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RESUME 

 

Résumé  

 

Cryptosporidium est un parasite protiste intracellulaire mais extra-cytoplasmique obligatoire 

qui infecte un large éventail d'hôtes vertébrés et cause une maladie intestinale importante chez 

les animaux et chez l'homme. Le but de cette étude était de détecter et de caractériser 

Cryptosporidium spp. dans des échantillons fécaux de veaux et d’agneaux naturellement 

infectés en Algérie. Un total de 65 et 83 échantillons fécaux de veaux et d’agneaux (âgés de 

moins de 3 mois) a été recueilli dans 12 et 14 fermes d'élevages de vaches laitières et de 

bergeries respectivement, dans quatre régions répartis sur huit wilayas. La présence de 

Cryptosporidium a été établie par une méthode d’immunofluorescence (IF). Des échantillons 

positifs ont ensuite été analysés par PCR-ARNr 18S et PCR-RFLP afin de déterminer les 

espèces présentes. Les échantillons positifs pour Cryptosporidiumparvum ont été sous-typés 

via un séquençage des produits d’amplification du gène gp60. L’étude microscopique à 

l’immunofluorescence a révélé la présence d’oocystes de Cryptosporidium dans 40/65 (62%) 

et 36/83 (43%) respectivement chez les veaux et les agneaux. Les résultats de l’analyse PCR-

gp60 a montréla présence de C. parvum, C. bovis et C. ubiquitum. L’étape du sous-typage des 

isolats de C. parvum a révélé deux familles du génotype, IIa et IId. Quatre sous-types ont été 

reconnus dans la famille IIa (IIaA15G2R1, IIaA13G2R1, IIaA16G2R1 et IIaA21G2R1). Un 

sous-type majoritaire a été reconnu dans la famille IId, le sous-type IIdA16G1. Ces résultats 

illustrent la forte présence de Cryptosporidium chez les ruminants et augmentent la diversité 

des isolats de C. parvum avec la première description des sous-types IIaA15G2R1 et 

IIdA16G1 en Algérie. La présence de familles de sous-types zoonotiques de C. parvum (IIa, 

IId) dans cette étude suggère que les ruminants constituent probablement un important 

réservoir de C. parvum zoonotique. Il n'existe actuellement aucun traitement disponible 

totalement efficace contre la cryptosporidiose chez l'homme ou chez l'animal. Par conséquent, 

il existe un besoin critique pour le développement de nouveaux agents thérapeutiques. Afin de 

montrer l'activité "anticryptosporidienne" de deux polysaccharides naturels : chitosans ainsi 

que de la Paromomycine, nous avons étudié les effets de ces molécules sur C. parvum 

d’isolats bovin et ovin dans deux modèles in vitro (lignées HCT-8 et Caco-2) et in vivo (souris 

CD-1 nouveau-nés). Les tapis cellulaires ainsi que les souriceaux ont été inoculés avec des 

oocystes de C. parvum (isolats naturels), traités avec les molécules à tester et comparés à des 

témoins. La paromomycine, un médicament classique utilisé en médecine vétérinaire, a été 

utilisée comme composé de référence. Un test d’infectiosité des isolats a été effectué avant 

l’évaluation de ces molécules. Nos résultats ont montré l’apparition considérable de formes 

intracellulaires des parasites et des réductions significatives de ces formes intracellulaires des 

oocystes de Cryptosporidium. En outre, la paromomycine, et les chitosans inhibent de 

manière significative la multiplication du parasite dans les cellules HCT-8 et Caco-2 (P 

<0,05). Dans les études in vivo, le traitement avec chitosans ou du sulfate de paromomycine a 

considérablement réduit l'excrétion parasitaire chez les souris nouveau-nées infectées. En 

conclusion, ces résultats constituent la première preuve in vitro et in vivo des activités anti-

cryptosporidiennes de ces polysaccharides naturels sur des isolats de terrain de 

Cryptosporidium. 

 

Mots clés : Cryptosporidiumspp., Ruminants, PCR, culture cellulaire, souriceaux CD-1, 

infectiosité, zoonose, chitosans, paromomycine, Algérie. 

 

 



 

RESUME 

 

Summary 

Cryptosporidium is an obligate intracellularbat extra-cytoplasmic parasite that infects a wide 

range of vertebrate hosts and causes significant intestinal disease in animals and humans. The 

aim of this study was to detect and characterize Cryptosporidiumspp. in faecal samples from 

naturally infected calves and lambs in Algeria. A total of 65 and 83 faecal samples from 

calves and lambs (less than 3 months old) were collected from 12 and 14 dairy cow and 

sheepfold farms respectively, in four regions across eight wilayas. The presence of 

Cryptosporidium has been established by an immunofluorescence method (IF). Positive 

samples were then analyzed by PCR-18S rRNA and PCR-RFLP to determine the species 

present. The positive samples for Cryptosporidium parvum were subtyped via sequencing of 

the amplification products of the gp60 gene. The immunofluorescence microscopic study 

revealed the presence of Cryptosporidium oocysts in 40/65 (62%) and 36/83 (43%) in calves 

and lambs, respectively. The results of the PCR-gp60 analysis showed the presence of C. 

parvum, C. bovis and C. ubiquitum. The subtyping step for C. parvum isolates revealed two 

families of the genotype, IIa and IId. Four subtypes have been recognized in the IIa family 

(IIaA15G2R1, IIaA13G2R1, IIaA16G2R1 and IIaA21G2R1). A majority subtype has been 

recognized in the IId family, the IIdA16G1 subtype. These results illustrate the strong 

presence of Cryptosporidium in ruminants and increase the diversity of isolates of C. parvum 

with the first description of the subtypes IIaA15G2R1 and IIdA16G1 in Algeria. The presence 

of families of zoonotic subtypes of C. parvum (IIa, IId) in this study suggests that ruminants 

probably constitute an important reservoir of zoonotic C. parvum. There is currently no 

treatment available that is completely effective against Cryptosporidiosis in humans or 

animals. Therefore, there is a critical need for the development of new therapeutic agents. To 

study the "anti-cryptosporidian" activity of two chitosans; Chitosan NAG, chitosan Mix and 

Paromomycin. We studied the effects of these molecules on C. parvum of bovine and ovine 

isolates in two in vitro models (HCT-8 and Caco-2 lines) and in vivo, newborn CD-1 mice 

were inoculated by the oral with C. parvum oocysts (natural isolates), treated with the test 

molecules and compared with untreated infected animals. Paromomycin, a classic drug used 

in veterinary medicine, was used as the reference compound. An infectivity test of the isolates 

was carried out before the evaluation of these molecules. Our results showed the considerable 

appearance of intracellular forms of parasites and significant reductions of these intracellular 

forms of Cryptosporidium oocysts. In addition, paromomycin, chitosan mix and chitosan 

NAG significantly inhibit the multiplication of the parasite in HCT-8 and Caco-2 cells (P 

<0.05). In in vivo studies, treatment with (Chitosans) or paromomycin sulfate significantly 

reduced parasitic shedding in treated infected newborn mice. In conclusion, these results 

constitute the first in vitro and in vivo evidence of the anticryptosporidial activities of these 

natural polysaccharides on Cryptosporidium field isolates. 

Key words: Cryptosporidiumspp. Ruminants, PCR, cell culture, CD-1 mice, infectivity, 

zoonosis, chitosans, paromomycin, Algeria. 



 

 ملخص
 

 
. الكريبتوسبوريديومهوطفيلحمايةواقدٍاخلالخلايايصيبمجموعةواسعةمنمضيفاتالفقارياتويسببأمراضًامعويةكبيرةفيالحيواناتوالبشر

. فيعيناتالبرازمنالعجولوالحملالمصابةطبيعيافيالجزائر .Cryptosporidiumspp كانالهدفمنهذهالدراسةهواكتشافوتوصيف

 14 و 12 من( أشهر 3 أقلمن) عينةمنالبرازمنالعجولوالحملان 83 و 65 تمجمعمامجموعه

تمتأسيسوجودالكريبتوسبوريديوممنخلالطريقةالمناعي. مزرعةللأبقاروالأغنامعلىالتوالي،فيأربعمناطقفيثمانيةولايات  (IFA). 

. لتحديدالأنواعالموجودة PCR-RFLP وPCR-18S rRNA ثمتمتحليلالعيناتالإيجابيةبواسطة

ناتالإيجابيةللعيناتتمتنقيحالعي Cryptosporidiumparvumمنخلالتسلسلمنتجاتالتضخيملجين gp60. 

٪(  43) 36/83 و٪(  62) 40/65 كشفتالدراسةالمجهريةالمناعيةعنوجودبويضاتالكريبتوسبوريديومفي

أظهرتنتائجتحليل. فيالعجولوالحملان،علىالتوالي  PCR-gp60 وجود C. parvum،C. bovisو C. ubiquitum. 

شفتالخطوةالفرعيةلعزلك  C. parvum ،الوراثعنعائلتينمنالتركيب IIaوIId. تمالتعرفعلىأربعةأنواعفرعيةفيعائلةIIa (IIaA15G2R1 و 

IIaA13G2R1و IIaA16G2R1 و IIaA21G2R1). تمالتعرفعلىغالبيةالأنواعالفرعيةفيعائلةIIdالنوعالفرعي، IIdA16G1. 

ديومفيالمجتراتوزيادةتنوععزلاتتوضحهذهالنتائجالتواجدالقويللكريبتوسبوري  C. parvumمعالوصفالأولللنوعينالفرعيين 

IIaA15G2R1 وIIdA16G1 يشيروجودعائلاتمنأنواعفرعيةحيوانيةالمنشأمن. فيالجزائر  C. parvum (IIa،IId) 

parvumفيهذهالدراسةإلىأنالمجتراتربماتشكلخزانًامهمًامن . حيوانيالمنشأ

. لذلك،هناكحاجةماسةلتطويرعواملعلاجيةجديدة. لايوجدحاليًاأيعلاجمتوفرفعالتمامًاضدالكريبتوسبوريديوسيسفيالبشرأوالحيوانات

. ،الشيتوزانميكسوالباروموميسين NAG لاثنينمنالشيتوزان؛الشيتوزان "antiryptosporidian" منأجلدراسةنشاط

C. parvum درسناآثارهذهالجزيئاتعلى خطوط) روالأغنامفياثنينفينماذجالمختبرلعزلالأبقا  HCT-8 و Caco-2) 

) C. parvumoocysts حديثيالولادةبواسطةعنطريقالفممع CD-1 وفيالجسمالحي،تمتلقيحالفئران ( العزلاتالطبيعية

. ،تعاملمعجزيئاتالاختبارومقارنةمعالحيواناتالمصابةغيرالمعالجة

. تمإجراءاختبارللعدوىمنالعزلاتقبلتقييمهذهالجزيئات. لطبالبيطري،كمركبمرجعييستخدمالبارومومايسين،وهودواءكلاسيكييستخدمفيا

. أظهرتنتائجناالمظهرالكبيرللأشكالداخلالخلايامنالطفيلياتوتخفيضاتكبيرةفيهذهالأشكالمنخلاياأوستاتالكريبتوسبوريديوم

رالطفيليفيخلايابشكلكبيرتكاث NAG بالإضافةإلىذلك،يثبطالبارومومايسين،الشيتوزانميكسوالشيتوزان  HCT-8 و Caco-2 (P <0.005). 

 (Chitosan NAG ،Chitosan Mix) فيالدراساتالمجراة،قللالعلاجباستخدام

. أوكبريتاتالباروموميسينبشكلكبيرمنسفكالطفيلياتفيالفئرانحديثيالولادةالمصابة

بوريديالمنهذهالسكرياتالطبيعيةفيعزلاتحقلالكريبتوسبوريفيالختام،تشكلهذهالنتائجأولدليلفيالمختبروفيالجسمالحيعلىأنشطةمكافحةالكريبتوس

 .ديوم

 

-CD ،استنباتالخلايا،الفئران PCR،المجترات، .Cryptosporidiumspp :الكلماتالمفتاحية

 .،العدوى،الأمراضالحيوانيةالمنشأ،الشيتوزان،البارومومايسين،الجزائر1
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Le genre Cryptosporidium est un protozoaire appartenant à l’embranchement des 

Apicomplexa qui se multiplie dans les cellules épithéliales du tractus gastro-intestinal et du 

système respiratoire d’un grand nombre de vertébrés, y compris l’homme (Chalmers et 

Katzer, 2013 ; Ryan et al., 2014).  

La cryptosporidiose est une zoonose opportuniste cosmopolite causée par diverses espèces de 

Cryptosporidium. Plus d’une trentaine d’espèces ont été validées pour le genre 

Cryptosporidium, 30 espèces ont été rapportées par Osman et al., en 2017. Les espèces qui 

parasitent le plus fréquemment l’homme sont C. parvum et C. hominis, même si des infections 

par C. meleagridis, C. cuniculus, C. andersoni, C. felis, et C. canis ont été rapportées mais le 

plus souvent chez des patients à risques (Chalmers et Katzer, 2013 ; Xiao, 2010). En effet, 

cette parasitose émergente a un impact considérable chez le patient immunodéprimé, surtout 

chez les malades du syndrome de l’immunodéficience acquise. En Algérie, une étude récente 

a révélé un taux de présence de 9,4% de Cryptosporidium spp. chez des personnes infectées 

par le virus du HIV (Semmani et al., 2019). L’infection est toutefois possible chez les sujets 

immunocompétents, de façon sporadique ou associée à des épidémies, mais cela se traduit par 

des diarrhées auto-résolutives, généralement sans complications. De récentes données ont 

montré que Cryptosporidium est parmi les principales causes de diarrhée infantile modérée à 

sévère chez les enfants âgés de moins de 2 ans dans les pays en développement (Kotloff et al., 

2013 ; Striepen, 2013). Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 2011), la 

cryptosporidiose est inclue dans la liste des maladies négligées qui constituent un frein au 

développement socio-économique dans les pays en voie de développement. Cette maladie 

révèle une incidence importante en santé publique. 

Les animaux âgés de moins d’un mois sont particulièrement sensibles à cette parasitose 

intestinale, se traduisant par de la diarrhée, pouvant s’accompagner d’une morbidité et d’une 

mortalité élevées. Cette maladie peut être théoriquement prévenue en élevage par des mesures 

d’hygiène très strictes. Cependant, du fait d’une grande résistance des oocystes excrétés dans 

l’environnement, la transmission ne peut être totalement contrôlée. Les oocystes sont la forme 

de résistance et de dissémination du parasite. Le mode de transmission de cette infection est 

oro-fécal, soit indirectement par ingestion d’oocystes contaminant l’eau ou les aliments soit 

par contact direct avec un sujet infecté. Ce dernier peut être un homme ou un animal, la 

maladie peut donc se répandre par la voie anthroponotique ou zoonotique (Chalmers et 

Katzer, 2013 ; Ryan et al., 2014). 
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En Afrique du Nord, l’Algérie est un important pays d’élevage ovin. Le cheptel de l’espèce 

ovine compte 28 Millions d’animaux ce qui représente 80% du cheptel national des ruminants 

qui comprend également 4,9 Millions de caprins et 2 Millions de bovins (Ministère de 

l’Agriculture, de la Pêche et du Développement Rural, 2016).  

Dans notre pays, la cryptosporidiose a été déterminée chez diverses espèces d’animaux 

domestiques, la prévalence chez les ruminants indique des taux d’infection allant de 7% à 

50,8%. Toutefois, il existe peu d’études sur la caractérisation moléculaire de 

Cryptosporidium. Des données d’identification moléculaire ont été publiées concernant les 

espèces de Cryptosporidium chez les ruminants (Benhouda et al., 2017 ; Baroudi et al., 2018 ; 

Ouakli et al., 2018) et la forme zoonotique de C. parvum chez les bovins (Baroudi et al., 

2017 ; Ouakli et al., 2018). Aussi, très peu de données concernent la diversité génétique de 

l’espèce C. parvum circulant chez les petits ruminants (Baroudi et al., 2018).  

Actuellement, il n’existe pas de traitement efficace contre cette parasitose. Par conséquent, les 

moyens de contrôle à notre disposition restent très limités. Pour cela la deuxième partie de 

notre travail est consacrée à l’approche thérapeutique in vitro et in vivo.  

Ainsi, la cryptosporidiose est plus que jamais un sujet d’actualité. Dans cette optique, notre 

travail de thèse est réalisé sur deux axes :  

 Le premier axe est de caractériser la variabilité génétique des espèces de 

Cryptosporidiumchez les ruminants domestiques dans plusieurs régions de notre pays. 

Cette caractérisation phénotypique et génotypique de Cryptosporidium. spp chez les 

ruminants domestiques en Algérie vise deux objectifs : 

• Identifier les espèces excrétées par les animaux, 

• Identifier les sous-types de C. parvum et estimer le potentiel zoonotique. 

 

 Le second axe est d’évaluer le potentiel anticryptosporidien des polysaccharides 

naturels et de la paromomycine sur les isolats de terrain qui vise deux objectifs : 

• Etudier l’infectiosité des isolats des ruminants, 

• Evaluer l’effet potentiel des polysaccharides naturels « chitosan » et la 

paromomycine sur les isolats. 
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CHAPITRE I : GENERALITES SUR LE GENRE CRYPTOSPORIDIUM 

 

I.1. Historique et découverte du parasite 

L'une des premières observations du parasite Cryptosporidiumfut sûrement celle du 

docteur James Jackson Clarke en 1895. Ce dernier remarque la présence de coccidies dans le 

tractus digestif d'une souris trouvée morte. La mise en culture du parasite puis son inoculation 

à une nouvelle souris lui permet d'observer le cycle de développement du parasite. Il note 

alors ses différents aspects morphologiques et rapproche ce parasite de celui observé par 

Eimer, nommé Eimeriapar Schneider en 1875. Ce sont cependant deux parasites différents, 

appartenant à l'embranchement des Apicomplexa. 

Cryptosporidium a été décrit ensuite au début du 19ème siècle par Ernest Edwards Tyzzer. Ce 

parasitologue de l’université de Harvard (Boston, USA) avait décrit entre 1907 et 1912 deux 

espèces parmi ce genre. Il isola un parasite unicellulaire de l’épithélium gastrique de la souris 

de laboratoire, qu’il nomma Cryptosporidium muris. En 1912, il mit en évidence, une 

nouvelle espèce, dans l’intestin grêle chez le même animal qu’il nomma Cryptosporidium 

parvum. Ces deux espèces étaient différentes de par leur localisation et la taille de leur 

oocyste.  

Depuis, de nombreuses espèces furent décrites en se basant principalement sur l’animal hôte 

comme critère d’identification (Vetterling etal., 1971). Cependant, la morphologie de ces 

différentes espèces, vue au microscope, était similaire si bien que la méthodologie 

d’identification des espèces fut remise en question. De nouvelles techniques de biologie 

moléculaire,apparues à la fin du 20èmesiècle,ont permis d’identifier et de répertorier plusieurs 

espèces chez l’homme et chez les animaux. 

En 1955, Slavin décrit Cryptosporidium meleagridis chez le dindon (Meleagris gallopavo), la 

première espèce associée à la présence des signes cliniques apparus chez ces oiseaux.   

En 1971, chez les ruminants et spécifiquement chez les bovins, Panciera et al., décrivent une 

cryptosporidiose clinique chez une génisse. Depuis, ce parasite fut reconnu en médecine 

vétérinaire comme agent responsable d’épizooties de diarrhées pouvant être mortelles dans les 

élevages de jeunes veaux.   
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Chez l’homme les premiers cas ont été dépistés aux Etats-Unis en 1976, chez un enfant âgé de 

trois ans avec une gastro-entérite et chez un adulte âgé de 39 ans immunodéprimé (Meisel et 

al., 1976; Nime et al., 1976). Ce n’est que dans les années suivantes, avec l’apparition du 

syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), que les rapports associés aux agents 

pathogènes opportunistes ont été concentrés particulièrement sur la cryptosporidiose humaine. 

En effet, un premier cas de cryptosporidiose chez un patient séropositif fut rapporté en août 

1981 aux Etats-Unis (Ma et Soave, 1983) avec des diarrhées sévères et prolongées. Les 

symptômes rapportés chez les patients contaminés par le VIH étaient plus importants et ne se 

résolvaient pas spontanément, contrairement aux patients immunocompétents (Flanigan etal., 

1992). Le nombre de cas rapportés chez des patients atteints du SIDA fut alors exponentiel, 

plus d'une cinquantaine de cas diagnostiqués entre août 1981 et septembre 1983 dans les états 

de New York, du New Jersey, de Boston et de Philadelphie (Ma, 1984). L'avènement des 

antirétroviraux, avec le développement de la zidovudine (AZT) en 1987 a permis une 

augmentation de l'espérance de vie des patients séropositifs (Conti et al., 2000). Dans les pays 

développés ayant accès à ces traitements, l'incidence de la cryptosporidiose chez les patients 

séropositifs diminua de façon notable grâce à la baisse de la charge virale (Pozio etal., 2005).  

Il a de même été mis en évidence le rôle de Cryptosporidium dans de nombreuses épidémies. 

La plus importante fut celle de Milwaukee, aux Etats-Unis, qui toucha, en mars et avril 1993, 

plus de 400 000 personnes (Mac Kenzie etal., 1994), soit 26% de la population locale. De 

nombreuses autres épidémies ont également été rapportées, le plus souvent en relation avec la 

consommation d'eaux souillées, mais aussi d'aliments contaminés, en Australie, aux Etats 

Unis, au Royaume-Uni (Fayer et al., 2000), ainsi qu'en France en 2002 (Guyonnet et Claudet, 

2002), et en 2019 une récente épidémie a eu lieu dans la ville de Grasse avec 30 000 

personnes infectées (Nice-Matin, 2019).  

Cependant, le développement et l'usage de médicaments immunosuppresseurs utilisés comme 

traitement de nombreuses pathologies auto-immunes, oncologiques ou en post-

transplantation, fait émerger de nouvelles populations de patients très susceptibles aux micro-

organismes opportunistes tel Cryptosporidium. 

En outre, le parasite reste présent et il est responsable d'épidémies dans les pays en voie de 

développement où il représente un véritable problème de santé publique. Par ailleurs, il 

n’existe pas à l’heure actuelle un traitement efficace contre l’infection au Cryptosporidium ni 

de vaccin commercial chez les humains et les animaux. Or, en plus des diarrhées qu’il peut 
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engendrer, il a été montré que le C. parvum induit le cancer sur le modèle de souris 

immunodéprimé (Certad et al., 2007 ; Certad et al., 2007 ; Benamrouz et al., 2014), soulevant 

la question du risquepotentiel pour l’homme. 

La résistance des oocystes du parasite dans l’eau et l’environnement, ainsi que des 

implications socio-économiques, ont amené l’Organisation mondiale de la Santé (OMS) à 

inclure cette parasitose parmi les maladies négligées (Savioli et al., 2006) et à utiliser 

Cryptosporidium comme « pathogène de référence » parmi les protozoaires transmis par la 

voie féco-orale dans le contrôle de la qualité de l’eau potable (Medema, 2009 ; OMS, 2011). 

La surveillance de la présence d’oocystes dans l’eau fait maintenant partie de la surveillance 

visant à appuyer les plans de salubrité de l’eau (OMS, 2011). 

La dernière étape de notre perception changeante de l’importance des parasites de 

Cryptosporidium pour la santé publique a été l’inclusion de C. parvum et C. hominis dans la 

liste des agents infectieux de catégorie B en raison de leur potentiel de bioterrorisme (Widmer 

et Sullivan, 2012).  

En fait, la faible dose infectieuse, la résistance de l’oocyste à de nombreux désinfectants et les 

symptômes potentiellement graves causés par le parasite pourraient motiver la contamination 

malveillante des systèmes centralisés d’approvisionnement en eau par des oocystes de 

Cryptosporidium. 

I.2. Classification et taxonomie 

Les parasites du genre Cryptosporidium sont des protistes appartenant à l’embranchement des 

Apicomplexa et au groupe des Coccidies. Tous les membres des Apicomplexa sont des 

parasites et ont tous des caractéristiques spécifiques liées au parasitisme, notamment, la 

présence dans leurs formes invasives d’un complexe apical lié à la locomotion et à l’invasion 

cellulaire. 

Dans cet embranchement sont également classées les genres Babesia, Cyclospora, Eimeria, 

Isospora, Plasmodium, Sarcocystis et Toxoplasma (Spano et Crisanti, 2000). Les parasites du 

genre Cryptosporidium appartiennent à la classe Sporozoasida, la sous-classe Coccidiasina, 

ordre Eucoccidiorida, sous-ordre Eimeriorina, et famille Cryptosporidiidae (Huw Smith, et 

Rosely, 2007). L'ensemble est décrit dans le Tableau 1. 
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Tableau 1. Position taxonomique du genre Cryptosporidium. 

Classification Dénomination Caractéristiques biologiques 

Règne Protiste Micro-organismes non observés à l’œil nu 

Sous-règne Eukarayota Caractérisés principalement par des cellules 

possédant un noyau avec enveloppe nucléaire 

Embranchement Apicomplexa Existence d'un complexe apical dans les formes 

invasives 

Classe Sporozoasida Cycle biologique avec reproduction sexuée et 

asexuée du parasite donnant des oocystes. 

Sous-classe Coccidiasina Présence de microgamètes intracellulaires 

Ordre Eucoccidiorida Cycle biologique avec mérogonie. 

Sous-ordre Eimeriorina Formation indépendante des micro- et 

macrogamontes. 

Famille Cryptosporidiidae 

 

Développement intracellulaire mais extra-

cytoplasmique, cycle monoxène (chez un seul hôte), 

oocystes contenant 4 sporozoites nus, sans 

sporocystes. 

Genre Cryptosporidium Absence de sporocystes 

(Fayer et Ungar, 1986 ; Janoff et Reller, 1987 ; Current et Garcia, 1991). 

 

Historiquement ; rapproché des coccidies (Toxoplasma, Cyclospora, Isospora, Sarcocystis ...) 

par des critères morphologiques, Cryptosporidium sp. se distingue cependant par plusieurs 

caractéristiques (Barta et Thompson, 2006) : 

• Le développement de Cryptosporidium est intracellulaire mais extra-cytoplasmique, dans 

une vacuole parasitophore (Thompson et al., 1988), alors que celui des coccidies est 

uniquement intracellulaire. 
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• On note la présence d’une organelle d'attachement (feeder organelle) située à la base de la 

vacuole parasitophore, entre les cellules hôtes et les sporozoïtes du genre Cryptosporidium 

(Spano et Crisanti, 2000). 

• Il existe deux types d'oocystes dans le genre Cryptosporidium : l'oocyste à paroi épaisse 

(résistant et permettant la dissémination du parasite dans les selles et la contamination d'hôtes 

différents) et l'oocyste à paroi fine responsable de l'auto-infestation, libérant ses sporozoites 

lors de la sortie de la cellule hôte (Current et Garcia, 1991). Chez les coccidies, il n'existe 

qu'un seul type d'oocyste, à paroi épaisse. 

• Les sporozoïtes du genre Cryptosporidium sont dénues de sporocystes, ils sont donc nus 

dans l'oocyste, contrairement aux autres coccidies (Spano et Crisanti, 2000), leur attribuant 

cette dénomination. 

• La paroi des oocystes présente une suture longitudinale permettant aux sporozoites d'en 

sortir lors de l'excystation (Spano et Crisanti, 2000). 

• Les agents anti-infectieux usuellement efficaces dans le traitement des maladies engendrées 

par les coccidies ne sont pas utilisables pour le traitement de la Cryptosporidiose (Coombs, 

1999 et Petry, 2004). 

• De plus, Cryptosporidium ne possède pas d'apicoplaste ni de mitochondries alors qu'il est 

démontré que son génome contient les gènes codant pour les mitochondries (Bouzid et al., 

2013). 

• Enfin, les parasites appartenant au genre Cryptosporidium ont un génome très compact. Il a 

une taille de 9,1 Mb, qui est reparti en huit chromosomes (Bouzid et al., 2013). Ces parasites 

possèdent un métabolisme basal plutôt simplifié avec des voies de biosynthèse très réduites, 

impliquant la dépendance du parasite envers son hôte (Rider et Zhu, 2010). 

Bien que la découverte de Cryptosporidium remonte déjà à un siècle, c’est seulement après 

une vingtaine d’années que le monde médical et vétérinaire a considéré l’importance de cette 

parasitose dans leurs domaines respectifs. Même si le genre Cryptosporidium est maintenant 

bien reconnu par les scientifiques, la taxonomie du parasite au sein de ce genre soulève encore 

de nombreuses discussions. 

En effet, certains auteurs placent le genre Cryptosporidium dans le groupe des Coccidies, 

mais séparé des coccidies typiques, à la base du phylum des Apicomplexa (Kuo et al., 2008). 

Ce fait nous mène à une nouvelle classification concernant le genre Cryptosporidium.  
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I.2.1. Nouvelle position taxonomique du genre Cryptosporidium 

Depuis la description du genre Cryptosporidium, sa classification taxonomique a fait l'objet 

de débat. Barta et al., (2006), ont regroupé toutes les différences significatives entre 

Cryptosporidium et les autres coccidies.Sur le plan phylogénétique, d’autres auteurs insistent 

sur un rapport probablement très étroit du genre avec la branche des grégarines (Chacín-

Bonilla, 2007 ; Robinson et al., 2010).  

Les avancées de séquençage du génome entier et l'analyse des données déterminées ont établi 

que les génomes organellaires et les voies métaboliques spécifiques observés chez des 

parasites étroitement liés à l'Apicomplexa n'étaient pas présents dans les génomes de 

Cryptosporidium (Zhu et al., 2000). En effet, Cryptosporidium, similaire aux grégarines 

(Toso et Omoto, 2007), a perdu son génome d'apicoplaste, présent dans tous les autres 

parasites Apicomplexa (Foth et McFadden, 2003 ; Waller et McFadden, 2005 ; Cavalier-

Smith, 2014). Cela a différencié Cryptosporidium des autres parasites étroitement apparentés 

à l'apicomplexe, tels que Toxoplasma et Plasmodium. En plus de la perte du génome de 

l'apicoplaste, ils ont perdu les gènes mitochondriaux et nucléaires codant pour de nombreuses 

protéines mitochondriales nécessaires à plusieurs voies métaboliques telles que la 

phosphorylation oxydative et l'oxydation des acides gras. Au lieu de cela, ils hébergent un 

«mitosome» dégénéré, qui est probablement le site des protéines d'assemblage d'agrégats, et 

des protéines pour la biosynthèse de plusieurs facteurs nécessaires au métabolisme du parasite 

(ubiquinone, coenzyme A…). 

Par conséquent,les données moléculaires actuelles montrent que Cryptosporidium sp est plus 

proche des grégarines que des coccidies (Carreno et al., 1999 ; Templeton et al., 2010 ; 

Karanis et al., 2008; Zhang et al., 2009;Borowski et al., 2008, 2010; Hijjawi et al., 2010; 

Karanis et Aldeyarbi, 2011; Boxell, 2012; Koh et al., 2013, 2014; Huang et al., 2014; Clode 

et al., 2015; Aldeyarbi et Karanis, 2016a, 2016b; 2016c; Edwinson et al., 2016; Paziewska-

Harris et al., 2016). Cryptosporidium appartenant à l’embranchement Apicomplexa a été 

récemment reclassé en tant que membre de la sous-classe de grégarine (Ryan et al., 2016). 

Les Grégarinidia sont une sous-classe de protozoaires apicomplexa primitifs, habituellement 

considérés comme des parasites d’invertébrés, ayant pour caractéristiques : 

 Mobililté par mouvements de reptation assurés par la formation de plis épicytaires ; 

 Localisation d’abord intracellulaire (cellules épithéliales de l’intestin) puis 

extracellulaire ;  
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 Accolement aux cellules hôtes par un épimérite et alimentation par mésocytose  

 Existence ou non d’une multiplication asexuée par schizogonie (synonyme : 

mérogonie) avec, dans ce cas de nombreuses schizogonies et un pouvoir pathogène 

élevé.  

 En l’absence de schizogonies, les trophozoïtes donnent directement des gamétocytes. 

I.2.2. Classification des espèces de Cryptosporidium 

Les deux espèces les plus communément rencontrées (> 90%) sont C. hominis et C. parvum. 

Bien que la première espèce semble être principalement limitée à l'homme, la dernière compte 

un large éventail d'hôtes, dont la plupart des animaux d'élevage (Fayer, 2010 ; Xiao, 2010). 

D’autres espèces ont une plus forte spécificité d’hôte mais celle-ci n’est cependant pas stricte 

(Fayer, 2004 ; Appelbee et al., 2005). 

La nécessité d’identifier les espèces présentant des risques pour l’homme et pour les animaux, 

va motiver le réexamen de la structure des espèces au sein du genre Cryptosporidium. 

Particulièrement, les outils moléculaires comme la Polymerase Chain Reaction (PCR), la 

Restriction Fragment Length Polymorphisme (RFLP), le Multilocus genotyping, le 

séquençage, etc., ciblant des séquences précises du génome de Cryptosporidium ont aidé à 

clarifier la taxonomie du genre en validant l’existence de plusieurs espèces (Xiao et al., 2004). 

Au cours de la 6ème réunion « Molecular Epidemiology and Evolutionary Genetics in 

Infectious Disease » à l'Institut Pasteur à Paris en 2002, une session intitulée « la Taxonomie 

du genre Cryptosporidium » a eu lieu. L'objectif de cette session était de réviser les critères 

les plus couramment employés pour nommer les espèces de Cryptosporidium. Le consensus 

entre les chercheurs a été que, pour nommer des nouvelles espèces de Cryptosporidium, 

quatre conditions de base devaient être remplies : 

a) Une étude morphométrique des oocystes (taille, forme, structure des différents stades de 

développement).  

b) Une caractérisation génétique (analyses des séquences nucléotidiques de différents gènes). 

c) L’étude du spectre des hôtes naturels et l’analyse de la spécificité d’hôte naturelle ou 

expérimentale lorsque cela est possible. 

d) La conformité aux règles de l’institut « International code of zoological nomenclature » 

(Xiao et al., 2004). 
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Toutefois, il est évidemment difficile de définir une nouvelle espèce sur tous ces critères à la 

fois. Cependant, en 2013, 26 espèces différentes de Cryptosporidium ont été décrites ; elles 

sont résumées dans le Tableau 2 (Chalmers et Katzer, 2013). Ces espèces de Cryptosporidium 

sont considérées actuellement comme valides selon les critères évoqués ci-dessus. 

I.2.2.1. Espèces de Cryptosporidium chez les ruminants 

Les espèces de Cryptosporidium provoquent des diarrhées néonatales chez les animaux de 

ferme, le plus fréquemment chez les veaux et les agneaux (Tableau 2). 

La présence de Cryptosporidium spp. a été mise en évidence dans les années 1970 chez les 

ruminants. Ceux-ci constituent le groupe d’espèces, parmi les mammifères, le plus concerné 

par la cryptosporidiose. Les espèces suivantes : C. parvum, C. andersoni, C. bovis, C. ryanae, 

C. hominis, C. xiaoi et C. ubiquitum sont les principales espèces de Cryptosporidium isolées 

chez les ruminants domestiques (Xiao, 2010 ; Xiao et Feng, 2008). De manière 

exceptionnelle, d’autres espèces ou génotypes peuvent infecter les ruminants.  

Cryptosporidium parvum a été la première espèce décrite en 1912 par Tyzzer. Cette espèceest 

une source commune d'infection chez les jeunes ruminants (Geurden et al., 2008; Karanis et 

al., 2007; MuellerDoblies et al., 2008; Pritchardetal., 2007; Pritchard et al., 2008; Quilez et 

al., 2008a , 2008b). C. parvum est la cause la plus fréquente de diarrhée chez le veau et se 

retrouve principalement chez les veaux pré-sevrés (Amer et al., 2013). En effet, cette espèce a 

été rencontrée en Algérie, en majorité chez une population de jeunes veaux à côté d’une 

minorité de C. bovis et C. andersoni (Baroudi et al., 2017 ; Benhouda et al., 2017 ; Ouakli et 

al., 2018). 

En outre, Cryptosporidium parvum possède un pouvoir zoonotique d’où son importance en 

santé publique (Fayer, 2010 ; Xiao, 2010).  

Cryptosporidium andersoni est une espèce présentant des oocystes de grande taille (Carey et 

al., 2004), isolée chez 5% de génisses laitières âgées de 1 à 2 ans, infectant principalement les 

cellules épithéliales de l'abomasum (Lindsay et al., 2000). Elle est rarement retrouvée chez les 

jeunes de moins de 2 mois mais l’espèce serait responsable d’un aspect chronique de la 

maladiechez des bovins plus âgés (Ryan etal., 2005). Cependant son pouvoir pathogène serait 

faible, de même que son pouvoir zoonotique (Lindsay et al., 2000 ; Xiao, 2010).  

Cryptosporidium bovis et C. ryanae sont des parasites adaptés au bétail. En effet, les hôtes 

majeurs sont les bovins tandis que les ovins sont des hôtes mineurs et les caprins très rarement 
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atteints (Xiao, 2010). Les infections à C. ryanae, ont été signalées avec des taux de 60% dans 

certaines populations du monde (Santin et al., 2008). Tandis que, les taux sont plus élevés par 

l’infection à C. bovis (70% à 80%) et sont généralement observés chez les veaux âgés de 12 à 

14 semaines (Santin et al., 2008 ; Silverlas et al., 2010). Cryptosporidium ryanae et C. bovis 

sont le plus souvent présentes chez les animaux sevrés (Santin et al., 2004). L’infection par 

ces deux espèces est couramment asymptomatique et le pouvoir zoonotique reste faible (Fayer 

et al., 2008 ; Chartier et Paraud, 2010).  

Cryptosporidium hominis, anciennement connue sous le nom de C. parvum génotype 1 ou H 

ou génotype humain, atteint principalement les humains et dans de très rares cas les ruminants 

(Carey et al., 2004). En effet, cette espèce a été identifiée dans 5 régions en France chez des 

bovins symptomatiques et asymptomatiques, un cinquième des prélèvements étaient infectés 

de C. hominis (Razakandrainibe et al.,2018). 

Cryptosporidium xiaoi, anciennement dénommée Cryptosporidium génotype « bovis-like », 

est rencontrée chez le mouton à diverses périodes de la vie (Fayer et Santin, 2009 ; Paraud et 

Chartier, 2012). Dans de récents travaux, cette espèce a été trouvée chez des agneaux et des 

chevreaux diarrhéiques en Algérie (Baroudi et al., 2018). Elle infecte très rarement les 

humains et les signes cliniques liés à l’infection chez les animaux ne seraient pas importants 

(Fayer et Santin, 2009). Cependant, une étude de Diaz et al. (2010) montre qu’elle pourrait 

être responsable de diarrhée chez des chevreaux.  

Cryptosporidium ubiquitum, autrefois connue sous le nom de Cryptosporidium génotype 

«cervine» (Fayer et al., 2010), a été rencontrée aussi bien chez des ruminants domestiques et 

sauvages que chez les humains et d’autres espèces animales à travers le monde. Li et al. 

(2014) ont révélé l’aspect zoonotique de ce parasite. D’après certaines études, elle serait 

l’espèce prédominante chez le mouton dans certains pays comme la Belgique, la Norvège, 

l’Australie, les Etats-Unis et la Chine (Paraud et Chartier, 2012). Cependant, ce fait a été 

remis en cause par des études menées en Espagne et en Grande Bretagne où C. parvum est 

apparu être le pathogène dominant chez les agneaux (Xiao et Fayer, 2008 ; Xiao, 2010 ; Diaz 

et al., 2015).Néanmoins,en Espagne, la présence de C. ubiquitum et C. xiaoi reste fréquente 

chez le cheptel ovin (Snak et al., 2017).  
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I.2.2.2. Espèces de Cryptosporidium chez les autres animaux 

Le genre Cryptosporidium est capable d'infecter l'homme et plus de 150 mammifères 

différents (Fayer, 2004), mais il a été aussi décrit chez des oiseaux, des reptiles et des 

poissons (Ryan, 2010 ; Ryan et al.,2014 ; Certad et al.,2019). 

La cryptosporidiose des oiseaux, causée par Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium 

baileyi et Cryptosporidium galli, a été décrite pour la première fois par Slavin chez des dindes 

en 1955. Cryptosporidium meleagridisetC.baileyi provoquent une atteinte des intestins et de 

la bourse de Fabricius, cependant elles diffèrent par la taille de leurs oocystes. A la différence 

deces 2 espèces, C.galli n’affecte que le proventricule (Xiao et Fayer, 2008). En Algérie, 

l’espèce C.meleagridis a été retrouvée chez le dindon ainsi que chez le poulet (Baroudi et al., 

2013 ; Laatamna et al., 2017). 

Cryptosporidium suis, observée uniquement chez le porc, a été détecté en Australie, en 

Norvège, en Irlande du Nord, au Danemark et en Espagne (Hamnes etal., 2007 ; Langkjaer et 

al., 2007 ; Suarez-Luengas et al., 2007 ; Xiao etal., 2006). Une autre espèce de 

Cryptosporidium, C. scrofarum a été détectée chez des porcs domestiques, mais son taux de 

prévalence est inférieur à 5% (Garcia-Presedo et al., 2013).  

Cryptosporidium canis, qui était auparavant exclusivement reconnu comme un génotype 

canin, est réputé à infecter les chiens domestiques dans le monde entier (Fayer et al., 2001) 

est maintenant considéré comme zoonotique. Cette espèce a été isolée chez des enfants 

symptomatiques dans des ménages avec des chiens excrétant des oocystes (Xiao et al., 2007).  

Cryptosporidium pestis ayant une répartition mondiale, a été isolée chez des veaux âgés de 

moins de 2 semaines (Santin et al., 2004).  

Cryptosporidium fayeri et C. macropodum sont couramment détectés en Australie et infectent 

des marsupiaux, notamment des kangourous, des wallabies et des koalas (Power et Ryan, 

2008 ; Ryan et al., 2008). Des chats domestiques asymptomatiques infectés par C. felis ont 

également été documentés dans le monde entier (Ballweber et al., 2009 ; Fayer et al., 2006a). 

