantternant les ruminants, mais elle sera
plus amplement évoquée lorsque sera abordée latospgridiose chez les humains
(MORGAN-RYAN et al, 2002).
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C. bovis: nommée en 2005, cette espece faisait partie. gmrvumau sens large puis
de C. parvum génotype Bovin B. Elle infecte des animaux plggsi notamment la
prévalence est beaucoup plus importante chez desax sevrés d’age compris entre 3 et 11
mois (55%) que chez des animaux non sevrés de nd@ra mois (9%) (SANTINet al,
2004). Les bovins sont les hétes principaux eblgss des hétes mineurs ; les caprins sont
tres rarement atteints (XIAO, 2010). La taille moge des ookystes d& bovisest comprise
entre 4,76 et 5,35 um pour la longueur et commdee 4,17 et 4,76 pum pour la largeur avec
une moyenne de 4,89 um X 4,63 um. Les animauxngdt@ie présentent pas de signes
cliniques lors d’infection pa€. boviset C. bovisn’étant pas zoonotique, cette espéce ne sera
abordée que tres peu (FAYERal, 2005).

C. ryanae nommeée en 2008 et anciennement connue sous lel@eGnyptosporidium
génotype « deer-like », cette espéce, tout co@ntmovis est plus présente chez des animaux
ages ; chez des bovins de 3 a 11 mois, la prévakstae 31% contre 5% chez des veaux non
sevrés dans I'étude de SANTIN al. (2004). L’héte unique est le bovin. La taille maoype
des ookystes d€. ryanaeest comprise entre 2,94 et 4,41 um pour la longaegomprise
entre 2,94 et 3,68 um pour la largeur avec une myele 3,16 um X 3,73 um (FAYER
al., 2008). N’'étant pas associée a des signes clisigmportants, et son pouvoir zoonotique
étant faible, cette espéce sera peu abordée (FA&tER 2008 ; CHARTIER et PARAUD,
2010).

C. xiaoi : anciennementCryptosporidium génotype « bovis-like », cette espece
nommée en 2009 dont I'héte naturel est le moutembde étre présente chez des animaux
d’ages variés. La taille moyenne des ookysteS.dganaeest comprise entre 2,94 et 4,41 um
pour la longueur et comprise entre 2,94 et 4,41ppar la largeur avec une moyenne de 3,94
pum X 3,44 um (FAYER et SANTIN, 2009). Elle attetrés rarement les humains et n'est a
priori pas responsable de signes cliniques mardu€s les animaux infectés d’'aprés FAYER
et SANTIN (2009). La plupart des études conceri@ntiaoi n'ont pas mis en évidence de
signes cliniques chez les animaux porteurs d’oesyshais selon une étude récente de DIAZ
et al. (2010), cette espéce pourrait étre responsabitaddnée chez des agneaux. Le pouvoir
pathogene de cette espéce est donc a confirmefiouer dans les années a venir.

C. ubiquitum: cette espece a été nommeée en 2010 et était av@atsous le nhom
Cryptosporidiuncervine-genotype. La taille moyenne des ookystdS.dyanaeest comprise
entre 4,71 et 5,32 um pour la longueur et compngee 4,33 et 4,98 um pour la largeur avec
une moyenne de 5,04 um X 4,66 um (FAY&HRal, 2010). Elle a été détectée dans des féces
de ruminants domestiques et sauvages a traversotelan chez des humains et dans de
nombreuses autres especes, notamment de rongeursrivores et de primates. Chez
’homme, elle a été retrouvée dans de nombreux p@gmada, Nouvelle Zélande, Slovénie,
Grande-Bretagne, Etats-Unis, Pérou. Des étudesteicmenées notamment en Australie, en
Grande-Bretagne et aux Etats-Unis ont montré qtte espéce était prédominante agc
bovischez les moutons, et q@e parvumétait largement absente. Ceci a récemment été remi
en cause dans des études en Espagne et GrandgrBretzC. parvums’est montré étre le
pathogene dominant chez des agneaux (XIAO et FAYBRS ; XIAO, 2010).