Les principales espèces rencontrées chez les rongeurs sont C. parvum, C. muris et C. génotype 

souris (Ong et al., 2002 ; Morgan et al., 1999). Une transmission de C. muris entre bovin et 

souris est soupçonnée mais n’a pu être confirmée par caractérisation génétique (Pavlasek et 

al., 1983). En revanche, l’espèceC. muris a été bien retrouvée chez la souris (Satoh et 
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al.,2003). La présence de C. muris a été aussi signalée chez le phoque (Phoca hispida) du 

grand nord québécois (Santin et al., 2005). 

Un nouveau génotype C. skunka été identifié chez le raton laveur (Procyon lotor) en 

Amérique.Ceci peut constituer une source de contamination chez les ruminants et l’homme 

(Lesnianska et al., 2016).   

I.2.2.3. Espèce Cryptosporidium chez l'homme 

Cryptosporidium hominis (anciennement C. parvum type 1) est l’espèce la plus 

communément rencontrée chez l’humain, responsable de près de 97% des cas de 

Cryptosporidiose selon l’équipe de Pedraza-Diaz en 2001, et 40% selon l’équipe d’Ong en 

2002. Cryptosporidium parvum (anciennement type 2) se retrouve aussi chez l’homme. Ces 

deux espèces principales C. hominis et C. parvum, provoquent d’importants syndromes 

diarrhéiques au sein de la communauté dans le monde entier.Bien que C. hominis et C. 

parvum soient considérés comme les principaux agents de la Cryptosporidiose homme, on sait 

que jusqu'à 20 espèces distinctes sont à l'origine d'infections humaines graves à modérées 

(Slapeta, 2013 ; Ryan et al., 2014). 

Par ailleurs, C. meleagridis, C. felis, C. canis et C. cuniculus sont associées aux maladies 

humaines. D’autres espèces de Cryptosporidium sont également signalées chez l’homme tels 

que C. andersoni, C. bovis, C. fayeri, C. muris, C. scrofarum, C. suis, C. tyzzeri, C. ubiquitum 

et C. viatorum (Chalmers et Katzer, 2013).  

I.3. Biologie du parasite  

Cryptosporidium est un protozoaire qui infecte le tractus gastro-intestinal et les poumons. Il a 

un cycle de vie complexe comprenant des phases asexuées et sexuées. La prolifération et la 

différenciation se déroulent dans une vacuole parasitophore unique sous la bordure en brosse 

des cellules de l’hôte mais en dehors de leur cytoplasme (Leitch et He, 2012).  

La forme infectante est l’oocyste sporulé. Ce stade est très important pour la dissémination, la 

survie et l’infectivité du parasite. Les oocystes sont très résistants dans le milieu extérieur 

dans lequel ils sont excrétés. 

I.3.1. Morphologie du parasite 

Le parasite a une forme sphérique à elliptique et sa taille varie de 4 à 6 µm de diamètre ce qui 

est relativementpetit par rapport aux autres coccidies (O'Donoghue, 1995). Il occupe une 
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position dans la cellule épithéliale très particulière, en zone apicale, jamais en profondeur. Les 

stades du cycle intracellulaire apparaissent en coupe histologique sous forme de petits corps 

basophiles donnant à la bordure en brosse un aspect granuleux (Figure 1).   

 

 

Figure 1 : Photographie prise au microscope électronique montrant plusieurs stades de 

Cryptosporidium (deux marqués par une croix) dans l’épithélium intestinal d’un mouton 

(Ohio State University, 2001) 

 

I.3.2. Cycle de développement 

Dès 1907, le parasitologue Tyzzer décrivait déjà en partie les différentes étapes du cycle 

biologique de C. muris et les morphologies adoptées par le parasite (Tyzzer, 1907). Les 

progrès dans le domaine de la microscopie ont permis de détailler les étapes du cycle 

biologique du parasite. Cryptosporidium sp. est un parasite ayant un cycle monoxène, c’est-à-

dire que la totalité de son cycle biologique est réalisé chez un seul et même hôte.Le cycle se 

déroule dans les cellules épithéliales de l’intestin ou du tractus gastro-intestinal plus 

généralement, cependant des localisations erratiques sont possibles comme l’arbre 

respiratoire, la vésicule biliaire, le foie ou le pancréas (Fayer, 2004).  

La période pré-patente, c’est-à-dire la durée s’écoulant entre le moment de l’ingestion des 

oocystes et leur excrétion, est comprise entre 3 et 5 jours mais elle peut durer de 2 à 14 jours 

(O’donoghue, 1995 ; Fayer, 2004).  

La période patente, correspondant à la durée totale d’excrétion des oocystes, est comprise 

entre quelques jours et quelques mois. Cette grande variabilité est fonction de 
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l’immunocompétence de l’hôte et de l’espèce de Cryptosporidium incriminée (O’donoghue, 

1995). 

Le cycle biologique de Cryptosporidium se déroule en 6 étapes majeures : excystation, 

mérogonie, gamétogonie, fertilisation, formation de la paroi des oocystes et sporogonie 

(Current, 1985). 

La contamination est réalisée par l’ingestion d’oocystes. Leur excystation, déclenchée par la 

température, le pH (Hijjawi et al., 2001), ainsi que les sels biliaires et d’autres facteurs locaux 

(O’Hara et Chen, 2011), libère les sporozoïtes infestant la lumière du tractus gastro-intestinal. 

Les sporozoïtes libres vont alors infecter les cellules épithéliales de la bordure en brosse 

intestinale en deux étapes (l’intervention de plusieurs facteurs antigéniques et récepteurs 

membranaires a été démontrée) : attachement à la membrane plasmique de la cellule 

épithéliale puis envahissement du parasite par invagination de la membrane plasmique, qui 

entoure le parasite et forme la vacuole parasitophore (Figure 2) (Chen et Larusso, 2000 ; 

Bouzid et al., 2013). 

 

Figure 2 : Schéma représentatif de la différenciation du sporozoïte en trophozoïte. 

(Bouzid et al., 2013) 

 

Ce mécanisme permet au parasite d’avoir un développement intracellulaire mais extra-

cytoplasmique, ainsi protégé du contenu cellulaire (Figure 3). La communication entre la 

cellule hôte et le parasite est réalisée via l’organelle d’attachement, ou organelle nourricier, 
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qui permet au micro-organisme de se nourrir des nutriments de la cellule hôte (Spano et 

Crisanti, 2000).  

 

Figure 3:Développementapicalde Cryptosporidiumparvumdanslesentérocytes(MET). 

(ANOFEL, 2016). 

L’oocyste est le seul stade parasitaire retrouvé dans l’environnement. Après son ingestion par 

l’hôte, le cycle se déroule en différentes étapes illustrées et décrites selon le schéma de la 

Figure 4 : Le sporozoïte va réaliser son cycle de reproduction et les sporozoïtes se 

différencient en trophozoïtes (Bouzid etal., 2013). 

 

Figure 4: Représentation schématique du cycle de développement biologique de 

Cryptosporidium sp.(Bouzid et al., 2013). 

 

Ces derniers restent localisés dans la vacuole parasitophore, où se déroule la multiplication 

asexuée du parasite (mitose) ; la mérogonie ou schizogonie. Elle conduit à la formation d’un 
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méronte de type I contenant 6 à 8 mérozoïtes de type I (Leitch et He, 2012) libérés par 

éclatement du méronte et qui pénètrent dans les entérocytes adjacents. Ils vont alors former de 

nouveaux mérontes de type I (auto-infestation) ou des mérontes de type II (Current et Garcia 

1991). Ces mérontes de type II vont initier la reproduction sexuée en produisant quatre 

mérozoïtes de type II qui seront libérés hors de la vacuole parasitophore. Les mérozoïtes de 

type II vont enfin se différencier en microgamontes (mâle) et macrogamontes (femelle) dans 

une cellule épithéliale voisine : c’est la gamétogonie. Jusqu’à 16 microgamètes sont produits 

par le microgamonte alors que le macrogamonte reste mono-nucléé. Les microgamètes sont 

responsables de la fécondation du macrogamonte, qui aboutira à la formation d’une cellule 

diploïde, le zygote (Chalmers et Davies, 2010). Il va ensuite subir un processus de 

sporogonie, apparenté à une méiose, aboutissant à la formation de quatre sporozoïtes nus, 

contenus dans un oocyste. Les différentes étapes du développement peuvent être observées 

simultanément à la surface des entérocytes (Figure 5). 

 

 

Figure 5 : Différents stades de développement de Cryptosporidium à la surface des 

microvillosités intestinales. Un méronte de type I est représenté par la lettre M, les flèches 

indiquent les cratères des vacuoles vides après la sortie des parasites. 

(Current et Garcia, 1991). 

 

Les particularités du cycle de Cryptosporidium par rapport à celui des autres coccidies 

consistent en l’excrétion d’oocystes directement infectants. Le recyclage des mérozoïtes de 

type I et la formation d’oocystes à paroi fine (20%) qui désenkystent immédiatement in situ 

(non éliminés avec les selles), entretiennent l’infection. Ces particularités expliqueraient le 

maintien de l’infection chez les sujets immunodéprimés (Current et Garcia 1991). 
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I.3.3. Survie et résistance dans le milieu extérieur 

L’oocyste est la forme de résistance par excellence du parasite. Ces oocystes sont très 

résistants dans le milieu extérieur, que ce soit dans l’eau, le sol ou bien les matières fécales. 

Ils peuvent demeurer infectieux pendant une longue période sans pour autant être capables de 

se multiplier. Leur survie dans les différents substrats explique toute la difficulté du traitement 

et de la désinfection de ceux-ci. 

La détermination de la viabilité et de l’infectiosité des oocystes est au préalable nécessaire 

afin d’être capable d’évaluer la résistance des oocystes dans les différentes conditions 

expérimentales ou naturelles. La viabilité est la capacité pour l’oocyste à libérer les 4 

sporozoïtes qu’il contient. Le pouvoir infectieux (ou infectiosité) est la capacité des 

sporozoïtes libérés à pénétrer dans les entérocytes de l’hôte. La mesure de la viabilité des 

oocystes repose le plus souvent sur la mise en évidence du dékystement des oocystes ou sur la 

coloration des acides nucléiques. Quant à la recherche d’infectiosité, elle se détermine in vivo 

en quantifiant le nombre d’animaux développant une maladie pour une dose de pathogènes 

donnés (Benamrouz et al., 2012) ou quantifier des oocystes inoculés par voie orale à des 

souriceaux. In vitro, l’infectiosité se définit à partir du nombre de forme d’infectivité (forme 

intracellulaire) observée sur des cultures cellulaires par rapport à un témoin (Rapport Anses, 

2002 ; King et al., 2011).  

Pa ailleurs, les oocystes peuvent rester viables et infectieux pendant plusieurs mois dans l’eau 

à des températures comprises entre 0 et 30°C et jusqu’à un an dans de l’eau de mer (Rapport 

Anses, 2002). Ainsi pour des températures de 0 à 20°C, les oocystes demeurent infectieux 

pendant 6 mois, ce chiffre passant à 3 mois pour des températures de 25 et 30°C et à 1 

semaine pour une température de 35°C (Fayer, 2004). Cette résistance environnementale a ses 

limites. Ainsi, les températures extrêmes comme la chaleur ou la congélation accélèrent la 

destruction des oocystes (Fayer et al., 1996 ; Fujino Matsui et al., 2003). Les oocystes sont 

aussi très sensibles à la dessiccation : selon des études différentes seuls 3% restaient viables 

après 2h et seulement 5% après 4h à température ambiante (King et Monis, 2006). Cependant, 

lorsqu’ils sont enfouis dans le sol ou en milieu aqueux, les oocystes peuvent demeurer actifs 

et conserver leur pathogénicité pendant plusieurs mois selon la température ambiante (Peeters 

et al., 1989 ; Naciri et al., 1999). Par exemple, la viabilité des oocystes peut durer 12 mois 

dans l’eau à +4 °C (Peeters et al., 1989). 
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En outre, les espèces du genre Cryptosporidium sont relativement résistantes aux conditions 

adverses de l’environnement en comparaison avec les autres protozoaires. En effet, les 

oocystes de Cryptosporidium sont très résistants à la plupart des désinfectants et des 

antiseptiques. 

L’utilisation du chlore à des concentrations usuelles pour le traitement des équipements d’eau 

et des piscines n’a que peu d’impact sur la viabilité des oocystes (Fayer, 2004 ; Jenkins et al., 

2010). De plus, l’efficacité du chlore est diminuée par la présence de matières fécales où se 

trouvent le plus souvent les oocystes (Tzipori etWidmer, 2008).  

En 1999, Wilson et Margolin ont confirmé que ni le glutaraldéhyde 2,5 %, ni le phénol 10 % 

pas plus que la providone-iodine 10 % ne sont efficaces pour l’élimination des oocystes 

(Lucio-Foster, 2010). En 1996, Fayer et ses collaborateurs ont testé l’efficacité de la 

désinfection par certains gaz, ainsi, l’ammoniac, l’oxyde d’éthylène et le bromure de méthyle 

(ou bromométhane) ont une excellente efficacité selon cette étude (Lake et al., 2007). 

L’oxyde d’éthylène, utilisé dans les hôpitaux pour la stérilisation du matériel, est 

potentiellement carcinogène (Harari et al., 1986). Le bromure de méthyle, utilisé comme 

antiparasitaire en agriculture, est considéré nocif pour l’environnement (destruction de la 

couche d’ozone) ainsi que pour les humains (cancers de la peau) (Kourenti et al., 2007). Le 

traitement de l’eau de consommation par les produits chlorés, comme pratiqué pour certains 

processus de traitement des eaux, n’est pas suffisant pour l’élimination complète du pouvoir 

infectant (Tzipori et Widmer, 2008).  

L’ozonation et le traitement aux UV sont les plus efficaces pour la désinfection de l’eau 

(LeChevallier et al., 1991). Une concentration aussi faible que 0,59 mg d’ozone par litre 

d’eau suffit à réduire de 96 % le nombre de souris qui produisent des oocystes, souris 

inoculées à raison de 105 oocystes/mL (LeChevallier et al., 1991). Mais l’ozonation serait 

moins efficace à température basse (Naciri, 1992). Un autre obstacle pour l’utilisation à 

grande échelle de l’ozone est la formation de bromate lorsque l’eau contient du bromide. Il 

s’agit d’un produit carcinogène (Naciri, 1992). Une dose faible de rayons ultra-violets peut 

inactiver 99,9 % des oocystes de Cryptosporidium (Naciri, 1992). Le dioxide de chlore a 

également montré des effets intéressants (LeChevallier et al., 1991). Une concentration de 

0,46 mg de dioxyde de chlore par litre d’eau suffit à réduire de plus de 93 % le nombre de 

souris qui produisent des oocystes.  
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Cependant, les cellules de Cryptosporidium ont la capacité de se déformer pour traverser des 

pores de dimension inférieure à leur diamètre (Smith et Rose, 1998). L’utilisation de filtre de 

sable réduit le nombre d’oocystes sans les éliminer totalement (Tzipori et Widmer, 2008). 

I.4. Génétique de Cryptosporidium 

L'ère de la recherche génomique sur Cryptosporidium a débuté à la fin des années 90. En 

effet, une collection de l’ensemble des données séquencées publiées a reconstitué environ 

2,5% du génome de C. parvum (Liu et al., 1999), suivie du premier séquençage d’une banque 

d’ADNc de C. parvum qui fournissait un aperçu du génome de Cryptosporidium. En raison de 

plusieurs épidémies notoires, notamment l’épidémie de Milwaukee en 1993 et son importance 

chez les patients infectés par le VIH, un consortium de trois universités américaines 

(Université de Minnesota, Université du Commonwealth de Virginie et Université de Tufts) a 

lancé le premier projet de séquençage du génome complet de Cryptosporidium. Le génome de 

Cryptosporidium aurait une taille totale d'environ 9,1 Mb et comprenait huit chromosomes 

allant de 0,9 à 1,4 Mb. Il contenait environ 31% de GC, contre 19,4% et 52% respectivement 

chez Plasmodium et Toxoplasma. Plus récemment, un projet de séquençage complet du 

génome de C. parvum et C. hominis a été entrepris pour améliorer la compréhension de la 

structure génétique de la population de Cryptosporidium ce qui a confirmé sa taille et la 

présence de 4000 gènes (Abrahamsen et al., 2004 ; Xu et al., 2004).  

Cependant, le genre Cryptosporidium a connu un impact significatif sur l'évolution de son 

génome suite à un transfert de gènes. Selon la littérature, cela a eu lieu par un transfert latéral 

de gènes provenant d'un autre organisme, en particulier de procaryotes, soit intracellulaire par 

endosymbiose chez les eucaryotes. Contrairement aux autres parasites Apicomplexa, 

Cryptosporidium a acquis de nombreux gènes transférés latéralement (Sateriale et Striepen, 

2016). Une étude récente utilisant des approches phylogénomiques a identifié 31 gènes acquis 

via une endosymbiose ayant une origine procaryotique (Huang et al., 2004). Pour s’adapter à 

l’environnement anaérobie de l’intestin de l’hôte, Cryptosporidium a acquis horizontalement 

plusieurs gènes, dont l’enzyme lactate déshydrogénase, afin de générer le dinucléotide 

adénine nicotinamide (NAD). Cryptosporidium a également obtenu l’enzyme tryptophane 

synthétase B (TrpB) d’une protéobactérie, ce qui lui permet de produire du tryptophane. 

Lorsque ce dernier manque au moment où des cytokines pro-inflammatoires telles que 

l’interféron gamma (IFNγ) sont régulées à la hausse en réponse à une infection à 
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Cryptosporidium (Chen et al., 1993 a ; Chen et al., 1993b ; Huang et al., 2004 ; You et Mead, 

1998).  

Toutefois, Cryptosporidium qui n’a pas la capacité à synthétiser les nucléotides et dépend 

donc beaucoup de son hôte pour récupérer des purines et des pyrimidines, via deux gènes 

transférés latéralement, l’inosine 5’-monophosphate déshydrogénase (IMPDH) et la 

thymidine kinase (TK) ayant comme ancêtre d’origine des protéobactéries (Striepen et al., 

2004). Ainsi, ces gènes transférés latéralement influencent, non seulement, l'adaptation de 

Cryptosporidium à un environnement anaérobie, facilitent la récupération des nucléotides de 

l'hôte infecté et échappent aux restrictions métaboliques imposées par l'immunité de l'hôte, 

mais introduisent également une hétérogénéité génomique dans Cryptosporidium. Cette 

hétérogénéité peut maintenant être exploitée pour identifier des marqueurs spécifiques à une 

espèce afin de comprendre les origines de la divergence génétique et de la recombinaison de 

Cryptosporidium chez des isolats sauvages qui affectent une gamme d'hôtes et un potentiel de 

propagation épidémique. 

La connaissance du génome complet de C. parvum (Abrahamsen et al., 2004) et deC. hominis 

(Xu et al., 2004) et leur publication dans la base de données de CryptoDB.org (Puiu et al., 

2004) ont étéimportants pour l’identification deCryptosporidium spp. 

 

CHAPITRE II : ETUDE DE LA CRYPTOSPORIDIOSE 

II.1. Cryptosporidiose chez les ruminants 

Cryptosporidium est décrit chez de nombreux animaux, aussi bien, domestiques, sauvages 

qu’en captivité. Les animaux les plus jeunes semblent être les plus susceptibles et les plus 

touchés par la maladie (Ramirez et al., 2004).  

L’intérêt pour l’infection due à Cryptosporidium chez les ruminants s’est intensifié à mesure 

que les cas d’infections humaines et animales ont augmenté, non seulement parce que les 

animaux ont été considérés comme des réservoirs, mais également parce que l’infection par ce 

protiste peut avoir des répercussions économiques chez ces animaux de rente (De Graaf et al., 

1999 ; Ramirez et al., 2004).  

En effet, c'est le groupe d'espèces parmi les Mammifères le plus concerné par la 

cryptosporidiose. Les élevages bovins, ovins et caprins sont les plus touchés par la maladie 

(Xiao, 2007). 
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II.1.1. Aspects cliniques chez les bovins 

Chez les bovins, comme pour la majorité des espèces animales sensibles, la maladie causée 

par C. parvum est surtout observée chez les jeunes âgés de 4 à 30 jours alors que le système 

immunitaire est encore relativement immature. Au sein des troupeaux laitiers, le parasite fait 

partie du complexe de la diarrhée néonatale qui occasionne d’importantes mortalité et 

morbidité (Naciri et al., 1999). Les pertes économiques pour l’éleveur sont associées à la 

mortalité, au retard de croissance, aux mesures de prévention mises en place et au coût des 

traitements instaurés (De Graaf et al., 1999 ; Sanford et Josephson, 1982). De nombreux 

veaux peuvent être exposés à C. parvum dès les premières heures de vie (Naciri et al, 1999 ; 

Faubert et Litvinski, 2000) et ainsi excréter les parasites à partir de 3 ou 4 jours d’âge 

(Snodgrass et al., 1980 ; Xiao et al., 1994 ; Quilez et al., 1996; Mohammed et al., 1999).  

De plus, il a été montré que l’excrétion fécale de Cryptosporidium sp chez la vache porteuse 

asymptomatique est plus importante lors du stress associé au vêlage, augmentant d’avantage 

l’exposition du nouveau-né (Faubert et Litvinski, 2000). Cependant, les adultes n’excrètent 

pas nécessairement les génotypes de Cryptosporidium qui infectent les jeunes veaux (Wade et 

al., 2000). On rapporte habituellement une forte morbidité associée à une mortalité modérée à 

élevée (Faubert et Litvinski, 2000). Une étude de Heine et ses collaborateurs a montré que 

Cryptosporidium à elle seule peut produire les signes cliniques suivants : anorexie, 

dépression, diarrhée et fièvre (Heine et al., 1984). Des rechutes sont possibles après rémission 

apparente (Tzipori et al., 1983). Les adultes et parfois les jeunes peuvent excréter le 

protozoaire tout en demeurant porteurs asymptomatiques (Villeneuve et al., 2003). Les veaux 

peuvent également être porteurs asymptomatiques lors d’infection à C. muris qui est une 

espèce différente de C. parvum (Kvac et Vitovec, 2003). La virulence, la pathogénicité, 

l’antigénicité, la sensibilité aux différents médicaments ainsi que le caractère infectieux 

peuvent être influencés par la variabilité phénotypique entre les différentes souches de 

Cryptosporidium (Pozio et al., 1992 ; Thompson et Lymberry, 1996). Ainsi, un individu 

souffrant de cryptosporidiose peut montrer des signes cliniques légers ou sévères en fonction 

du phénotype (virulence et pathogénicité) du parasite (Thompson et Lymberry, 1996). La 

guérison dépend de la réponse au traitement qui peut être bonne ou mauvaise selon les 

protéines exprimées par le microorganisme (Thompson etLymberry, 1996). La nature des 

protéines d’un organisme change en fonction du phénotype exprimé ce qui peut influencer la 

réponse immunitaire de l’hôte qui est basée essentiellement sur la reconnaissance des 
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protéines antigéniques retrouvées à la surface des oocystes (Thompson et Lymberry, 1996).  

Les plus importants signes et syndromes liés à la cryptosporidiose chez les bovins sont les 

suivants : 

II.1.1.1. Diarrhée et douleur abdominale  

Une diarrhée aqueuse puis mucoïde jaunâtre intermittente, à l’odeur putride caractéristique, 

persiste 5 à 12 jours, avec une moyenne de 7 jours (Villeneuve et al., 2003 ; Sanford et 

Josephson, 1982). Un dos arrondi en raison de la douleur abdominale fait souvent partie des 

signes cliniques (Naciri et al., 1999). La sévérité et la durée varient considérablement d’un 

individu à l’autre (Fayer et al., 1998). Certains auteurs ont montré une corrélation 

significative entre la présence de diarrhée et l’excrétion de Cryptosporidium (Naciri et al., 

1999 ; Wade et al., 2000 ; Castro-Hermida et al., 2002) alors que d’autres n’arrivaient pas aux 

mêmes conclusions (Ruest et al., 1998 ; Huetink et al., 2001). Selon une étude de Wade et 

al.(2000), un animal diarrhéique a 36,5 fois plus de chance d’être excréteur de C. parvum 

qu’un animal en bonne santé. En revanche, un animal normal a 2 fois plus de chances 

d’excréter C. muris qu’un animal diarrhéique. Cela pourrait s’expliquer par le fait que C. 

muris est faiblement pathogène (porteurs asymptomatiques la plupart du temps) chez les 

bovins et qu’elle n’est pas l’espèce à suspecter lors d’épisodes de diarrhée (Anderson et al., 

1987).  

II.1.1.2. Déshydratation et perte d’électrolytes  

 La déshydratation et la perte d’électrolytes sont les conséquences directes de la perte 

importante d’eau par malabsorption intestinale lors de diarrhée. Naciri et ses collaborateurs 

rapportent 11,8% (n=153) de veaux de boucherie déshydratés de façon importante lors de 

cryptosporidiose (pli de peau persistant au-delà de 30 secondes, yeux enfoncés dans les 

orbites et muqueuses sèches). Cette étuderévèle également l’existence d’un décalage entre le 

moment de la diarrhée, qui se produit autour du troisième jour d’observation, et celui de la 

déshydratation qui survient plutôt vers le quatorzième jour (Naciri et al., 1999).  

Des déséquilibres électrolytiques (Na, Cl, K, Ca et P) ainsi que des variations du pH sanguin 

sont à prévoir lors de diarrhées importantes s’étalant sur plusieurs jours (Villeneuve et al., 

2003).  

II.1.1.3. Diminution de la production laitière   

Cryptosporidium muris serait responsable d’une diminution significative de la production 

laitière (Anderson et al., 1987). Esteban et Anderson (1998) ont montré une diminution de 
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13% de lait en moins,entre 70 à 149 jours de lactation,par rapport aux vaches non 

porteuses.L’espèce Cryptosporidium muris, découverte d’abord chez les rongeurs, infecte 

principalement les glandes de l’abomasum des bovins ce qui n’entraîne pas de signes 

cliniques décelables. Cependant, la production d’acide chlorhydrique est retardée ce qui 

ralentit la digestion stomacale des protéines. Selon Anderson (1998), ce phénomène pourrait 

expliquer la baisse de production laitière chez les vaches portant ce parasite et qu’il est plus 

important d’éviter le contact de l’eau de surface par des fèces contaminées pour éviter la 

baisse de production laitière. 

II.1.2. Aspects cliniques chez les petits ruminants (ovins et caprins)  

Chez les petits ruminants, l’infection s’installe chez les animaux âgés de 5 à 20 jours,très 

sensibles à la maladie (Paraud etChartier, 2012). En plus de la diarrhée (de consistance molle 

à liquide, jaunâtre), on peut noter de l’abattement, de l’anorexie, de la dépression, un retard 

significatif de la croissance ainsi que de la douleur abdominale. Le tout est accompagné d’une 

importante excrétion d’oocystes via les fèces (Martin-Gome et al., 2005). La gravité de la 

diarrhée est généralement corrélée à l’intensité de cette excrétion fécale d’oocystes (les petits 

ruminants en diarrhée peuvent excréter entre 106 et 108 opg) (Fayer et al.,1998 ; Chartier, 

2002 ; Trotz Williams et al., 2005, 2007 ; Paraud et al., 2009).   

La diarrhée dure de 3 à 5 jours voire parfois deux semaines dans les cas plus sévères (De 

Graaf et al., 1999a). L’excrétion d’oocystes atteint son maximum 5 à 6 jours post-inoculation 

puis diminue rapidement entre 10 et 15 jours (De Graaf et al., 1999). La quantité d’oocystes 

excrétés est corrélée à la sévérité de la diarrhée chez le chevreau, mais ce n’est pas le cas chez 

l’agneau. En revanche, une étude a montré que la probabilité d’observer de la diarrhée était 

plus élevée chez des agneaux excrétant des oocystes que chez ceux qui n’en excrétaient pas 

(Paraud etChartier, 2012). Chez le chevreau, la morbidité peut atteindre 80 à 100% et la 

mortalité peut dépasser 50% (Paraud et Chartier, 2012). 

En effet, la diarrhée provoquée par Cryptosporidium peut être plus grave chez les chevreaux 

que chez les veaux. L’équipe de Johnson rapporte un épisode de cryptosporidiose fulgurant 

dans une ferme où, malgré les soins prodigués, 238 caprins âgées de 2 jours à plus d’un an 

sont mortes (Johnson et al., 1999). La morbidité chez les jeunes était près de 100 % (Johnson 

et al., 1999). 

Selon plusieurs études, les symptômes décrits sont surtout observés en présence de C. 

parvum. Certaines espèces retrouvées chez les bovins (C. ryanae et C. andersoni), les ovins et 
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les caprins (C. ubiquitum) sont cependant moins retrouvées chez des animaux malades. Ces 

données présentent ainsi les différences phénotypiques existantes entre les espèces de 

Cryptosporidium spp. Et réaffirment l’intérêt des outils moléculaires qui permettent 

l’identification de celles-ci pour approfondir les connaissances sur la cryptosporidiose des 

ruminants.  

II.2. Association de la Cryptosporidiose et les autres entéropathogènes 

Une plus forte mortalité est généralement associée à une infection concomitante avec d’autres 

agents pathogènes appartenant au complexe des diarrhées néonatales comme Escherichia coli, 

les rotavirus de même que les coccidies (Snodgrass et al., 1980 ; Naciri et al., 1999 ; 

Villeneuve et al., 2003).  

Olson et al. (1997) rapportent une prévalence de 20% de Cryptosporidium chez 104 bovins 

adultes au Canada en 1997, alors qu’aucun n’a de signes de diarrhée (porteurs 

asymptomatiques). Mais d’autres aspects du fumier peuvent être corrélés avec l’excrétion du 

parasite (fèces molles ou liquides avec présence de mucus et de sang) (Castro-Hermida et al., 

2002a ; Castro-Hermida et al., 2002b). Cependant, la diarrhée causée par Cryptosporidium 

parvum seule n’entraîne pas l’apparition de sang dans les fèces en raison de la localisation 

très superficielle du parasite (Castro-Hermida et al., 2002a ; Castro-Hermida et al., 2002b), 

aussi, une faible corrélation entre la présence de fèces liquides et l’excrétion du protozoaire 

est constatée (Atwillet al., 1999). En général, la présence de sang et les fèces liquides sont 

plutôt associées à une coexistence entre Cryptosporidium parvum et d’autres agents 

entéropathogènes (infection mixte avec Rotavirus, Coronavirus, Salmonella, ou autres) (De la 

Fuente et al., 1998 ; Naciri et al., 1999). 

Aussi, la perte de poids a été souvent signalée par plusieurs auteurs dans l’association de ces 

entéropathogènes. Les maladies entériques causant de l’amaigrissement sont habituellement 

celles qui causent une diarrhée modérée sur une longue période (chronique) plutôt qu’une 

diarrhée aigüe pendant une courte période de temps comme c’est le cas en général lors de 

cryptosporidiose simple (Naciri et al., 1999 ; Villeneuve et al., 2003). Cependant, la maladie 

ouvre la porte à d’autres agents pathogènes opportunistes permettant de prolonger et 

d’augmenter la sévérité de la diarrhée en plus d’occasionner un amaigrissement important 

(Naciri et al., 1999 ; Villeneuve et al., 2003).  
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II.3. Cryptosporidiose chez l’homme 

La cryptosporidiose est plus communément considérée comme une maladie intestinale chez 

les personnes immunocompétentes. La plupart des cas sont détectés chez des enfants de moins 

de 5 ans (Chalmers et Davies, 2010). La période d'incubation rapportée a été de 7 jours en 

moyenne après l'exposition (Chalmers., 2003). Le symptôme le plus notable chez les 

personnes immunocompétentes est une diarrhée aqueuse et volumineuse, généralement entre 

3 et 6 selles par jour, mais parfois même davantage (Chalmers et Davies, 2010). Le mucus 

peut être présent dans les selles, mais le sang et les leucocytes sont rares. D'autres symptômes 

tels que des crampes abdominales, l'anorexie, des nausées, des vomissements, une perte de 

poids, une faible fièvre et de la fatigue ont également été rapportés (Fayer, 2004). Chez les 

individus immunocompétents, la durée des symptômes est de 9 jours en moyenne et ces 

manifestations cliniques sont spontanément résolutives (Ripert et Guyot, 2003).  

En revanche, chez les patients immunodéficients, une diminution des lymphocytes T CD4 + 

est associée à un risque plus élevé de développer une cryptosporidiose (Marcos et Gotuzzo, 

2013). Chez les patients immunodéprimés, l’infection par la cryptosporidiose peut devenir 

chronique et mettre la vie en danger en raison des évacuations liquides et fréquentes 

entraînant une déshydratation très grave. Plus la charge parasitaire au niveau de l’intestin 

augmente plus les symptômes sont fréquents et sévères (Leitch etHe, 2012).  

Par ailleurs, la survenue de certains cancers a été associée à la présence de parasites. 

Particulièrement, pour Cryptosporidium, un cas d’adénocarcinome du colon a été 

diagnostiqué sur une biopsie chez un patient de 64 ans chez lequel on a retrouvé des oocystes 

de Cryptosporidium (Izquierdo et al., 1988). Plus récemment, une prévalence de 18% de 

parasitisme par Cryptosporidium a été rapportée chez des patients atteints de cancer colorectal 

en Europe (Sulzyc-Bielicka et al., 2007).  

En effet, la capacité de C. parvum à induire des modifications néoplasiques gastro-intestinales 

a été établie expérimentalement chez des souris SCID atteintes d'un déficit immunitaire. Ces 

lésions néoplasiques sont apparues après l'infection par des souches C. parvum (Iwoa et 

TUMI1), quelle que soit la taille de l'inoculum utilisé (d’un à 107 oocystes). Les lésions 

néoplasiques induites par ces souches ont progressé à travers toutes les couches du tube 

digestif et se sont propagées par les vaisseaux sanguins (Certad et al., 2007, 2010, 2012 ; 

Benamrouz et al., 2012, 2014). 
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Cependant, l'impact majeur de la cryptosporidiose humaine dans le monde entier concerne les 

pays en développement (Putignani et Menichella, 2010). Cette parasitose est signalée comme 

la deuxième cause de maladies diarrhéiques en Afrique subsaharienne et en Asie du Sud 

(Striepen, 2013). Elle est reconnue comme un contributeur majeur à la morbidité et à la 

mortalité chez les enfants (Widmer et Sullivan, 2012 ; Kotloff et al., 2013 et Platts-Mills et 

al., 2015). La susceptibilité à la maladie est encore accrue chez les enfants mal nourris et 

immunodéprimés, tels que ceux atteints d'une infection par le VIH (Guerrant et al., 2008) ou 

les greffés d'organes solides (Bonatti et al., 2012 ; Hadauria et al., 2015, Lanternier et al., 

2015, 2017).  

II.4. Pouvoir pathogène et physiopathologie de la cryptosporidiosechez les animaux 

La virulence d’un pathogène se définit non seulement par rapport au pathogène en lui-même 

mais également par rapport à l’hôte qu’il infecte. Plus précisément, la virulence désigne la 

propriété d’un pathogène à endommager un hôte, mais cette propriété est modulée par la 

résistance et la susceptibilité de cet hôte (Casadevall etPirofski., 1999 ; Bouzidet al.,2013). En 

effet, chez les hôtes humains ou animaux la sévérité de la cryptosporidiose est variable en 

fonction de l’espèce hôte, âge, statut immunitaire et de la pathogénicité intrinsèque des isolats 

(OkhuysenetChappell, 2002).  

Jusqu'ici, les facteurs spécifiques de virulence de Cryptosporidium n’étaient pas bien connus. 

Néanmoins, certaines molécules ont été identifiées par des méthodes immunologiques et 

moléculaires, et certains mécanismes associés à la pathogénicité ont été décrits : 

a) L’étape initiale critique est l’attachement du parasite aux cellules hôtes. En effet, de 

nombreuses molécules probablement associées à l'adhérence ont été caractérisées (Riggs et 

al., 1997 ; Barnes et al., 1998 ; Spano et al., 1998 ; Nesterenko et al., 1999 ; Riggs et al., 

1999 ; Cevallos et al., 2000 ; Strong et al., 2000). 

b) La diarrhée est le symptôme le plus caractéristique de la cryptosporidiose, mais le 

mécanisme spécifique par lequel Cryptosporidium induit la diarrhée n'a pas été identifié. Par 

contre, la présence d’une entérotoxine responsable de la diarrhée sécrétoire profuse est 

suspectée. Plusieurs observations soutiennent cette idée. La diminution du flux d'anions en 

présence d’inhibiteurs de cyclo-oxygénase a mené à l'hypothèse d’une activité potentielle 

entérotoxinogène de Cryptosporidium. Celle-ci impliquerait la sécrétion des prostaglandines 

par les cellules épithéliales intestinales infectées (Okhuysen et Chappell, 2002). 
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c) Les mécanismes impliqués dans la rupture des membranes pendant l'invasion de 

Cryptosporidium demeurent inconnus. Les phospholipases, les protéases, ou les hémolysines 

sont des molécules qui peuvent potentiellement altérer directement les tissus. Une protéine 

spécifique de Cryptosporidium pourrait être associée à l'invasion cellulaire et à la perte de 

fonction barrière. C’est l’hémolysine H4 codée par le gène hemA (Steele et al., 1995).  

d) La modulation du processus d’apoptose des cellules hôtes : Le contrôle de l’apoptose des 

cellules hôtes par le parasite apparait biphasique. In vitro, la première phase décrite peu après 

l’infection (6 à 12 h) serait anti-apoptotique et faciliterait ainsi l’installation et la prolifération 

parasitaire. La seconde, modérément pro-apototique serait plus tardive et associée à la 

libération des mérozoïtes (Mele et al., 2004 ; Liu et al., 2008 et 2009). L’infection des 

cellules épithéliales par C. parvum conduit notamment à une surexpression de gènes codant 

pour des inhibiteurs de protéines induisant l’apoptose. Une mort des cellules hôtes par des 

mécanismes non apoptotiquesest également observée. Une nécrose des entérocytes est 

produite suite à la sortie de Cryptosporidium parvum au niveau de la membrane plasmatique 

(Wyatt et al., 2010). 

En outre, Cryptosporidium est cytopathogène vis-à-vis des cellules épithéliales directement 

infectées mais également des cellules non infectées. Cet effet cytopathogène est lié à 

l’apoptose des cellules infectées et des cellules non infectées au moment de l’entrée du 

parasite dans la cellule (Chen et al., 1999).  

Par ailleurs,chez des souris SCID-D,Certad et al,(2012)et Benamourz et al, (2014) ont 

souligné le haut pouvoir infectieux et tumorogène de C. parvum. Ces travaux ont montré 

qu’une souche de Cryptosporidium (IIaA15G2R1), isolée chez l’homme, était capable 

d’induire chez la souris SCID-D, le développement d’adénocarcinomes invasifs, mettant en 

évidence la capacité de ce parasite à entrainer le développement de néoplasies même avec de 

très faibles inocula.  

Pohlenz etal. (1978) ont étudié les différents stades de développement de ce parasite au 

niveau de l’intestin du veau. Ce sont surtout les parties postérieures de l’intestin grêle qui sont 

parasitées. L’iléon est le lieu de développement le plus fréquent. Cependant, plus rarement, 

certains parasites peuvent se développer au niveau du jéjunum et l’infection peut s’étendre 

jusqu’au côlon.  

Aumicroscope électronique à balayage, les cryptosporidies apparaissent comme des corps 

sphériques distribuées à la surface des villosités intestinales atrophiées. Elles sont soit au 
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sommet des villosités, à la surface de la cellule en brosse soit dans la bordure en brosse, 

attachées à la surface de la cellule épithéliale (Figure 6).  

 

Figure 6: Micrographie électronique à balayage des plaques de Peyer iléales d’un jeune 

agneau d’une semaine infecté par Cryptosporidium parvum. 

(Fabrice et Lacroix-Lamande ; 2017).  

 

(A) Le dôme est recouvert de nombreux parasites en développement. 

(B) Mérozoïte émergeant d'une cellule infectée. 

La cryptosporidiose conduit à une atrophie des villosités et à une diminution de la surface 

totale de la muqueuse intestinale. Une accélération de la perte des entérocytes matures des 

villosités et une atrophie des microvillosités avec une augmentation de la perméabilité 

membranaire en résultent, conduisant à une diarrhée de type mal-digestion/malabsorption. 

II.5. Système immunitaire en présence de cryptosporidiose 

Chez les bovins, lorsque les nouveau-nés infectés sont séparés trop rapidement de leur mère 

(moins de 48 heures après la naissance), une diarrhée aqueuse avec mortalité rapide (quelques 

jours) survient vers l’âge d’une à deux semaines en raison d’un manque de transfert de 

l’immunité passive de la mère. Le statut immunitaire du veau joue un rôle important dans la 

contamination et l’excrétion d’oocystes de Cryptosporidium sp. 

Toutefois,uncolostrumdebonnequalitécontenant unefaiblequantitéd’anticorps anti-

Cryptosporidium,nesuffit pasàluiseulpourprotégerle veaud’unecontaminationpar des oocystes 

présents dans l’environnement. Cependant le colostrum va amener une immunité intestinale 

locale qui protègera le veau des autres agents diarrhéiques (Wyatt et al., 2010). Cette 

protection vis à vis des autres agents va réduire le risque de diarrhée néonatale et d’affections 

concomitantes et ainsi limiter l’excrétion d’oocystes de Cryptosporidium sp. Le statut 

immunitaire du veau nouveau-né est également affecté par les carences liées à la gestation. 
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Des carences en vitamines et sélénium prédisposent à une immunité affaiblie pouvant 

occasionner une infection à Cryptosporidium sp. et une excrétion d’oocystes massive 

(Chartier et Parraud, 2010). 

La réponse immunitaire à ce parasite est mal comprise. Cependant, les systèmes immunitaires 

innés et adaptatifs semblent jouer un rôle clé. Plusieurs composantes impliquées dans cette 

réponse ont été résumées dans différentes revues (Zu et al., 1992 ; Laurent et al., 1999; Leitch 

et He, 1999; Riggs, 2002 ; Petry et al., 2010; O'Hara et Chen, 2011; Thomson et al., 2017 ; 

Fabrice et Lacroix-Lamande, 2017). 

II.5.1. L’immunité innée 

Ces dernières années, plusieurs études ont mis en évidence l’importance de l’immunité innée. 

En effet, les cellules épithéliales intestinales ont montré un rôle majeur à côté des phagocytes 

mononuclées dans les réponses immunitaires dans le mécanisme de protection. Ainsi, 

l’immunité innée est la première barrière de défense de l’organisme contre l’agent pathogène 

(Figure 7). 

 

Figure 7: Représentation schématique et simplifiéede la voie de signalisation  

des chemokines et cytokines lors de l’infection par Cryptosporidium spp. 

(Fabrice et Lacroix-Lamande ; 2017). 

Les cellules épithéliales intestinales jouent donc un rôle central dans la réplication du parasite 

et dans la réponse immunitaire protectrice. Elles vont stimuler l'induction de l'apoptose et la 

production de peptides antimicrobiens et de chimiokines pour le recrutement de cellules 

immunitaires sur le site de l'infection. Ces cellules expriment aussi une variété de récepteurs 

de reconnaissance de type Toll like receptor (TLR) et des récepteurs de type Nod (NLR) 
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intracellulaires qui permettent une reconnaissance microbienne conduisant à l'expression des 

chimiokines (Petry et al., 2010). Une interaction entre C. parvum et TLR2 / TLR4 exprimé 

par les cellules épithéliales intestinales entraîner l'activation du facteur nucléaire-kappa B 

NFκB et la production subséquente de chimiokines (CXC et CC), attirant les cellules 

immunitaires effectrices vers le site de l'infection (Laurent et al., 1997, Chen et al., 2001, 

Lacroix -Lamande et al., 2002, Auray et al., 2007, Hu et al., 2014).  

Les cellules NK (nature Killer) jouent le rôle majeur dans l’immunité inné. Elles produisent 

des cytokines pro-inflammatoires en particulier le (l'IFN-ɣ) (Okazawa et al., 2004). Ce facteur 

clé l’IFN-γ empêche directement le parasite des cellules hôtes envahissantes, très 

probablement en régulant la signalisation STAT voie de la liaison aux récepteurs IFN-γ sur 

les cellules épithéliales intestinales (inhibant le catabolisme du tryptophane), ainsi que par 

modification des concentrations intracellulaires de Fe2
+ (Pollok et al., 2001). Une étude 

récente suggère que l’infection à C. parvum peut réguler négativement l’IFN-γ en supprimant 

la signalisation STAT1-α, qui facilite l'invasion.  

Par ailleurs, les cellules épithéliales intestinales produisent de nombreux peptides 

antimicrobiens (AMP) dans le cadre de la réponse immunitaire innée contre les agents 

pathogènes. Les AMP sont de petits polypeptides (<100 acides aminés) possédant des 

propriétés antimicrobiennes et immunomodulatrices et des effecteurs du système immunitaire 

inné conservés au cours de l'évolution (Wehkamp et al., 2007).  

Parmi l’immunité innée, les micro-ARN et des ARN-non codant cellulaires sont devenus des 

régulateurs omniprésents de l'expression des gènes liés aux réponses cellulaires. Plusieurs 

auteurs ont étudié de manière approfondie leur contribution à l'immunité antimicrobienne de 

l'hôte et à la défense de la cellule épithéliale. Ils modulent les réponses immunitaires 

épithéliales à chaque étape du réseau immunitaire inné après une infection à Cryptosporidium, 

notamment la production de molécules antimicrobiennes, l'expression de 

cytokines/chimiokines, la libération d'exosomes dérivés de cellules épithéliales et la 

régulation rétroactive de l'homéostasie immunitaire (Chen et al. ; 2005 ; Carpenter et 2013 ; 

Zhou et al., 2011, 2015 ; Ming et al., 2017). 

De plus, d'autres cellules immunitaires sont supposées être impliquées dans la résistance de 

l'hôte, telles que les macrophages et les neutrophiles (Takeuchi et al., 2008 ; Petry et al., 

2010).  
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Le rôle du complément dans l'immunité contre C. parvum, activé par des voies classiques et 

des voies de la lectine, a été également rapporté (Petry et al., 2008). 

Par ailleurs, parmi les chimiokines produites par les cellules épithéliales intestinales pendant 

l'infection, la CXCL10 joue un rôle majeur dans la réponse immunitaire protectrice 

dépendante de l'IFN-γ chez les souris néonatales en recrutant des cellules dendritiques 

(Lantier et al., 2013). 

L’immunité innée se met en place très rapidement à la différence de l’immunité acquise, 

spécifique au pathogène, à l’origine d’une mémoire immunitaire, et d’une durée plus 

importante. Elle comprend une réponse humorale et une réponse cellulaire.  

II.5.2. Immunité adaptative 

II.5.2.1. Immunité humorale   

Des anticorps spécifiques IgA, IgM et IgG ont été détectés dans le sérum de veaux et 

d’agneaux infectés. De même que des anticorps sécrétoires locaux IgA ont été mis en 

évidence dans des fèces d’agneaux (O’Donoghue, 1995).  

Le rôle de ces différents anticorps dans la résolution de l’infection n’est pas clairement établi 

mais il a été remarqué que les taux d’anticorps augmentent et le niveau d’excrétion d’oocystes 

diminuent chez les veaux et les agneaux (O’Donoghue, 1995).  

Chez les jeunes animaux, la prise de colostrum intervient en diminuant la fréquence et la 

sévérité de l’infection. L’administration à des veaux de colostrum contenant des anticorps 

neutralisant l’antigène p23 de C. parvum a montré une protection contre les signes cliniques 

et une diminution de l’excrétion d’oocystes.Cependant les anticorps, qu’ils soient d’origine 

endogène ou exogène, peuvent agir sur les formes libres du parasite (sporozoïtes et 

mérozoïtes) en réduisant leur pouvoir infectieux.En revanche, ils ne peuvent pas agir sur les 

stades intracellulaires(Wyatt et al., 2010). 

II.5.2.2. Immunité cellulaire   

Lors d’inoculations expérimentales, des veaux ont présenté une réponse à base de 

lymphocytes T CD4+ et CD8+ avec une production de cytokines de type interleukine-12 et 

interféron gamma (Fayer et al., 1998).   

Il a été montré que l’immunité acquise se met en place dans les intestins avant même 

l’apparition de la diarrhée. En effet, des lymphocytes T CD4+ et CD8+ et des cytokines 
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(IL10) ont été mis en évidence à de nombreuses localisations avant la survenue des signes 

cliniques : au niveau des villosités, de la lamina propria, des plaques de Peyer dans l’iléon 

(Wyatt et al., 2010).  

Dans une étude citée par Chartier (2002) sur des veaux maintenus isolés, une infection 

d’épreuve par C. parvum provoque une diarrhée et une excrétion d’oocystes pour des âges 

variant de 1 semaine à 3 mois. Après rétablissement, la réinfection est impossible ce qui 

montre que l’état de résistance des animaux âgés est lié à un statut immun spécifique et non à 

l’âge.   

 

CHAPITRE III : ÉPIDEMIOLOGIE 

III.1. Épidémiologie descriptive chez les ruminants  

III.1.1. Épidémiologie descriptive chez les ruminants dans le monde 

La cryptosporidiose des ruminants est présente dans le monde entier (Fayer, 2004). Plusieurs 

études épidémiologiques ont été réalisées sur la prévalence d’excrétion, et pas forcément sur 

la maladie clinique (Radostits, 2007). Il est important de noter que les prévalences rapportées 

dans ces études sont très variables pour plusieurs raisons. En premier lieu, les méthodes de 

détection des oocystes n’ont pas toutes la même sensibilité, ce qui peut amener à de très fortes 

variations de prévalence ; ensuite, selon l’âge des animaux, leur statut clinique, le mode 

d’élevage, la période à laquelle sont réalisés les échantillons, on peut encore observer de 

fortes variations. 

III.1.1.1 Epidémiologie de la cryptosporidiose bovine 

La prévalence de l’infection semble largement varier chez les bovins. Des prévalences allant 

de moins de 1% à supérieur à 86% chez les veaux ont été signalé dans des pays africains 

(Soltan et al., 2007 ; Samra et al., 2016). Lefay et al., (2000) évoquent des taux d’excrétion 

compris entre 14 et 80% chez les bovins. Les variations de prévalence sont liées aux raisons 

citées précédemment. Parmi cela, le type d’élevage « bovins allaitants ou bovins laitiers » ont 

été souvent évoqué (O’ Handley et al., 1999 ; Becher et al., 2004 ; Fayer et Xiao, 2007). 

Selon certaines études, la plus forte prévalence de l’infection serait rencontrée dans les 

élevages de veaux laitiers (Kvá et al., 2006; Geurden et al., 2007). La prévalence de 

l’infection est beaucoup plus forte chez les jeunes animaux (< 2mois) que chez les animaux 

âgés (Santín et al., 2004 ; Fayer et al., 2006, 2007 ; Kvá et al., 2006 ; Mendonça et al., 2007). 
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Par exemple, une étude longitudinale réalisée en 2008 aux Etats-Unis, chez des bovins laitiers 

(de la naissance à 2 ans de vie) par Santín et al.(2008) a rapporté une prévalence cumulée de 

100% chez des animaux de moins d’un mois et une prévalence de 2,2% chez des animaux 

âgés de 2 ans.En Afrique, comme dans la plupart des régions étudiées du monde, la 

prévalence de Cryptosporidium était supérieure chez les jeunes animaux (1 jour à 3 mois) que 

chez les plus âgés. En outre, l'âge, la source d'eau de boisson et la diarrhée ont été associés à 

la prévalence de Cryptosporidium chez les bovins (Soltan et al.,2007 ; Siwila et al.,2007 ; 

Helmy et al.,2015).  

III.1.1.2. Epidémiologie de la cryptosporidiose ovine  

Le rôle de ce parasite dans les diarrhées néonatales ovines a été rapporté au début des années 

1980, et par la suite a été décrit dans différents pays (Causapé et al., 2002 ; Ryan et al., 2005 ; 

Santín et al., 2007). Ce parasite est d’une forte gravité chez les agneaux où la mortalité et la 

morbidité associées à la maladie sont importantes (de Graaf et al., 1999). Comme chez les 

bovins, les prévalences d’infection et d’excrétion sont plus fortes chez les jeunes animaux (< 

2 mois) (Causapé et al.,2002 ; Santínet al., 2007). 

Selon les différentes études réalisées dans le monde, la prévalence de Cryptosporidium spp. 

chez les jeunes agneaux varie entre 2,6% et 82% (Causapéet al.,2002 ;Ryan et al.,2005 ; 

Santín  et al.,2007; Geurden et al.,2008 a; Yang et al.,2009, Romero-Salas et al.,2016). En 

France, une étude, en 2005, a rapporté que 91% des agneaux diarrhéiques de l’étude étaient 

positifs pour la cryptosporidiose (Roffet et al., 2005). Les ovins adultes excrètent aussi le 

parasite avec des prévalences d’excrétion plusfaibles, estimées entre 2,1% et 5,3% (Castro-

Hermida et al., 2007 a et b; Wang et al., 2010). Et entre 0 et 42,9% selon Santin et Trout 

(2008). 

En Afrique, une cryptosporidiose ovine a été signalée en Égypte, en Tanzanie, en Tunisie et 

en Zambie, avec une prévalence respectivement de 2,5%, 22,2%, 11,2% et 12,5% (Mahfouz 

et al., 2014;Parsons et al., 2015; Soltane et al., 2007; Goma et al., 2007).  

III.1.1.3. Epidémiologie de la cryptosporidiose caprine 

Le premier cas de cryptosporidiose caprinea été rapporté en 1981 par Mason et al.,(1981). Par 

la suite, de nombreuses études décrivant la prévalence de l’infection chez les caprins ont été 

réalisées en Europe (Castro-Hermida et al., 2005 a et b; Delafosse et al., 2006 ; Paraud et al., 

2009). Des épizooties de cryptosporidiose caprine ont également été décrites en Turquie et au 
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Brésil (Vieira et al., 1997). Cryptosporidium spp. est très répandu en élevage caprin mais les 

données chiffrées de prévalence sont très variables, dépendant des enquêtes, des méthodes 

utilisées pour la recherche du parasite et de paramètres déjà cités. Selon les différentes études 

réalisées, la prévalence de l’excrétion chez les caprins varie entre 0 et 43% (Muoz et al., 1996 

; Castro-Hermida et al., 2005 a et b ; Geurden et al., 2008 a ; Paraud et al., 2009 ; Yusof et 

al., 2017).Des taux de prévalence entre 5 et 35% sont rapportés chez les chevreaux d’après 

Diaz et al., (2010). Comme chez les autres ruminants, ce parasite est aussi bien retrouvé chez 

les jeunes que chez les adultes mais la prévalence d’excrétion est plus forte chez les jeunes 

animaux non sevrés (Fayer et Xiao, 2007). Elle est comprise entre 5 et 30% (Delafosse et al., 

2006; Geurden et al., 2008 a ; Paraud et al., 2009). Les données concernant les chèvres 

adultes sont moins nombreuses et très variables d’un pays à l’autre. Castro Hermida et al. 

(2007 a et b), en Espagne, ont montré que la prévalence d’infection chez les chèvres adultes 

était de l’ordre de 7,7 à 9%. Selon une autre étude réalisée au Sri-Lanka la prévalence chez les 

chèvres adultes (> 12 mois) pourrait atteindre les 25% (Noordeen et al., 2000). 

Les jeunes ruminants sont les plus sensibles et les plus excréteurs et l’origine de la 

contamination est souvent difficile à identifier. En effet, la cryptosporidiose clinique peut 

toucher gravement certains élevages et d’autres modérément (Geurden et al., 2008). Les 

oocystes, très résistants dans le milieu extérieur sont à l’origine de nouvelles infections. 

III.1.2. Espèces de Cryptosporidiumprésentes chez les ruminants  

III.1.2.1. Espèces présentes chez les bovins 

L’utilisation de la biologie moléculaire a permis l’étude plus fine des espèces du genre 

Cryptosporidium retrouvées chez les ruminants. Il existe de nombreuses études concernant les 

espèces de Cryptosporidiumretrouvées chez les bovins. Les espèces C. parvum, C. bovis, C. 

ryanae, C. andersoni, C. hominis, C. felis, C. canis, C. suis, C. scrofarum (anciennement C. 

pig genotype II) ont été signalées chez cette espèce de ruminant (Bornay-Llinares et al., 1999 

; Fayer et al., 2001, 2006 ; Santín et al., 2004, 2008 ; Smith et al., 2005 ; Geurden et al., 2006 

a ; Feng et al., 2007 ; Langkjaer et al., 2007). 

Les quatre espèces majoritairement retrouvées chez les bovins sont : C. parvum, C. bovis, C. 

ryanae et C. andersoni (Xiao et al., 2004 ; Santín et al., 2004, 2008 ; Fayer et al., 2006 ; 

Geurden et al., 2006). 
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Les espèces C. felis, C. hominis, C. suis, C. suis like genotype et C. scrofarum, C. ubiquitum 

n’ont été que très rarement identifiées. En effet, C. hominis n’a été rapporté qu’en Ecosse, 

Inde et Corée (Smith et al., 2005 ; Park et al., 2006 ; Feng et al., 2007). L’espèce C. suis, elle, 

a été rapportée aux Etats-Unis et en Zambie (Fayer et al., 2006 ; Geurden et al., 2006 a). Les 

espèces et génotypes C. suis like genotype et C. scrofarum n’ont été retrouvées qu’au 

Danemark (Langkjaer et al., 2007). L’espèce C. felis a été signalée une fois chez une vache en 

Pologne (Bornay-Llinares et al., 1999). L’espèce C. ubiquitum a été identifiée une fois en 

France (Follet et al., 2011). 

Chez les bovins laitiers, une succession chronologique d’espèces de la naissance jusqu’à l’âge 

adulte a été suggérée aux Etats-Unis (Santín et al., 2004, 2008). Cette succession fait 

intervenir les quatre principales espèces retrouvées chez les bovins : C. parvum qui est 

majoritairement présent chez les jeunes veaux non sevrés, C. ryanae et C. bovis qui sont 

retrouvés chez les jeunes animaux sevrés et C. andersoni qui devient prépondérant chez les 

vaches adultes (Santín et al., 2004, 2008). 

III.1.2.2. Espèces de Cryptosporidiumprésentes chez les ovins 

Chez les ovins, deux espèces ; C. parvum et C. ubiquitum ont principalement été identifiées 

jusqu’à présent. Des différences de prévalence pour ces deux espèces ont été observées selon 

les études. En Europe (Espagne, Royaume-Uni et Italie), des auteurs ont rapporté la présence 

de C. parvum chez des agneaux diarrhéiques ou non diarrhéiques (Quílez et al., 2008 ; 

Mueller-Doblies et al., 2008 ; Paoletti et al., 2009). 

D’autres auteurs ont rapporté la présence de C. ubiquitum chez l’agneau (Ryan et al., 2005; 

Geurden et al, 2008 a; Robertson et al., 2010). C. ubiquitum est l’espèce qui a également été 

majoritairement rapportée chez les ovins de tout âge dans le reste du monde (Australie, Chine, 

USA) (Ryan et al., 2005; Santín et al., 2007; Wang et al., 2010). Une troisième espèce a été 

retrouvée chez des agneaux : C. xiaoi (Ryan et al., 2005 ; Santín et al., 2007 ; Fayer et Santín 

2009 ; Sweeny et al., 2011). Une étude de Yang et al. en 2009, a confirmé la faible 

prévalence de C. parvum chez les agneaux en Australie et grâce à l’utilisation d’une technique 

de biologie moléculaire considérée comme très sensible (PCR q), a mis en évidence la 

présence de co-infection par deux espèces de Cryptosporidium spp:C. xiaoi et C. parvum.En 

2017, Feng et Xiao décrivaient que Cryptosporidium xiaoi semble être fréquente chez les 

ovins en Afrique et en Chine où la gestion des animaux est moinsintensive (Soltane et al., 

2007; Mahfouz et al., 2014; Parsons et al.,2015; Hijjawi et al., 2016).Toutefois, l’espèce C. 
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hominis a été retrouvée de façon importante en Ecosse où 88 échantillons sur 255 récoltés ont 

été identifiés C. hominis en mono ou co-infection avec d’autres espèces de Cryptosporidium 

chez des agneaux agés de plus de 4 mois (Connelly et al., 2013). 

Chez les ovins, une répartition différente des espèces de Cryptosporidium spp. en fonction de 

l’âge des animaux a été mentionnée. En effet, deux études rapportent que les espèces C. 

parvum et C. xiaoi sont majoritairement identifiées chez les agneaux alors que l’espèce C. 

ubiquitum est retrouvée chez les animaux de tout âge (Yang et al., 2009; Wang et al., 2010). 

Cette répartition d’espèce en fonction de l’âge des animaux n’est cependant pas aussi claire 

que celle retrouvée chez les bovins laitiers aux Etats-Unis et mérite d’être approfondie (Santín 

et al., 2008). 

III.1.2.3. Espèces de Cryptosporidium présentes chez les caprins 

Chez les caprins, l’espèce C. parvum est l’espèce majoritairement retrouvée en Europe chez le 

chevreau non sevré, lors d’épisodes de diarrhée ou non (Ngouanesavanh et al., 2006 ; 

Geurden et al., 2008 a ; Quílez et al., 2008 ; Paraud et al., 2009). Plus récemment, en 

Espagne,il a été mis en évidence la présence de C. xiaoi (anciennement C. bovis like genotype 

ou C. bovis chez les moutons), chez des chevrettes de moins de 21 jours présentant de la 

diarrhée (Díaz et al., 2010a). En 2017, Feng et Xiao signalaient la présence de cette espèce 

chez les caprins en Afrique et en chine (Soltane et al., 2007; Mahfouz et al., 2014; Parsons et 

al., 2015; Hijjawi et al., 2016). Au Pérou, Cama et al.(2008) ont mis en évidence la présence 

d’une autre espèce de Cryptosporidium chez 8 chèvres adultes : l’espèce C. ubiquitum 

(anciennement Cryptosporidium cervine genotype). Les espèces C. hominis et C. parvum ont 

été décrites de façon ponctuelle chez des chèvres adultes (Chalmers et al., 2002 ; Hajdusek et 

al., 2004 ; Park et al., 2006 ; Giles et al., 2009 ; Xiao, 2010). 

Dans un travail de synthèse, en 2017, Feng et Xiao rapportaient d’une manière générale que 

les ovins et caprins dans les pays européenssont fréquemment infectés par l’espècepathogène 

et zoonotique C. parvum, alors que ceux des Amériques sont principalement infectés parC. 

ubiquitum. Les trois espèces de Cryptosporidium semblent être présents chez les moutons en 

Australie (Ye et al., 2013; Ryan et al.,2014). En revanche, Cryptosporidiumxiaoi semble être 

fréquent chez les ovins et caprins en Afrique et en Chine (Soltane et al., 2007; Mahfouz et al., 

2014; Parsons et al.,2015; Hijjawi et al., 2016). 
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III.1.3. Caractérisation de l’aspect zoonotique  

La caractérisation moléculairedes oocystes excrétés par les ruminants permet également de 

définir le caractère potentiellement zoonotiquede certains isolats appartenant aux familles des 

sous-typesIIa et IId de C. parvum (Xiao et Ryan, 2004). L’identification des différents sous-

types se fait par la détermination de la séquence de la glycoprotéine de surface gp60. Il 

convient donc d’évaluer le potentiel de transmission de C. parvum par les ruminants à 

l’homme. 

III.1.3.1. Caractérisation de l’aspect zoonotique chez les bovins   

Chez les bovins, les sous-types appartenant à la famille IIa sont les plus rapportés mais les 

sous-types sont variables d’une région à l’autre (Alves et al., 2003 ; Trotz-Williams et al., 

2006 ; Feng et al., 2007 ; Xiao, 2010). Le sous-type majoritairement décrit dans le monde 

chez les bovins est le sous-type IIaA15G2R1 (Chalmers et al., 2005 ; Alves et al., 2006 ; 

Feng et al., 2007; Trotz-Williams et al., 2006 ; Xiao et al., 2007). Dans certains pays tel que 

le Portugal ce sous-type est responsable de plus de 75% des infections chez des jeunes veaux 

(Alves et al., 2006). Bien que, le sous-type IIaA15G2R1 soit le plus répandu dans le monde 

d’autres sous-types peuvent être retrouvés.  

En effet, dans le nord de l’Irlande, le sous-type IIaA18G3R1 est responsable de l’infection de 

55,6 % des jeunes veaux (Thompson et al., 2007). Les sous-types IIaA18G2R1 et 

IIaA19G2R1 sont dominants en Floride alors que dans le sud de l’Ontario on retrouve 

majoritairement trois autres sous-types : IIaA16G1R1, IIaA16G2R1 et IIaA16G3R1 (Fayer et 

Xiao, 2007).  

Ce dernier, IIaA16G3R1 est plus largement décrit que les autres, il a été trouvé récemment 

chez des veaux en Angleterre et aux Pays-Bas (Wielinga et al., 2008 ; Xiao et al., 2007 ; 

Brook et al., 2009). Il a été décrit, dans les zones où il existe une grande diversité de sous 

types de C. parvum, que plusieurs sous-types peuvent circuler au sein des élevages et même 

au sein d’un même veau (Peng et al., 2003 b ; Trotz-Williams et al., 2006 ; Xiao et al., 2007).  

Les raisons pour lesquelles on observe une différence de sous-types selon les régions ou pays 

ne sont pas claires. Les pratiques d’élevages telles que les achats d’animaux pourraient être à 

l’origine de l’augmentation de la diversité des sous-types de C. parvum au sein du troupeau 

(Tanriverdi et al., 2006). La forte prévalence du sous-type IIaA15G2R1 chez les bovins et la 
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détection de ce sous-type chez l’homme dans différents pays tels que l’Australie, le Portugal, 

la Slovénie et les Pays-Bas suggèrent que celui-ci peut se répandre facilement au sein de la 

population bovine et peut être à l’origine d’infection chez l’homme (Strong et al., 2000 ; 

Alves et al., 2003, 2006 ; Peng et al., 2003 b ; Chalmers et al., 2005 ; Wielinga et al., 2008 ; 

Soba et Logar, 2008). 

III.1.3.2. Caractérisation de l’aspect zoonotique chez les ovins  

Les études de génotypage de C. parvum chez les espèces caprine et ovine sont moins 

nombreuses. Jusqu'à présent, les isolats de C. parvum retrouvés chez les chevreaux et agneaux 

appartenaient aux sous-types des familles zoonotiques IIa et IId (Geurden et al., 2008 ; Quílez 

et al., 2008 ; Díaz et al., 2010 ; Connelly et al., 2013 ; Imre et al., 2013). 

Chez les ovins, l’étude de Quílez et al. (2008) a montré qu’en Espagne les agneaux étaient 

majoritairement infectés avec des sous types appartenant à la famille IId (IIdA17G1, 

IIdA19G1, IIdA18G1 majoritairement). Cette même étude ainsi que celle de Díaz et al. 

(2010) également réalisée en Espagne, ont montré que les agneaux pouvaient aussi être 

infectés par le sous type le plus largement retrouvé chez l’homme et les veaux à savoir le 

sous-type IIaA15G2R1 (Quílez et al., 2008 ; Díaz et al., 2010). Le rôle potentiel de réservoir 

des bovins (pour les oocystes de C. parvum) est bien établi. Celui des ovins et caprins a été 

récemment examiné par Robertson en 2009, montrant qu’en dépit des grandes variations de 

prévalence de l’infection par Cryptosporidium spp, la transmission des oocystes de C. parvum 

des petits ruminants à l’homme était possible (Smith et al., 2010 ; Nget al., 2012 ; Cacció et 

al., 2013). 

III.1.3.3. Caractérisation de l’aspect zoonotique chez les caprins   

Les sous-types retrouvés chez les caprinsdiffèrent en fonction des pays. En Belgique,deux 

sous-types appartenant à la famille IIa ont été identifiés (IIaA15G2R1 et IIaA22G1) et ont 

déjà été retrouvés chez l’homme (Alves et al., 2006 ; Geurden et al., 2008 a). En Espagne, les 

sous-types identifiés chez les chèvres appartenaient tous à la famille IId (sous type IIdA15G1 

majoritaire) (Quílez et al., 2008).  

III.1.4. Épidémiologie de la cryptosporidiose en Algérie 

III.1.4.1.Épidémiologie de la cryptosporidiose chez les ruminants  

L’Algérie un pays du Nord-africain s’inscrit dans les pays en voie de développement où les 

parasitoses intestinales sont négligées. La cryptosporidiose connue chez les ruminants parmi 
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les maladies néonatales est restée longtemps non diagnostiquée. Par contre, il ya peu de temps 

plusieurstravaux se sont intéressés à cette parasitose. Elle a été surtout étudiée dans les cas de 

diarrhée néonatale du veauvu son impact économique.  

Selon une étude synthétique récente effectuée par Mammeri et Adjou (2019), la prévalence 

chez le bovin, effectuée par les méthodes classiquesest en moyenne de (38%). Le seuil 

optimal de 72,5% est rapporté par Ouchène et al. en 2012 dans la région Est du pays (Tableau 

3).Par ailleurs, cette même étude rapporte une prévalence moyenne de (47,5%) déterminée par 

les méthodes de biologie moléculaire (Tableau 4). 

En outre, les méthodes de biologie moléculaire ont permis d’identifier les espèces présentes 

chez les bovins en Algérie (Ouchène et al., 2016 ; Baroudi et al., 2017; Benhouda et al., 

2017 ; Ouakli et al., 2018). Les espèces trouvées chez le bovin sont : C. parvum, C. bovis, C. 

ryanae, C. andersoni. Ce sont les espèces majoritairement décrites chez le bovin dans la 

plupart des autres régions du monde (Tableau 4).  

À ce jour, peu d’informations sont disponibles sur l’aspect zoonotique des Cryptosporidium 

spp. La prévalence et la diversité moléculaire chez les bovins algériens à travers, seulement, 

quatre études utilisant des outils de biologie moléculaire ont été publiées depuis 2016. Ces 

études ont fait état de la présence des sous-types suivants : IIaA13G2R1, IIaA16G2R1 et 

IIaA17G3R1 (Tableau 4 ; Mammeri et Adjou, 2019). 
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Tableau 4 : Espèces et sous-types de Cryptosporidium provenant de bovins laitiers utilisant l'analyse 

moléculaire en Algérie (Mammeri et Adjou, 2019). 

 

Regions 

 

Nombre  

Ax 

(Age) 

 

Méthodes 

/détection 

 

Prevalence 

% 

Nombre  

 

Espèces et sous-types  

symptomes/ 

(âge) 

 

References 

Setif, El 

Taref et 

Constantine 

 

34 /338 

( < 3 mois) 

Z-N, H, 

IFT,  

PCR 

68%, 23/34  

32%, 

108/338  

C. parvum , C. bovis, C. andersoni 

55% de veaux diarrhéiques(1 à 14 jours) 

 

 

Ouchene et 

al., 2016 

 

 

Batna 

 

17/132 

<8semaines  

Z-N, 

AFS,  

 

PCR  

PCR gp60 

84%, 

111/132  

 

40%, 24/61  

14/24 

 C. bovis6/24 (1–2 mois) et (15à 20 jours) 

C. ryanae4/24 1à 2 mois 

C. parvum2/4 IIaA13G2R1 (< 1 mois). 

 

 

Benhouda 

et al., 2017 

 

 

 

Alger et 

Boumerdes 

 

 

 

19/102 

(<3mois)  

 

Z-N 

PCR 

RFLP  

PCR gp60 

 

 

13,7%, 

14/102 

C. parvum, C. bovis ; C. parvum + C. 

bovis ;  

C. bovis + C. andersoni 

C. parvum : IIaA16G2R1 et IIaA17G3R1 

Diarrhée associée à C. parvum etC. bovis 

veaux < = àun mois (20,7%) , veaux  2 

mois (11,4%) , veaux âgés de 3 mois 

(10,5%). 

C. parvum (< 1 et 2 mois) , C. bovis et C. 

andersoni (2 et 3 mois) 

 

 

Baroudi et 

al., 2017 

 

 

 

 

 

Ain Defla, 

Blida, Sétif,  

Tizi Ouzou 

 

10/460  

(2 jours 

à 18 mois) 

bovin 

 

Z-N, 

 

ELISA,  

 

 

PCR 18S 

PCR gp60 

52,2%, 

240/460 

 

15,8%,38/2

40 

 

76,3%, 

29/38 

 

C. parvum (72.4%, 21/29) :IIaA16G2R1  

C. bovis (13.8%, 4/29), C. andersoni 

(3.4%, 1/29) et C. ryanae (3.4%, 1/29) 

 

Diarrhée associée : 

Chez les veaux infectés âgés < à un mois  

 

 

Ouakli et 

al., 2018 

Ax : Animaux ; Z-N: Ziehl–Neelsen modified technique; H: Heine technique; AFS: acid-fast staining 

method; IFT: ImmunoFluorescence Test; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; PCR: 

polymerase chain reaction; RFLP:réaction des fragments polymorphisme; PCRgp60: PCR dugène de 

la glycoprotéine. 

 

Aussi, des études utilisant des méthodes classiques ont rapporté une prévalence de la 

cryptosporidiose ovine, en Algérie, variant de 11,9% à 43%. Par contre, Il existe très peu de 

données disponibles sur Cryptosporidium chez les caprins d'Algérie. Néanmoins, quelques 

études ont été réalisées et ont montré une prévalence plus au moins élevée de l’ordre de 

46,4% (Tableau 5 ; Synthèse personnelle).   
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Tableau 5 : Cryptosporidium spp.détectées chez les petits ruminants en Algérie. 

(Synthèse personnelle). 

Espèce 

Animale 

Régions Nombre 

d’animaux 

(Age) 

Méthodes 

/détection 

Prévalence %(N) 

Symptômes/(Age) 

Associés à l’infection 

Espèce/sous-types 

 

 

Références 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ovine 

Médéa et Djelfa 802 agneaux 

367 

diarrhéiques et 

435 non-

diarrhéiques 

 

 

 

Z-N 

11,9% 

(96/802) 

Les animaux diarrhéiques 

(16,6%).  

Les animaux non diarrhéiques 

(8%). 

agneaux âgés < d'un mois plus 

infectés que chez les agneaux âgés 

de 2 à 3 mois. 

 

 

 

Dahmani et 

al., (2015) 

 

Aïn Oussera 

254  

Z-N 

14,6% 

chez les agneaux âgés de 1 à 6 

mois (20,3%) et les agneaux 

néonatals 

 (<1 mois) 

 

 

Laatamna 

et al., 2018 

Médéa  62 Agneaux 

diarrhéiques et 

moins d’un 

mois 

 

Z-N 

PCR  

14,5% 

(6/9) C. xiaoi 

(3/9) C. parvum 

C. xiaoi infecte les jeunes 

animaux  

(âgés ≤  30 jours) 

C. parvum infecte les animaux  

(âgés ≤ 15 jours 

 

 

 

Baroudi et 

al., (2018) 

 

 

 

 

 

 

Caprine 

Alger et 

Boumerdes 

211 

diarrhéiques et 

non-

diarrhéiques 

OC and 

Z-N 

46,4% 

(98/211) 

Les animaux diarrhéiques (60, 

64%).  

Les animaux non -diarrhéiques 

(34, 18%). 

Les animaux infectés <3mois  

les animaux significativement 

infectés avaient (15 et 30 jours) 

(64,10%). 

 

 

 

 

Baroudi et 

al., (2011) 

Alger 

Boumerdes 

92 chevreaux 

moins d'un 

mois 

 

PCR 18s 

rRNA 

PCR-

RFLP 

8,7% 

(6/8) C. xiaoi 

(2/8) C. ubiquitum 

C. xiaoi infecte les jeunes 

animaux  

(âgés ≤  20 jours) 

C. ubiquitum infecte les animaux  

(âgés = 15 jours 

 

 

 

Baroudi et 

al., (2018) 

Z-N: Ziehl–Neelsen modified technique; OC: oocyst concentration; N: Nombre 
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Actuellement, chez les petits ruminants la caractérisation moléculaire a permis d’identifier 

trois espèces chez les ovins à savoir : C. parvum,C. ubiquitum et C. xiaoi (Baroudi et al., 

2018) et chez le caprin (Baroudi et al., 2018), avec une variabilité de la prévalence allant de 

12 à 70%. Sur le plan zoonotique, Baroudi et al. (2018) ont identifié un seul sous-type 

IIaA13G2R1 chez les agneaux en Algérie (Tableau 5 ;Synthèse personnelle).   

III.1.4.2. Épidémiologie de la cryptosporidiose chez d’autres animaux 

Selon Mammeri et Adjou (2019), dans un travail de synthèse en Algérie, Cryptosporidium a 

été détecté, chez plusieurs espèces d’animaux autres que les ruminants, notamment, lapins, 

chevaux, ânes, volailles (poulet et dinde), par des méthodes microscopiques et parfois 

moléculaires. En effet, une prévalence de la Cryptosporidiose élevée à 83,3% (35/42) a été 

obtenue chez des lapins par la technique de Ziehl-Neelsen modifiée par Henriksen et Pohlenz, 

après une étape de concentration de la technique de Ritchie (Mezali et al., 2015). 

Dans une étude moléculaire chez les équidés, Laatamna et al., (2013 et 2015) ont montré que 

les chevaux et les ânes semblent être infectés à un taux de 2,3% de manière asymptomatique 

par plusieurs espèces de Cryptosporidium: C. parvum, C. cuniculus, C. muris et C. homini 

(Tableau 6 ; Synthèse personnelle). 

Chez la volaille, les taux de prévalence varient de 9% à 44% chez des oiseaux domestiques, 

en captivité et sauvages (Tableau 6 ; Synthèse personnelle). 

À ce jour, une seule étude a été réalisée sur des dromadaires pré-sevrés 

(dromadairesCamelus) âgés de moins de 3 mois dans 39 fermes de la région de Biskra 

(Baroudi et al., 2018). L’espèce retrouvée estCryptosporidium parvum,et le sous-type 

identifié est If-like-A22G2(Tableau 6 ; Synthèse personnelle).  

III.1.5. Variabilité des résultats d’études épidémiologiques  

Ainsi, les nombreusesétudes épidémiologiques à travers le monde mettent en avant le fait que 

si un très grand nombre de pays est touché, il est difficile d’obtenir un résultat univoque et 

surtout représentatif de la réalité pour plusieurs raisons. Premièrement, on se rend compte 

assez rapidement que les taux d’excrétions varient fortement dans le temps, notamment selon 

l’âge des animaux. D’autre part, les prévalences enregistrées dépendent fortement de la 

méthode de détection des oocystes, toutes les méthodes n’ont pas la même sensibilité nila 

même spécificité. Enfin, une autre considération à prendre en compte est que la prévalence 

d’infection est en général réalisée sur des animaux de tout venant, sans tenir compte du statut 
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clinique. En effet, plusieurs travaux de synthèse ont rapporté les résultats d’études 

épidémiologiques dans les différents continents montrant que l’apparition du parasite est 

impactée par plusieurs facteurs prédisposants et favorisants (Tzipori et Widmer 2009 ; 

Thompson et Ash., 2016 ; Feng et Xiao., 2017 ; Squire et Ryan., 2017 ; Gong et al., 2017 ; 

Khan et al., 2018 ; Nahavandi et al., 2019). 

III.2. Épidémiologie analytique chez les ruminants 

III.2.1. Sources de parasites  

III.2.1.1 Les jeunes ruminants  

Les jeunes animaux infectés du troupeau sont les sources principales de cryptosporidies. Ils 

rejettent des oocystes dans leurs fèces en grande quantité, en particulier pendant la deuxième 

semaine de leur existence. Dans la majorité des cas, l’excrétion d’oocystes est concomitante 

de l’épisode de diarrhée. Cela étant, l’excrétion d’oocystes a aussi été démontrée hors épisode 

de diarrhée, avec des prévalences importantes (Fayer, 2004).  

Santin et al., (2008) ont montré dans un élevage de vaches laitières dans le Maryland que la 

prévalence d’excrétion d’oocystes de C. parvum est plus importante chez les veaux avant le 

sevrage (1 à 8 semaine d’âge) que pour des veaux après le sevrage (3 à 12 semaines d’âge) et 

que pour des génisses entre 1 et 2 ans. Des résultats similaires avaient été trouvés par Santin 

et al., en 2004 chez des bovins de 15 fermes laitières de la côte Est des États-Unis avec une 

prévalence de 35,5% chez les 5 jours-8 semaines et de 19,7% chez les 3 mois-11 mois. 

De plus, Santin et al., ont montré en 2004 que C. parvum était l’espèce présente dans 85% des 

cas chez les moins de 2 mois, et dans seulement 1% des cas chez les 3 mois-11 mois.  

Ainsi, quand on dit que ce sont les jeunes animaux la source la plus importante d’oocystes, 

c’est à plus forte raison les jeunes animaux avant le sevrage. En effet, on voit non seulement 

que la prévalence est plus élevée chez les jeunes en pré-sevrage, mais que se sont ces derniers 

qui sont touchés par la principale espèce d’intérêt en médecine vétérinaire et humaine, à 

savoir C. parvum. Ces résultats sont en accord avec ceux de multiples autres études similaires 

réalisées à travers le monde référence (Feng et Xiao., 2017 ; Baroudi et al., 2017, 2018 ; 

Mammeri et al., 2019 ; Feng et al., 2019).  

En ce qui concerne la quantité d’oocystes excrétés, elle varie fortement d’un individu à 

l’autre. Des expériences ont montré que des veaux infectés par 105 oocystes excrètent 109 à 

1010 oocystes pendant 7 à 10 jours (Fayer, 2004).  
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Le niveau d’excrétion moyen pour un veau infecté et clinique est de 107. D’autres études ont 

montré un taux d’excrétion journalière chez des veaux allant de 4.102 à 4.107 oocystes par 

gramme de fèces (Fayeret al., 1998).  

Chez des animaux immunocompétents, la période patente, c’est-à-dire le temps pendant 

lequel des oocystes sont excrétés, peut durer d’une à plusieurs semaines. Elle est de 6 à 9 

jours le plus souvent. L’excrétion peut devenir intermittente sur la fin (Fayer et al., 1998 ; 

Chartier, 2002).   

III.2.1.2. Les ruminants adultes   

Les animaux adultes peuvent également transmettre le parasite à leur progéniture lorsqu’ils 

sont porteurs. Ces animaux peuvent aussi avoir un rôle de réservoir puisqu’ils excrètent de 

façon continue, et participent donc à la pérennisation de l’infection dans les élevages (Paoletti, 

2002).  

L’existence d’une transmission in utero chez les bovins a été suggérée car des veaux retirés de 

sous leur mère immédiatement après la naissance et mis dans des locaux extrêmement bien 

désinfectés ont quand même développé la maladie (Fayer, 2004).  

Chez les bovins adultes, chez qui la prévalence de C. parvum peut parfois atteindre 100%, le 

niveau d’excrétion est plus bas, de 900 à 18000 oocystes par gramme de fèces. Aucune 

variation d’excrétion liée à la mise-bas n’a été mis en évidence et le lien épidémiologique 

avec la Cryptosporidiose des veaux n’est pas établi mais fortement suspecté (Chartier et 

Paraud, 2010).  

Chez les adultes, l’espèce la plus souvent retrouvée est C. andersoni (Santin et al.,2008).  

Chez la brebis, l’excrétion d’oocystes de C. parvum ne se produisant qu’au moment de la 

mise bas n’est pas décelable en dehors de cette période (Chartier et Paraud, 2010).  