Ainsi, nous nous intéresserons par la suite prateipent a I'espec€. parvumqui est
'espece d’intérét en médecine vétérinaire. Entetfie sait queC. parvumest responsable de
signes cliniques importants chez les jeunes aninpauteurs, principalement de la diarrhée.
Pour les autres espéces, soit leur pouvoir patteogsinfaible, soit les connaissances amassées
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jusque la sont peu importantes et n‘ont pas enperaiis d’en savoir beaucoup sur leur
pouvoir pathogene ou sur le risque zoonotique sqleuvent représenter.

Ce que l'on peut dores et déja remarquer, c'est gendant longtemps, avant
l'utilisation des méthodes de séquencage notamntent, oocyste de petite taille était
considéré comme appartenant aparvum Ainsi, de tres nombreux cas de cryptosporidiose
ont été attribué &. parvumalors qu’on se rend compte désormais qu'il pousaigir d’une
autre espéce ou d’un autre génotype. Ainsi, lor$guecitera des publications datant d’avant
les années 2000 ou n'ayant pas fait appel a desitpes évoluées de génotypage, et que I'on
evoquereC. parvum il est possible que I'on parle en fait d’'une awspece encore alors non
identifiée. C'est d’ailleurs ce qui fait toute |#fitulté de I'étude de la cryptosporidiose, car
les choses ne sont pas figées et les modeles, metaimiors des études épidémiologiques,
sont sans cesse a ré-établir.

1.3.4. Espeéces susceptibles d’'infecter les humains

Chez 'homme, les 2 espéec€s parvumet C. hominisreprésenteraient a elles seules
80 a 97% des cas de cryptosporidiose.

D’autres espéces moins fréquemment incriminées €bntanis C. felis et C.
meleagridis, C. cuniculuPe facon anecdotique on a retrouvé des infecéddsmuriset C.
suis, C. baileyi, C. ubiquitum, C. andersohies recemment, des infection€ aviatorumont
été décrites chez des voyageurs. Enfin, plusieénetgpes ont été retrouvés dans des féces
d’humains, mais on a supposé que leur présencedéia un simple transit a travers les
intestins, étant donné leur nombre trés faib(@.: suislike genotype,C. andersoniike
genotype, les génotypes chipmunk, skunk, horse,epie génotypeC. hominis monkey
(FAYER, 2004 ; XIAO et FAYER, 2008 ; NICHOLS®t al, 2010 ; SMITH et NICHOLS,
2010 ; CHALMERSet al, 2011).

Ainsi, c’est aC. parvumet C. hominisque nous nous intéresserons principalement
lorsque nous évoquerons les risques zoonotiquissatgptosporidiose.
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1.4. Cycle évolutif

Toutes les especes @eyptosporidiumsont des parasites intracellulaires obligatoires.
(FAYER, 2004).

Le cycle deCryptosporidiumest un cycle monoxéne, a savoir qui se déroule ahe
hote unique (O'DONOGHUE, 1995).

Il peut s’effectuer en 3 ou 4 jours (ROCQUES, 20686)a période pré-patente, de
l'ingestion a I'excrétion d’oocystes, est en moyeme 3 a 5 jours mais peut s’étendre de 2
jours jusqu’a 2 semaines (O'DONOGHUE, 1995 ; FAYER(04), et l'infection peut par la
suite persister plusieurs mois, méme si elle estcdarte durée le plus souvent
(O'DONOGHUE, 1995).

La période patente, a savoir la durée totale dé&tiam, est variable selon I'espéce de
Cryptosporidiumet selon I'héte parasité. Elle est comprise eqtrelques jours et quelques
mois et dépend notamment de limmunocompétence 'Hétel et de I'espece de
Cryptosporidiumconcernée (O'DONOGHUE, 1995 ; PAOLETTI, 2002).

Ce cycle a lieu dans la partie apicale (exposée lanhiere de I'organe) des cellules
épithéliales. Le plus souvent il s’agit de cellugsthéliales du tubes digestif, mais il peut
semblerait qu’il puisse aussi s’agir de cellulegghéiales autres, comme par exemple de
cellules de l'arbre respiratoire (PETRat al, 2010) voire d’autres épithéliums: vésicule
biliaire, canaux pancréatiques (FAYER, 2004).