Enfin, chez les caprins, les seules données connues montrent une excrétion résiduelle chez des 

animaux âgés de 12 mois (Chartier et Paraud, 2010).   

III.2.1.3. Les autres espèces animales  

Il semble qu’une transmission inter espèces peut s’effectuer par le biais des fèces. Ainsi, on 

sait que C. parvum est transmissible à de nombreuses espèces, notamment les rongeurs, les 

chevaux et les hommes (Radostits et al., 2007) ; il est donc évident que ces derniers 

participent aussi à la propagation de l’agent pathogène au sein d’un élevage.   

De plus, Fayer et al. (2000) indiquentque certains animaux peuvent jouer le rôle de 

transporteurs passifs, comme les mouches, certains organismes microscopiques nommés 

rotifères et certains oiseaux migrateurs. 
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III.2.1.4. L’eau  

Les cas de cryptosporidiose ayant une origine hydrique sont fréquents dans l’espèce humaine. 

Ainsi, il est supposé que des cas dus à une consommation d’eau contaminée peuvent exister 

chez les ruminants, même si ce problème n’a pas été étudié en profondeur. 

La source principale de contamination, quelle que soit l’espèce, sont donc les animaux en pré-

sevrage. Ces derniers excrètent des quantités très importantes d’oocystes. Les animaux 

adultes ou d’autres animaux, notamment des rongeurs, peuvent également être des sources, 

mais dans une moindre mesure étant donné les niveaux d’excrétion plus bas et représentent 

cependant une source d’infection continue. 

III.2.2. Facteurs favorisants  

III.2.2.1 Espèce  

Parmi les ruminants domestiques, les caprins sont les plus sensibles à la cryptosporidiose, 

suivis des bovins puis des ovins. Par ailleurs, l’espèce parasitaire retrouvée majoritairement 

chez les veaux, chevreaux et agneaux est C. parvum.  

Chez les animaux adultes, les bovins sont infectés le plus par C. bovis, C. andersoni et C. 

ryanae. Chez les ovins, on retrouvera, en plus de C. parvum, C. xiaoi, C. hominis et C. 

ubiquitum. Par ailleurs,C. parvum est largement dominant chez les chèvres (Chartier et 

Paraud, 2010).  

III.2.2.2. Race  

Nous avons vu plus haut que chez les races laitières, la prévalence de la maladie était plus 

importante que chez les races allaitantes. Ceci n’est pas réellement dû à un effet « race » 

d’après Chartier et Paraud (2010) mais plutôt influencé par les modes d’élevages liés à telle 

ou telle race, les allaitants étant souvent élevés de manière plus extensive. Cette affirmation 

est remise en cause par Xiao et Fayer (2008) qui citent une étude de Kvac et al. (2006) ayant 

montré que dans des conditions d’élevage identiques, des veaux de race allaitante étaient 

moins atteints que des veaux laitiers.  

III.2.2.3. Âge  

Selon Santin et al. (2008), la source principale d’oocystes était les veaux âgés entre 1 et 8 

semaines, dont la prévalence d’excrétion est 2 fois supérieure à celle de veaux âgés entre 3 et 

12 mois, et plus de 10 fois supérieure à celle des génisses entre 1 et 2 ans d’âge. De plus, les 

veaux âgés entre 1 et 8 semaines excrétent principalement C. parvum, à 98%. Les infections 

des tranches d’âge supérieures sont dues à des espèces au pouvoir pathogène bien moindre (C. 
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bovis, C. ubiquitum, C. andersoni). Ainsi, l’ensemble de ces données porte à penser que les 

animaux jeunes avant sevrage sont plus réceptifs et sensibles à l’infection.  

D’après Chartier et Paraud (2010), les animaux jeunes sont plus réceptifs, surtout en dessous 

de l’âge de 3 semaines. Castro-Hermida et al. (2002a) affirment qu’il existe une association 

significative entre l’âge et le risque d’être infecté par la cryptosporidiose uniquement pour les 

animaux de moins de 30 jours. Ces mêmes auteurs ont montré que la période à plus haut 

risque dans les 30 premiers jours de vie était située entre 9 et 12 jours d’âge lors d’une étude 

expérimentale réalisée sur 32 veaux. Tous les animaux de cette étude finissaient par contracter 

la maladie avant l’âge de 18 jours, alors qu’ils étaient élevés séparément et dans de très 

bonnes conditions d’hygiène ; l’origine de l’infection avait dans cette étude été imputée à 

l’eau de boisson des animaux qui aurait été contaminée.  

III.2.2.4. Statut immunitaire  

L’immunocompétence joue également un rôle essentiel dans la réceptivité à la maladie ; ainsi, 

une immunodéficience, qu’elle soit naturelle et liée à l’âge, ou acquise suite à une affection 

intercurrente, une maladie ou à une thérapeutique immunosuppressive, va favoriser 

l’apparition de la maladie.    

En effet, la qualité du colostrum rentre en compte, ceci est en relation avec le transfert des 

immunoglobulines. Le statut nutritionnel et en particulier celui en oligo-élément a également 

été relevé comme facteur de réceptivité, notamment en ce qui concerne des taux faibles en 

sélénium (Chartier et Paraud, 2010).  

La présence de pathologies associées, et plus particulièrement d’atteintes entériques, joue 

également un rôle en facilitant la contamination lorsque les animaux sont affaiblis. Ainsi, des 

expériences menées en Algérie chez des veaux ont montré que les animaux issus de troupeaux 

vaccinés contre le coronavirus, le Rotavirus et E. coli excrétaient significativement moins de 

cryptosporidies que ceux provenant de cheptels non vaccinés (Adjou, 2011).  

Les facteurs de réceptivité ont non seulement un rôle dans l’apparition des symptômes mais 

peuvent aussi avoir un rôle en augmentant les taux de mortalité dus à la maladie (Chartier et 

Paraud, 2010). La réceptivité est donc liée à l’espèce, à l’âge de l’animal, et à son niveau 

immunitaire ; les chevreaux sont les plus sensibles, suivi des veaux puis des agneaux.  
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III.3. Epidémiologie chez l’homme 

III.3.1. Epidémiologie dans le monde 

III.3.1.1. Prévalence de la cryptosporidiose  

La cryptosporidiose est une infection cosmopolite signalée pratiquement sur tous les 

continents, avec une incidence et une prévalence variables dans le monde entier. La 

prévalence de la cryptosporidiose maladie chez les sujets immunocompétents est estimée de 1 

à 3 % dans les pays développés contre 3 à 16% dans les pays en développement (Tzipori, 

1988 ; Current et Garcia 1991 ; Ripert et Guyot, 2003 ; Guyot et al., 2012). Ce sont les 

enfants qui sont les plus infectés, la cryptosporidiose peut atteindre 7% des enfants 

diarrhéiques des pays développés et 12% chez ceux des pays en développement. Par contre, la 

population la plus susceptible est celle des sujets immunodéprimés, surtout les sujets malades 

de Syndrome d’Immunodéficience Acquise (SIDA), la prévalence étant de 14% dans les pays 

développés et de 24% dans les pays en développement (Chen et al., 2002 ; Nahrevanian et 

Assmar 2008). Cette prévalence varie également en fonction des méthodes de diagnostic 

utilisées : PCR, ELISA ou microscopie optique (Hira et al., 2011). 

Cependant, chez l’homme, la sensibilité à l’infection dépend de l’âge, de l’état immunitaire 

du sujet et de son état nutritionnel. De nombreuses études montrent une plus grande 

sensibilité et une plus grande fréquence de la cryptosporidiose chez les jeunes enfants de 

moins de 4 ans (Newman et al., 1999 ; Bern et al., 2000 ; Areeshi et al., 2008).  

En conséquence, c’est dans les pays en développement que la cryptosporidiose montre des 

taux les plus lourds en raison de la dissémination de la malnutrition chez les enfants et de la 

prévalence la plus élevée d’infection au HIV. Et donc, ce sont certains pays de ces zones 

géographiques de ces régions qui sont les plus touchés, en particulier en Afrique (Fergusson 

et Tomkins, 2009 ; Squire et Ryan, 2017).  

III.3.1.2. Caractérisation moléculaire des espèces et sous-types de 

Cryptosporodium spp. 

C. hominis et C. parvum sont les principaux agents responsables de la cryptosporidiose 

humaine chez les individus immunocompétents et immunodéprimés et leur prévalence varie 

selon les régions du monde. Des études épidémiologiques ont montré que C. hominis est plus 

répandue en Australie, en Europe occidentale, en Inde et en Afrique (Fournet et al., 2013; 

Helmy et al., 2013; O'Brien et al., 2008; Sharma et al., 2013 ; Squire et Ryan, 2017), alors 

que C. parvum est plus fréquent au Chili, en Turquie, au Moyen-Orient et en Thaïlande 
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(Alyousefi et al., 2013; Iqbal et al., 2011; Neira et al., 2012; Nuchjangreed et al., 2008; 

Taghipour et al., 2011; Usluca et Aksoy, 2011). Aussi, C. meleagridis a été confirmé comme 

étant un agent pathogène humain émergent (Cama et al., 2008). Des outils moléculaires ont 

permis de mieux comprendre la taxonomie de Cryptosporidium et son épidémiologie. 

L’analyse de la séquence (gène) de la glycoprotéine de 60 kDa  a permis de classer C. parvum 

et C. hominis dans plusieurs familles de sous-types (Xiao, 2010). 

On sait aujourd'hui que la plupart des épidémies dans le monde ont été causées par l’espèce 

anthroponotique C. hominis et sa caractérisation a permis l’identification du sous-type de la 

famille Ib dans la plupart des cas de cryptosporidiose. Le sous-type Ib avait des sous-types 

très différents à partir desquels les enquêtes ont identifié IbA9G3 et IbA10G2 que l’on trouve 

couramment dans la plupart des régions du monde (Leav et al., 2002 ; Alves et al., 2006; 

Cama et al., 2008; Chalmers et al., 2005; Gatei et al., 2006b; Xiao, 2010 ; Fournet et al., 

2013). En effet, le sous-type IbA10G2 de C. hominis était l’agent associé à l’épidémie de 

cryptosporidiose d'origine hydrique de Milwaukee en 1993 (Corso et al., 2003). En revanche, 

dans les pays en développement, certaines enquêtes épidémiologiques ont révélé la présence 

C. hominis de la famille Ie (Alyousefi et al., 2013; Feng et al., 2009; Gatei et al., 2008; 

Sulaiman et al., 2005). De même, d’autres sous-types rares des familles Id et If ont été 

rapportés (Sulaiman et al., 2005 ; Trotz-Williams et al., 2006 ; Hijjawi et al., 2010 ; 

Nazemalhosseini-Mojarad et al., 2011 ; Taghipour et al., 2011).  

Par ailleurs, la famille du sous-type C. parvum IIa est responsable de la majorité des 

infections dues à cette espèce. En particulier, les sous-types IIaA15G2R1, IIaA16G1R1, 

IIaA17G2R1 et IIaA19G2R1 sont responsables de la cryptosporidiose zoonotique et ont été 

découverts chez l'homme et les ruminants. Ces sous-types sont décrits dans de nombreuses 

zones géographiques du monde, en particulier le sous-type IIaA15G2R1, connu comme le 

sous-type principal de C. parvum.Il est fréquemment isolé dans des cas de cryptosporidiose 

humaine au Portugal, en Slovénie, aux Pays-Bas et en Irlande du Nord. C’est le sous-type 

commun identifié aussi chez les veaux (Feltus et al., 2006; Jex et Gasser, 2008; Soba et 

Logar, 2008; Xiao, 2010). Le sous-type IId a été détecté chez des patients VIH dans de 

multiples régions au monde et a également été identifié chez des agneaux et des veaux (Khan 

et al., 2018). Uneforte présence de sous-type zoonotique de C. parvumfamilles (IIa et IId) ont, 

cependant, été détectés dansdes études en Egypte, en Ethiopie et en Tunisie qui sont signalées 

par Squire et Ryan en 2017. Cependant, une autre famille de sous-types, IIc décrite 
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uniquement chez l'homme, est également responsable de la transmission de la 

Cryptosporidiose principalement dans les pays en développement (Wheeler et al., 2007; Xiao 

et Feng, 2008). Ce sous-type de C. parvum transmis principalement par voie anthroponique a 

été souvent décrit dans les pays africains (Squire et Ryan, 2017). Par ailleurs, il existe 

plusieurs autres espèces de Cryptosporidium, y compris C. meleagridis, C. canis et C. felis 

qui auraient été associés à des cas humains, en particulier dans les pays en développement 

(Xiao et Feng, 2008 ;Khan et al., 2018).La saisonnalité est également associée aux variations 

de l'incidence de la cryptosporidiose à travers le monde. Généralement, dans les pays 

développés, l'incidence atteint son maximum en été lorsque les personnes nagent plus souvent 

(Naumova et al., 2005; Yoder, Harral et Beach, 2010; Yoder et al., 2012 ; Loganthan et al., 

2012) et les parasites sont très résistants à la désinfection au chlore (Yoder et al., 2010). En 

revanche, dans les pays en développement, la prévalence de la cryptosporidiose peut être plus 

élevée pendant les pluies en raison des forts ruissellements qui peuvent probablement 

contaminer les sources d'eau en particulier dans les pays tropicaux (Abd El Kader et al., 2012; 

Iqbal et al.,2011). La cryptosporidiose a été également reconnue comme une cause importante 

de diarrhée du voyageur (Paschke et al., 2011). 

III.3.2. Epidémiologie en Algérie 

En Algérie, la cryptosporidiose est une parasitose négligée non diagnostiquée 

systématiquement dans les laboratoires de parasitologie. En dehors, d’un cas de 

cryptosporidiose humaine survenu à l'hôpital El Hadi Flici (ex El Kettar) à Alger en 1992, il 

n’existait pratiquement pas d’étude sur la cryptosporidiose en santé humaine. Parmi les 

quelques rares études, Benouis et al.(2013) ont rapporté une prévalence de 0,4 % de 

Cryptosporidium sp. en utilisant la méthode de coloration microscopique de Ziehl-Neelsen 

dans une étude épidémiologique des parasitoses intestinales humaines au niveau du C.H.U. 

d’Oran. Cette enquête s’est effectuée chez 1042 personnes âgées de quelques jours à 80 ans 

(Benouis et al., 2013). En revanche, dans une étude récente sur des sujets immunodéprimés 

par acquisition du syndrome d’immunodéficience à l'hôpital El Hadi Fléci Ex El-Kettar, à 

d'Alger, la prévalence de cryptosporidiose chez ces malades était de 9% sur un effectif de 350 

individus, dont 22 étaientamplifiés avec succès au niveau des loci de l’ARNr 18S et de la 

gp60. D'après l'analyse de cesséquences : 68,2% ont été identifiés 

commeCryptosporidiumparvum avec les sous-types familiaux IIa (n=7) et IId (n=8), alors que 
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5 cas (22,7%) ont révélé la présencede C. hominis avec les sous-types familiaux Ia (n=2) ; Ib 

(n=3) et 9% (2/22) de C. felis (Semmani et al., 2019). 

Plusieurs facteurs sont étroitement associés à la transmission de la cryptosporidiose : 

distribution large dans l’environnement, résistance du parasite, la dose minimale infectante et 

l’infection par le parasite d’une grande variété d’animaux (Caccio et al., 2005). 

La transmission chez l’homme zoonotique, anthroponitque ou indirecte par l’environnement 

Hunter et Thompson., 2005 ; Caccio et Pozio., 2006). 
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CHAPITRE IV : METHODES DE DIAGNOSTIC ET D’ETUDE DE 

CRYPTOSPORIDIUM 

IV.1. Méthodes classiques de détection et d’identification de Cryptosporidium spp.  

De nombreux microorganismes peuvent provoquer de la diarrhée chez les jeunes ruminants et 

des techniques de diagnostic précises sont donc nécessaires afin d’identifier les différents 

agents infectieux en cause (Fayer et Ungar, 1986). Dans les années 70, le diagnostic de la 

maladie dépendait de l’examen histopathologique des tissus intestinaux affectés (Current et 

Garcia, 1991). Depuis les années 80, la détection sur matières fécales est possible suite au 

développement de nombreuses techniques de purification et de concentration des oocystes. 

Mais de nos jours, la biologie moléculaire est mise à profit pour une détection encore plus 

sensible et spécifique (Xiao, 2010). 

Les symptômes rencontrés dans les infections par les cryptosporidies sont communs à 

d’autres maladies infectieuses à tropisme digestif. Par conséquent, les moyens doivent être 

suffisamment spécifiques pour permettre de poser un diagnostic de certitude valable. Ainsi, le 

diagnostic de la cryptosporidiose repose sur la mise en évidence de la forme de résistance, 

l’oocyste (Geurden et al., 2006 ; Brook et al., 2007).  La mise en évidence des oocystes peut 

se faire de façon directe, à l’aide de techniques de coloration appliquées à des échantillons 

coproscopiques (par exemple, Heine, Ziehl-Nielsen modifié) ou bien par marquage, avec des 

anticorps monoclonaux fluorescents (immunofluorescence : IF). Des tests ELISA ciblant les 

antigènes de Cryptosporidium spp, sont également disponibles et peuvent être utilisés lors de 

la recherche du parasite (Fayer et Xiao, 2007). D’autre part, la mise en évidence du parasite 

peut se faire de façon directe à l’aide de la biologie moléculaire et notamment par Polymerase 

Chain Reaction (PCR) ciblant un gène propre au genre Cryptosporidium.  

 IV.1.1. Techniques de concentration 

Les méthodes de détection ou d’identification du parasite peuvent être précédées par des 

méthodes de concentration ; par sédimentation, flottation ou immunoséparation magnétique. 

Ces techniques permettent de concentrer les oocystes de Cryptosporidiumspp. dans le culot et 

d’éliminer un maximum de débris (végétaux, matières grasses présentes dans les matières 

fécales des jeunes animaux etc…). L’utilisation de ces techniques dépend des laboratoires, 

des types d’échantillons à traiter et des types d’études à réaliser sur les prélèvements. En effet, 

l’efficacité de la détection est augmentée en utilisant certains produits : du formol pour la 
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fixation et la conservation des parasites et de l’éther : pour l’élimination des matières grasses 

(Allen et Ridley, 1970 ; Fayer etXiao, 2007). En revanche, la technique de concentration à 

l’acétate d’éthyle a présenté de très bons résultats avec une prise d’essai de 1 gramme de 

matières fécales provenant d’animaux non sevrés (Castro-Hermida et al., 2005). Ces auteurs 

rapportent que le seuil de détection de cette technique est estimé à 100 oocystes par gramme 

de fèces (opg). 

Ces techniques sont fiables pour la concentration des oocystes de cryptosporidies. Elles 

permettent de purifier les échantillons et une meilleure détection des oocystes lors de la 

lecture microscope en Immunofluorescence (Kar et al., 2011). En revanche, durant les 

différentes étapes de réalisation de ces techniques de concentration, des oocystes pouvaient 

être perdus (Weber et al., 1991 ; Fayer et al., 2000b). Cette perte peut donc avoir de 

l’importance surtout lorsque l’on travaille avec des matières fécales qui sont très peu chargées 

en oocystes (entre 100 et 1000 opg). Les produits chimiques utilisés pouvaient parfois 

interférer avec les méthodes de détection et diminuer leur sensibilité comme la PCR. (Ma et 

Soave, 1983 ; Casemore et al., 1985).  

A l’heure actuelle, il n’existe pas de consensus sur les techniques de concentration des 

oocystes de cryptosporidies. En effet, selon les laboratoires, les techniques utilisées sont 

différentes, sans doute du fait de la grande variabilité des échantillons à tester et du matériel 

disponible (Fayer et al., 2000 ; Castro-Hermida et al., 2005a et b ; Santín et al., 2004, 2008 ; 

Coklin et al.,2007 ; Silverlås et al., 2010a et b).  

IV.1.2. Techniques de coloration microscopique 

Les techniques de coloration des cryptosporidies sont nombreuses : Heine, Auramine-Phénol, 

Ziehl-Neelsen modifiée, Lugol, Giemsa, Safranine etc (Tyzzer, 1910, 1912 ; Henriksen et 

Pohlenz 1981 ; Heine, 1982 ; Ma et Soave, 1983 ; Garcia et al., 1983 ; Heuschele et al., 1986 

; Smith dans Fayer et Xiao, 2007). Ces méthodes peuvent détecter les oocystes chez l’animal 

malade, mais ne sont pas suffisamment sensibles pour détecter l’infection chez l’animal 

asymptomatique (Quílez et al., 1996 ; Morgan et al., 1998 ; Clark et al., 1999). Les 

techniques de Ziehl Neelsen modifiée et Heine (variante de la technique de Ziehl Neelsen) 

sont les plus utilisées pour détecter les oocystes de Cryptosporidium sppprésents dans les 

matières fécales (Casemore et al., 1991 ; Webser et al., 1996 ; Brook et al., 2007 ; Fayer et 
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Xiao, 2007). Le diagnostic de routine est très souvent réalisé à l’aide de ces méthodes du fait 

du haut niveau d’excrétion en oocystes des animaux diarrhéiques atteints de Cryptosporidiose 

(Chartier et al., 2002 ; Trotz-Williams et al., 2005a, 2007). Ces deux techniques donnent des 

résultats similaires lors d’infection expérimentale chez le veau (Kar et al., 2011). Les 

variations de consistance des fèces peuvent également influencer sur la facilité de détection 

des oocystes de Cryptosporidium spp par les méthodes de coloration (Weber et al., 1991 ; 

Webster et al., 1996). 

 IV.1.3. Méthodes immunologiques   

Il existe différentes techniques pour la détection immunologique des oocystes de 

cryptosporidies. Certaines sont plus pratiquées que d’autres pour des raisons 

multiples (sensibilité, spécificité, coût, disponibilité…). Le principe de ces techniques est la 

mise en évidence du parasite par un marquage aux anticorps monoclonaux ou polyclonaux 

avec une coloration à la fluorescence. Plusieurs techniques sont utilisées en fonction du 

colorant utilisé et moyen de lecture (IF, DAP, DAPI, ELISA, immunochromatographie …). 

  IV.1.3.1. Immunofluorescence directe  

La technique d’immunofluorescence avec anticorps monoclonaux colorés permet d’améliorer 

la détection des oocystes dans les matières fécales avec une sensibilité plus élevée. La 

technique est pratiquée en utilisant des kits commerciaux utilisant des anticorps monoclonaux 

dirigés contre des antigènes de surface de l’oocyste couplés à un fluorochrome 

(l’isothiocyanate de fluorescéine : FITC) sont largement utilisés. Il existe différents anticorps 

monoclonaux (Arrowood et Sterling, 1989 ; Jex et al., 2008). Une excitation UV permet la 

visualisation des oocystes qui apparaissent colorés en vert. Un des kits utilisés dans la 

littérature est le kit commercial Merifluor® (Xiao et Herd, 1993 ; Garcia et Shimizu, 1997 ; 

Johnston et al., 2003 ; Geurden et al., 2006 b). Ce kit permet de visualiser à la fois les kystes 

de Giardia, autre protozoaire intestinal, et les oocystes de Cryptosporidium spp(Garcia et 

Shimizu, 1997 ; Johnston et al., 2003 ; Geurden et al., 200). Il a été mis au point pour la 

détection des deux principales espèces retrouvées chez l’homme : C. hominis et C. parvum. 

Les oocystes de cryptosporidies sont ronds ou légèrement ovoïdes et apparaissent vert pomme 

sous filtre FITC (Figure 8).  
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Figure 8: Observation d'oocystes de C. parvum à l’immunofluorescence, Kit mérifluor. 

(UMR BIPAR, 2017) 

 

Cette technique peut être quantitative. En effet, en plus de pouvoir visualiser les oocystes, il 

est possible de les compter (en pesant les matières fécales utilisées et en comptant les 

oocystes présents dans un volume connu) et par une règle de calcul simple, connaitre le 

nombre d’oocystes présents dans l’échantillon de départ. Par calcul, la limite de détection de 

la technique (concentration et IF) est de 100 oocystes par gramme de fèces pour une prise 

d’essais de 1 gramme. 

  IV.1.3.2.Technique d’ELISA  

La technique ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) repose sur la détection des 

antigènes de surface des oocystes de Cryptosporidium sp. (Garcia et Shimizu, 1997 ; Johnston 

et al., 2003). De nombreux kits sont commercialisés. Cette technique ne permet pas la 

quantification des oocystes (Chartier et al., 2002).  

 IV.1.3.3. Technique d’immuno-chromatographie  

Des kits de diagnostic rapide par immuno-chromatographie (IC) ont également été mis au 

point pour détecter Cryptosporidium spp. Il s’agit de bandelettes sur lesquelles sont fixés des 

anticorps dirigés contre des antigènes solubles de Cryptosporidium spp. Ces derniers, présents 

dans les matières fécales, migrent sur la membrane où sont fixés les anticorps. La liaison 

antigène-anticorps est révélée par une bande de couleur (Fayer et Xiao, 2007).  

De nombreuses études sur la sensibilité et la spécificité de ces techniques ont été effectuées. 

Jonhston et al. (2003), ont rapporté que les deux techniques de détection, IF et ELISA 

présentaient une spécificité élevée, comprise entre 96 et 100%. La sensibilité de ces 

techniques comparées aux techniques de coloration reste cependant discutée. En effet, pour 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Oocyste
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certains auteurs, les techniques immunologiques seraient plus sensibles que les techniques de 

colorations (Garcia et al., 1987 ; Arrowood et Sterling, 1989 ; Weber et al., 1991 ; Kehl et al., 

1995 ; Johnston et al., 2003 ; Smith dans Fayer et Xiao, 2007) tandis que pour d’autres, elles 

présenteraient la même sensibilité que les techniques de coloration (Geurden et al., 2006 ; 

Brook et al., 2007). Les techniques immunologiques présentent généralement une plus grande 

spécificité que les techniques de coloration dans la détection de Cryptosporidium spp. mais 

sont aussi moins rapides et plus coûteuses.  

IV.2. Identification de Cryptosporidium spp. par les méthodes de biologie moléculaire 

Les outils moléculaires ont d’abord été utilisés dans un contexte de recherche et d’études 

épidémiologiques notamment sur la transmission de Cryptosporidiumparvum entre les 

ruminants et l’homme (Xiao et Ryan, 2004 ; Cacciò et al., 2005). Aujourd’hui, ils sont 

principalement employés pour détecter et caractériser les différentes espèces et génotypes de 

Cryptosporidium chez l’homme, les animaux et lors de l’analyse de l’eau (Xiao, 2010). 

 IV.2.1. Extraction de l’ADN de Cryptosporidium spp 

Afin de pouvoir procéder à l’identification de l’espèce en présence, il est nécessaire d’extraire 

l’ADN d’intérêt. A ce jour, l’efficacité de la plupart des méthodes décrites n’est pas 

complètement définie (Fayer et Xiao, 2007 ; Smith et Nichols, 2010). Cette étape est 

cependant cruciale. En effet, si l’extraction n’est pas optimale, le résultat obtenu par la suite 

risque d’être faussé surtout lors du traitement d’échantillons peu chargés en oocystes.   

L’extraction peut se faire selon différentes méthodes : soit à partir d’échantillons concentrés, 

soit directement à partir des matières fécales (Boom et al., 1990 ; Ward et Wang, 2001 ; 

Bialeck et al., 2002 ; Nichols et Smith, 2004 ; Nichols et al., 2006). De nombreux kits 

d’extraction sont commercialisés, certains sont manuels et d’autres préparés pour une 

utilisation en association avec un extracteur automatique (Xiao et Ryan, 2007).  

IV.2.2. Les réactions d’amplification en chaine par polymérase (PCR)  

 Les techniques de détection d’acide nucléique permettent l’identification de l’espèce de 

Cryptosporidium spp. et sont reconnues comme étant théoriquement plus sensibles que les 

techniques immunologiques et de coloration (Webster et al., 1996 ; Monis et al., 2005 ; 

Geurden et al., 2006 b ; Smith et al., 2006 b ; Xiao et Ryan, 2007 ; Jex et al., 2008). Il existe 

des PCR ciblant différents sites sur le génome (18S, HSP70, COWP…). 
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La PCR est ainsi décrite comme étant plus sensible que les techniques de diagnostic 

conventionnelles pour détecter la présence de Cryptosporidium dans les matières fécales, bien 

que la sensibilité des méthodes PCR publiées soit variable. Geurden et al. (2006) ont rapporté 

une spécificité de 100% et une sensibilité de 59 à 79% (selon les protocoles de nested-PCR) 

comparées aux techniques de microscopie et immunologiques (IF et ELISA). Il a été montré 

que les PCR nichées étaient plus sensibles et spécifiques que les PCR en un seul tour (Xiao et 

al., 1999, 2001). 

  IV.2.2.1. Amplification du gène ADNr18S par PCR 18S 

La PCR nichée ciblant le locus ADNr18S (PCR 18S) est utilisée dans la majorité des études 

d’épidémiologie moléculaire conduites chez les ruminants. En effet, un grand nombre de 

copies (20 copies) de cette cible est présent dans le génome de Cryptosporidium (Xiao, 2010). 

De nombreuses études ont été réalisées concernant les amorces à utiliser lors de la réalisation 

d’une PCR 18S (Johnson et al., 1995 ; Xiao et al., 1999, 2001 ; Ward et al., 2002 ; Nichols et 

al., 2003). Il a été montré que les amorces décrites par Nichols et al. (2003) étaient les plus 

sensibles, en particulier sur des échantillons contenant peu d’oocystes (moins de 10 oocystes), 

et que les amorces décrites par Xiao et al. (1999) avaient l’avantage de détecter un plus grand 

nombre d’espèces de Cryptosporidium spp.   

Cependant bien que la PCR soit théoriquement considérée comme l’une des méthodes les plus 

sensibles pour la détection de Cryptosporidium spp. La sensibilité réelle de celle-ci peut être 

largement réduite dans des échantillons de matières fécales, du fait de l’effet de la matrice 

(présence de substances inhibitrices) et/ ou du fait d’un trop faible nombre d’oocystes 

présents dans l’échantillon (Sturbaum et al., 2001 ; Ward et al., 2001 ; Fayer et al., 2006 ; 

Silverlås et al., 2010a).  

La technique de PCR, bien qu’étant la plus utilisée, présente par ailleurs, un inconvénient 

majeur : elle ne permet pas la détection de l’espèce. Un protocole de Restriction Fragment 

Length Plymorphism (RFLP) associé à cette PCR 18S a l’avantage d’identifier l’espèce et de 

mettre en évidence aussi les infections mixtes.  

  IV.2.2.2. PCR-RFLP pour l’identification de Cryptosporidium spp. 

La PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length Plymorphism) est une technique qui 

permet l’identification des espèces de Cryptosporidium préalablement connues et la détection 

d’infections mixtes. Cette technique est largement utilisée, car plus rapide et moins coûteuse 
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que le séquençage (Morgan et al., 1999 ; Xiao et Ryan, 2004 ; Trotz-Williams et al., 2006 ; 

Fayer et Xiao, 2007).  

Le principe est le suivant : les produits amplifiés à la suite d’une PCR (18S, COWP) vont être 

digérés par des enzymes de restriction. Selon les espèces de Cryptosporidium, les sites de 

restriction reconnus par les enzymes ne sont pas localisés au même endroit sur l’ADN 

amplifié. En analysant le profil des produits digérés sur gel d’agarose, la ou les espèces 

présentes peuvent être identifiées. La plupart des espèces infectant l’homme et les ruminants 

sont connues et ont été étudiées en PCR-RFLP (ciblant l’ARN r 18S). Les enzymes de 

restriction les plus utilisés sont les enzymes : AseI ou VspI, SspI, DdeI et MboII(Feng et al., 

2007). Cette technique présente donc les mêmes limites de sensibilité que la PCR mais 

apporte des informations supplémentaires pour les échantillons fortement chargés dans 

lesquels les infections mixtes peuvent être présentes de façon équivalente.  

  IV.2.2.3. PCR gp60 et identification des sous-types Cryptosporidium spp. 

Cette PCR permet l’identification des sous-types et étude de la diversité génétique de 

Cryptosporidium spp. En effet, au sein de certaines espèces telles que C. parvum, C. hominis, 

C. ubiquitumetC. meleagridis) des sous-types ont été identifiés (Sulaiman et al., 2005 ; Alves 

et al., 2003). L’identification de ceux-ci, permet entre autres, de pouvoir apprécier le potentiel 

zoonotique de certains isolats.  

Une des cibles utilisées pour le sous-typage est le gène codant pour la glycoprotéine de 

surface, gp60. Cette glycoprotéine est localisée à la surface des sporozoïtes et mérozoïtes 

(stades invasifs) (Cevallos et al., 2000 ; Strong et al., 2000). Une partie de ce gène contient 

des répétitions micro satellites. Cette cible est largement utilisée pour le sous typage de C. 

parvum et C. hominis chez l’homme et est également utilisée dans la majorité des études 

d’épidémiologie moléculaire conduites chez les ruminants, dans le but d’accéder aux 

différents sous-types de C. parvum excrétés (sous types zoonotiques IIa et IId) (Alves etal., 

2003, 2006 ; Fayer et Xiao, 2007 ; Widmer, 2009). Le motif répété en position 5’ du gène 

codant pour la gp60 correspond à un motif codant pour une sérine : TCA/TCG/TCT. Le 

nombre de répétitions diffère d’un sous-type à l’autre (Xiao, 2010).  

Une nomenclature a été établie pour identifier les différents sous-types de C. parvum et C. 

hominis. Ils sont nommés selon leur famille (Ia, Ib… ou IIa, IIb) et le nombre de chaque tri-

nucléotide répété (Sulaiman etal., 2005). Le marqueur gp60 est considéré comme l’un des 
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marqueurs les plus polymorphiques présents dans le génome de Cryptosporidium (Alves et 

al., 2003, 2006, Peng et al., 2003 ; Chalmers et al., 2005 ; Gatei etal., 2007 ; Trotz-Wiliams 

etal., 2006,Fayer et Xiao, 2007 ; Widmer, 2009 ; Abal-Fabeiro etal., 2013).  

  IV.2.2.4. PCR quantitative ou PCR temps réel  

La PCR quantitative (PCRq) est de plus en plus utilisé pour l’étude de Cryptosporidium spp. 

Cette technique présente plusieurs avantages comparés aux PCR conventionnelles. Elle est 

plus rapide, ne nécessite pas de séquençage ou de procédé RFLP pour la révélation et permet 

d’obtenir plusieurs informations simultanément. En effet, elle permet, selon les protocoles, 

une détection et quantification de ou des espèces de Cryptosporidium spp. dans l’échantillon. 

De plus, cette technique réalisée en une seule étape limite considérablement les 

contaminations(Jothikumar et al., 2008 ; Hadfield et al., 2011 ; De Waele et al.,2011 ; 

Hadfield et Chalmers, 2012 ; Burnet et al., 2013 ; Travaillé et al., 2016). Le coût des sondes 

reste cependant un inconvénient notoire (Fayer et Xiao, 2007 ; Jex et al., 2008). 

Dans cette technique de PCRq, plusieurs gènes cibles peuvent être utilisés : ARNr 18S, 

HSP70, tubuline… (Fontaine et Guillot, 2002 ; Limor et al., 2002 ; Tanriverdi et al., 2002 ; 

Di Giovanni et LeChevallier, 2005 ; Jothikumar et al., 2008 ; Hadfield et al., 2011). Parmi 

ceux-ci, le gène codant pour la petite sous unité de l’ARN ribosomal 18S a été décrit comme 

étant la meilleure séquence cible (Abrahamsen et al., 2004). 

IV.2.2.5. Séquençage cellulaire 

Troell et al., (2016) ont mis au point une méthode robuste pour générer des données de 

séquençage du génome entier à partir d'oocystes individuels triés en vue d'une amplification et 

d'un séquençage ultérieur du génome. Initialement, les cellules triées activées par 

fluorescence (FACS) ont été obtenues en utilisant des anticorps fluorescents spécifiques des 

antigènes de surface des oocystes. Ainsi, les cellules individuelles ont un potentiel 

impressionnant non seulement pour comprendre la véritable étendue de la variation génétique 

parmi les isolats de différents échantillons infectés, mais également pour détecter plusieurs 

espèces / sous-types (infection mixte) présents chez le même hôte (Troell et al., 2016). 
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IV.2.2.6. Génotypage multilocus  

Le marqueur gp60 permet l’identification des sous-types de différentes espèces de 

Cryptosporidium spp. Plus récemment, il a été montré que d’autres marqueurs, 

majoritairement des micro et mini-satellites, pouvaient être associés et utilisés pour 

caractériser plus finement les différents sous-types de C. parvum et/ou C. hominis (Mallon et 

al., 2003 ; Gatei et al., 2006 ; Tanriverdi et al., 2008 ; Jex et al., 2008 ; Xiao, 2010 ; Quílez et 

al., 2011). Ces techniques de génotypage multilocus (MLT : Multilocus Typing et MLST : 

Multilocus sequence typing) sont des outils puissants pour l’étude de la structure génétique 

des populations de C. parvum ou C. hominis (Mallon et al., 2003 ; Tanriverdi et al., 2006 ; 

Fayer et Xiao, 2007 ; Morrison et al., 2008).   

Jusqu’à présent de nombreux loci ont été identifiés et testés mais aucun protocole défini n’a 

été décrit. Les techniques MLST, basées sur les hétérogénéités de séquence des différents 

loci, donnent des informations plus complètes sur les variations de séquence entre les 

différents sous-types et mettent en évidence la présence de SNPs (Sulaiman et al., 2001 ; 

Peng et al., 2003 b ; Chalmers et al., 2005 ; Gatei et al., 2007 ; Wielinga et al., 2008). Les 

techniques, MLT, sont quant à elles basées sur l’analyse de taille des fragments des produits 

amplifiés, par électrophorèse capillaire (CE avec des amorces marquées) ou par 

l’intermédiaire de gel de polyacrylamide haute résolution (Feng et al., 2000 ; Mallon et al., 

2003 ; Tanriverdi et Widmer, 2006 ; Tanriverdi et al., 2006 ; Morrison et al., 2008). La 

technique de MLST est plus longue et plus coûteuse que la technique de MLT (Feng et al., 

2000 ; Mallon et al., 2003 ; Tanriverdi et Widmer, 2006 ; Tanriverdi et al., 2006).  

Enfin, toutes ces techniques sont utilisées afin de définir les espèces et génotypes du parasite.  

Cependant, elles ne fournissent pas de données sur la viabilité et l’infectiosité des oocystes de 

Cryptosporidium. Pour obtenir des informations supplémentaires sur ces aspects très 

importants, les méthodes indirectes, telles que la PCR par transcriptase inverse (RT-PCR) 

doivent être utilisées. La RT-PCR étant basée sur l’ARNm, qui a généralement une demi-vie 

très courte, son utilisation fournit une indication plus étroitement corrélée à l’état de viabilité 

par rapport à l’ADN (Skotarczak, 2010).  

 

 



 

PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE   

 

 
61 

IV.3. Techniques et outils d’étude de Cryptospridium 

Plusieurs efforts se sont déployés pour établir et mettre au point des méthodes plus adaptées 

afin d’étudier ce parasite. Avant d’aborder ces méthodes d’étude il est nécessaire de définir 

les aspects à vouloir déterminer chez le parasite à savoir : détecter le parasite, avoir la 

possibilité de le compter, estimer sa viabilité, son infectiosité et sa virulence. En raison des 

dangers réels et potentiels, il devient impératif de développer des systèmes capables de 

vérifier l’efficacité d’un traitement thérapeutique et de passer en revue un large spectre de 

molécules par criblage haut-débit. Enfin, de nombreux mécanismes concernant le cycle de vie 

de Cryptosporidium et sa relation avec les cellules-hôtes qu’il infecte demeure inconnus 

(Borowski et al., 2010). Cette incompréhension rend notamment la culture en routine in vitro 

du parasite impossible pour l’instant (Arrowood, 2002), d’où une nécessité de développer des 

outils également dans cette optique. 

 IV.3.1. Modèles d’étude de Cryptosporidiumin vitro 

La première culture de Cryptosporidium fut réalisée en 1983 par Woodmansee et Pohlenz sur 

des cellules humaines de cancer rectal (HRT). Mais ils n’ont pu observer que le stade asexué 

(Woodmansee et al., 1983).  

Le développement des cultures cellulaires a été important surtout dans les années 90. 

Cependant, malgré la variété de lignées cellulaires pouvant être infectées par C. parvum, des 

difficultés sont rencontrées dans la persistance de l’intensité de l’infection in vitro. Des 

protocoles standardisés sont utilisés en laboratoire mais d’importantes variations existent 

(temps d’incubation avec la molécule d’intérêt, analyse, quantification, infectiosité des 

oocystes utilisés…) rendant la comparaison de résultats délicate (Tzipori, 1998). Cependant le 

cycle du parasite a été reproduit avec succès dans une large variété de lignées cellulaires. Les 

cellules épithéliales intestinales paraissent les plus adaptées à la culture de Cryptosporidium 

parvum. Parmi les lignées les plus employées figurent les lignées humaines Caco-2 (human 

colonic carcinoma), RL95-2 (human endometrial carcinoma), HT29.74 (galactose-adapted 

human colonic carcinoma), HCT-8 (human ileocecal adenocarcinoma), et la lignée canine 

MDCK (Madin-Darby canine kidney) (Arrowood 2002 ; Borowski et al., 2010). La lignée 

HCT-8 donne les meilleurs résultats en rendement parasitaire, sans toutefois permettre une 

multiplication suffisante du parasite pour envisager son utilisation pour la propagation 

continue. Cette lignée supporte également la plus longue durée de culture : 25 jours (Hijjawi 

et al., 2001). Une équipe américaine a même réussi en 2008 à infecter avec succès une culture 
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organoïde de cette lignée cellulaire (HCT-8) avec C. parvum (Warren et al., 2008). La plupart 

des études in vitro ont été réalisées avec des oocystes de C. parvum. Les oocystes de C. 

hominis ont pu infecter avec succès les lignées cellulaires MDCK (Madin Darby canine 

kidney cells) et MRC-5 (secondary human lung fibroblast cells) et Akiyochi et collaborateurs, 

en 2003 ont montré que C. meleagridis TU 1867 était capable d’infecter les cellules MDBK 

(Madin Darby bovin kidney cells) (Karanis et Aldeyarbi, 2011).  

Des progrès encourageants ont toutefois été rapportés en culture axénique (Boxell et al., 2008 

; Hijjawi et al., 2004). Ces travaux, menés sur un milieu de culture RPMI-1640, ont permis 

l’obtention d’un cycle complet de développement de C. parvum à partir d’oocystes et ceux 8 

jours après inoculation. Les différents stades évolutifs extra cellulaires de C. parvum 

développés en culture axénique pouvaient être visualisés par immunomarquage en utilisant 

des anticorps anti-sporozoïte et anti-paroi de l’oocyste.  

Bien que cette méthode de culture ait été tentée sans succès par certains auteurs (Girouard et 

al., 2006), d'autres équipes (Rosales et al., 2005 ; Karanis et al., 2008 ; Zhang et al., 2009) ont 

également observé le développement de certaines étapes in vitro en cultures axéniques. De 

plus, Hijjawi et al., en 2010 ont rapporté également un développement complet du cycle de C. 

hominis en culture axénique. La culture in vitro de Cryptosporidium spp. est un outil 

intéressant pour l’étude de la biologie du pathogène et le développement ou l’évaluation de 

traitements antiparasitaires. Toutefois, elle reste d’un intérêt limité en raison des faibles 

rendements obtenus ainsi que de l’impossibilité de culture continue.  

Le couplage des cultures cellulaires avec des méthodes de détection telles que la PCR ou les 

techniques d’IEA (Enzyme ImmunoAssay) permettent d’évaluer l’infectiosité des oocystes 

mais également de tester l’efficacité de molécules anti-cryptosporidiennes potentielles 

(Gargala et al., 1999 ; Shahiduzzaman et al., 2009b).   

 IV.3.2. Modèlesd’étude de Cryptosporidiumin vivo 

Le modèle animal se présente comme un moyen complémentaire voire comme une alternative 

à la culture in vitro, pour l’étude de l’infection par Cryptosporidium spp. et pour la 

propagation du parasite. Toutefois, la difficulté de cet outil est liée à la relative spécificité 

d’hôte de certaines espèces. 

 



 

PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE   

 

 
63 

  IV.3.2.1. Le modèle murin  

C’est le modèle le plus utilisé pour des raisons pratiques, de coût, de maintenance et 

d’entretien. Les souris peuvent être immunocompétentes ou immunodéprimées 

(génétiquement ou chimiquement).  

Les souris immunocompétentes ne sont généralement sensibles à l’infection par C. parvum 

qu’au stade néonatal. Ceci a été rapporté notamment par Sherwood et al. en 1982 après avoir 

testé 8 lignées de souris (dont cinq immunocompétentes). Toutes ces lignées ont développé 

une infection lorsque le parasite leur a été administré avant l’âge de 4 jours. La sensibilité est 

toutefois limitée à partir de 21 jours même après injection de cyclophosphamide. Ces 

observations ont été confirmées après infection de souris BALB/c jusqu’à l’âge de 14 jours 

par Novak et Sterling, (1991) ou encore par d’autres équipes (Mirza-Qavami et Javid, 2011). 

D’autres lignées comme les souris «multi-mamate» (Mastomys coucha) ont également montré 

une sensibilité à l’infection par une autre espèce de Cryptospordium : C. andersoni (Kváč et 

al., 2007). 

L’utilisation de ces modèles reste limitée car ils sont difficiles à manipuler et l’infection 

obtenue est transitoire, d’où l’intérêt d’utiliser des modèles adultes même si ces derniers sont 

peu sensibles à l’infection par C. parvum. Pourtant, des souris adultes BALB/c et CD-1, 

lorsqu’elles sont axéniques (élevées en dehors de tout contact microbien et dépourvues de 

germes) deviennent susceptibles à l’infection, ce qui suggère le rôle protecteur que pourrait 

avoir la flore intestinale. L’infection obtenue reste tout de même moins sévère que dans le 

modèle néonatal (Harp et al., 1988). Des manifestations cliniques intestinales, sont également 

observées chez les souris C57BL/6 immunocompétentes (Costa et al., 2012) suite à 

l’inoculation d’oocystes traités avec de l’eau acidifiée (Garza et al., 2008). Les souris 

immunodéprimées peuvent l’être soit chimiquement soit génétiquement. 

L’immunosuppression chimique destinée à l’étude de la cryptosporidiose a été obtenue par 

l’action d’anticorps ou de corticoïdes. Ainsi l’administration d’anticorps monoclonaux anti 

CD4, anti-CD8, anti-IL2 ou anti-IFG, seuls ou en association (Ungar et al., 1991) permet 

d’obtenir une infection durable mais dépendante de la durée du traitement (Ungar et al., 1990 

; Ungar et al., 1991). L’immunosuppression chimique, via les corticoïdes, permet également 

le développement d’une cryptosporidiose prolongée chez les souris adultes. La durée et 

l’intensité de l’infection chronique ainsi obtenue dépendent du fond génétique des souris, du 

mode d’administration du corticoïde (Dei-Cas et al., 1998) et du type de drogue utilisée, la 
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dexaméthasone étant la plus communément utilisée (Certad, 2008). Les souris génétiquement 

modifiées ont également été utilisées : les souris nude (Heine et al., 1984 ; Taylor et al., 

1999), les souris déficientes en CMH du type II (Aguirre et al., 1994) mais également les 

souris SCID. Ces dernières sont déficientes en lymphocytes T et B et ont permis l’obtention 

d’une infection chronique pour des inocula de C. parvum allant de 103 à 107 oocystes (Mead 

et al., 1994 ; Certad et al., 2007 ; Garvey et al., 2010).  

  IV.3.2.2. Le modèle souris SCID traitée à la dexaméthasone   

Certad et ses collaborateurs ont mis au point un modèle de souris SCID traitées ou non à la 

dexaméthasone (SCID-D, SCID) qui leur a permis d’obtenir une infection durable après 

l’inoculation de C. parvum et de C. muris (Certad et al., 2007). Ces résultats se sont avérés 

être reproductibles. Cependant, le fait le plus marquant fut que les souris infectées avec C. 

parvum (traitées ou non à la dexaméthasone) ont développé des néoplasies intra épithéliales 

de haut grade au niveau de la région iléo-caecale dès 46 jours post infection (PI) qui 

progressaient en adénocarcinome intra-muqueux. Ces lésions ont également été observées au 

niveau de l’estomac (région antropylorique) et du duodénum (Certad et al., 2007). De plus, ce 

phénomène ne semble pas dépendant de la souche. En effet deux souches de C. parvum ont 

été testées (IOWA et TUM1), toutes deux induisent le développement de néoplasies gastro-

intestinales.  

IV.3.2.3. Autres modèles d’animaux expérimentaux  

Plusieurs autres modèles animaux de cryptosporidiose sont rapportés dans la littérature : 

 Le modèle rat immunodéprimé, artificiellement ou génétiquement (Fayer et Lindsay 

1997),  

 Le modèle hamster (sensible à C. parvum et C. muris) (Rossi et al., 1990 ; Rasmussen 

et Healey, 1992 ; Rhee et al., 1999),  

 Le modèle gerbilles de Mongolie (Meriones unguiculatus) adultes et sensibles à C. 

muris, C. hominis, C. parvum et C. andersoni (Koudela et al., 1998 ; Baishanbo et al., 

2005 ; Baishanbo et al., 2006; Kváč et al., 2007),  

 Le modèle porcelet (Widmer et al., 2000) ou le modèle veau nouveau-né axénique 

(Widmer et Sullivan, 2012) tous deux sensibles à C. hominis.  

 

IV.3.3. Nouvelles méthodes pour étudier les interactions hôte-Cryptosporidium 
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La compréhension des interactions hôte-parasite dans les intestins des humains et des 

ruminants a longtemps été limitée par le manque de méthodes permettant la culture à long 

terme. La plupart des études ont donc été réalisées avec des lignées cellulaires transformées. 

De plus, ces lignées cellulaires ne supportent pas facilement l'infection à Cryptosporidium et 

le parasite subit une réplication incomplète (Karanis et Aldeyarbi, 2011). Des efforts 

considérables ont été déployés pour développer de nouvelles méthodes permettant de 

surmonter ces limitations. Les cellules épithéliales humaines ont été propagées avec succès in 

vitro et peuvent persister pendant au moins 60 jours, contribuant ainsi à l'infection à C. 

parvum (Castellanos-Gonzalez et al., 2013). Un autre modèle a été établi avec des cultures 3D 

de cellules HCT-8 cultivées dans des fibres creuses qui imitent l'intestin en apportant des 

nutriments et de l'oxygène de la couche basale vers le haut (Morada et al., 2016). L'infectivité 

des oocystes d'une culture de 6 semaines produite avec cette méthode a été confirmée dans un 

modèle murin immunodéprimé à la dexaméthasone. Un modèle 3D humain similaire, utilisant 

la protéine de soie comme biomatériaux d'échafaudage et une culture de support à long terme 

(> 17 jours), est également disponible (DeCicco RePass et al., 2017). Le développement 

d'entérocystes humains et de souris, unités épithéliales intestinales fonctionnelles en culture 

3D qui récapitulent les aspects intégraux de l'intestin, constitue également une avancée 

technologique majeure (Zachos et al., 2016). En effet, ce système a été récemment utilisé 

comme modèles d'infections par C. parvum (Zhang et al., 2016). Enfin, la technologie micro-

fluidique «Gut-on-a-Chip», qui expose les cellules cultivées à des mouvements 

physiologiques semblables à un péristaltisme et à un écoulement liquide, peut être utilisée 

pour induire les cellules humaines Caco-2 à subir spontanément une morphogenèse robuste 

des villosités intestinales 3D (Huh et al., 2013, Kim et Ingber, 2013). Ces modèles 

physiologiquement pertinents, qui imitent mieux la complexité intestinale, contribueront sans 

aucun doute à mieux déchiffrer les interactions Cryptosporidium-cellules épithéliales 

intestinales (Baydoun et al.,2017). 

Tout récemment, la découverte du COLO-680N comme plateforme de culture cellulaire pour 

la production de C. parvum fournira un changement radical en ce qui concerne la recherche 

sur Cryptosporidium. Il s'agit du premier système facile à manipuler qui permet la production 

durable à long terme d'oocystes infectieux à l'échelle du laboratoire. Les cultures de cellules 

infectées par C. parvum peuvent être congelées et stockées. Ce système de culture accélérera 

la recherche sur Cryptosporidium et le développement de médicaments anti-Cryptosporidiens 

(Miller et al., 2018).   
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Tout récemment, la découverte du COLO-680N comme plateforme de culture cellulaire pour 

la production de C. parvum fournira un changement radical en ce qui concerne la recherche 

sur Cryptosporidium. Il s'agit du premier système facile à manipuler qui permet la production 

durable à long terme d'oocystes infectieux à l'échelle du laboratoire. Les cultures de cellules 

infectées par C. parvum peuvent être congelées et stockées. Ce système de culture accélérera 

les études de recherche sur Cryptosporidium et le développement de médicaments anti-

Cryptosporidiens (Miller et al., 2018).   

 

CHAPITRE V : MOYENS DE LUTTE THERAPEUTIQUE ET CONTROLE DE LA 

CRYPTOSPORIDIOSE 

La cryptosporidiose est une maladie difficile à contrôler (en raison d'oocystes résistant dans 

l'environnement, d'une faible dose infectante et de taux élevés d'oocystes sporulés excrétés) et 

l'infection peut être transmise très rapidement à un groupe d'hôtes sensibles. Les oocystes 

résistent à de nombreux désinfectants (Chalmers et Gilles, 2010 ; Casemore et Watkins, 

1998), il n’existe aucun vaccin commercial permettant de prévenir la maladie et les options de 

traitement disponibles sont limitées et reposent souvent sur un traitement de réhydratation 

(Megank et al., 2014). 

L’éradication du parasite dans l’organisme mais également dans l’environnement pose un 

important problème tant en santé humaine que vétérinaire. En effet, Cryptosporidium détient 

une position unique dans la cellule hôte puisque le parasite est intracellulaire mais extra- 

cytoplasmique. Cette place le protège de l’action de très nombreuses molécules et explique en 

partie la résistance de celui-ci aux traitements disponibles sur le marché. De plus, la maitrise 

de la contamination de l’environnement est difficile en raison de la très grande résistance des 

oocystes en milieu naturel mais également en présence de désinfectants usuels.  

Il apparait ainsi que la lutte contre la cryptosporidiose doit se concentrer sur plusieurs axes. 

Avant toute investigation il faut établir des mesures préventives concernant tant l’hygiène des 

individus et des locaux que le traitement de l’eau et des aliments. Mettre en place un 

traitement symptomatique permettant de limiter les signes cliniques chez les malades, puis un 

traitement étiologique dans le but d’éradiquer le parasite de manière efficace (Shahiduzzaman 

et Daugschies, 2012).  
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V.1. Pratiques de gestion des exploitations agricoles 

Les oocystes de C. parvum sont très difficiles à éliminer de l’environnement, une mesure de 

contrôle consiste à essayer de réduire la contamination de l’environnement en premier lieu. 

L'élimination fréquente des matières fécales et de la litière contaminée des aires de mise bas 

et des étables, combinée au nettoyage à la vapeur et à la désinfection à l'aide d'un désinfectant 

approprié, tel que les désinfectants à base de peroxyde d'hydrogène, peut aider à réduire 

l'accumulation d'environnement. Un nettoyage en profondeur avec de l'eau très chaude suivie 

d'un séchage (Harp et Goff, 1998) peut également être efficace car les oocystes sont sensibles 

aux températures extrêmes (jusqu'à -20 °C et jusqu'à 60 °C) et à la dessiccation (Robertson et 

al., 1992). 

V.2. Traitement symptomatique  

 V.2.1. Chez les ruminants 

Un traitement de soutien peut être entrepris chez les animaux. S’il est fréquent chez les 

bovins, il est rarement mis en place chez les ovins et les caprins en raison de la faible valeur 

économique des animaux à l’âge où ils développent la maladie. Préalablement à la mise en 

place de tout traitement, l’animal doit subir un examen clinique complet afin d’évaluer le 

degré de déshydratation, la présence ou l’absence d’acidose, d’une surinfection, d’une 

hypothermie, d’une hypoglycémie et d’une hyperkaliémie (Smith, 2008). Ainsi, tout animal 

présentant de la diarrhée associée à des symptômes systémiques, de la fièvre et de l’anorexie, 

devrait être traité (Constable, 2009).  

La fluidothérapie vise à corriger l’hypovolémie, les pertes électrolytiques mais également 

l’état d’acidose de l’animal. La détermination du volume de fluide à administrer doit tenir 

compte de l’état de déshydratation du veau, de la nature et du volume de la diarrhée, mais 

également du fait que seuls 60 à 80% des fluides administrés par voie orale sont absorbés par 

l’animal. L’équation habituellement utilisée pour calculer les besoins en fluides nécessaires à 

la correction des pertes dues à la diarrhée est donnée ci-dessous :  

Volume (L) = % de déshydratation x Poids du veau (kg).  

Le pourcentage de déshydratation est déterminé par l’enfoncement des globes oculaires, la 

persistance du pli de la peau au niveau de l’encolure et la sécheresse des muqueuses ainsi que 

par le dosage des gaz sanguins. 
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L’administration des fluides peut être réalisée par voie orale si l’animal présente un réflexe de 

succion ou par voie parentérale s’il est léthargique ou déprimé. Dans le cas d’animaux 

hypothermiques, les fluides doivent être réchauffés avant leur administration afin d’éviter une 

diminution du débit cardiaque pouvant entrainer la mort de l’animal. Une large variété de 

réhydratants pour une utilisation par voie orale ou intraveineuse existe sur le marché. En ce 

qui concerne les veaux hypoglycémiques, une supplémentation en glucose peut être mise en 

place afin d’obtenir une concentration de 2,5 à 5% de glucose dans le fluide qui sera 

administré par voie parentérale. De son côté, l’hyperkaliémie tend à se réguler avec la 

correction de la déshydratation de l’animal : restauration de la perfusion rénale, dilution et 

redistribution du potassium dans les cellules.  

 V.2.2. Chez l’Homme  

A ce jour, il n’existe aucune molécule complètement efficace contre la cryptosporidiose. Bien 

que la maladie soit auto-résolutive chez les sujets immunocompétents, elle peut évoluer vers 

la chronicité et entraîner des signes cliniques graves chez les personnes ayant un système 

immunitaire défaillant.   

Un traitement symptomatique peut être mis en place. Il vise notamment à corriger la 

déshydratation et les pertes en électrolytes à l’aide d’une fluidothérapie par voie intraveineuse 

et d’anti-diarrhéiques. L’apport d’un support nutritionnel adéquat est parfois nécessaire chez 

les individus atteints de la forme fulgurante de la cryptosporidiose. Enfin une antibiothérapie 

est conseillée lorsque l’infection persiste chez les personnes immunocompétentes 

(O’donoghue, 1995 et Griffiths, 1998). 

Toutefois, chez les patients séropositifs, la restauration de la fonction immunitaire par le biais 

d’antirétroviraux est d’une importance capitale car elle réduit la sévérité de l’infection et peut 

aboutir à une guérison tant sur les plans cliniques que microbiologique et histologique 

(O’donoghue, 1995 ; Griffiths, 1998 ; Zardi et al., 2005 ; Abubakar et al., 2007). En revanche, 

dans les pays en voie de développement, les traitements antirétroviraux ne constituent pas une 

solution acceptable en raison de leur faible disponibilité et de leur coût (Abubakar et al., 

2007).  

V.3. Thérapeutique spécifique  

À l'heure actuelle, peu de produits sont homologués pour le traitement ou la prévention de la 

cryptosporidiose chez les animaux de rente ou chez l'homme. Ceux qui sont disponibles ne 
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sont pas très efficaces et ne réduiront dans la plupart des cas que la durée de l'excrétion et 

n'auront que peu ou pas d'effet chez les patients immunodéprimés (Thomson et al., 2017). 

 V.3.1. Antimicrobiens 

  V.3.1.1. Antibiotiques  

  a)Le sulfate de Paromomycine  

Le sulfate de paromomycine est un antibiotique de la famille des aminoglycosides, produit par 

des Streptomyces. Au niveau structural, elle possède une nature hétérosidique qui associe un 

radical azoté dérivé de l’inositol (la désoxystreptamine). 

Dans le tractus gastro-intestinal, elle est absorbée en petites quantités le long de la membrane 

apicale des entérocytes garantissant ainsi une efficacité sur les formes intracellulaires du 

parasite. En revanche, elle se montre sans effet sur les formes extracellulaires (Griffiths, 1998; 

Tzipori, 1998). Cette faible absorption assure une forte concentration de la molécule 

localement et entraîne une quasi absence d’effets indésirables associés à son utilisation ainsi 

qu’un taux très réduit de résidus dans les viandes, ce qui est intéressant dans les filières des 

agneaux à viande ou des chevreaux (Chartier et al., 1996 ; Shahiduzzaman et Daugschies, 

2012). La paromomycine se fixerait au site A (Aminoacyl) du ribosome perturbant alors la 

synthèse protéique qui est très importante pendant le développement asexué du parasite 

(Marshall et Flanigan, 1992 ; Shahiduzzaman et Daugschies, 2012).   

La paromomycine permet une réduction de l’excrétion des oocystes et des signes cliniques 

chez de nombreuses espèces animales et à différentes doses. Sur les agneaux, l’administration 

de 100 mg/kg/jour pendant 3 jours consécutifs ou de 200 mg/kg/jour pendant 2 jours 

consécutifs s’avère efficace induit un arrêt de l’excrétion chez plus de 60% des agneaux 

traités après le 4ème jour de l’étude et 65% des animaux ne présentaient plus de diarrhée après 

la fin du traitement (Viu et al., 2000). En ce qui concerne le gain de poids des animaux, aucun 

bénéfice n’a été rapporté et de fortes doses auraient des effets négatifs sur la croissance (Viu 

et al., 2000 ; Wyatt et al., 2010).  

A l’heure actuelle, la paromomycine est commercialisée dans certains pays de l’Europe sous 

le nom de GABBROVET® en Belgique et de GABBROCOL® en Italie. En revanche, elle 

n’a pas d’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) en France pour traiter la 

cryptosporidiose. Cependant, elle est autorisée pour le traitement des colibacilloses chez les 

jeunes ruminants. 
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La paromomycine a démontré son efficacité dans le traitement de la cryptosporidiose chez un 

très grand nombre d’espèces y compris chez l’Homme. Elle est largement utilisée sur les 

autres continents chez les Ruminants et constitue la molécule de référence lors de l’évaluation 

de nouveaux composés anti-cryptosporidiens potentiels. 

  b) Azithromycine  

L’azithromycine est un antibiotique de la famille des macrolides, dérivé de l’érythromycine. 

Elle est rapidement absorbée par l’intestin et bien qu’incomplète son absorption demeure 

supérieure à celle de l’érythromycine (Elitok et al., 2005).  L’activité des macrolides est liée à 

l’inhibition de la synthèse protéique par fixation de l’antibiotique sur le site de 

transpeptidation de la grande sous-unité du ribosome. Elle concernerait les ribosomes du 

cytoplasme mais également ceux présents dans les mitochondries ou associés au génome 

extra-chromosique contenus dans les plasmides des Apicomplexa (Giacometti et al., 1996).  

L’azithromycine est un agent anti-cryptosporidien potentiel d’une efficacité variable sur des 

cultures cellulaires, chez les animaux et les humains immunodéprimés (Griffiths, 1998 ; 

Shahiduzzaman et Daugschies, 2012). 

D’un point de vue strictement thérapeutique, la molécule permettait une élimination de 

l’infection mais des rechutes étaient observées à l’arrêt du traitement. Ces rechutes pourraient 

être dues à la présence d’oocystes à paroi fine ayant servi de source de réinfection ou à 

l’existence d’une infection résiduelle dans les canaux pancréatiques ou biliaires (Rehg, 1991 ; 

Shahiduzzaman et Daugschies, 2012). Une étude menée par Elitok et al. (2005) sur des veaux 

a montré que l’azithromycine permettait une amélioration significative des signes cliniques, 

du gain moyen quotidien et une réduction du portage d’oocystes puisque 85% des veaux 

traités n’étaient plus excréteurs à la fin du traitement. Cette suppression du portage d’oocystes 

pourrait notamment avoir un effet significatif sur la réduction de la contamination de 

l’environnement par les oocystes de C.parvum. D’un point de vue économique, la dose 

d’azithromycine la plus efficace pour le traitement de la cryptosporidiose serait de 1500 

mg/jour pendant 7 jours. Cependant son coût prohibitif dans de nombreux pays freine son 

utilisation dans les élevages (Wyatt et al., 2010 ; Shahiduzzaman et Daugschies, 2012).  

Plusieurs études, conduites chez les patients séropositifs, montrent la variabilité de l’efficacité 

de l’azithromycine en fonction de plusieurs facteurs (dose, période, association avec d’autres 

molécules…) (Giacometti et al., 1999 ; Diaz et al., 1999). La récurrence de l’infection après 
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la fin du traitement est un phénomène courant et requière donc une administration prolongée 

du médicament (Rehg, 1991).   

  V.3.1.2. Autres produits antimicrobiens 

  a) Le Lactate d’halofuginone  

Le lactate d’halofuginone est un antiprotozoaire du groupe des dérivés de la quinazolinone. Il 

possède un effet cryptosporidiostatique suggérant une possible résistance du parasite 

(Silverlas et al., 2009). Commercialisé depuis 2009 sous le nom de HALOCUR®,c’est la 

seule molécule possédant une AMM dans toute l’Union Européenne et dans d’autres parties 

du monde pour la prévention et le traitement de la cryptosporidiose. La posologie 

recommandée est de 100 µg/kg/jour, l’administration devant commencer dès les premiers 

jours de vie et durer 7 jours consécutifs.  

De très nombreuses études ont fait état de l’efficacité du lactate d’halofuginone de manière 

dose-dépendante (de 60 à 120 µg/kg/jour pendant 7 jours consécutifs) pour diminuer 

l’excrétion des oocystes chez les veaux. Cependant, son utilisation ne permet ni une 

prévention de l’excrétion à la fin du traitement ni une amélioration des performances de 

croissance des animaux (Villacorta et al., 1991 ; Naciri et al., 1993 ; Lefay et al., 2001 ; 

Joachim et al., 2003 ; Jarvie et al., 2005 ; Lallemond et al., 2006 ; Klein, 2008 ; Trotz-

williams et al., 2011 ; Shahiduzzaman et Daugschies, 2012). De plus, son efficacité dans le 

traitement de la diarrhée et de ses signes associés est très controversée car des études 

suggèrent que la molécule diminuerait la sévérité de l’infection et la mortalité liée à la 

maladie (Lefay et al., 2001 ; Joachim et al., 2003 ; Constable, 2009 ; De waele et al., 2010 ; 

Shahiduzzaman et Daugschies, 2012). Le traitement préventif à base de lactate 

d’halofuginone permettrait de retarder l’infection jusqu’à une période où les veaux sont moins 

sensibles aux déséquilibres acido-basiques et à la déshydratation (Klein, 2008). En outre, le 

lactate d’halofuginone aux doses indiquées entraine le développement d’une réponse 

humorale spécifique faisant intervenir les IgA et les IgM (Peeters et al., 1993). 

L’association du lactate d’halofuginone avec une désinfection au Neopredisan à 3%, un 

produit à base de chlorocrésol, a permis de contrôler complètement la cryptosporidiose 

pendant les 2 premières semaines de vie des veaux, mais prolongerait la susceptibilité des 

animaux à l’infection à cause d’une stimulation insuffisante de l’immunité (Villacorta et al., 

1991 ; Keidel et Daugschies, 2013). L’activité anticryptosporidienne et le bénéfice clinique lié 

à l’utilisation du lactate d’halofuginone sont limités en présence de coinfections puisqu’il 
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entraine seulement un allongement de la période prépatente (Almawly et al., 2013). D’après 

De waele et al., (2010), le lactate d’halofuginone devrait être associé à de bonnes pratiques 

d’élevage et à des mesures hygièniques pour diminuer efficacement le risque de 

cryptosporidiose chez les veaux âgés de 7 à 13 jours.   

En ce qui concerne les agneaux et les chevreaux, la dose de 0,1 mg/kg/jour pendant 7 jours 

consécutifs permet d’inhiber la reproduction du parasite et encourage le développement d’une 

immunité (Giadinis et al., 2008 ; Shahiduzzaman et Daugschies, 2012). L’utilisation du 

lactate d’halofuginone prévient la diarrhée et la mortalité liées à la maladie chez les chevreaux 

mais demeure sans effet sur les animaux déshydratés ou acidosiques (Giadinis et al., 2008).  

Chez des veaux laitiers pré-sevrés ; l’étude comparative entre des traitements àl’halofuginone 

et des produits de fermentation de Saccharomyces cerevisiae, montrent un statut clinique et 

un gain de poids similaires (Vélez et al., 2019). 

Le lactate d’halofuginone possède des effets intéressants lors d’une utilisation en prévention 

de la cryptosporidiose chez les Ruminants. Il permet de différer l’infection à un moment où 

les veaux possèdent un système immunitaire plus performant pour combattre l’agent 

pathogène. Cependant, son utilisation chez des animaux déjà atteints par la maladie a montré 

des résultats controversés et parfois décevants. 

  b) Nitazoxanide  

Le nitazoxanide appartient à la famille des thiazolides possédant un large spectre d’activité 

contre les protozoaires intracellulaires et extracellulaires tels que les helminthes et les 

bactéries anaérobies. Il a été décrit pour la première fois en 1975 par Jean-François Rossignol 

(Tzipori, 1998 ; Fox et Saravolatz, 2005 ; Muller et al., 2007 ; Shahiduzzaman et Daugschies, 

2012).  La molécule présente une excellente biodisponibilité dans le tractus gastro-intestinal 

car elle est rapidement absorbée et métabolisée en tizoxanide et tizoxanide glucuronide. Chez 

le veau, les deux métabolites atteignent des niveaux de détection maximaux dans le sang 2h et 

8h respectivement après l’administration orale de nitazoxanide suggérant ainsi une durée 

optimale de 12h entre deux prises (Gargala et al., 2000 ; Hemphill et al., 2006 ; Schnyder et 

al., 2009 ; Shahiduzzaman et Daugschies, 2012). Son mode d’action reposerait sur l’inhibition 

de la PFOR (Pyruavte Ferredoxin OxidoReductase), une enzyme essentielle dans le 

métabolisme anaérobie, mais il ne s’agirait pas de l’unique voie à disposition de la molécule 

pour inhiber le développement des protozoaires. Le nitazoxanide est approuvé par la FDA 

(Food and Drug Administration) dans le traitement de la diarrhée induite par Cryptosporidium 
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chez les enfants âgés de 1 à 11 ans depuis décembre 2002 et chez les adultes et les enfants de 

plus de 12 ans depuis juin 2005 (Fox et Saravolatz, 2005 ; Hemphill et al., 2006).  

Sur les cultures cellulaires, le nitazoxanide a montré une importante activité inhibitrice de la 

croissance de C. parvum associée à une faible toxicité : une concentration de 10 µg/mL 

induisait une inhibition de 90% du développement du parasite sur des cellules MDBK 

(Theodos et al., 1998 ; Tzipori, 1998). Une étude de Gargala et al. (2000) sur des cellules 

HCT-8 rapporte que le nitazoxanide et son métabolite tizoxanide exercent des effets sur les 

sporozoïtes de C.parvum tandis que le nitazoxanide glucuronide agit sur les stades 

intracellulaires du cycle parasitaire.  

  c) Décoquinate  

Le décoquinate appartient à la famille des quinolones, c’est un coccidiostatique qui inhibe le 

transport des électrons via le cytochrome dans la mitochondrie (Lindsay et al., 2000b ; 

Lallemond et al., 2006 ; Constable, 2009 ; Shahiduzzaman et Daugschies, 2012). 

In vitro, le décoquinate ne permet qu’une faible inhibition du développement de C. parvum 

(8% contre 81% pour la paromomycine) à une concentration de 100 µM (Lindsay et al., 

2000b ; Shahiduzzaman et Daugschies, 2012). Chez les souriceaux, des doses de 2,5 et 5 

mg/kg de décoquinate n’ont pas entrainé une diminution de l’excrétion des oocystes (Lindsay 

et al., 2000b). Chez le veau, son administration à des doses de 2 mg/kg pendant 28 jours et 

2,5 mg/kg pendant 7 jours se montre sans effet sur l’excrétion des oocystes, la sévérité et la 

durée de la diarrhée ainsi que ses signes associés et le taux de mortalité (Lindsay et al., 2000b 

; Moore et al., 2003 ; Constable, 2009). Cependant, il permettrait une augmentation du gain 

moyen quotidien des animaux traités (Lallemond et al., 2006 ; Shahiduzzaman et Daugschies, 

2012). En ce qui concerne les caprins, l’utilisation du décoquinate à la dose de 2,5 mg/kg 

pendant 21 jours sur les chevreaux ou les femelles gestantes est associée à une amélioration 

clinique, une réduction de l’excrétion des oocystes en nombre et en durée et une diminution 

de la mortalité due à la maladie (Mancassola et al., 1997 ; Ferre et al., 2005 ; Shahiduzzaman 

et Daugschies, 2012). De plus, le traitement est bien toléré chez les chèvres suggérant son 

intérêt dans la prévention de la cryptosporidiose (Ferre et al., 2005).  

V.4. Molécules issues de la médecine traditionnelle et des plantes  

De nombreuses molécules ont été testées pour le traitement et la prévention de la 

cryptosporidiose mais, à ce jour, aucune ne s’est montrée totalement satisfaisante.  
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 V.4.1. Charbon actif (ou charbon activé)  

Le charbon actif, connu entre autres pour ses propriétés adsorbantes, est largement utilisé en 

médecine humaine.  

In vitro, le charbon mélangé aux acides organiques ont diminué le nombre d’oocystes 

suggérant ainsi qu’il contient des composés aux propriétés désinfectantes. Les acides 

organiques auraient eu une action directe sur la viabilité de C.parvum. Le Nekka-Rich 

pourrait être efficace dans la prévention de l’infection à C.parvum chez les veaux puisqu’il 

diminue la sévérité de la diarrhée, l’excrétion des oocystes et leur adhésion au niveau des 

cellules épithéliales intestinales (Watarai et al., 2008). Chez les chevreaux, son administration 

orale en deux ou trois prises quotidiennes (3,75 g/jour) de l’âge de 3 à 17 jours permet une 

réduction de l’excrétion des oocystes et une amélioration des signes cliniques (Paraud et al., 

2011).  

 V.4.2. La grenade  

La grenade est le fruit du grenadier, Punica granatum, présent majoritairement en Asie 

Occidentale et en Asie Centrale. Ses utilisations, en plus de l’aspect nutritionnel, sont 

nombreuses : traitement des diarrhées, des infections parasitaires, des infections du tractus 

urinaire, des calculs rénaux… Elle permettrait de diminuer la croissance bactérienne et 

inhiberait les toxines produites par celles-ci. De plus le fruit, la peau et le jus seraient dotés 

d’un fort pouvoir antioxydant et anti-inflammatoire, suggérant un intérêt dans la prévention 

de maladies cardiovasculaires, de certains cancers et de la maladie d’Alzheimer.   

 L’activité anti-cryptosporidienne potentielle de la grenade a été testée chez des souriceaux 

albinos infectés expérimentalement par C.parvum. Le traitement à base de peau de Punica 

granatum (3 g/kg) permettait une réduction de l’excrétion des oocystes et une amélioration 

des signes cliniques. Au niveau histologique, une diminution du nombre de trophozoïtes et de 

l’infiltration lymphocytaire ainsi qu’une restauration de l’architecture des villosités étaient 

observées. Aucun effet secondaire n’a été rapporté lors de l’étude (Al-mathal et Alsalem, 

2012). 

V.4.3. Ail  

Depuis des millénaires, l’ail, Allium sativum, est connu pour ses propriétés culinaires et 

médicinales. Il est utilisé depuis 5000 ans et apparait dans les dessins de l’Egypte Antique, où 

il était très largement cultivé. Récemment, les scientifiques se sont intéressés à ses propriétés 
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antimicrobiennes, anticoagulantes, hypoglycémiantes, hypolipidémiantes, antioxydantes et 

antitumorales. L’ail possèderait également des effets anthelminthiques par baisse de la charge 

parasitaire. Son activité serait imputée à l’allicine (diallyl thiosulfinate), un composé organo-

sulfuré responsable de ses propriétés antimicrobiennes mais aussi de son goût.  

Chez les souris, l’administration orale de jus d’ail (50 mg/kg) pendant 13 ou 14 jours permet 

de réduire l’excrétion des oocystes et d’éradiquer C.parvumdes sections intestinales lors 

d’examen post-mortem. L’activité de la MPO (MyéloPérOxydase), une enzyme associée à 

l’inflammation intestinale, est également diminuée lors de traitement à base d’ail. Il est 

cependant à noter que la diminution de celle-ci et de l’excrétion des oocystes est moins 

importante chez les animaux immunodéprimés.    

L’efficacité de l’ail en prévention et en traitement de la cryptosporidiose peut être expliquée 

par plusieurs mécanismes : le blocage de la synthèse lipidique, la favorisation de la 

phagocytose avec une augmentation de l’activité des cellules Natural Killer qui renforce les 

mécanismes de défense pendant la durée du traitement, et la perturbation des fonctions 

physiologiques normales du parasite comme la mobilité, l’absorption de nourriture et la 

reproduction (Gaafar, 2012).  

 V.4.4 Curcuma  

Le curcuma est un composé polyphénolique naturel extrait de la plante Curcuma longa. Il est 

connu pour ses effets antioxydants et anti-inflammatoires et est utilisé depuis très longtemps 

dans la médecine ayurvédique indienne. Il possèderait également des activités antitumorales, 

immunostimulantes et antiprotozoaires.   

Le curcuma a montré des effets prometteurs in vitro sur l’infectiosité et le développement de 

C. parvum : plus de 95% d’inhibition de la croissance du parasite était observée pour une 

exposition pendant plus de 12h des cellules infectées avec une concentration de curcuma de 

50 µM et l’invasion des cellules hôtes par les sporozoïtes était inhibée d’au moins 65% en 

présence de 200 µM de curcuma. L’interruption de l’exposition après 24h n’a pas entrainé de 

résurgence du développement de C.parvum. Il inhiberait les phospholipases cellulaires des 

mammifères ce qui réduirait l’infectiosité des sporozoïtes de C.parvum. De même, l’inhibition 

d’une histone diacétylase pourrait être à l’origine de l’inhibition de la croissance du parasite 

en présence de curcuma (Shahiduzzaman et al., 2009a ; Shahiduzzaman et Daugschies, 2012).  
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En outre, dans des études récentes, l'activité anti-cryptosporidienne et anti-oxydante de la 

curcumine contre C. parvuma été encore confirmée. Cependant, il a été rapporté que ses effets 

étaient plus faibles comparés à la paromomycine (Asadpour, 2017 ; Asadpour et al., 2018).  

 V.4.5. Acides ginkgoliques  

Le Ginkgo biloba, également appelé « arbre aux quarante écus » est utilisé dans la médecine 

traditionnelle chinoise depuis l’antiquité. Originaire d’Asie, le ginkgo possède des effets 

nombreux sur l’organisme : antioxydant, anti-tumoral, antimicrobien, molluscicide…  Les 

acides ginkgoliques sont des acides carboxyliques aromatiques retrouvés dans la partie 

externe pulpeuse de l’ovule de Ginkgo biloba.  

Wu et al. (2011) ont étudié l’activité anticryptosporidienne de ces acides sur des cellules 

HCT-8 : l’exposition à une dose de 5 µg/mL pendant 48h diminuait fortement le nombre de 

C.andersoni dans les cultures cellulaires ; une toxicité dose-dépendante a été rapportée. Ces 

résultats suggérent l’intérêt que peuvent représenter les acides ginkgoliques dans le traitement 

de la cryptosporidiose.  

 V.4.6. Alcaloïde issu de Sophora flavescens 

La matrine est un alcaloïde extrait de la plante Sophora flavescens, une plante médicinale 

chinoise. Cette molécule possède des activités potentielles antinéoplasiques, antifibrotiques, 

anti-inflammatoires et anti-tumorales.   

Chen et Huang (2012) ont mené une étude visant à évaluer les effets de la matrine in vitro et 

in vivo sur l’infection à C. parvum. Une réduction de 54 à 63% du nombre d’oocystes chez les 

souris et une diminution de 28 à 58% du nombre de cellules infectées par C. parvum étaient 

observées. Les effets du traitement étaient maximaux pour des doses de 100 µg/mL in vitro et 

10 mg/kg in vivo tandis que des doses de 200 µg/mL in vitro et 20 mg/kg in vivo étaient 

nécessaires pour obtenir des effets optimaux sur l’intégrité des membranes cellulaires et de la 

muqueuse. L’intégrité de la membrane cellulaire a été évaluée par la concentration en acide 

D-lactique.  

 V.4.7. Mangiférine  

La mangiférine est un C-glucosylxanthone issu des feuilles du manguier, Mangifera indica.  

Une étude de Perrucci et al. (2006) sur des souriceaux rapporte que la mangiférine à la dose 

de 100 mg/kg possède une activité anticryptosporidienne comparable à celle de la 
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paromomycine à la même dose. Elle diminue la colonisation intestinale par C. parvum de plus 

de 80%.  

V.4.8. Génistéine  

La génistéine est une isoflavone. Elle a été mise en évidence en 1918 par Valeur dans des 

extraits de genêt à balais (Cytisusscoparius). A des proportions moindres, la génistéine peut 

aussi être retrouvée dans certaines plantes comme le soja, fève, kiwi…Elle possède de 

nombreuses propriétés, ce qui en fait une molécule d’intérêt pour la recherche en 

pharmacologie (Wegrzynet al., 2010) 

Cette molécule est notamment un inhibiteur des protéines kinases spécifiques de la tyrosine 

des récepteurs membranaires EGF (Epidermal Growth Factor) (Akiyama et al., 1987 ; 

Shahiduzzaman et Daugschies, 2012).  

La génistéine a montré une forte activité in vitro et in vivo contre l’infection à 

Cryptosporidium spp. (Stachulski et al., 2006 ; Shahiduzzaman et Daugschies, 2012).  

V.5. Molécules à activité anticryptosporidienne potentielle  

 V.5.1. Molécules de nature saccharidique  

  V.5.1.1. Cyclodextrine 

Les cyclodextrines sont une famille d’oligosaccharides, ce sont des molécules cristallines, 

hydrosolubles, cycliques et non réductibles. Les familles α, β et ɣ sont les plus utilisées. Elles 

sont considérées comme non-toxiques en raison d’une absence de diffusion au travers des 

membranes et d’absorption dans le tube digestif.  

Dans l’industrie pharmaceutique, les cyclodextrines sont couramment utilisées comme 

excipient des médicaments permettant d’augmenter la solubilité et la stabilité de certains 

principes actifs.  

Leur intérêt dans la prévention et le traitement de la Cryptosporidiose a été découvert de 

manière inopinée. Lors d’une étude menée sur des souriceaux, Castro-Hermida et al.(2001) 

ont découvert que le niveau d’infection était significativement plus bas lors d’administration 

de β- cyclodextrine (34 mg/kg) que lors d’un traitement à base de furoate de diloxanide.  

Chez les agneaux, son utilisation en prophylaxie ou en traitement à la dose de 500 mg/kg 

pendant 3 jours entrainait une diminution de la période patente et de la sévérité de la diarrhée 
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sans réinfection à la fin du traitement. En prévention, elle permettait également de réduire 

l’incidence de la Cryptosporidiose (Castro-Hermida et al., 2001).  