Dans ce cycle, se déroulent différentes étapescamimencent par I'ingestion d’un
premier oocyste (voir figure 4). Puis au sein d¢@té, vont se succéder les étapes décrites et
illustrées ci-dessous dans la figure 5:

Figure 4: Cycle oro-fécal d€ryptosporidiunsp chez un héte (Source : CDC (Center for
Disease Control and Prevention)).
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Figure 5: Cycle évolutif deC. parvumdans l'intestin (Source : BOROWSEt al, 2008).
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1.4.1. La phase d’excystation

Les oocystes a paroi épaisseQigptosporidiumsont transmis par voie orale. Les
oocystes ingérés se retrouvent dans les tractestidigle 'h6te et subissent upgcystation
ou dékystementdans l'iléon.

Quatre sporozoites infectieux sont libérés, grataltération de la paroi de I'oocyste
dans le milieu intestinal (influence de la tempémat des conditions réductrices, de la
présence de dioxyde de carbone, des enzymes ptmeesa des sels biliaires), laissant un
oocyste vide avec un corps résiduel. Les sporazgitdatachent a la membrane apicale de la
cellule épithéliale de la bordure en brosse (figi)ret forment un trophozoite (figure 7).
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Figure 6: Image au microscope électronique a transmissidtingasion d’une cellule
intestinale par un sporozoite (Source : PONCELBD22.

=

Le trophozoite n’est pas dans le cytoplasme, ileestontact avec celui-ci par une
zone d’attachement et de nutrition, on dit qu’it ea position intracellulaire mais extra-
cytoplasmique. Il est recouvert et entouré par éantorane cytoplasmique de la cellule-hote

qui forme ce que l'on appelle une «vacuole paspkibre » (O'DONOGHUE, 1995 ;
BOROWSKIet al, 2008).

Figure 7: Image au microscope électronique a transmission tlbphozoite d€. parvum
localisé & la surface des cellules épithélialestelstin (Source : KOREAN SOCIETY FOR
PARASITOLOGY (KSP)).
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1.4.2. La phase de mérogonie

Le trophozoite va alors subir unmérogonie ou schizogonie(processus de
multiplication asexuée ; figure 8) pour se transfer en méronte ou schizonte de premiére
génération qui est le stade intracellulaire suivaointenant 6 ou 8 mérozoites arrangés
parallelement les uns aux autres (figure(Bemarque : les mérozoites sont aussi une des
formes invasive de Cryptosporidium et peuvent seueer de fagon extracellulaire dans la
lumiere de l'intestin)

Figure 8: Image au microscope électronique a transmission tibphozoite en cours de
mérogonie ou méronte immature (Source : KSP).

Figure 9: Image au microscope électronique a transmissionedinéronte de premiere
génération mature contenant 8 mérozoites (SoUE).

Les mérozoites de type 1 sortent des mérontes"8egénération (figure 10) pour
initier soit un cycle auto-infectieux dans lequisl €énvahissent les entérocytes pour former
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d’autres mérontes de™'1 geénération, soit un cycle sexuel dans lequekiigahissent les
entérocytes pour former des mérontes d€ @énération. Ces derniers seront a l'origine de 4
mérozoites de type 2 (figure 11), (O'DONOGHUE, 1988OROWSKIet al, 2008).

Figure 10: Image au microscope électronique a balayage dénomte de type 1 avec 7
mérozoites (m) visibles (Source : FAYER et UNGABS8).

Figure 11: Image au microscope électronique a balayage dénomte de type 2 avec 4
mérozoites (m) visibles (Source : FAYER et UNGABS8).

1.4.3. La phase de gamétogonie

Vient ensuite I'étape dgamétogonieou les mérozoites de type 2 sont libérés et
infectent d’autres entérocytes pour former des ori@t des macrogamontes qui sont,
respectivement, les stades gamontes male (figuyeetlZemelle (figure 13) du cycle de
développement d€ryptosporidium(O’'DONOGHUE, 1995 ; BOROWSK#t al, 2008).
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Figure 122 Image au microscope électronique a transmission gicrogamonte dé
parvum(Source : KSP).
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Figure 13 Image au microscope électronique a transmission gfacrogamonte de.
parvum(Source : KSP).