En ce qui concerne l’α-cyclodextrine, son administration à des chevreaux au début de 

l’infection (500 mg/kg pendant 6 jours) était associée à un allongement de la période pré-

patente, une réduction de la période patente et une diminution de l’intensité de l’infection. 

Aucun bénéfice sur le gain de poids des chevreaux n’a été rapporté (Castro-hermida et al., 

2004). 

  V.5.1.2. Les polysaccharides naturels (Chitosans) 

Le chitosan, un biopolymère d'aminopolysaccharide, possède une structure chimique unique 

et complexe avec une densité de charge élevée, des groupes amino hydroxy réactifs ainsi 

qu'un important couplage hydrogène. Il présente une excellente biocompatibilité, une stabilité 

physique et une facilité de traitement. Le terme «chi-tosan» décrit un groupe hétérogène de 

polymères combinant un groupe de caractéristiques physicochimiques et biologiques, 

permettant une large gamme d’applications fascinantes et encore inexplorées. La prise de 

conscience croissante des potentialités et de la valeur industrielle de ce biopolymère a conduit 

à son utilisation dans de nombreuses applications d'intérêt technique, et de plus en plus dans 

le domaine biomédical. Bien que non utilisé principalement comme agent antimicrobien, son 

utilité en tant qu'ingrédient à la fois dans les formulations alimentaires et pharmaceutiques a 

récemment gagné plus d’intérêt, quand une compréhension scientifique d’au moins quelques-

unes des activités pharmacologiques de ce glucide polyvalent a commencé à évoluer. 

Cependant, la compréhension des divers facteurs qui affectent son activité antimicrobienne est 

devenue un enjeu clé pour une utilisation plus simple et une optimisation plus efficace des 

formulations de chitosan. En outre, l'utilisation du chitosan devrait reposer sur une 

connaissance suffisante des mécanismes complexes de son mode d'action antimicrobien, ce 

qui va aider à mieux comprendre ce potentiel. Néanmoins, les sources, les aspects 

biochimiques, la structure et la modification chimique, les propriétés physico-chimiques et 

fonctionnelles, ainsi que les applications du chitosan ont été étudiés de manière approfondie 

dans la littérature. 

a) Nature et sources 

Le chitosan est principalement produit à partir de la chitine, largement distribuée dans la 

nature, principalement en tant que composant structurel des exosquelettes d'arthropodes (y 

compris les crustacés et les insectes), dans les diatomées et les algues marines, ainsi que dans 
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certaines parois cellulaires fongiques. Sur le plan structure, la chitine est un muco-

polysaccharide insoluble et linaire (Figure 9) consistant en unités répétitives N-acétyl-D-

glucosamine (GlcNAc), liées par des liaisons glycosidiques (Tharanathan et Kittur, 2003). 

Techniquement, la structure de la chitine est étroitement liée à celle de la cellulose (Suzuki, 

2000). Sa production commerciale est généralement associée aux industries des fruits de mer, 

telles que la mise en conserve des crevettes, où la transformation des carapaces de crustacés 

(Kumar, 2000).  

b) Propriétés biologiques 

Le chitosan, un biopolymère hydrophile, est obtenu industriellement en hydrolysant les 

groupes aminoacétyle de la chitine. C'est un polysaccharide naturel, disponible en solution, en 

flocons, en poudre fine, en perles et en fibres. 

Une grande partie de l'intérêt commercial récent pour les chitosans et ses dérivés découle du 

fait qu’ils combinent plusieurs caractéristiques biologiques favorables, y compris la 

biodégradabilité, biocompatibilité et non toxicité, ce qui le valorise dans le secteur 

pharmaceutique, biomédical comme applications industrielles. 

 

 

Figure 9 : Structure chimique du chitosan et sa production à partir de la chitine par hydrolyse alcaline 

du Groupes N-acétyle. Le chitosan est : (1 → 4) 2-amino-2-désoxy-b-D-glucane. 

 

 

c) Domaines d’application  

La chitine a suscité un grand intérêt, non seulement en tant que ressource sous-utilisée, mais 

également en tant que nouveau matériau fonctionnel à fort potentiel dans divers domaines 
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(Kumar, 2000). Bien que ces importantes ressources aient été impliquées à la foisdans la 

recherche et développement de processus et d'applications pour le chitosan, seules les deux 

dernières décennies ont vu des développements sérieux dans une variété de technologies 

visant pour l'utilisation commerciale du chitosan et de ses dérivés. Chitosan, ses oligomères et 

un certain nombre de ses dérivés émergés en tant que nouveaux biomatériaux pour un certain 

nombre d’applications allant des produits pharmaceutiques, cosmétiques, médical, alimentaire 

et textile à des applications agricoles. Plusieurs dérivés de la chitine ont été préparés, mais ils 

n’étaient pas aussi étudiés à la fois sur le plan universitaire et sur le plan industriel. L’un des 

domaines d’activité de recherche intense a été l’utilisation de composés naturels, dont le 

chitosan, à des fins de conservation; il est né d'un besoin de contrôle plus sûr et plus 

économique de la stabilité microbienne des systèmes agroalimentaires et pharmaceutiques, 

qui est en train de devenir une nouvelle frontière de recherche (Roller, 2003). 

Introduit sur le marché dans les années 1990, le chitosan a fait l’objet de nombreuses 

recherches concernant son potentiel comme excipient pharmaceutique utile et prometteur dans 

diverses formulations pharmaceutiques (Singla et Chawla, 2001).  

En effet, certaines études ont montré que le chitosan, utilisé comme un adjuvant immunitaire, 

un agent d'administration de médicament ou une fibre alimentaire, pourrait efficacement 

promouvoir la réponse immunitaire locale et améliorer la présentation antigénique (Porporatto 

et al., 2005; Xie et al., 2007). De plus, le chitosan est impliqué en tant qu’agent 

antifongiqueen activant l'expression de certains gènes dans la cellule hôte, induisant ainsi la 

production de protéines associées aux agents pathogènes, telles que les chitinases et autres 

enzymes hydrolytiques. Ces enzymes peuvent hydrolyser la chitine dans les parois cellulaires 

des champignons, entraînant par conséquent l’inhibition de la croissance et / ou la mort du 

pathogènes (Doares et al., 1995; Mason et Davis, 1997). L'induction des chitosanases et les 

chitinases par génie génétique ont été également proposées (Cuero, 1999). 

d) Aspects économiques et statut réglementaire 

Comme une grande partie de l'exosquelette de crustacés est facilement disponible en tant que 

sous-produit de l’industrie de la transformation des fruits de mer, la matière première pour la 

production de chitosan est relativement peu coûteuse, et par conséquent la production de 

chitosan à grande échelle de cette bio-ressource renouvelable est économiquement réalisable 

(Rabea et al., 2003). Le chitosan est un produit commercialisé dans différentes parties du 

monde (Amérique du Nord, Pologne, Italie, Russie, Norvège, Japon et Inde) à grande échelle. 
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e) Activité antimicrobienne 

 

L’ère moderne de la recherche sur le chitosan a été annoncée par publications dans les années 

1990 décrivant le traitement antimicrobien potentiels du chitosan et de ses dérivés, qui 

présentent un large éventail d'activités contre les agents pathogènes humains comme 

organismes d'origine alimentaire (Muzzarelli et al., 1990; No et al., 2002; Savard et al., 2002; 

Rabea et al., 2003). , Jumaa et al. (2002) ont suggéré que le chitosan soit utilisé comme agent 

antimicrobien conservateur dans les formulations en émulsion pour muqueuse ainsi que pour 

les applications parentérales. De même, Sagoo et al. (2002) ont proposé de l'utiliser comme 

complément de la potentialisation de l'efficacité biocide des antimicrobiens. 

La valeur potentielle du chitosan en tant qu’un antimicrobien ouvrirait une nouvelle voie pour 

l’utilisation de ce produit. Cependant, des paramètres détaillés de l'application doit être bien 

définis, afin d'éviter des interactions défavorables, ou la perte de son activité. 

f) Effet des polysaccharides « chitosan » sur Cryptosporidium spp.   

Le chitosan a connu récemment les premières études où des essais ont été réalisés afin 

d’évaluer l’effet de ce produit sur le genre Cryptosporidium dans des modèles in vitro et in 

vivo. Ces investigations ont mis l’accent sur la capacité de ces polysaccharides à éliminer ou 

réduire l’excrétion du parasite. Les auteurs ont rapporté des résultats prometteurs quant à la 

réduction des oocystes ou une diminution de signes cliniques en utilisant des souches de 

références. En effet dans deux systèmes de culture in vitro (lignées cellulaires HCT-8 et Caco-

2) pour l'infection à C. parvum. Mammeri et al. (2018) ont étudié à la fois la toxicité du 

chitosan et ses effets sur C. parvum (souche Iowa). Pour évaluer les effets du chitosan sur 

l'excrétion d'oocystes in vivo, des souris nouveau-nées CD-1 ont été inoculées par voie orale 

avec des oocystes de C. parvum (souche Iowa). Les résultats ont montré que le chitosan 

inhibe de manière significative la multiplication de C. parvum dans les lignées cellulaires 

HCT-8 et Caco-2 (P <0,005). In vivo, le traitement par chitosan a révélé une réduction 

significative de l'excrétion parasitaire chez les souris nouveau-nées infectées et traitées. 

Dans une étude similaire, le chitosan sous forme de nanoparticules a été testé pour évaluer son 

effet sur Cryptosporidium parvum (souche de référence). Les expériences ont été effectuées in 

vitro à des concentrations en série et confirmées chez des souris avec un test d'infectivité in 
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vivo. Les résultats ont montré une diminution du nombre d'oocystes de Cryptosporidium et 

l’altération du parasite, en fonction de la dose de chitosan utilisée et du temps d'exposition. 

Toutefois, la dose létale minimale des oocystes détruits était de 3000 µg / ml (Ahmed et al., 

2019).  

Aussi, au cours d’une expérimentation in vivo sur des agneaux, des modifications 

significatives ont été observées au niveau de l’excrétion des oocystes. En conséquence, chez 

les agneaux atteints de cryptosporidiose expérimentale, les oligosaccharides de chitosan ont 

présenté une amélioration des signes cliniques. En revanche, l'administration de la molécule 

chitosan à des doses de 100, 500 et 1000 mg / kg pendant 7 jours a considérablement réduit 

l’excrétion des oocystes mais pas assez pour éliminer complètement la cryptosporidiose 

(Coskun et al., 2019). 

 V.5.2. Molécules de natures lipidiques, peptidiques ou autres 

La recherche de médicaments efficaces contre la cryptosporidiose s’est tournée vers plusieurs 

types de molécules avec plus ou moins de succès et de nombreuses pistes restent encore à 

explorer. Un nombre considérable de produits a été testé in vitro ou/et in vivo afin de 

déterminer l’effet de ces composés comme L-arginine, inhibiteur de protéase,Acide 

aurintrincarboxylique… (Castro et al., 2012 ; Zardi et al., 2005). 

V.6. Immunothérapie et prophylaxie  

V.6.1. Vaccination  

Le statut immunitaire de l'hôte joue un rôle essentiel dans la détermination de la sensibilité à 

l'infection par ce parasite, ainsi que dans l'évolution et la gravité de la cryptosporidiose. Par 

conséquent, comprendre les interactions hôte-parasite et les éléments essentiels de l’immunité 

à Cryptosporidium spp. sont essentiels au développement d’immunothérapies ou de vaccins 

efficaces (Mead, 2014). Une séquence complexe d'événements impliquant divers composants 

de la réponse innée et adaptative de l'hôte s'est révélée être importante dans le contrôle de 

l'infection à Cryptosporidium (Petry et al., 2010; McDonald et al., 2013). Cependant, la 

nature de ces réponses, en particulier chez l'homme, n'est pas complètement comprise (Borad 

et Ward, 2010). Cependant, comme ce parasite est largement localisé dans le tractus intestinal, 

un vaccin qui stimule les réponses immunitaires muqueuses sera probablement le plus 

bénéfique (Mead, 2014). Par exemple, les vaccins muqueux disponibles dans le commerce 

contre d'autres agents pathogènes entériques tels que les rotavirus, vivants et atténués, ont 
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remporté un succès considérable en matière de prévention et de contrôle des maladies chez les 

enfants des pays développés (Pasetti et al., 2011), mais avec une protection moindre dans les 

pays en développement (Vesikari, 2012). 

Chez les porcs, l'immunité spécifique de C. hominis était suffisante pour protéger 

complètement contre la contamination par la même espèce (Sheoran et al., 2012). Dans un 

deuxième groupe de porcs, une primo-infection par C. hominis et une infection ultérieure par 

C. parvum ont entraîné une immunité protectrice croisée partielle avec des symptômes plus 

légers et une excrétion plus faible de l'oocyste que les témoins infectés uniquement par C. 

parvum (Sheoran et al., 2012).  

La mise au point d’un vaccin implique la sélection d’antigènes capables de produire une 

réponse cellulaire T protectrice contre la cryptosporidiose : oocystes atténués, fractions 

d’oocystes ou de sporozoïtes et protéines de surface recombinantes possédant un rôle dans la 

motilité et l’attachement du parasite. Idéalement, le vaccin contre la cryptosporidiose serait 

composé de plusieurs antigènes issus de C. parvum et C. hominis et permettrait une 

glycolysation (addition de glucides) des protéines afin d’augmenter leur immunogénicité 

(Boulter-Bitzer et al., 2007 ; Mead, 2010).  

En effet, les antigènes ancrés à la surface du parasite via le glycosylphosphatidylinositol 

(GPI) sont impliqués dans l'attachement et l'invasion des cellules hôtes et représentent des 

candidats vaccins prometteurs. Un essai a été réalisée chez des veaux et a permis la détection 

de la réaction d'anticorps spécifiques contre les antigènes, démontrant leur immunoréactivité 

et leur expression, ainsi que leur reconnaissance in vivo à un stade précoce de l'infection de 

l'hôte (Tomazik et al., 2018). 

V.6.2. Prophylaxie par le colostrum  

V.6.2.1. Colostrum chez le bovin  

Dans une étude de Tzipori et collaborateurs sur des veaux diarrhéiques, la plupart des veaux 

étaient hypoglobulinémiques. On pourrait supposer que la prise de colostrum serait un facteur 

de protection face à Cryptosporidium (Tzipori et al., 1983). En revanche, l’administration du 

colostrum frais plutôt que congelé diminue l’incidence de la maladie (Mohammed et 

al.,1999). Toutefois, d’autres auteurs rapportent des résultats où le colostrum n’offre aucune 

protection face à la cryptosporidiose (Harp et al., 1990 ; Quigley et al., 1994). Cependant, 
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administrer un colostrum hyperimmun bovin permet de diminuer le temps d’excrétion et le 

nombre d’oocystes excrétés par rapport à un colostrum normal (Fayer et al., 1989).  

Un enfant âgé de 3 ans et 2 mois atteint de cryptosporidiose,présentant des vomissements et 

une diarrhée avec un retard de croissance et n’ayant pas répondu au traitement conventionnel, 

a reçu du colostrum bovin hyperimmun produit contre l’antigène parasitaire. Ses 

vomissements et sa diarrhée ont disparu après cinq jours de traitement (Tzipori et al., 1986). 

Chez les patients séropositifs, l’administration de colostrum bovin hyperimmun à des doses 

comprises entre 20 et 40 g/jour a réduit le nombre d’oocystes retrouvés dans les selles sans pour 

autant améliorer le statut clinique des malades. A l’inverse, Abubakar et al. (2007) rapportent les 

conclusions d’une étude sur des patients séropositifs chez lesquels l’utilisation de colostrum bovin 

hyperimmun n’a réduit ni la quantité d’oocystes ni le volume des selles. 

V.6.2.2. Colostrum chez les ovins 

Des études antérieures ont montré que l’immunisation de brebis gestantes permettait de 

prévenir la cryptosporidiose chez les agneaux par le biais de la prise du colostrum (Naciri 

etal., 1994). Des conclusions similaires ont été rapportées par Martin-Gomez et al.(2005) lors 

d’immunisation des femelles. En effet, chez les agneaux, le début de l’excrétion des oocystes 

était retardé (J5 contre J3 post-inoculation chez les agneaux du groupe contrôle), la période 

patente et la durée de la diarrhée étaient diminuées (7-8 jours contre 11 jours et 3 jours contre 

8,6 jours respectivement) tandis que la quantité d’oocystes excrétés était réduite de 77%. Ces 

agneaux présentaient également de meilleures performances de croissance puisqu’ils 

affichaient un gain de poids vif supérieur de 2 kg par rapport aux agneaux du groupe contrôle. 

Mais seulement 3 individus furent utilisés pour cette étude ce qui n’était pas statistiquement 

significatif. 
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VI : CONCLUSION  

Le genre Cryptosporidium est un protozoaire parasite de l’embranchement des Apicomplexa 

infectant tous les groupes de vertébrés et notamment les humains (Fayer, 2010).  

Il s’agit de l’agent étiologique de la cryptosporidiose, une diarrhée sévère voire létale pour les 

organismes immunodéprimés ou dont le système immunitaire n’est pas entièrement formé, 

comme les enfants. Originellement découvert sur une souris en 1907 (Tyzzer, 1907), il n’a été 

reconnu qu’au début des années 1980 comme étant un agent étiologique d’importance de 

maladies humaines suite à plusieurs cas de décès de personnes porteuses du Virus de 

l'Immunodéficience Humaine (VIH) et atteintes de cryptosporidiose. 

Une forte prévalence des cas de Cryptosporidiose se situe dans les pays en développement en 

raison du manque d’hygiène, particulièrement pour les enfants, et du nombre plus important 

des personnes porteuses du VIH (Putignani et Menichella, 2010). Les épidémies liées à 

Cryptosporidium surviennent également dans les pays développés (Chalmers, 2012). La plus 

importante eut lieu en 1993, dans la ville de Milwaukee aux Etats-Unis, causant plus de 400 

000 personnes malades et 69 décès (Mac Kenzie et al., 1994). Les travaux de Baldursson et 

Karanis ont ainsi montré que 60% des maladies parasitaires d’origine hydrique en Europe et 

aux Etats-Unis entre 2004 et 2010 ont pour origine le Cryptosporidium (Baldursson et 

Karanis, 2011).  

La synthèse bibliographique a montré que de nombreuses données sur l’épidémiologieet la 

maîtrise de Cryptosporidium spp.sont disponibles chez les ruminants dans les pays 

développés alors que les informations manquent chez ces animaus dans les pays en voie de 

développement. En ce qui concerne l’Algérie, les données d’épidémiologie concernant la 

cryptosporidiose sont peu nombreuses.  

La majorité des études épidémiologiques réalisées sur la cryptosporidiose des ruminants en 

Algérie, ont été menées uniquement à l’aide de la microscopie (Akam et al., 2002 ; Akam et 

al.,2009 ; Khelef et al., 2010 ; Ouchène et al., 2012 ; Hocine et al., 2016 ; Laatamna et al., 

2018) et donc sans caractérisation basée sur les outils modernes de la biologie moléculaire. 

Cinqétudes seulement, à ce jour, ont présenté des résultats de caractérisation moléculaire 

d’isolats de Cryptosporidium sp. chez les ruminants.Parmi ces études, trois uniquement ont 

rapporté des données en rapport avec les aspects zoonotiques de la maladie (Baroudi et al., 

2017 ; Baroudi et al.,2018 ; Ouakli et al., 2018). 
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Cependant, dans le monde de nombreux travaux sont connus sur la cryptosporidiose animale. 

Chez les ruminants, l’âge semble grandement influencer la réceptivité et la sensibilité à 

l'infection. En effet les jeunes ruminants (< 2 mois d’âge) sont les plus sensibles et les plus 

excréteurs (100 à 107-108 oocystes/ gramme de fèces) (Fayer et al., 1998 ; Chartier, 2002 ; 

Geurden et al., 2008 ; Paraud et al., 2009). Cette notion d'âge serait essentiellement liée à 

l'état immunitaire des jeunes ruminants qui ne serait pas encore totalement fonctionnel pour 

lutter contre l’infection. Les oocystes de Cryptosporidium spp. excrétés massivement par les 

jeunes ruminants peuvent alors favoriser soit l’infection des animaux du même 

environnement soit favoriser l’infection des humains (en contact avec les animaux ou par 

consommation d’eau ou d’aliments contaminés par des oocystes excrétés par des animaux 

malades). 

Du point de vue de ses spécificités, le Cryptosporidium présente une forte résistance aux 

traitements chimiques de l’eau tels que la chloration (Cacciò et Pozio, 2006) et est capable d’y 

persister sous sa forme infectieuse pendant plus de 13 mois (Chen et al., 2007) 

Par ailleurs, il n’existe à l’heure actuelle aucun traitement efficace contre l’infection au 

Cryptosporidium. Or, en plus des diarrhées mortelles qu’il peut engendrer, il a été montré que 

Cryptosporidium parvum induit un cancer dans un modèle de souris immunodéprimé (Certad 

et al., 2007 ; Benamrouz et al., 2012, 2014), soulevant la question du risque potentiel chez 

l'Homme. En raison des dangers réels et potentiels, il devient impératif de développer des 

systèmes capables de vérifier l’efficacité d’un traitement thérapeutique et de passer en revue 

un large spectre de molécules par criblage haut-débit. Enfin, de nombreux mécanismes 

concernant le cycle de vie du Cryptosporidium et sa relation avec les cellules-hôtes qu’il 

infecte demeure inconnus (Borowski et al., 2010). Cette incompréhension rend notamment la 

culture en routine in vitro du parasite impossible pour l’instant (Arrowood, 2002), d’où une 

nécessité de développer des outils également dans cette optique. 

Au niveau des instances décisionnaires, il est essentiel de pouvoir déterminer si un agent 

pathogène représente un risque pour la santé humaine ou animale. L’évaluation du risque se 

doit d’être au plus proche du danger réel représenté par cet agent. Ceci est d’autant plus vrai 

pour des parasites du genre Cryptosporidium du fait de leur forte résistance aux traitements 

chimiques de l’eau et de leur résilience aux conditions environnementales.  
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CONTEXTE 

 

I. Lieu du travail et laboratoire d’accueil 

Les travaux de thèse ont été faits dans le cadre le cadre de la collaboration avec le laboratoire 

d’accueil (BIPAR /ENVA-ANSES-INRA) France. Tous les essais et analyses réalisés 

durant ce projet de thèse, ont été effectués à l’Agence Nationale de Sécurité Alimentaire et 

Environnementale (ANSES), via ENV d’Alfort,précisément à l’unité mixte de recherche 

Biologie moléculaire et Immunologie Parasitaires (BIPAR) dans l’équipe PARALIM 

(parasites transmis par les aliments). Ce travail s’inscrit dans un travail de coopération entre 

l’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire (ENSV) et l’Agence Nationale de Sécurité 

Alimentaire et Environnementale(ANSES) à travers une convention tripartite via Ecole 

Nationale Vétérinaire d’Alfort en France. 

 

II. Cadre du travail et financement  

Cette thèse, réalisée à l’étranger, a été financée par le programme de bourses franco-algérien 

de formation supérieure PROFAS B+, qui vise à soutenir la mobilité des enseignants dans la 

réalisation de thèses de doctorat entre l’Algérie et la France.  

Aussi, Campus France, a été choisi par les ministères algériens chargés de l’Enseignement 

supérieur et de la Recherche scientifique, des Affaires Etrangères et par l’Ambassade de 

France en Algérie du suivi et de l’avancée des travaux de recherches en France.  

A titre d’information, nous avons bénéficié d’une bourse, avec un co-encadrement à 

l’étranger, suite à un concours sur dossier et un entretien au près d’une commission 

scientifique formée de membres Algériens et Français. 
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1ère Partie : Caractérisation phénotypique et génotypique  

de Cryptosporidium. sppchez les ruminants. 
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I. PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS 

L’Algérie, à l’instar de la plupart des pays en développement, est très touchée par les 

parasitoses intestinales (Benouis et al., 2013). Malgré la virulence intracellulaire de 

Cryptosporidium, son impact socio-économique et en santé publique non négligeables, peu 

d’informations sont à l’heure actuelle disponibles concernant la situation épidémiologique de 

la cryptosporidiose dans notre pays. Des prévalences de l’ordre de 0,4% ont été signalées par 

Benouis en 2013 dans la wilaya d’Oran et rien d’autre dans le reste du pays, alors que les 

premiers cas de cryptosporidiose humaine remontent à l’année 1992 où 3 individus 

immunocompétents et 2 individus immunodéprimés ont été diagnostiqués (Azzam-Bouchek, 

1992). Les Cryptosporidium spp. sont rarement recherchés dans les laboratoires de 

parasitologie. La mise en place de bonnes mesures de prévention contre ces parasites 

nécessite une bonne compréhension de leurs distributions. Toutefois, une étude récente chez 

des sujets immunodéprimés ayant le syndrome d’immunodéfécience acquise/infectés par le 

virus HIV, a révélé une prévalence de 9% de Cryptosporidiose chez ces malades (Semmani et 

al., 2019 résultats non publiés).  

En revanche, l’intérêt pour l’infection due à Cryptosporidium chez l’animal s’est intensifié à 

mesure que les cas d’infections animales ont augmenté, non seulement parce que les animaux 

ont été considérés comme des réservoirs, mais également parce que l’infection par ce protiste 

peut avoir des répercussions économiques chez les animaux de rente. En plus, le domaine de 

la chimiothérapie n’a pas encore connu un progrès réel quant au développement d’anti-

cryptosporidiens et ceci est dû à plusieurs raisons liées étroitement à la biologie du parasite 

(Paoleti, 2002 ; Hijjawi et al., 2004 ; Caccio et Pozio, 2006 ; Certad, 2008 ; Rossele et Latif, 

2013).  

A notre connaissance, peu d’études ont été réalisées dans notre pays en utilisant des outils de 

biologie moléculaire pour la recherche de Cryptosporidium chez les animaux. De ce fait, les 

données sur les espèces de Cryptosporidium existantes chez les ruminants en Algérie ne sont 

pas nombreuses. En outre, le niveau d’excrétion des parasites chez les ruminants a été peu ou 

pas rapporté. Par conséquent, il n’existe pas d’éléments d’information suffisants pour 

confirmer si réellement ces animaux sont la source de contamination de l’environnement ou 

vice-versa. Dans notre pays,la plupart des connaissances épidémiologiques acquises sur cette 

parasitose, sont fondées essentiellement sur des enquêtes et diagnostic phénotypique (données 

microscopiques). 
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Néanmoins, quelques études récentes d’épidémiologie et de caractérisation moléculaire ont 

été entreprises dans certaines régions de l’Algérie sur des populations animales chez les 

volailles (Baroudi et al, 2013), chez les équidés (Laatamna et al., 2013) et chez les ruminants 

(Ouchene et al., 2016 ; Benhouda et al., 2017 ; Baroudi et al., 2017 ; Baroudi et al., 2018 ; 

Ouakli et al., 2018).  

Aujourd’hui les limites des méthodes conventionnelles sont bien connues. Le nombre d'études 

épidémiologiques sur le terrain est en augmentation significative ces dernières années. En 

revanche, la stratégie de recherche dans les pays développés a été d’étudier la diversité 

génétique des isolats de Cryptosporidium. En Algérie, à l’instar de la majorité des pays en 

développement, le travail s’est concentré sur des études épidémiologiques recherchant 

simplement la prévalence de la Cryptosporidiose.  

En effet, l’identification moléculaire et typage génétique du parasite chez les ruminants 

semblent encore indispensable. Afin de répondre à cette problématique, nous nous sommes 

fixés les objectifs suivants : 

1- Caractérisation phénotypique et quantification du parasite par des méthodes 

microscopiques, 

2- détection de Cryptosporidium spp. dans les isolats par l’application d’une PCR-ARNr 

18S, 

3- identification des différentes espèces de Cryptosporidium spp. par PCR-RFLP, 

4- identification de sous-type de C. parvum par la PCR gp60, 

5- estimation de l’aspect zoonotique par le séquençage du gène de la glycoprotéine de 

surface (gp60). 

Cette première partie de notre travail est intitulée : « Caractérisation phénotypique et 

génotypique de Cryptosporidium spp. chez les ruminants ».  

La caractérisation phénotypique et génotypique (identification moléculaire d’espèce et 

génotype) est le premier objectif de ce travail de thèse qui va nous permettre d’estimer la 

morphologie et le niveau d’excrétion du parasite par des méthodes microscopiques et 

d’évaluer la diversité et la structure génétique des populations de cryptosporidies circulant en 

Algérie chez les ruminants (bovins et ovins). Cette approche est universelle en raison des 

amorces qui sont génériques et permettent de détecter toutes les espèces du genre 

Cryptosporidium. De plus cette étape va nous permettre d’évaluer le potentiel zoonotique de 

ce parasite.  
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II. MATERIELS ET METHODES 

Le diagnostic de laboratoire reste le seul moyen pour montrer l’existence de cryptosporidies 

chez l’individu malade ou porteur de parasites et ceci chez les humains ou les animaux. 

Comme synthétisé dans la partie bibliographie, la mise en évidence du parasite repose sur de 

multiples techniques. Il n’existe pas de consensus autour des techniques standards pour la 

détection des oocystes (techniques de coloration et immunologiques, immunofluorescence 

avec concentration au préalable ou non),ou pour l’identification des espèces de 

Cryptosporidium spp. (PCR sur différents sites : 18S, HSP70, COWP…). Les techniques de 

biologie moléculaire ont permis de définir des espèces qui sont très spécifiques à l'hôte, ainsi 

que d'autres capables d'infecter de nombreux hôtes. Cryptosporidium parvum est considéré 

comme l’espèce la plus répandue dans le monde et également, comme un risque majeur de 

transmission zoonotique (Xiao, 2010). L’utilisation d’une approche moléculaire pour 

caractériser génétiquement Cryptosporidium spp. a facilité la compréhension de 

l'épidémiologie de la cryptosporidiose (Xiao, 2010).Afin de répondre aux différents objectifs 

de notre travail, nous avons utilisé les méthodes les plus adaptées à détecter et identifier les 

Cryptosporidium. spp à partir de la bibliographie. 

Pour rechercher le parasite dans les matières fécales et quantifier le niveau d’excrétion en 

oocystes nous avons utilisé une technique immunologique. Au vu des résultats de spécificité 

et de sensibilité, le kit d’immunofluorescence Merifluor (Merifluor Cryptosporidium/ 

Giardia, Meridian) a été utilisé. Ce kit présente une sensibilité comprise entre 96 et 100% et 

une spécificité comprise entre 99,8 et 100% (Kehl et al., 1995 ; Garcia et al., 1997 ; Johnston 

et al., 2003 ; Geurden et al., 2006a, 2008).   

Afin d’identifier les espèces de Cryptosporidium spp et sous-types de C. parvum excrétés par 

les ruminants nous avons réalisé : 

- L’amplification de la sous-unité de l’ARN ribosomal 18S (PCR 18S rRNA), du fait du 

grand nombre de copies de cette cible retrouvées dans le génome de Cryptosporidium. 

Nous avons utilisé les amorces génériques décrites par Xiao et al., en 1999 et 2001 et 

Rieux et al., en 2013 qui permettent la détection de toutes les espèces du genre 

Cryptosporidium, 

- L’identification des différentes espèces de Cryptosporidium spp. par PCR-RFLP. 

L’analyse du polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) a été 

effectuée avec les endonucléases SspI,  MboII et VspIsur des produits de PCR 18S 

rRNA (Feng et al., 2007), 
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- L’amplification de la glycoprotéine de surface gp60 a été réalisée avec les amorces 

décrites par Gatei et al., (2007). Cette PCR nous permet, associée à un séquençage, 

d’identifier le sous-type présent de C. parvum et d’évaluer le potentiel zoonotique. 

II.1. Type de l’étude 

Notre travail est descriptif. 

II.2. Régions d’étude 

L’étude concerne plusieurs régions d’Algérie : Centre, Est, Ouest, Steppe répartie sur 8 

wilayas ciblées (Figure 10 : Carte des différentes régions). 

Au centre : Alger, Boumerdes, Tizi Ouzou 

A l’Est : SoukAhras, Sétif 

A l’Ouest : Sidi Belabbes  

A la région Steppique : Djelfa et M’Sila   

 

Figure 10 : Les régions d’étude 

(Algérie carte d-maps.com) 

 

II.3. Population d’étude   

Les populations cibles sont les ruminants et les populations d’étude sont les jeunes animaux 

ovin et bovin avec ou sans signe clinique (présence ou absence de diarrhée) suite à un examen 

clinique. Le choix des sujets était basé sur l’âge puis sur le statut clinique des animaux. Les 

données concernant le plan d’échantillonnage et les caractéristiques des animaux sont 

consignés dans le chapitre dédié aux résultats.  
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II.4. Période de l’étude 

A différentes saisons, nous avons collecté des prélèvements à partir d’animaux sains ou 

diarrhéiques. La période d’étude s’est étalée de l’automne de l’année 2015 jusqu’au printemps 

2017, soit une durée de 20 mois. 

II.5. Modalités de prélèvement 

Au niveau des élevages, la récolte des prélèvements de fècesfraiches s’est faite sur de jeunes 

animaux, sains ou diarrhéiques, en présence duvétérinaire de subdivision ou du secteur privé. 

II.5.1. Nature des prélèvements  

Les échantillons de fèces provenant de jeunes ruminants ont été prélevés dans des pots en 

plastiques, immédiatement après leur émission par l’animal (Figure11) (et cela par excitation 

de l’orifice anal à l’aide d’un thermomètre).  

 

 

Figure 11 : Récolte des matières fécales directement au moment de leur émission 

 

II.5.2. Identification des prélèvements 

Les prélèvements ont été identifiés sur l’étiquette collée au flacon par numéro. Ce dernier est 

l’identifiant de l’échantillon qui est reporté sur une fiche commémorative où les informations 

suivantes sont mentionnées : 

- Numéro d’identification de l’animal ; 

- Région d’élevage ; 

- Date du prélèvement ;   

- Age de l’animal ; 

- Sexe de l’animal ; 
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- Poids de l’animal ; 

- Statut clinique de l’animal. 

II.5.3. Transport et conservation des prélèvements 

Les selles récupérées sont recouvertes avec du bichromate de potassium (K2Cr2O7) à 2.5% 

afin d’éviter leur altération. Tous les échantillons sont ensuite acheminés au laboratoire de 

microbiologie à l’ENSV à Alger. Les prélèvements collectés d’Alger et des régions proches, 

ont été acheminés immédiatement ou dans un délai de 24h au laboratoire. 

Les prélèvements récoltés dans les autres wilayas éloignées, ont été conservés par 

réfrigérationet envoyés vers Alger dans une glacière. Les échantillons ainsi regroupés sont 

stockés au laboratoire à une température de +4°C jusqu’au moment de leur envoi en France, 

vers le laboratoire UMR BIPAR.  

 

II.6. Réactifs et matériels de laboratoire 

Le matériel et les réactifs, utilisés dans les techniques de biologie moléculaire et 

d’immunofluorescence sont décrits dans le chapitre méthodes d’analyses. 

 

II.7. Méthodes d’analyses 

II.7.1. Concentration des oocystes de Cryptosporidium par sédimentation au diéthyle  

Afin de purifier et concentrer les oocystes de Cryptosporidium, une prise d’essai de 1gramme 

(g) de matière fécale a été mélangée à10 mL de Phosphate Buffered Saline (PBS, Gibco by 

Life technology)à 1X dans un verre à pied conique avec un agitateur en verre. Après une 

décantation de 2 minutes, le mélange est filtré à travers une passoire couverte d’une 

compresse (LCH Medical products, France). 7 mL de ce bouillon sont récupérés et 

additionnés de 3 mL à 4 mL d’ether diéthylique (Sigma-Aldrich). Après agitation, cette 

solution est centrifugée pendant 5 min à 2000 g ce qui laisse apparaître trois phases nettes 

(Figure 12). Les déchets sont jetés et le culot qui contient les oocystes de Cryptosporidies est 

gardé (Castro-Hermida et al, 2005). Le culot ainsi obtenu est suspendu dans un 1 mL de PBS, 

puis est décontaminé avec une goutte d’eau de Javel à 1,75% pendant 7 minutes (Fayer et 

Xiao, 2008). 2 lavages avec 2ml d’eau distillée sont réalisés (centrifugation à 2000g, pendant 

5min) et les oocystes sont re-suspendus dans 2 mL de PBS stérile + 10 µl/ ml d’ATB 

antimycotique (Sigma).  
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La manipulation de l’ether diéthylique est réalisée sous sorbonne (hotte pour la manipulation 

de produits chimiques toxiques et volatils selon les mesures de sécurité appliquées à 

l’ANSES). 

 

 

Figure 12 : Concentration des oocystes à l’éthyle et apparition des trois phases 

(Une phase claire formée de l’éther diéthylique, une phase grise des matières grasses et gros 

déchets et la phase aqueuse trouble avec un dépôt contenant les oocystes) 

 

II.7.2. Recherche et Quantification des oocystes de Cryptosporidium par 

immunofluorescence 

Le principe de ce test immunologique par « immunofluorescence » (IF) directe permet la 

détection des oocystes de Cryptosporidium spp. à l’aide d’anticorps dirigés contre les 

antigènes de paroi, couplés à la fluorescéine. Le marquage par Immunofluorescence (IF) 

directe et la quantification des oocystes de Cryptosporidium ont été réalisés avec le kit 

commercial MerifluorCryptosporidium/Giardia (Meridian Bioscience, Milano, Italy). Ce kit 

est décrit et utilisé dans la littérature (Xiao et Herd, 1993 ; Garcia et Shimizu, 1997 ; Johsnton 

et al., 2003 ; Geurden et al., 2006). Dans notre étude, nous avons utilisé la méthode selon les 

étapes suivantes : 20 µL échantillons concentrés et de témoins positif et négatif sont déposés 

sur une lame (slide) noire de 10 puits (Immuno-Cell Int., Dominique Dutscher) (Figure 13). 

Après un séchage de moins 30 min à température ambiante, les lames sont fixées à l’acétone 

pendant au moins 10 min. 20 µL d’anticorps (monoclonal antibodies « Detection Reagent de 

Merifluor ») sont ensuite ajoutés par puits et les lames sont incubées 45min à température 

ambiante en chambre humide, à l’obscurité.Après un lavage avec la solution de lavage 

fournie, des lamelles sont déposées sur les lames après ajoutd’une goutte de solution de 

montage (Mounting Medium: Buffered glycerol containing formalin, an antiquencher and 
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0,05% sodium azide). La lecture des lames se fait au moins 2 heures après montage sur des 

lignes verticales sur toute la lame par microscopie épifluorescence (Leica Microsystems, 

Suisse) au grossissement X 400. Le nombre d’oocystes de Cryptosporidium par gramme de 

fèces (opg) a été obtenu en multipliant le nombre total d’oocystes par le facteur de dilution. 

 

 

Figure 13: Kit Mérifluor (a), Lame (Slide) noire de 10 puits (b1-b2) avec une lamelle 

(Coverslide) couvre objet (24 x 67 mm). 

 

II.7.3. Détection et identification de Cryptosporidium spp. par méthode de biologie 

moléculaire 

II.7.3.1. Extraction de l’ADN génomique de Cryptosporidium  

Dans le but d’optimiser l’extraction d’ADN génomique à partir des oocystes, nous avons 

procédé à la rupture de la paroi de ce parasite par une étape préliminaire de choc thermique. 

Pour cela, 200 µL d’oocystes concentrés sont soumis à 6 séries de chocs thermiques en 

alternant un traitement dans l’azote liquide (avec une tenue de protection Figure 14(a)) suivi 

par un bain de 5 min à 95°C. 
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Figure 14 : Matériel de protection pour l’étape de prétraitement avec l’azote (a)  

et kit d’extraction QIAamp Mini Kit DNA(b). 

 

L’ADN total a été extrait par un Kit d’extraction QIAamp Mini Kit DNA(QIAGEN) (Figure 

14). Cette extraction est réalisée selon les étapes suivantes : 

200 µL de la suspension prétraitée sont mélangés à 20 µL de protéinase K et 200 µL de 

tampon AL, puis le mélange est vortexé durant 15 secondes. Le microtube est incubé dans un 

bain-marie à 56°C pendant 10 minutes puis centrifugé à vitesse maximale (14 000 rpm) 

pendant 1 mn. Après ajout de 200 µL d’éthanol (100%), l‘ensemble est vortexé pendant 15 

secondes. Le lysat obtenu est transféré dans une colonne Qiamp déjà insérée dans un tube 

collecteur de 2 mL et centrifugé à 8000 rpm durant 1 minute. Le filtrat obtenu est éliminé et la 

colonne transférée dans un nouveau tube collecteur de 2 mL. Un volume de 500 µL de 

tampon AW1 est ajouté à la colonne et le tout a été centrifugé à 8000 rpm durant 1 minute. 

Cette étape est répétée une seconde fois mais avec un volume de 500 µL de tampon AW2 et 

une centrifugation de 3 minutes à 14 000 rpm. La colonne transférée dans un nouveau tube 

collecteur de 2 mL est centrifugée à 14 000 rpm durant 1 minute. La colonne estdéposée dans 

un microtube stérile de 1,5 mL et le filtrat est éliminé. 200 µL de tampon AE est ajouté 

directement sur la membrane de la colonne. Après une incubation de 5 minutes à température 

ambiante une centrifugation pendant 1 minute à 8000 rpm est réalisée. L’éluât obtenu, 

contenant l’ADN de Cryptosporidium, a été ensuite conservé à -20°C. 
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II.7.3.2. Détection de Cryptosporidium par PCR nichée 18S 

Une PCR nichée a été effectuée pour amplifier un fragment du gène SSU rRNA de 

Cryptosporidiumspp. d’après Xiao et al.(1999, 2001) et Rieux et al.(2013). Les amorces 

spécifiques utilisées sont : F2 5’-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3' et R2 5'-

CCCTAATCCTTCGAAACAGGA-3' pour lapremière PCR (1erRUN) et F3 5'-

GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3'et R3 5’AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-

3'pourlasecondePCR (2èmeRUN). Le Master Mix 2X (Promega), utilisé pour réaliser la PCR 

nichée, est composé de : MgCl2à 3mM, chaque dNTP 400µMet la taq-DNA polymérase à 

50U/µl.  

Les amorces ont été fournies par le laboratoire Eurofins Genomics. Les amplifications ont été 

effectuées dans un thermocycleur, Thermal Cycler G(STORM) avec les étapes suivantes 

(Figure15) : 

a) Amplification d’ADN 

L’amplification est effectuée en deux tours (1erRUN et 2èmeRUN) : 

Un mix contenant 25µL de Master Mix, 16µL de Water et 0,5µL de chaque amorce est 

préparé pour chaque échantillon. Le couples d’amorces F2 et R2 sont utilisées pour le premier 

tour (1erRUN) tandis que le couple d’amorces F3 et R3 sont ajoutés pour le deuxième tour 

(2èmeRUN). 8µL d’ADN des échantillons, extraits préalablement, sont ajoutés dans le tube 

contenant le mix avec le couple d’amorce F2 et R2 (1erRUN). Les tubes des échantillons et 

des témoins ainsi préparés sont placés dans le thermocycleur où le programme suivant est 

sélectionné : une dénaturation à 94°Cpendant 45 secondes, une hybridation à 55°C pendant 45 

secondes et une élongation à 72°Cpendant 1 minute pendant 40 cycles.  Après cette 1ere 

amplification, 5µL des produits de PCR sont ensuite déposés dans le tube contenantle mix 

avec le couples d’amorce F3 et R3 (2èmeRUN). Ils sont ensuite amplifiés selon le même 

programme que le 1erRUN. 

b) Migration sur gel et lecture sous UV des bandes d’ADN 

10µL des produits d’amplification du 2eme RUNsont séparés par électrophorèse sur un gel à 

2% d’agarose en TAE 1X. La migration s’effectue à voltage constant (100 V) et l’ADN est 

visualisé sous UV. La taille des fragments obtenus est déterminée par comparaison avec un 

marqueur de taille moléculaire (DNA Ladder Promega) de 100 paires de base.  
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Figure 15: Différente étape de la PCR nichée 18S 

Préparation avec le Master Mix (a), amplification dans le thermocycleur (b), dépôt 

des ADN dans le gel (c1, c2), migration des ADN en électrophorèse (d) et lecture du 

gel sous UV(e). 

 

II.7.3.3. Identification des espèces de Cryptosporidium par PCR-RFLP 

Dans le but d’identifier les espèces de Cryptosporidiumspp. isolées chez les ruminants, les 

produits d’amplification obtenus par PCR nichée 18S ont été digérés pendant différents temps 

par trois enzymes derestriction SspI,  MboII et VspI (New England BioLabs, France). 

Le protocole utilisé a été adapté à partir de ce qui a été décrit dans la littérature (Feng et al., 

2007 ; Fayer et Xiao, 2007 et Rieux et al., 2013). 
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Pour cela, 10 µl de chaque produit amplifié est déposé dans un tube contenant 0,4µL de 

l’enzyme utilisé, 7,6 µl d’eau distillée stérile et 2µl de buffer (tampon servant de solvant pour 

l’enzyme). La digestion enzymatique s’effectue dans un bain Marie à 37°C. Le temps 

d’incubation est de 4 heures avec l’enzyme VspI, 2 h avec SspI et 1 h avec l’enzyme MboII. 

Lesfragments d’ADN obtenus sont séparés par électrophorèse sur un gel à 3% méthaphore 

d’agarose dans du TAE (1X). La migration s’effectue par comparaison avec un marqueur de 

taille moléculaire 100 paires de base (DNA Ladder Promega100bp) sous UV. 

II.7.3.4. Détection de Cryptosporidium par PCR nichée gp60 

Une PCR nichée gp60 est réalisée afin d’amplifier le fragment du gène de la glycoprotéine de 

surface, gp60 d’après Alves et al.(2003, 2006) ; Gatei et al.(2007) ; Xiao et Ryan(2008) ; 

Xiao (2010). Cette recherche permet d’apprécier le potentiel zoonotique de certains isolats. 

Afin de détecter ce gène, nous avons amplifié ce dernier et séparé les fragments d’ADN en 

présence de bandes témoin. 

a)  Amplification d’ADN 

La réaction de polymérisation en chaine du gène codant pour la glycoprotéine 60 a été 

effectué par l’addition du Master Mix et les amorces spécifiques F1 et R1 (5’-ATA GTC TCC 

GCT GTA TTC-3' et 5' GGA AGG AAC GAT GTA TCT-3') pour la première PCR (1erRUN) ;  F2 et 

R2 (5'-TCC GCT GTA TTC TCA GCC-3' et 5’GCA GAG CCA GCA TC-3') pour la deuxièmePCR 

(2èmeRUN). Le mélange est centrifugé et distribué à raison de 42µL et 45µL dans des tubes de 

0,2mL au nombre des échantillons d’ADN extraits préalablement. Dans le 1erRUN, un volume 

de 8µL de cette ADN est ajouté dans le tube contenant les 42µL de Master Mix (tubes tests) 

et dans le second RUN, 5µL des échantillons amplifiés au 1er tour sont ajouté dans les tubes 

de 45µL. 

Il est important de préparer au même moment un témoin d’amplification (42µL de MasterMix 

et 8µL de Water) 

Les tubes tests plus le tube témoin sont placés pour amplification dans le thermocycleur 

(Thermal Cycler GSTORM) où le programme gp60 suivant est sélectionné : une dénaturation 

à 94°Cpendant 45 secondes, une hybridation à 50°C pendant 45 secondes et une élongation à 

72°Cpendant 1 minute pour 35 cycles.  
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b) Migration sur gel et lecture sous UV des bandes d’ADN 

Comme décrite précédemment pour la PCR nichée 18S la migration des fragments gp60 se 

fait avec le même protocole : Après préparation d’un gel d’agarose à 2% (2g d’agarose dans 

100 mL de TAE 1X), 10µL des produits d’amplification avec le tampon de charge 6X sont 

déposés dans des puits sur le gel d’agarose au BET et les fragments d’ADN sont séparés par 

électrophorèse. La migration s’effectue à voltage constant (100 V) et l’ADN est visualisé sous 

UV. La taille des fragments obtenus est déterminée par comparaison avec un marqueur de 

taille moléculaire (DNA Lader Promega) de 100 paires de base.  

II.7.3.5. Séquençage du gène de la glycoprotéine 60 chez C. parvum 

Le séquençage est réalisé par la société Genoscreen.Les produits d’amplification de la PCR 

gp60 ainsi que nos amorces ont été envoyés au laboratoire de séquençage accompagné d’un 

formulaire de données informatisées où les échantillons ont été identifiés avec des numéros et 

avec la quantité envoyée. Les produits de PCR gp60 sont purifiés par filtration avec des 

concentrateurs. Les échantillons de C. parvum ont été sous-typés par analyse de séquence 

PCR du locus glycoprotéine de 60 kDa (gp60) dans les deux sens de lecture à l’aide d’un 

séquenceur automatisé. 

Suite à ce traitement, les résultats des gènes séquencés ont été reçus sous forme de document 

informatisé. L’étude d’identité des séquences a été effectuée avec le logiciel Blast avec 

l’application de Bio Edit. Les séquences de consensus ont été obtenues à l'aide du logiciel 

BioEdit (version 5.0.6). Les sous-types de C.parvum ont été nommés à l'aide du système de 

nomenclature recommandé (Sulaiman et al., 2005 ; Xiao, 2010). 

II.7.4. Analyses statistiques 

Les tests Kruskal-Wallis et Mann-Witney ont été utilisé pour analyser les données en 

comparant le niveau de l'infection avec l'âge de l'animal, le statut clinique et l’effet région. 

Les tests Khi_deux (χ2) et Fisher ont été utilisés pour estimer la présence du parasite et 

certains facteurs favorisant l’infection. Les résultats ont été jugés statistiquement significatifs 

lorsque la valeur de p était ≤ 0,05. 
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III. RESULTAT 

III.1. PLAN D’ANALYSE 

Au cours de notre étude, nous avons procédé à une description et une analyse de la population 

d’étude, en amont des résultatsafin d’exploiter au mieux certains facteurs favorisant 

l’apparition du parasite. Les informations récoltées relatives à l’animal et l’élevage ont été 

enregistrées, saisies et gérées dans une base de données. 

III.1.1. Choix de la populationanimale 

Notre travail a été réalisé chez les jeunes animaux. Nous avons ciblé ces derniers car ils sont 

les plus sensibles aux diarrhées néonatales.  

En effet, les Cryptosporidium spp. sont mentionnés parmi les agents étiologiques de ces 

affections chez les jeunes ruminants. 

III.1.2. Nombre d’animaux étudiés par région  

III.1.2.1. Chez les bovins 

Les bovins étudiés sont issus d’un total de 12 élevages, répartis sur 5 wilayas, de deux régions 

d’Algérie : Centre (Alger, Boumerdès et Tizi Ouzou), Est (Sétif et Souk Ahras) (Tableau 7). 

Notons que plus de la moitié des bovins étudiés sont issus de la région Centre et près de la 

moitié de la région Est. En effet, 3 wilayas sur les 5 étudiées appartiennent à la région Centre 

et deux wilayas appartiennent à la région Est. Ceci s’explique par le fait qu’au début du 

lancement des récoltes des prélèvements, nous avons ciblé les régions connues par 

l’abondance de l’élevage bovin vu les conditions favorables surtout le pâturage (disponibilité 

de l’aliment vert).  

Les 5 wilayas des deux régions étudiées figurent parmi les premières wilayas en effectif 

bovins (Ministère de l’Agriculture, de la Pêche et du Développement Rural, 2016).  

En revanche, dans les wilayas de l’Ouest appartenant à une région ciblée, nous n’avons pas pu 

étudier des animaux, dus à la collaboration relative des vétérinaires pour prélever des 

animaux.  

III.1.2.2. Chez les ovins 

Les ovins étudiés sont issus d’un total de 14 élevages, répartis sur 4 wilayas, de trois régions 

d’Algérie : Centre steppique (Djelfa et M’sila), Est (Soukahras), Ouest (Sidi Belabbas) 

(Tableau 8).  
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Tableau 7 : Nombre de bovins et d’élevages étudiés par région 

Régions 

 

Wilayas 

 

Nombre 

d’animaux 

Nombre 

d’élevages 

 

 

Centre Alger 9 1 

Boumerdes 9 1 

Tizi Ouzou 16 3 

Total centre (%) 34 (52,30) 5 (41,66) 

Est Sétif 20 6 

Souk Ahras 11 1 

Total Est (%) 31 (47,69) 7 (58,33) 

Total des 2 régions 65 (100) 12 (100) 

 

 

Tableau 8 : Nombre d’ovins et d’élevages étudiés par région 

Régions 

 

Wilayas Nombre d’animaux Nombre 

d’élevages 

 

Centre steppique  Djelfa 24 3 

M’sila 17 3 

Total centre steppique (%) 41 (49,39) 6 (42,85) 

Est  Soukahras  5 1 

Total Est (%) 5 (6,02) 1 (7,14) 

Ouest  Sidi Belabbas  37 7 

Total Ouest (%) 37 (44,57) 7 (50) 

Total des 3 régions (%)  83 (100) 14 (100) 
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Pour l’effectif ovin, notons que la moitié des animaux étudiés sont issus de la région 

Steppique et près de l’autre moitié appartiennent à la région Ouest. Ces régions ont été ciblées 

du fait de l’expansion de l’élevage ovin. En effet, les wilayas où les prélèvements ont été 

collectés figurent parmi les wilayas les plus peuplées en espèce ovine (Ministère de 

l’Agriculture, de la Pêche et du Développement Rural, 2016). 

 En revanche, dans certaines wilayas ciblées appartenant à la région Est, peu d’animaux ont 

été étudiés.   

III.1.3. Nombre et type d’élevages étudiés par région  

III.1.3.1. Chez les grands ruminants  

Dans les régions étudiées, la plupart des élevagessont de type extensif où les animaux sont 

libres en pâturage le jour, et à l’étable la nuit. 

Les bovins étudiés au cours de ce travail proviennent en totalité d’élevages laitiers avec une 

majorité de type extensif, semi-extensif et une minorité d’élevages intensifs. Parmi les douze 

élevages étudiés, 9 étaient extensifs ou semi-extensifs et 3 élevages étaient intensifs dont deux 

situés dans la wilaya de Sétif et un localisé dans la wilaya de Tizi Ouzou (Tableau 9).  

III.1.3.2. Chez les petits ruminants  

Les élevages étudiés sont en majorité de nature extensif où les animaux sont libres en 

pâturage le jour, et sont en bergerie la nuit. 

Les quatorze (14) élevages des petits ruminants concernés sont représentés essentiellement 

par des fermes d’élevage extensif et semi-extensif que d’élevage intensif. Parmi les 14 fermes 

des ovins, 9 élevages étaient de type extensif et 5 élevages de type intensif (Tableau 10). 
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Tableau 9 : Les différents types d’élevages étudiés chez les grands ruminants 

Régions Wilayas Nombre 

d’élevages 

Nature d’élevages 

Extensif 

Semi-extensif 

Intensif 

 

 

 

Centre 

 

Alger 

 
1 E8 

N=1 

0 

Tizi Ouzou 

 
3 E9, F10 

N=2 

 

E11 

N=1 

Boumerdès 1 E12 

N=1 

0 

 

Est 

Sétif  

 
6 E1, E4, E5, E6 

N=4 

E2, E3 

N=2 

Soukahras  1 E7 

N=1 

0 

Total 5 12 9 3 

       -E : élevage ;    -N : nombre  

 

Tableau 10 : Les différents types d’élevages étudiés chez les petits ruminants. 

Régions Wilayas Nombre 

d’élevages 

Nature d’élevages 

Extensif 

Semi-extensif 

Intensif 

Ouest Sidi-

Belabbes 

 

7 E3, E4, E5, E6, E7, E8 

N=6 

E2 

N=1 

 

 

Centre 

steppique 

Djelfa 

 

3 E9 

N=1 

E10, E11 

N=2 

M’sila 

 

3 E12 

N=1 

E13, E14 

N=2 

Est Souk-

Ahras 

 

1 E1 

N=1 

 

0 

Total 4 14 9 5 

                  -E : élevage ;   -N : nombre      
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III.1.4. Nombre des ruminants étudiés par wilaya 

III.1.4.1. Chez les bovins 

Un total de 65 veaux a été examiné et leurs matières fécales prélevées, le nombre 

d’échantillons par wilaya est présenté dans la Figure 16.  

III.1.4.2. Chez les ovins 

Un total de 83 agneaux a été examiné et leurs matières fécales prélevées. Le nombre 

d’échantillon par wilaya est présenté dans la Figure 17.  

 

Figure 16 : Distribution du nombre de bovins étudiés par wilaya 
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Figure 17 : Distribution du nombre d’ovins étudiés par wilaya. 

 

III.1.5. Age des animaux étudiés  

III.1.5.1 Chez le veau 

Les jeunes bovins étudiés sont âgés entre 3 jours et 180 jours, dont la majorité (78%) se situe 

dans la tranche d’âge de 3 à 40 jours. Près de la moitié des veaux sont âgés entre 21 et 40 

jours. Ceci s’explique par le fait que nous avons ciblé les jeunes animaux. Dans les élevages 

de rente, les maladies digestives (diarrhées néo-natales) affectent surtout les jeunes veaux. 

Cryptosporidium spp. sont considérées comme l’un des entéropathogènes majeurs 

responsables de ces maladies néonatales. 

Néanmoins, un quart des animaux sont âgés de plus de 40 jours. Au fait dans cette tranche 

d’âge, il nous était possible de connaitre les espèces du parasite qui circulaient chez les 

animaux aux delà d’un mois (Figure 18). 

III.1.5.2. Chez l’agneau 

Il est à noter la même observation, les jeunes ovins étudiés sont âgés entre de 3 et 180 jours, 

dont la majorité (72%) se situe dans la tranche d’âge de 3 à 40 jours. La moitié des agneaux 

sont âgés de 3 à 20 jours, plus d’un quart de 21jours à 40jours. Cette tranche d’âge laisse 

l’animal plus sensible au parasite et donc à la maladie. 

Nous constatons dans notre échantillon, un nombre de plus du quart des animaux sont âgés 

entre 40 et 90 jours (Figure 19).  
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Figure 18 : Répartition des effectifs bovins étudiés selon l’âge. 

 

 

Figure 19 : Répartition de l’effectif des ovins étudiés selon l’âge. 

 

III.1.6. Race des animaux étudiés 

Les bovins étudiés appartiennent aux différentes races existantes en Algérie. Dans notre 

échantillon, plus d’un quart des bovins sont de race Holstein (69%), suivi des bovins de la 

population locale (25%), en troisième position des bovins croisés et des bovins de la race 

Montbéliarde. 

Les ovins étudiés appartiennent en majorité à la race d’Oueld-Djellal (64%), et la race Hamra 

(36%). 

III.1.7. Statut clinique des animaux 

III.1.7.1. Chez le bovin 

Sur 65 bovins examinés, 53 veaux présentaient un syndrome diarrhéique. Les résultats 

mentionnés dans la Figure 20 indiquent qu’un peu plus de 81% des veaux concernés par le 

prélèvement étaient diarrhéiques contre 19% qui ne l’étaient pas. 
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III.1.7.2. Chez l’ovin 

Pareillement, chez les 83 ovins examinés, la plupart des animaux présentés un syndrome 

diarrhéique. Un nombre de 43/83, un peu plus que la moitié (52%) des matières fécales 

prélevées chez les ovins étaient diarrhéiques, alors que moins de la moitié (40/83) étaient 

cliniquement sains (Figure 21).  

 

 

Figure 20 : Statut clinique des bovins étudiés.  

 

 

Figure 21 : Statut clinique des ovins étudiés.  

 

En conclusion, les deux paramètres les plus incriminés et favorisant l’apparition de la 

cryptosporidiose étaient présents dans l’effectif des bovins et des ovins étudiés. En effet, selon 

cette analyse les veaux sevrés étudiés étaient âgés tous de trois jours et plus, dont 78% des cas 

de moins de 40 jours. Ils étaient en majorité diarrhéiques avec un taux de 81% contre 19% 

cliniquement sains. De même les agneaux étaient âgés dans 72% des cas de moins de 40 

jours. Ils présentaient un syndrome diarrhéique chez 52% des animaux. 

Veaux diarrhéiques (53/65) 
81%

Veaux non-
diarrhéiques 
(12/65) 19%

Agneaux 

diarrhéiques 

(43/83)

52%

A

gneaux non-

diarrhéiques 

(40/83) 

48%
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III.2. RESULTATS DE LA CARACTERISATION PHENOTYPIQUE ET 

GENOTYPIQUE DE CRYPTOSPORIDIUM CHEZ LE BOVIN 

III.2.1. CARACTERISATION PHENOTYPIQUE 

III.2.1.1. Elevages bovins positifs à l’analyse par immunofluorescence  

Le tableau (11) montre que tous les élevages (12/12) étudiés sont infectés par 

Cryptosporidium spp. Un taux positif de 100% du parasite a été retrouvé au niveau élevage. 

Comme précédemment le taux le plus élevé était pour les élevages extensifs avec 75% (9/12) 

et 25% (3/12) était positifs pour les élevages intensifs.  

 

Tableau 11 : Nombre d’élevage bovins positifs déterminés à l’immunofluorescence. 

Wilaya 

 

N=5 

Elevage 

 

N=12 

Elevage 

Extensi

f 

N=9 

Elevage 

intensif 

N=3 

Elevages positives en IF 

Total 

N=12 

 

Extensif  

N=9 

Intensif 

  N=3 

SETIF 

 

 

6 

 E1, E4,  

E5, E6,  

N=4 

E2, E3 

 

N=2 

 

6 

E1, E4  

E5, E6  

N=4 

E2, E3 

 

N=2 

 

TIZI OUZOU 

 

 

3 

E9, E10 

N=2 

 E11 

N=1 

 

3 

E9, E10 

N=2 

 E11 

N=1 

 

 

SOUK-

AHRAS 

 

1 

E7 

N=1 

 

0 

 

1 

E7 

N=1 

0 

 

ALGER  1 E8 

N=1 

 

0 

 

1 

E8 

N=1 

0 

BOUMERDES 

 

1 E12 

N=1 

 

0 

 

1 

E12 

N=1 

 

0 

Total 12 9 3 12 9 3 

(%) (100) (75) (25) (100) (75) (25) 

        -N : nombre ; -E : élevage ; IF : analyse à l’immunofluorescence 

 

III.2.1.2. Nombre de bovins positifs à Cryptosporidium spp. analysés par IF 

Suite à l’analyse par immunofluorescence (IF),l’examen microscopique a révélé la présence 

d'oocystes de Cryptosporidium spp. dans 61,53% des échantillons prélevés chez les veaux 

(40/65) (Figure 22).  
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Figure 22 : Prévalence de la cryptosporidiose dans les matières fécales des veaux  

analysées par immunofluorescence. 

 

a) Nombre de bovins positifs détecté par (IF) en fonction de l’âge 

La présence du parasite était observée chez les animaux dans toutes les tranches d’âge. 

Néanmoins, le nombre d’animaux positifs variait en fonction de leur âge (Figure 23).   

Cryptosporidium a été détecté chez 9/14 (64,28%), 10/11 (90,9%), 12/14 (85,7%), 5/12 

(41,66) et 4/14 (28,5%) des animaux échantillonnés au cours de (1 à 10 jours), de (11 à 20 

jours), de (21 à 30 jours), de (31 à 40 jours) et de (˃ 40 jours). Le test de Fisher fait apparaitre 

une corrélation positive et très significative (p=0,003) entre l’âge des animaux et la présence 

du parasite. Les résultats montrent que les animaux les plus infectés sont âgés de moins d’un 

mois, et les taux les plus élevés sont enregistrés chez les animaux âgés entre 3 et 4 semaines 

(Figure 23). Toutefois, les animaux autours de 5 semaines étaient infectés à raison de 41,66%.    

 

 

Figure 23 : Détectiondes isolats de veaux infectés (nombre) par immunofluorescence  

en fonction de l’âge (jours). 
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b) Bovins positifs analysés par immunofluorescence en fonction du statut clinique 

L’examen microscopique à l’immunofluorescence a montré que 95% des veaux infectés sont 

diarrhéiques (38/40). Néanmoins, (2/40 soit 5%) étaient positifs asymptomatiques (Figure 24). 

Le test de khi-deux nous a permis de confirmer une relation positive et hautement 

significative (p= 0,00000002) entre la présence du parasite et les sujets cliniquement malades. 

 

 

Figure 24 : Détection des veaux infectés (nombre) analysés par immunofluorescence  

en fonction du statut clinique  

 

III.2.1.3. Quantification et analyse du niveau d’excrétion chez les veaux 

L’examen au microscope a permis d’abord l’identification morphologique de 

Cryptosporidium spp. (Figure 25) et d’autre part, de donner une orientation sur l’espèce 

parasitaire. En effet, les oocystes observés possédaient une taille de 5 µm x 4,5µm avec une 

forme sphérique. Les mesures retrouvées se positionnent en majorité sur l’espèce de C. 

parvum. Par ailleurs, étant donné que les bovins adultes sont infectés parplusieurs espèces, 

lamorphométrie ne peut pas permettre l’identification des espèces de ce parasite chez ces 

animaux. Néanmoins, chez les plus jeunes l’espèce C. parvum est la plus rapportée (OIE, 

2008 ; 2018).  

veaux IF positifs et 

non-diarrhéiques  

(2/40) 95%

veaux IF positifs et 

diarrhéiques (38/40) 

95%
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Figure 25 : Cryptosporidium spp. observés à l’immunofluorescence dans les matières fécales 

après concentration chez les bovins X40 (UMR BIPAR, 2017 Photo personnelle) 

 

Sur les 65 échantillons examinés au microscope par l’immunofluorescence, 40 (62%) des 

échantillons fécaux étaient positifs pour la recherche d’oocystes de Cryptosporidium spp, 

indiqué déjà précédemment. Les niveaux d’excrétion variaient de 102 à 106 opg. La moitié 

avait un niveau d’excrétion entre 103 et 104 opg (20/40). Et plus du quart des échantillons ont 

montré un nombre de 104 à 106 (11/40) d’oocystes dans un gramme de matières fécales. En 

revanche, plus de ¼ (15/40) des matières fécales examinées, leur niveau d’excrétion 

n’excédait pas 102 opg. 

Pour compléter cette approche phénotypique, une analyse descriptive a été réalisée afin de 

mettre en relief quelques facteurs de risque de l’apparition de ce parasite. Nous avons tenté de 

mettre en évidence certaines corrélations entre les taux d’excrétion des oocystes et les 

paramètres favorisants l’infection chez l’animal.  

a) Excrétion des oocystes chez le bovin en fonction de l’âge  

La présence des Cryptosporidies est relevée dans toutes les tranches d’âge des ruminants 

étudiés. Cependant, le niveau le plus élevé d’excrétion était marqué pour les veaux âgés d’un 

mois. Une relation a été étudiée entre le niveau d’excrétion (nombre d’oocystes) chez les 

veaux en fonction de l’âge (15 jours, 30 jours et ˃ à 30 jours) successivement. Les moyennes 

(A = 3,38 ± 0,3 ; B= 3,86 ± 0,28 et C = 3,35 ± 0,33) ont été obtenues. Ceci n’a révélé aucune 

différence significative avec p = 0,263. Ce résultat a mis en évidence l’absence de corrélation 

entre l’âge du veau et le niveau de l'excrétion (Figure 26). 
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Figure 26 : Excrétion des oocystes (nombre) chez les bovins en fonction de l’âge (jour). 

 

b) Excrétion des oocystes chez le veau en fonction du statut clinique 

Concernant le niveau d’excrétion des oocystes en fonction du statut clinique des veaux, une 

corrélation positive et significative a été révélée (p = 0,036). Les veaux cliniquement malades 

montraient des matières fécales avec un nombre plus élevé d’oocystes par rapport aux 

animaux asymptomatiques (Figure 27).  

 

Figure 27 : Excrétion des oocystes (nombre) chez les bovins en fonction du statut clinique. 

 

c) Excrétion des oocystes chez le veau en fonction des régions de récolte  

Nos résultats n’ont montré aucune relation quant au niveau d’excrétion des oocystes chez 

l’animal et la localisation géographique des élevages. En effet, la différence entre région était 
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non significative (p = 0,619) avec les moyennes de 3,98 ± 0,12 et 3,21 ± 0,33 dans les régions 

Est et Centre respectivement. Les animaux avaient un niveau d’excrétion d’oocystes similaire 

dans les deux régions étudiées (Figure 28). 

 

 

Figure 28 : Excrétion des oocystes (nombre) chez les bovins 

 en fonction des régions d’étude (Centre et Est) 

 

III.2.2 CARACTERISATION MOLECULAIRE  

III.2.2.1. Elevages positifs caractérisés par PCR nichée ARNr 18S 

Le tableau 12 montre que près de la totalité des élevages étudiés (11/12) sont infectés par 

Cryptosporidium spp., ce qui représente une prévalence de 91,66% identifiée par PCR nichée 

ARNr18S.  

Comme précédemment avec l’analyse microscopique, le pourcentage le plus élevé était 

retrouvé dans les élevages extensifs avec 82% (9/11) et 18% (2/11) était positifs pour les 

élevages intensifs.  

III.2.2.2. Isolats de veaux positifs caractérisés par PCR nichée ARNr18S  

Parmi les 40 veaux diarrhéiques et sains identifiés par immunofluorescence, 23 se sont révélés 

positifs par PCR nichée de la SSU ARNr 18S, soit 57%. Par contre, 17 veaux étaient négatifs 

l’équivalent de 43% (Figure 29).  
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Tableau 12 : Nombre d’élevage bovins positif identifiés par PCR 18S 

Wilaya 

 

N=5 

 Ferme  

 

N=12 

Elevage 

Extensif 

 

N=9 

Elevage 

intensif 

N=3 

Elevages positifs en PCR    

Total 

N=12 

Extensif  

N_9 

Intensif 

  N_3 

SETIF 

 

 

6 

 E1, E4,  

F5, F6,  

N=4 

E2, E3 

 

N=2 

 

5 

E1, E4  

E5, E6  

N=4 

E3 

 

N=1 

TIZI OUZOU 

 

 

3 

E9, F10 

N=2 

 E11 

N=1 

 

3 

E9, E10 

N=2 

 E11 

N=1 

SOUK-

AHRAS 

 

1 

E7 

N=1 

 

0 

 

1 

E7 

N=1 

0 

ALGER   

1 

E8 

N=1 

 

0 

 

1 

E8 

N=1 

 

0 

BOUMERDES 

 
1 E12 

N_1 

 

0 

 

1 

E12 

N_1 

0 

Total 12 9 3 11 9 2 

(%) (100) (75) (25) (91,66) (81,81) (18,1) 

N : nombre ; E : élevage 

 

 

Figure 29 : Prévalence de Cryptosporidium spp. chez les  isolats bovins  détectées  

 par PCR nichée ARNr 18S. 

 

a)  Nombre d’animaux par tranche d’âge 

Selon la caractérisation moléculaire, le parasite apparait chez les animaux dans toutes les 

tranches d’âge. Cependant, la présence du parasite était observée surtout chez les veaux ayant 
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moins d’un mois, dont le taux le plus élevé avec 83% (10/12) a été observé chez les jeunes 

veaux entre 21 et 30 jours, le test de Fisher laisse apparaitre une relatin positive et très 

significative où p= 0.003 (Figure 30). 

 

 

Figure 30 : Répartition des isolats de veaux (nombre) positifs  

 à Cryptosporidium spp en fonction de l’âge (jours).  

 

b) Veaux positifs en fonction du statut clinique  

La figure 31 montre un taux de 91% (21/23) de prélèvements diarrhéiques positifs à 

l’identification par PCR-ARNr 18S contre seulement deux animaux (2/23) étaient positifs 

asymptomatiques. Le test khi-deux d’homogénéité nous a permis de montrer une relation 

positive et hautement significative avec p<0,00007 (Figure 31).  

 

Figure 31 : Répartition du nombre des isolats de veaux positifs à Cryptosporidium 

spp identifiés par PCR en fonction du statut clinique. 
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III.2.2.3. Identification des espèces de Cryptosporidium par PCR-RFLP  

Les séquences obtenues par PCR nichée ARNr 18S ont été identifiées par PCR-RFLP. Les 

résultats de cette analyse ont montré la présence de 2 espèces de Cryptosporidium 

(Cryptosporidium parvum et Cryptosporidium bovis).  

La présence de l’espèce C. parvum était dominante avec un taux élevé de 82,6% (19/23) 

suivie par l’espèce C. bovis avec17,4% (4/23) (Figure 32). 

 

 

Figure 32 : Répartition des espèces Cryptosporidium spp chez les bovins. 

 

a) Présence des espèces de Cryptosporidium spp. en fonction de l’âge 

Selon les résultats obtenus par PCR-RFLP, l’infection par C. parvum est observée surtout 

chez les veaux ayant moins d’un mois, âgés entre 2 et 4 semaines, dont le taux le plus élevé 

est présent chez les sujets de 3 semaines. Cependant, C. bovis infecte les animaux âgés entre 2 

et 4 semaines (Tableau 13). 

b) Présence des espèces de Cryptosporidium spp. en fonction du statut clinique 

L’infection par C. parvum était présente chez les veaux cliniquement malades alors que C. 

bovis était présente chez les animaux diarrhéiques et les non-diarrhéiques (Tableau 13). 
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Tableau 13 : Nombre de bovins infectés par C. parvum et C. bovis en fonction de l’âge 

 et du statut clinique 

 

Age 

Semaine 

Espèces 

 C. parvum C. bovis 

1ère 1 0 

2ème 4 1* 

3ème 7 2 dont 1* 

4ème 4 1 

5ème 3 0 

 

Total  

19 4 

23 

(*) : Non-diarrhéique 

 

III.2.2.4. Recherche du gène de la gp60 et son séquençage dans les isolats bovins infectés 

par l’espèce C. parvum 

La recherche, du gène de la glycoprotéine 60 de l’espèce C. parvum, effectuée sur les 19 

isolats bovins positifs montrent la présence de ce gène dans 15 isolats soit 79% contre 04 

isolats négatifs.  

Le séquençage du gène de la gp60 de l’espèce C. parvum, dans les 15 isolats, montre 

l’existence de deux familles de sous-types IIa et IId : IIaA16G2R1 (n = 8), IIaA15G2R1 (n = 

1) et IIdA16G1 (n = 4). Ces deux derniers apparaissent pour la première fois en Algérie. 

Toutefois, deux isolats présentaient une quantité insuffisante ne permettant pas leur 

séquençage. 
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III. 3.CARACTERISATION PHENOTYPIQUE ET GENOTYPIQUE DE 

CRYPTOSPORIDIUM CHEZ LES OVINS 

III.3.1. Caractérisation phénotypique 

III.3.1.1. Nombre d’élevages ovins positifs à l’analyse par (IF) 

Nos résultats montrent que dans la majorité des élevages il y a au moins un prélèvement 

positif pour la recherche et dénombrement des oocystes du parasite. En effet, 12/14 élevages 

(85,71%) sont positifs pour la recherche de Cryptosporidium. sp.  

Ceci indique clairement la présence du parasite dans les bergeries surtout de type extensif 

(Tableau 15). En effets, 66,66% (8/12) sont des élevages extensifs positifs contre 33,33% 

(4/12) sont intensifs positifs. L’absence du parasite dans les deux fermes (F3, F13) 2/14 

représente un taux de 14,28% (Tableau 15).   

 

Tableau 15 : Elevages ovins positifs par analyse à l’immunofluorescence 

Wilaya 

 

 

N=4 

Nombre 

d’élevages 

 

N=14 

Elevages 

Extensifs 

 

N=9 

Elevages 

intensifs 

 

N=5 

Elevages positifs 

IF 

Total 

N=12 

Extensif 

N=9 

Intensif 

N=5 

SIDI-

BELABBES 

 

 

 

7 

E3, E4, E5, 

E6, E7, E8 

 

N=6 

E2 

 

 

N=1 

 

 

6 

E4, E5, E6, 

E7, E8 

 

N=5 

 

E2 

 

 

N=1 

DJELFA 

 

 

3 

E9 

N=1 

E10, E11 

N=2 

 

3 

E9 

N=1 

E10, E11 

N=2 

M’SILA 

 

 

3 

E12 

N=1 

E13, E14 

N=2 

 

2 

E12 

N=1 

E14 

N=1 

SOUK-

AHRAS 

 

 

1 

E1 

N=1 

 

0 

 

1 

E1 

N=1 

 

0 

Total 

(%) 

14 

(100) 

9 

(64,28) 

5 

(35,71) 

12 

(85,7) 

8 

(66,66) 

4 

(33,33) 

 E : Elevage ;     N : Nombre ;      IF : analyse par immunofluorescence 
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III.3.1.2.Nombre d’ovins positifs aux Cryptosporidium spp. analysés par 

immunofluorescence 

Suite à l’analyse par immunofluorescence (IF) l’examen microscopique a révélé la présence 

d'oocystes de Cryptosporidium sp. dans 43,37% des prélèvements chez les agneaux (36/83) 

(Figure 33).  

 

 

Figure 33 : Prévalence de la cryptosporidiose chez les agneaux déterminée  

par immunofluorescence. 

 

a) Ovins positifs à l’analyse par immunofluorescence en fonction de l’âge 

Comme chez les bovins, la présence du parasite était observée chez les animaux dans toutes 

les tranches d’âge. Néanmoins, le nombre d’animaux positifs variait en fonction de leur âge. 

Cryptosporidium a été détecté chez 12/21 (57,1%), 10/15 (66,66%), 9/12 (75%), 2/11 (18,18) 

et 3/24 (12,5%) respectivement chez des animaux examinés à l’âge de (1 à 10 jours), de (11 à 

20 jours), de (21 à 30 jours), de (31 à 40 jours) et de (˃ 40jours). Avec le test du Khi-deux, il 

apparait une corrélation positive et très significative (p=0,002), entre la présence du parasite et 

l’âge jeune des animaux. Ces résultats montrent que les animaux les plus infectés sont dans la 

tranche d’âgés inférieure à 1 mois spécifiquement chez les animaux âgés entre 21 et 30 jours 

(Figure 34).     

Agneaux positifs 

en IF (36/83)

43%

Agneaux négatifs 

en IF (47/83)

57%
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Figure 34 : Excrétion d'oocystes (nombre) examinée par immunofluorescence  

en fonction de l’âge (jours) des agneaux. 

 

b) Ovins positifs à l’analyse par immunofluorescence en fonction du statut clinique 

L’examen microscopique à l’immunofluorescence a montré que les agneaux infectés étaient 

diarrhéiques en grand nombre (27/36) soit 75%. Cependant, (9/36) étaient positifs 

asymptomatiques l’équivalent de 25%, l’application du khi-deux a révélé une nette corrélation 

positive et très significative (p= 0,0027) entre le statut clinique et la présence du parasite chez 

les agneaux (Figure 35). 

 

 

Figure 35 : Détection d’agneaux infectés (nombre) analysés par immunofluorescence  

en fonction du statut clinique  

 

III.3.1.3. Quantification et analyse du niveau d’excrétion des oocystes chez les 

agneaux  

L’examen au microscope des matières fécales des ovins a permis d’abord l’identification 

morphologique de Cryptosporidium.spp (Figure 36) et d’autre part, de donner une orientation 
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sur l’espèce parasitaire. En effet, les oocystes observés possédaient une taille de 5µm x 4,5µm 

avec une forme sphérique. Les mesures retrouvées se positionnent en majorité sur l’espèce de 

C. parvum. 

 

Figure 36 : Cryptosporidium spp. observées à l’immunofluorescence dans les matières fécales après 

concentration chez les ovins X40 (UMR BIPAR, 2017 photo personnelle) 

 

Parmi les 83 échantillons ovins inclus dans cette étude, l’examen microscopique a révélé la 

présence d'oocystes de Cryptosporidium dans 36 (43,37%) prélèvements des matières fécales 

comme signalé précédemment. Les niveaux d’excrétion variaient de 102 à près de 106 opg. 

Quinze (15/36) avaient un niveau d’excrétion bas de (1,5.102 à 6.102)et quatorze (14/36) 

excrétaient le parasite entre (1,02.103 et 7.103) opg. Seulement 7 agneaux avaient un niveau 

d’excrétion moyennement élevé avec 5 agneaux ayant de (1,10. 04 à 6,30 104) et 2 agneaux 

avec (6.105 et 9,75105). 

Pour compléter cette approche phénotypique, une analyse descriptive a été réalisée afin de 

mettre en relief quelques facteurs de risque de l’apparition et la contamination de 

l’environnement par ce parasite, par la mise en évidence de corrélations entre les niveaux 

d’excrétion des oocystes et les paramètres favorisant l’infection chez l’animal.  

a) Excrétion des oocystes chez le bovin en fonction de l’âge  

La présence des cryptosporidies est relevée dans toutes les tranches d’âge des animaux 

étudiés. Cependant, le niveau le plus élevé d’excrétion était marqué chez les agneaux les plus 

jeunes, âgés d’un mois. L’analyse statistique montre une corrélation positive et significative 

(p= 0,026) entre le niveau d’excrétion (nombre d’oocystes) chez les agneaux et de leur jeune 

âge (15 jours, 30 jours et ˃ à 30 jours). En outre, le niveau le plus élevé d’excrétion des 

oocystes est aux alentours d’un mois (moyenne = 3,85). Cependant, après cet âge une baisse 

de l’excrétion chez l’animal est constatée (moyenne = 2,62) (Figure 37).   
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Figure 37 : Niveau d’excrétion (nombre d’oocystes) chez les ovins en fonction de l’âge. 

 

b) Excrétion des oocystes chez le veau en fonction du statut clinique 

Le taux d’excrétion était en relation étroite avec le statut clinique des animaux. Nos résultats 

montrent une corrélation positive et significative (p ˂ 0,034) entre le nombre d’oocystes 

excrété par les animaux et leur statut clinique. Les agneaux cliniquement malades ont montré 

des matières fécales avec un nombre élevé d’oocystes par rapport aux animaux 

asymptomatiques (Figure 38).  

 

 

Figure 38 : Excrétion des oocystes (nombre) chez les ovins en fonction du statut clinique 
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c) Excrétion des oocystes chez l’agneau en fonction des régions de récolte  

Nos résultats ont montré une relation quant au niveau d’excrétion des oocysteS chez l’animal 

et la localisation géographique des élevages. En effet, la différence entre région était 

significative où p= 0,019 avec les moyennes de 4,69 ± 0,057 ; 3,50 ± 0,38 et ; 2,86 ± 0,13 

dans les régions Est, Steppe et Ouest respectivement. Les animaux excrètent un nombre élevé 

d’oocystes dans la région Est suivi de la région Steppique puis la région Ouest (Figure 39).   