1.4.4. Les phases de fertilisation et de sporogosie
Les microgamontes libérent jusqu’a 16 microgametes.

Ces microgametes fertilisent un macrogamonte cea@ébrmer soit un oocyste a fine

paroi, soit un oocyste a paroi épaisse (figure 4%, dans lesquels auront lieu des
sporogonies(processus de division du noyau a 'origine ditenation de 4 sporozoites dans

I'oocyste). Les oocystes a paroi fine infecteramsitu les entérocytes de l'iléon de I'héte lui-
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méme, via la libération des sporozoites qu’ils immtent directement dans la lumiére de
l'intestin de celui-ci ; ceux a paroi épaisse pemsedans les féces et se retrouveront ainsi
dans le milieu extérieur (O'DONOGHUE, 1995 ; BOROKI®t al, 2008).

Figure 14: Image au microscope électronique a transmission docyste immature de.
parvum(Source : KSP).

Figure 15: Image au microscope électronique a balayage ddegste deC. parvum
(Source : site internet de BioUV).

=
\

1.4.5. Particularités du cycle de&Cryptosporidium

Il est important de noter qu’environ 20 % des oteygproduits dans lintestin d'un
hoéte sont des oocystes a paroi fine donc peuvdateda situ et réinfecter ce méme hote
directement (CHARTIER et PARAUD, 2010).

En outre, les oocystes @ parvumrejetés dans le milieu extérieur le sont sous éorm
sporulée, contenant 4 sporozoites nus et sontement infectants pour un autre individu qui
l'ingérerait. On a donc une efficacité de surinfactde I'héte lui-méme et une rapidité
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d’infection d’autres individus trés importante, d’'te caractere explosif du cycle du parasite
(CHARTIER et PARAUD, 2010).

Le cycle deC. parvumest donc un cycle trés efficace et rapide, peantt la fois des
surinfections de I'héte initial ainsi qu’une libémn massive dans I'environnement d’oocystes
directement infectieux.

1.4.6. Une localisation unique dans la cellule-héte

La localisation du parasite, intracellulaire etraxtytoplasmique est biologiquement
unique (FAYER, 2004). Elle peut expliquer en pad@n extréme résistance aux agents
antimicrobiens.

L’accolement du zoite (sporozoite ou mérozoiteq adllule-héte est médié par des
récepteurs qui sont exprimés a la surface apicaleaite pendant le déchargement des
organelles du péle apical. De nombreuses enzymes aors libérées, notamment des
rhopties et des micronemes. Au cours de son aceoleela cellule héte, le parasite libere
également des molécules qui déclenchent des métesmiesponsables de son englobement
par des prolongements de la membrane apicale dte.I'Ces sortes de microvillosités
s'élévent autour du sporozoite et forment la mengbrde la vacuole parasitophore qui
entourera presque totalement le zoite. Cette mermabea donc pour origine la cellule
épithéliale de I'hote.

L’'organe de nutrition (figure 16) constitue un pEdé unique d’attachement du
parasite a la cellule-héte, qui n’est pas sansealapmous l'avons vu, I'accolement des
Grégarines a leurs cellules-hétes par I'épimétitew alimentation par mésocytose. Il dérive
a la fois de la cellule hote et du parasite. Cattanelle se trouve a la base de chaque vacuole
parasitophore. La paroi « basale » de la vacudl@lgse pour former comme une sorte de
peigne qui fusionne avec les microvillosités intedes. Ce procédé permet de faciliter le
passage de nutriments du parasite a la cellule-ifgte localisation trés protégée est peut
étre une explication a la large résistance auetrent deCryptosporidiumsp. L'organe de
nutrition pourrait bloquer I'entrée dans le pamasite molécules intracellulaires a visée
thérapeutique. A I'abri dans sa loge extra-cytapigsie, le parasite pourrait ainsi résister a
I'action de molécules a activité intracellulaire PONOGHUE, 1995).

38



Figure 16: Image au microscope a transmission de I'organe de nutriti@n pl@arvum
(Source : PAOLETTI 2002).
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