 

 

Figure 39 : Excrétion des oocystes chez les ovins en fonction de la région 

 

III.3.2. RESULTATS DE LA CARACTERISATION MOLECULAIRE CHEZ LES 

OVINS 

III.3.2.1. Elevages positifs caractérisés par PCR nichée d'ARNr18S 

L'amplification par PCR nichée d'ARNr18S a permis au niveau des élevages d’identifier 10 

sur 12 élevages qui avaient au moins un échantillon positif par PCR nichée (Tableau 16), 

suggérant un taux de 83,33% au niveau d’élevage. 
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Tableau 16 : Elevages ovins caractérisés par PCR nichéeARNr 18S 

Wilayas  

 

 

N=4 

Elevages  

 

 

N=14 

Elevages 

extensifs 

 

N=9 

Elevages 

intensifs 

 

N=5 

Total Elevages 

extensifs 

 

N=9 

Elevages 

intensifs 

 

N=5 

 
PCR nichée ARNr18S 

SIDI-

BELABBES 

 

 

7 

E3, E4, E5, 

E6, E7, E8 

N=6 

E2 

 

N=1 

 

5 

E4, E5, E6, E7, 

E8 

N=5 

 

0 

 

DJELFA 

 

3 E9 

N_1 

E10, E11 

N_2 

2 E9 

N=1 

E10 

N=1 

M’SILA 

 

3 E12 

N=1 

E13, E14 

N=2 

2 E12 

N=1 

E14 

N=1 

SOUK-

AHRAS 

1 E1 

N=1 

 

0 

 

1 

E1 

N=1 

 

0 

Total 

(%) 

14 

(100) 

9 

(64,28) 

5 

(35,71) 

10 

(83,33) 

8 

(66,66) 

2 

(16,66) 

       E : Elevage ;     N : Nombre  

 

III.3.2.2.Caractérisation des isolats par PCR nichée ARNr18S 

L’analyse moléculaire des prélèvements identifiés par IF a montré les résultats suivants : Au 

niveau animal un taux de 58% (21/36) s’est révélé positif par PCR-ARNr18S, contre un taux 

de 42% (15/36) qui s’est révélé négatif (Figure 40). 

 

Figure 40 : Prévalence de Cryptosporidium spp. chez les  isolats ovins  détectées  

 par PCR nichée ARNr 18S. 

 

58%

42%

Prélèvements d'ageau IF+  PCR 18s positive (21/36)

Prélèvement d'agneau IF+ PCR18s négative (15/36)
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a) Nombre d’animaux positifs en fonction de l’âge 

La présence du parasite était observée chez les animaux dont l’âge est inférieur à 40 jours. 

Cependant, les taux d’identification de Cryptosporidium spp. les plus élevés étaient présents 

chez les ovins ayant moins d’un mois. Dont 70% âgés entre 11 et 20 jours et 78% entre 21 et 

30 jours. L’analyse statistique(test de Fisher) révèle encore un effet positif et hautement 

significatif(p= 0,006) entre le jeune âge des animaux et la présence du parasite surtout entre 3 

et 4 semaines(Figure 41). 

 

 

Figure 41 : Répartition des isolats de agneaux positifs à Cryptosporidium spp en 

fonction de leur l’âge. 

b) Nombre d’animaux positifs en fonction du statut clinique 

Les résultats montrent que la plupart des échantillons positifs pour Cryptosporidium 

provenaient d'animaux diarrhéiques. Parmi les 21 animaux positifs en PCR nichée, 19 

présentaient un syndrome diarrhéique ce qui représente 90,5% et seulement 2 individus 

étaient porteurs sains ou asymptomatiques soit 9,5%. Il apparait de ce résultat une relation 

positive et hautement significative (p<0,0002) entre la présence du parasite et le statut 

clinique des agneaux (Figure 42). 
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Figure 42 : Répartition des isolats d’agneaux positifs à Cryptosporidium spp en 

fonction du statut clinique.  

 

III.3.2.3. Identification des espèces de Cryptosporidium spp. par PCR RFLP 

L’analyse des séquences (obtenues lors de la première PCR nichée) par PCR-RFLP a identifié 

deux espèces : Cryptosporidium parvum (n=16) avec un taux dominant de 76% et 

Cryptosporidium ubiquitum (n=5) avec un taux de 24% (Figure 43). 

a) Répartition des espèces de Cryptosporidium spp. chez l’ovin en fonction de l’âge 

Selon les résultats obtenus par PCR-RFLP, l’infection par C. parvum était observée surtout 

chez les agneaux ayant moins d’un mois,dont le taux le plus élevé est présent chez les 

animaux de 3 semaines. Cependant, C. ubiquitum infectait les animaux âgés entre 2 et 4 

semaines (Tableau 17). 

 

 

Figure 43 : Répartition des espèces Cryptosporidium spp chez les ovins étudiés. 

 

 

Prélèvement diarrhéiques IF+ PCR 18S+  (19/21)

Prélèvement non diarrhéiques IF+ PCR 18S+(02/21)
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Tableau 17 :Nombre d’agneaux infectés par C. parvum et C. ubiquitum en fonction de l’âge 

 

Age 

Semaine 

Espèces 

 C. parvum C. ubiquitum 

1ère 3 0 

2ème 3 2 dont 1* 

3ème 8 1 

4ème 1* 1 

5ème 1 0 

 

Total  

16 5 

21 

(*) : Non-diarrhéique 

 

b) Répartition des espèces de Cryptosporidium spp. chez les ovins en fonction du 

statut clinique 

L’infection par C. parvum était présente chez les veaux cliniquement malades, néanmoins, un 

agneau asymptomatique était infecté par cette espèce. Aussi, C.ubiquitum était présente chez 

les animaux diarrhéiques et les non-diarrhéiques (Tableau 17). 

III.3.5. Recherche et séquençage du gène de la gp60 dans les isolats deC. parvum 

La recherche, du gène de la glycoprotéine 60 de l’espèce C. parvum, effectuée sur les 16 

isolats ovins positifsmontrent la présence de ce gène dans l’ensemble des isolats soit un taux 

de 100%. 

Le séquençage du gène de la gp60 de l’espèce C. parvum, dans les 15 isolats, a montré 

l’existence de deux familles de sous-types IIa et IId : IIaA13G2R1 (n = 1), IIaA21G2R1 (n = 

3), et IIdA16G1 (n = 11).Ces deux derniers apparaissent pour la première fois en Algérie. 

Toutefois, un isolat n’a pas pu être séquencé. 

(Voir Tableau 18). 
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IV. DISCUSSION 

 

IV.1.  La caractérisation phénotypique et génotypique de Cryptosporidium spp. chez les 

bovins 

Les infections à Cryptosporidium chez les bovins ont été signalées dans de nombreux pays du 

monde (Santín et Trout, 2008 ; Robertson et al., 2014). En Afrique, la cryptosporidiose est 

courante chez diverses espèces animales domestiques et sauvages. En effet, Cryptosporidium 

a été signalé chez plusieurs espèces animales domestiques, notamment les bovins, les ovins, 

les caprins, les chevaux, la volaille… Cependant, la majorité des recherches ont été menées 

chez les bovins. Des prévalences allant de moins de 1% à supérieure à 86% ont été signalées 

chez les veaux quant à la présence de Cryptosporidium (Squire et Ryan, 2017). En outre, dans 

le continent africain de nombreuses études chez l’humain ont mis en évidence un potentiel 

zoonotique (Essid et al., 2008 ; Molloy et al., 2010 ; Inim-Bidoo et al., Adamu et al., 2014 ; 

2015 ; Eibach et al., 2015 ; Ojuomi et al., 2016 ; Naghib et al., 2018).Néanmoins, les études 

moléculaires sur la cryptosporidiose humaine et animale dans les pays « Nord-africains » sont 

encore rares.  

Dans la présente étude, la fréquence globale de 62% de Cryptosporidium chez les veaux est 

plus élevée par rapport à des études antérieures dans le Centre et l'Est du pays qui avaient 

indiqué des taux de prévalence faibles de 13,7%, 17%, 22,6%, 22%, 36,4%, 36,7%, 50,8% et 

52,2% (Baroudi et al., 2017; Khelef et al., 2007 ; Akam et al., 2009 ; Ouchene et al, 2012 ; 

Benhouda et al., 2017 ; Laatamnaa et al., 2018 ; Ouchene et al., 2014 ; Ouakli et al., 2018). 

En général, chez les bovins, la prévalence dépasse souvent 50-60% et parfois elle avoisine les 

100% (Santín et al., 2008). Effectivement, 92 à 100% des infections par Cryptosporidium 

chez les veaux ont été signalées à l'aide de DFA (direct fluorescenc antigen) (Rieux et al, 

2014 ; Mammeri et al, 2019). Une présence mondiale de Cryptosporidium allant de 3,4 à 

96,6% a déjà été rapportée chez des veaux précédemment examinés (Thomson et al., 2017). 

Cette variation extraordinairement large de la fréquence des infections à Cryptosporidium et 

de ses similitudes peut varier selon les pays. Elle peut aussi concerner la répartition 

géographique (localisation des exploitations à l’étude), les conditions climatiques et les 

différentes pratiques de gestion des exploitations agricoles, saison de collecte des 

échantillons, méthode de diagnostic utilisée, etc.). Certains de ces facteurs peuvent également 

influer sur la transmission de Cryptosporidium entre animaux (Mohammed et al., 
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1999 ;Causapé et al., 2002 ; Bamaiyi et Redhuan, 2016; Maurya et al., 2013 ; Ranjbar et 

Fattahi, 2017). 

En outre, le parasite était présent dans tous les élevages bovins visités (100%), nos résultats 

sont similaires à ceux décrits par Ouakli et al., en 2018 avec un taux de 100% dans 10 

élevages bovins dans les régions Centre et Est du pays. Alors que d’autres auteurs signalent 

des taux allant de 6% à 100% de fermes positives dans l’Est de l’Algérie (Ouchene et al., 

2016). Dans d’autres pays du monde ce taux d’infection des troupeaux peut être aussi élevé 

comme par exemple en France, Razakandrainibeet al., en 2018 ont trouvé 66% d’élevages 

positifs dans 5 régions étudiées.    

Par ailleurs, les niveaux d’excrétion variaient de 102 à 106 opg. Et plus de ¼ des échantillons 

ont montré un nombre de 104 à 106 (11/40)d’oocystes dans un gramme de matières fécales. En 

revanche, pratiquement les ¾ des animaux infectés excrétaient à très faibles niveaux le 

parasite (excrétions moyennes entre 102 et 103 opg). Parmi les rares études des niveaux 

d’excrétion de Cryptosporidium chez les bovins en Algérie, il a été indiqué des taux allant de 

102 à 104 dans l’Est du pays (Ouchène et al., 2016). Ces données sont également en accord 

avec ce qui est décrit dans la littérature chez les ruminants après sevrage (niveaux variant de 

100 à 1000 opg) (Fayer et al., 2006, 2007 ; Kvá et al., 2006 ; Castro-Hermida et al., 2007 ; 

Santín et al., 2008). Ces faibles niveaux d’excrétion peuvent constituer une limite dans la 

détection du parasite. En outre, la limite de détection théorique de la technique d’IFA est 

estimée à 100 opg ceci peut expliquer que des animaux excrétant le parasite à des niveaux 

équivalents ou inférieurs à 100 ou 10 opg ne soient pas détectés positifs (Fayer et al., 2000). 

De plus, il est possible que des oocystes aient été perdus suite à la réalisation de la technique 

de concentration (Weber et al., 1991 ; Fayer et al., 2000 b). Récemment, dans une étude 

comparative sur de jeunes veaux où la méthode Direct Fluorescence Antigen (DFA) a été 

utilisée avec et sans concentration des oocystes, une perte d'oocystes est observée dans 65,5% 

des échantillons (Mammeri et al., 2019). En effet, les oocystes, après les étapes de broyage et 

filtration, peuvent être retenus sur la gaze ou bien ne pas être répartis dans la zone du gradient 

récupérée pour l’expérience. Cette perte impossible à évaluer, a des conséquences importantes 

lorsque des matières fécales provenant d’animaux sevrés, généralement très peu chargées en 

oocystes, sont utilisées. Dans notre travail, il existe un facteur supplémentaire qui peut être en 

relation avec cette perte c’est la période de conservation avant l’examen de certains 

échantillons qui a dépassé 6 mois. 
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Malgré l’identification microscopique positive des oocystes dans les échantillons, les gènes 

cibles analysés par la PCR nichée ARNr 18S et de la PCR gp60 n'étaient positifs que dans 

58% et 79% des échantillons, respectivement. Bien que la méthode de PCR nichée ait été 

décrite comme très sensible et spécifique (Bhat et al., 2014). Ceci a été déjà signalé 

auparavant dans des études d’identification moléculaire de Cryptosporidium spp. chez 

différentes espèces animales (Laatamna et al., 2013 ; Mammeri et al., 2019 ; Adam et 

al.,2019). Ces résultats de PCR faussement négatifs pourraient s'expliquer par de nombreux 

facteurs : faibles nombres des oocystes dans certains échantillons, présence d'inhibiteurs de la 

PCR dans les échantillons fécaux (hémoglobine, bilirubine et acides biliaires), échec des 

procédures d'extraction, échec de la lyse des oocystes, insuffisance d'ADN collecté, 

dégradation de l'acide nucléique (Johnson et al, 1995 ; Lantz et al, 1997 ; McLauchlinetal, 

1999 ; Yu et al., 2009). Jusqu'à présent, 4 espèces communes de Cryptosporidium ont été 

identifiées chez les bovins : C. parvum, C. bovis, C. ryanae et C. andersoni, mais seul C. 

parvum est associé à une maladie clinique chez les veaux nouveau-nés, les animaux plus âgés 

(> 6 semaines) présentent des excrétions asymptomatiques d'oocystes (Silverlås et al., 2013). 

L'observation récente de C. hominis chez des veaux symptomatiques et asymptomatiques en 

Europe (France) (Razakandrainibe et al., 2018) et en Afrique (Ouganda) (Gift Witto et al., 

2019) souligne l'importance d'identifier les espèces de Cryptosporidium transmis par les 

veaux.  

Les veaux examinés dans cette partie d’étude avaient tous moins de 90 jours. Deux espèces de 

Cryptosporidium ont été détectées chez ces animaux, incluant C. parvum et C. bovis. 

Cependant, en Algérie, en Afrique ainsi que dans d’autres continents les quatre espèces sont 

le plus souvent détectées (Benhouda et al., 2017 ; Baroudi et al., 2017 ; Ouakli et al., 2018 ; 

Zhong et al., 2018 ; Feng et al., 2019). Toutefois, ce taux d’infection de 76% des animaux par 

C. parvum via PCR-RFLP à base de gène 18SrRNA était similaire à des études antérieures en 

Algérie (Ouakli et al., 2018), ainsi que dans d’autres régions du monde démontrant une forte 

présence de C. parvum chez des veaux pré-sevrés (Mammeri et al., 2019 ; Kvác et al., 2006 ; 

Santín et al., 2004). La présence de C. bovis a été révélée dans cette étude avec un faible taux 

(24%). En revanche, cette espèce a été identifiée par plusieurs scientifiques en Algérie 

(Ouchene et al., 2016 ; Baroudi et al., 2017 ; Benhouda et al., 2017 ; Ouakli et al., 2018).  

Contrairement à des rapports antérieurs en Algérie et dans d’autres pays (Feng et al., 2019 ; 

Baroudi et al., 2017 ; Björkman et al., 2015), aucune infection mixte n'a été détectée dans la 

présente étude, ce qui pourrait être attribué à la présence significative de C. parvum par 
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opposition à d'autres espèces de Cryptosporidium pouvant représenter des sous-populations 

plus petites. La PCR multiplex spécifique ou la PCR en temps réel pourrait être utilisée pour 

détecter toute infection de bas niveau (Tanriverdi et al., 2003 ; travaillé et al., 2016). Les 

lignes directrices actuelles suggèrent que la caractérisation génétique des isolats de 

Cryptosporidium devrait être basée sur deux locus génétiques et inclure au moins un gène de 

18SrRNA conservé. Ainsi, dans notre étude, les gènes 18SrRNA et gp60 ont été ciblés 

(Cacciò et al., 2005). 

L’analyse du gène de la séquence gp60 a montré l’existence de deux familles des sous-types 

de C. parvum : IIa (9) et IId (4). La première famille IIa inclue : le sous-type IIaA15G2R1(1) 

et IIaA16G2R1(8). La deuxième famille IId inclue : IIdA16G1 (4). L’identification de ces 

deux familles a été indiquée dans de multiples travaux dans le monde et en Afrique (Squire et 

Ryan, 2017). Ces résultats concordent avec ceux d'autres études démontrant que C. parvum 

IIa est une famille de sous-types commune chez l'homme et le veau. Ainsi, cette famille de 

sous-types est considérée comme potentiellement zoonotique et transmissible par le bétail 

(Xiao, 2010). Le sous-typeIIaA15G2R1 a déjà été signalé comme étant le plus répandu chez 

les veaux et les humains dans de nombreux pays (Alves et al., 2006 ; SobaandLogar, 2008; 

Walinga et al., 2008;  Molloy et al., 2010 ; Xiao, 2010 ; Díaz et al., 2013; Walinga et al., 

2014;  Aita et al., 2015; Mawly et al., 2015; Danišová et al., 2016;), y compris en France 

(Follet et al., 2011; Rieux et al., 2013a, 2013c, 2014 ; Mammeri et al., 2019), soulignant ainsi 

le potentiel zoonotique des veaux comme réservoirs. En revanche, il n’a jamais été identifié 

en Algérie. Il semble que le sous-type IIaA15G2R1 C. parvum soit hyper-transmissible, ce 

qui peut expliquer sa prédominance (Feng et al., 2018).  

Le génotypage a permis aussi d'identifier les sous-types (IIdA16G1 et IIaA16G2R1). 

Contrairement aux résultats obtenus en Chine (Cai et al., 2017 ; Feng et Xiao, 2017), la 

présence du groupe familial zoonotique IId chez les veaux est rare et semble se propager 

depuis l’Asie occidentale vers d'autres régions du monde, dont la France (Wang et al., 2014). 

Ces deux familles ont été décrites dans des pays d’Afrique du Nord. En effet, en Égypte les 

veaux sont principalement infectés par les sous-types de C. parvum des familles IIa et IId 

(Amer et al., 2010), que l'on retrouve également chez l'homme dans ce pays (Ibrahim et al., 

2016 ; Naguib et al., 2018). En Tunisie, les sous-types de C. parvum IIaA15G2R1 et 

IIdA16G1 ont été identifiés chez des veaux et des enfants d'une zone rurale du nord du pays 

(Rahmouni et al, 2014). Par conséquent, les espèces zoonotiques et anthroponotiques sont 

impliquées dans la cryptosporidiose humaine dans ces régions. Ces informations viennent 



PARTIE EXPERIMENTALE 

 

 
137 

compléter les données précédentes sur l’identité génétique des espèces de Cryptosporidium 

chez les jeunes veaux (< 3 mois) élevés en Algérie. Nos données montrent que les veaux âgés 

de 1 à 3 mois sont principalement infectés par Cryptosporidium parvum, alors que peu 

d'animaux ont été infectés par C. bovis. Ceci est en accord avec le schéma dominant de C. 

parvum chez les jeunes veaux (Robertson et al., 2014), mais ne concorde pas avec les données 

de systèmes de gestion moins intensifs dans différentes parties du monde (Budu-Amako et al, 

2012 ; Silverlås et al, 2013 ; Wang et al., 2011) où C. bovis est l'espèce dominante. Toutefois, 

sur les trois élevages intensifs étudiés dans notre travail, l’espèce C. bovis était présente dans 

un seul uniquement. La présente étude est la première à identifier le sous-type IId chez les 

veaux Algériens. Il semble que cette famille de sous-types ne se limite pas à quelques fermes, 

mais pourrait être facilement transmise à d'autres animaux (principalement des jeunes 

ruminants) ou à des humains (Wangetal., 2014; Xiao, 2010). Ce fait peut expliquer le taux de 

100% de contamination de nos élevages étudiés.  Dans notre travail, des infections mixtes de 

sous-types de C. parvum n’ont pas été rapportées avec ce nombre d'échantillons peu élevé. En 

fait, il est possible qu'une gamme de sous-types de C. parvum circulait dans la même ferme, 

mais n'est pas détectée lorsqu'un seul échantillonnage a été effectué chez chaque animal 

(Mawly et al., 2015; Xiao et al., 2007). Des études similaires sur une plus grande échelle 

géographique, avec un plus grand nombre d'échantillons sont nécessaires pour améliorer notre 

compréhension de la dynamique de transmission de la cryptosporidiose chez les veaux en 

Algérie. 

Ce travail nous a permis de constater que les veaux laitiers, diarrhéiques et non 

diarrhéiques, de moins de trois mois d’âge pouvaient excréter l’espèce C. parvum mais 

également d’autres espèces de Cryptosporidium spp. Commedécrit dans la littérature,C. 

parvum est l’agent étiologique majeur des diarrhées néonatales chez les ruminants.  

Le séquençage du génotype C. parvum a présenté un résultat original avec 

l’identification de trois sous-types de C. parvum : IIaA16G2R1, IIaA15G2R1, IIdA16G1, 

où la famille IId est décrite pour la première fois ainsi que le sous-type IIaA15G2R1 en 

Algérie. 

 

 

 



PARTIE EXPERIMENTALE 

 

 
138 

IV.2. La caractérisation phénotypique et génotypique de Cryptosporidium spp. chez les 

ovins 

Actuellement, la Cryptosporidiose ovine est décrite dans le monde entier. En effet, dans les 

pays industrialisés plusieurs travaux de recherches indiquent des taux d'infection à 

Cryptosporidium allant de 5,1 à 82,0% (Quîlez et al., 2008 ; Diaz et al., 2010 et 2015 ; 

Kaupke et al., 2017 ; Causapé 2002 ; Yang et al., 2014). Peu de données comparables sont 

disponibles auprès de pays en développement, néanmoins, plusieurs pays en Asie et en 

Amérique du Sud ont signalé une cryptosporidiose ovine respectivement en Chine, au 

Bangladesh, en Iran, en Argentine et au Mexique avec des taux variables (Peng et al., 2016 ; 

Romero etal., 2016 ; Mi et al., 2014 ; Li etal., 2016). En Afrique, la cryptosporidiose ovine 

est présente en Égypte, en Tanzanie, en Tunisie et en Zambie, avec une prévalence de 2,5%, 

22,2%, 11,2% et 12,5% (Mahfouz et al., 2014 ; Parsons et al., 2015 ; Soltane et al., 2007 ; 

Goma et al., 2007). En Algérie peu de données sont connues sur la cryptosporidiose ovine. 

Cependant, Dahmani etal. (2017), Laatamna et al. (2018) et Baroudi etal. (2018) ont rapporté 

respectivement les premières données sur la cryptosporidiose ovine dans la région steppique 

(Aïn Oussera), les hauts plateaux et dans la région nord du pays avec des prévalences 

respectives de 14,6%, 7%, 22% et 14,5%. Notre étude a révélé une plus grande fréquence de 

Cryptosporidium spp. chez les agneaux 43,37% (36/83). Aussi, au niveau élevage les taux de 

85% et 83% étaient positifs pour la recherche de Cryptosporidium spp.par 

immunofluorescence et PCR-ARNr 18S respectivement. Nos résultats sont proches de ceux 

rapportés par Laatamna et al., (2018) où un taux de 80% de fermes positives pour 

Cryptosporidies a été retrouvé en région steppique et Hauts plateaux. Pa contre, Baroudi et 

al., (2018) mentionnent dans leurs travaux des taux n’excédant pas 44,4% au nord de 

l’Algérie. Les variations des taux d'infection entre les études pourraient être attribuées à 

plusieurs facteurs : différences d'âge, de méthodes de diagnostic, de tailles d'échantillons, de 

gestion des animaux, de régions d’étude. En effet, nos résultats ont montré chez les agneaux 

des degrés d’infections (niveau d’excrétion d’oocystes) différents en fonction de leur âge, le 

statut clinique et les régions d’études. Une corrélation très significative a été révélée entre la 

région étudiée et le niveau d’excrétion (p = 0,019). Dans la région Est les animaux excrètent 

le parasite avec un niveau élevé suivi de la région Steppique puis la région Ouest. On peut 

considérer la région Est comme présentant un foyer de Cryptosporidiose.     

A l’examen microscopique lors de notre étude, 27 échantillons parmi les 36 positifs étaient 

prélevés chez des animaux diarrhéiques (27/36). Cela pourrait être dû au fait que 
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Cryptosporidium est un agent de la diarrhée néonatale. Par contre, dans une étude récente en 

Algérie l'excrétion de Cryptosporidium spp. chez les moutons n’était pas liée à un syndrome 

diarréique (Laatamna et al., 2018). En revanche, il a été déclaré par d’autres chercheurs dans 

d’autre continents que ce protozoaire (C. parvum) faisait partie des agents pathogènes les plus 

importants associés aux maladies diarrhéiques et à la mortalité chez les agneaux nouveau-nés 

(Causapé et al., 2002 ; De Graaf et al., 1999 ; Quílez et al., 2008 ; Imre et al., 2013). Ahamed 

et al., (2013) ont rapporté que la prévalence chez les agneaux diarrhéiques était 

significativement plus élevée (54,4%) que chez les agneaux non diarrhéiques (34,6%), les 

résultats de notre travail étaient similaires avec 75% des animaux positifs diarrhéiques et 25% 

de animaux positifs non-diarrhéiques. En outre, nos résultats étaient comparables à d’autres 

travaux sur le terrain algérien avec des taux d'infection chez les agneaux diarrhéiques 

atteignant 61,5% (8/13), contre 2,0% (1/49) chez les non-diarrhéiques (Baroudi et al., 2018). 

Cependant, il faut noter que la diarrhée néonatale n'est pas nécessairement due à la présence 

de Cryptosporidium, car il existe d'autres agents pathogènes responsables de la diarrhée 

(salmonelles, virus, coccidies…). 

Dans le même contexte, notre étude indique une grande relation entre le syndrome diarrhéique 

et le niveau d’excrétion du parasite. Cette observation détectée par immunofluorescence chez 

les individus présentait une différence hautement significative (p ˂ 0,034). Nous avons 

signalé une forte corrélation entre le niveau de consistance fécale et l'intensité de l'infection. 

Ce résultat est similaire aux études précédentes qui ont rapporté une forte corrélation entre 

l'excrétion d'oocystes de Cryptosporidium et la présence de diarrhée (Xiao et al., 2004 ; 

Castro-Hermida et al., 2005). 

En outre, une différence significative apparait dans notre étude quant à l’âge des agneaux et le 

dénombrement des oocystes, où le niveau d’excrétion du parasite est élevé chez les jeunes 

agneaux âgés de moins d’un mois avec p ˂ 0,026.  Nos résultats sont comparables à plusieurs 

travaux sur le terrain algérien ou autres (Baroudi et al., 2018 ; Imre et al., 2013).  

Par ailleurs, l’analyse moléculaire a révélé une diversité d’espèces de Cryptosporidium chez 

ces animaux d’élevage. Des PCR faussement négatives se sont produites, indiquant que la 

sensibilité de la PCR était potentiellement réduite, ce qui pourrait être dû aux inhibiteurs de la 

PCR naturellement présents dans les échantillons des matières fécales (Yu et al., 2009). En 

outre, certaines études ont révélé que des méthodes microscopiques telle que 

l’immunofluorescence sont plus sensibles que les méthodes moléculaires dans les échantillons 

contenant un faible nombre d'oocystes (Castro-Hermida et al., 2007 ; Díaz et al., 2013). Les 
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espèces Cryptosporidium sont des agents pathogènes bien connus des animaux de ferme et 

des animaux domestiques et constituent donc une menace importante pour la santé publique. 

Cependant, les espèces de Cryptosporidium chez les petits ruminants sont mal connues en 

Algérie. Dans cette partie de caractérisation moléculaire de Cryptosporidium spp. chez les 

agneaux algériens, nous avons identifié deux espèces de Cryptosporidium (C. parvum et C. 

ubiquitum) qui ont déjà été signalées chez les petits ruminants en Algérie (Baroudi et al, 

2018) et d'autres pays (Paraud et Chartier, 2012). Dans ce travail, C. parvum était l'espèce 

dominante 16/21, le rôle de C. parvum dans l’étiologie des épidémies diarrhéiques après 

l’agnelage est bien établi et de nombreuses études ont conclu qu’il s’agissait d’une espèce 

majeure, voire unique, de Cryptosporidium identifiée chez les agneaux et les chevreaux 

diarrhéiques. C. ubiquitum avec 5/21 était minoritaire, ce qui est comparable aux données 

précédentes sur les petits ruminants (McLauchlin et al., 2000; Goma et al., 2007; Geurden et 

al., 2008; Mueller-Doblies et al., 2008; Pritchard et al.; 2007; Quílez et al., 2008; Drumo et 

al., 2012 ; Maurya et al., 2013 ; Imre et al., 2013 ; Tzanidakis et al., 2014). Dans cette étude, 

l'espèce C. xiaoi n'était pas identifiée chez les agneaux bien qu'elle ait récemment été signalée 

comme étant présente chez les petits ruminants en Algérie (Baroudi et al., 2018) et dans 

d'autres localisations (pays africains, pays asiatiques et certains pays européens comme en 

Norvège et en Pologne) (Kaupke et al., 2017 ; Parsons et al., 2015 ; Peng et al., 2016 ; 

Robertson, 2009). Dans cette étude, le sous-type dominant de l'isolat de C. parvum présent 

chez les agneaux était IIdA16G1 (n = 11/16), tandis que les sous-types IIaA21G2R1 (n = 

3/16) et IIaA13G2R1 (n = 1/16) étaient signalés à des taux inférieurs. Nos résultats sont 

cohérents avec de nombreuses autres études où la famille des sous-types de C. parvum IId est 

dominante dans des pays tels que l'Espagne, la Roumanie et l'Australie (Díaz et al., 2015 ; 

Imre et al., 2013 ; Quilez et al., 2008 ; Yang et al., 2014). Cependant, dans d'autres pays 

(Royaume-Uni, Pologne, Nouvelle-Guinée), les familles de sous-types IIa sont dominantes 

(Connelly et al., 2013 ; Kaupke et al., 2017 ; Koinari et al., 2014). Les sous-types identifiés 

représentent un risque réel pour la santé publique, le sous-type IIdA16G1 et C. parvum ayant 

récemment été identifié chez des veaux et des enfants des régions rurales du nord de la 

Tunisie, proches des frontières algériennes (Rahmouni et al., 2014), ainsi que des infections à 

Cryptosporidium humain, notamment sous-type IIaA13G2R1 ont été rapportés chez des sujets 

immunodéprimés de Malaisie et d'Éthiopie (Adamu et al., 2014; Iqbal et al., 2012).  

Les sous-types zoonotiques pathogènes de C. parvum seraient fréquents chez les veaux laitiers 

dans plusieurs régionsen Algérie (Baroudi et al., 2017). Nos résultats suggèrent que les 
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agneaux pourraient aussi constituer un important réservoir de C. parvum en Algérie. Des 

investigations complémentaires sont nécessaires pour déterminer si cette observation est vraie 

dans d'autres régions du pays, de préférence avec des échantillons de plus grande taille, afin 

de mieux comprendre l'épidémiologie de la cryptosporidiose chez les agneaux. 

 

Ce travail nous a permis de constater que les agneaux, diarrhéiques et non diarrhéiques, 

de moins de trois mois d’âge pouvaient excréter l’espèce C. parvum mais également 

d’autres espèces de Cryptosporidium spp. Commedécrit dans la littérature,C. parvum est 

l’agent étiologique majeur des diarrhées néonatales chez les ruminants.  

Le séquençage du génotype C. parvum a présenté un résultat original avec 

l’identification de trois sous-types de C. parvum chez les ovins: IIaA13G2R1, 

IIaA21G2R1,  IIdA16G1, où la famille IId est décrite pour la première fois ainsi que le 

sous-type IIaA21G2R1 en Algérie. Vu l’importance du cheptel national, cette 

observation suggère que les agneaux, peuvent être un important réservoir de 

Cryptosporidium spp. en Algérie. 
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V. CONCLUSION  

Les ruminants algériens sont infectés par de nombreuses espèces de Cryptosporidium, y 

compris les espèces et sous-types zoonotiques ; C. parvum, C. ubiquitum, C. xiaoi, C.  bovis 

et C. andersoni. Bien qu'il existe plus d'études disponibles sur les veaux que sur les petits 

ruminants en Algérie, la prévalence de la cryptosporidiose reste non négligeable dans les cas 

de cryptosporidiose symptomatique et asymptomatique. Les données de notre étude révèlent 

que Cryptosporidium spp. sont généralement plus impliqués dans l'étiologie de la diarrhée 

dans les élevages bovins et ovins avec un système de gestion traditionnel (extensif)et soutient 

le rôle des jeunes ruminants en tant que source de contamination environnementale par des 

espèces et des sous-types zoonotiques de Cryptosporidium. En effet, la fréquence élevée 

d'infections zoonotiques du sous-type C. parvum (IIa, IId) chez ces animaux, en Algérie, doit 

être considérée comme un réservoir zoonotique potentiel pour l’homme. Par conséquent, des 

études moléculaires dans d'autres régions chez les veaux et les petits ruminants, sont 

nécessaires pour mieux comprendre l'épidémiologie moléculaire de la cryptosporidiose en 

Algérie. Ces méthodes d'investigation facilitent l'identification des sources de contamination, 

ainsi que le potentiel zoonotique des différents isolats. De plus, de telles études généraient des 

données précieuses sur la dynamique de transmission et la diversité des espèces dans les 

exploitations infectées, permettant ainsi d'identifier les facteurs de risque d'infection et de 

mettre en œuvre des mesures efficaces de gestion de la réduction de la contamination. 

Nos résultats ont montré également que la population de Cryptosporidium détectée en Algérie 

est plus diverse que ne le suggéraient les études précédentes. Ce travail s’inscrit au titre d’un 

rapport à propos de Cryptosporidium spp. chez les ruminants algériens et pourrait servir de 

données de base pour des investigations ultérieures visant à mieux comprendre 

l'épidémiologie de la cryptosporidiose en Algérie. 
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I. PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS  

La synthèse bibliographique ainsi que notre 1ère partie expérimentale ont montré que 

Cryptosporidium spp. est un protozoaire parasite qui infecte les cellules épithéliales de 

l'intestin grêle et provoque une maladie diarrhéique chez les ruminants et l'homme. 

Cryptosporidium a une distribution mondiale et est considéré comme une zoonose émergente. 

Malgré des efforts intenses pour développer des modèles expérimentaux exploitables et 

l'évaluation de plus de 200 agents chimio-thérapeutiques, les traitements adéquats pour 

éliminer l'hôte de ces parasites font encore défaut. Les raisons du manque d'efficacité du 

médicament sont probablement multiples et peuvent inclure l'emplacement inhabituel du 

parasite dans la cellule hôte, composition structurelle et biochimique distincte, ou sa capacité 

rapide à bloquer la pénétration ou à l’éliminer des molécules de médicament. Comprendre 

certains mécanismes fondamentaux par lesquels les médicaments sont transportés vers le 

parasite et identifier des cibles uniques est une première étape dans la mise au point d’agents 

thérapeutiques efficaces. 

Le développement des recherches sur les ruminants s’inscrit dans l’amélioration des 

performances de la filière et la réduction des risques sanitaires que peuvent représenter les 

ruminants ayant la cryptosporidiose pour la santé publique et vétérinaire. La recherche d’un 

traitement efficace contre la cryptosporidiose dans les élevages des ruminants répond donc 

aux deux missions principales à savoir : limiter les pertes économiques en élevage et atténuer 

la contamination de l’environnement (l’eau en particulier) par les fèces chargées en parasites 

chez les animaux infectés. 

Notre deuxième partie est intitulée : « Etude de l’infectiosité des isolats de terrain in vitro 

et in vivo et évaluation du potentiel anti-cryptosporidien des chitosans et 

paromomycine ». Elle est effectuée in vitrosur deux modèles de culture cellulaire (HCT-8 et 

Caco-2) et in vivo sur un modèle de souriceaux nouveau-nés. Ces essais expérimentaux visent 

à atteindre l’approche appliquée thérapeutique avec l’étude du pouvoir d’infectiosité des 

isolats du terrain et d’estimer l’effet des chitosans et de la paromomycine sur les isolats 

naturels isolés et identifiés dans la première partie de la thèse. 

La présentation de cet essai thérapeutique prend référence de la littérature sur la 

cryptosporidiose et les pistes thérapeutiques actuelles. 

La recherche de nouvelles molécules thérapeutiques est plus que nécessaire. Nous rapportons 

ici l'adaptation d'une infection de deux modèles cellulaires (HCT-8 et Caco-2) par C. parvum 

et un modèle in vivo dans le but de réaliser l’estimation de l’infectiosité des souches de terrain 
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(isolat bovin et isolat ovin) et des évaluations thérapeutiques de polysaccharides naturels 

(chitosans) et de la molécules de sulfate de paromomycine.  

 Les essais thérapeutiques montrent un intérêt évident qui permet d’apporter une solution de 

sécurité contre cette parasitose. Notre approche comprend : 

1- L’étude de l’infectiosité des isolats bovins et ovins avec un modèle cellulaire, 

2- l’étude in vivo de l’infectiosité des isolats bovins et ovins sur un modèle de 

souriceaux, 

3- l’évaluation de l’effet anti-cryptosporidien des polysccharides naturels « chitosan » et 

la paromomycine sur les isolats de Cryptosporidium isolées chez les bovins et les 

ovins et cultivées sur un modèle de cellules HCT8 et CaCo2, 

4- l’évaluation de l’effet anti-cryptosporidien des polysccharides naturels « chitosans » et 

de la paromomycine sur les isolats de Cryptosporidium isolés chez le bovin sur un 

modèle de souriceaux. 

 

II. MATERIELS ET METHODES 

Afin de répondre aux différents objectifs de la deuxième partie de notre travail, deux modèles 

expérimentaux ont été utilisés (in vitro et in vivo). 

II.1. Laboratoire de culture cellulaire et équipements  

La pièce de culture cellulaire obéit à des mesures de sécurité microbiologique où le 

manipulateur doit obligatoirement passer par un sas. Le laboratoire est équipé d’un poste de 

sécurité microbiologique (PSM) qui est une hotte à flux laminaire possédant une lampe à UV 

sous laquelle toutes les manipulations des cultures cellulaires doivent avoir lieu. Le matériel 

utilisé dans cette salle doit être en totalité stérile. 

II.2. Modèle in vitro « la culture cellulaire »  

II.2.1. Les cellules (tapis cellulaire)  

Les modèles de culture in vitro (Upton et al., 1994, 1995 ; Arrowood, 2002 ; Keegan, 

2003)sont appliqués pour estimer au plus proche l’effet réel du parasite après son ingestion, 

de tester l’activité pharmacologique potentielle de différentes molécules sur les 

Cryptosporidium spp. Deux modèles de lignées cellulaires ont été utilisées (Figure 46) : 

 HCT-8 (Human colonic tumor cells)  

Les cellules choisies sont des cellules issues d’un adénocacinome iléo-caecal humain, car 

elles s’avèrent très sensibles au développement du parasite de l’espèce C.parvum (Upton et 
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al., 1994).  Cette lignée donne également les meilleurs résultats de rendement parasitaire, et 

supporte également la plus longue durée de culture de 25 jours (Hijjawi et al., 2001). 

 Caco-2 (Human colonic adenocarcinoma cells)  

Malgré sa croissance lente, cette lignée est utilisée pour son expression des caractéristiques 

épithéliales typiques et notamment les microvillosités.  

 

 

Figure 46: Tapis cellulaires observés au microscope photonique x10  

(UMR BIPAR ENVA, 2017)  

 

II.2.2. Milieux de culture   

Tous les milieux de culture cellulaire utilisés proviennent des laboratoires Gibco (USA). 

 II.2.2.1. Milieu de culture des HCT-8  

Les HCT-8 (ATCC CCL-244, Rockville, MD, U.S.A.) sont maintenues en culture dans le 

milieu Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI-1640) supplémenté de 10% de SVF, 

1mM de L-glutamine, 20 mM d’HEPES, 1mM de pyruvate de sodium, 100 UI/mL de 

pénicilline et 100μg/ml de streptomycine.  

II.2.2.2. Milieu de culture des Caco-2  

Les cellules Caco-2 (ATCC HTB-37, Rockville, MD, U.S.A.) sont maintenues en culture 

dans un milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) supplémenté de 25mM 

bicarbonate de sodium, 1% d’acides aminés non-essentiels, 20%  de sérum de veau fœtal  

décomplémenté (SVF), 1mM de pyruvate de sodium, 100 UI/mL de pénicilline et 100μg /mL 

de streptomycine par et 2 mM de L-glutamine.  

II.3. Le Modèle in vivo 

Le modèle de souriceaux CD-1(Finch et al., 1993)est un modèle de souriceaux non sevrés (1 à 

6 jours d’âge), qui selon les souches de souris, est très réceptif et sensible à l’infection par C. 

parvum. Le modèle est simple à l’utilisation, très reproductible et présente une infection 

HCT-8 Caco-2 
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asymptomatique et auto-résolutive mais cependant les souriceaux excrètent des oocystes 

pendant 10 à 14 jours (Fayer et Xiao, 2008). 

Ce sontdessouris non consanguines présentant une prolificité importante. Leur coût est 

relativement faible. Le modèle, déjà mis en place au sein du laboratoire, a été utilisé pour 

évaluer l’effet anti-cryptosporidien de molécules naturelles contre C. parvum (Iowa) 

(Mammeri et al., 2018). 

II.4. Parasites utilisés 

II.4.1. Souche de référence (Iowa) 

La souche utilisée comme référence et témoin positif sur le modèle de culture in vitro est une 

souche commerciale utilisée dans de nombreuses études portant sur Cryptosporidium parvum. 

Il s’agit de lasouche Iowa (Waterborne Inc., Nouvelle-Orléans, Louisiane, USA). Cette 

souche est entretenue par infection expérimentale de veaux nouveaux nés. Le parasite est 

purifié et stocké à +4 °C dans une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) jusqu’à son 

utilisation. Les oocystes ont été utilisés dans les 4 mois suivant leur purification. 

II.4.2. Isolats naturels testés  

II.4.2.1. « Isolats bovins » testés 

Suite à notre travail de caractérisation phénotypique et génotypique, 4 souches de C. parvum 

ont été testées expérimentalement in vitro pour évaluer leur infectiosité et l’effet de certaines 

molécules anti-cryptosporidiennes. Quatre isolats de C. parvum d’origine bovine ont été 

sélectionnés en fonction du niveau d’excrétion. Ces isolats ont été expérimentés in vitro. Par 

contre, un seul isolat a été retenu pour le test in vivo. 

II.4.2.2. « Isolats ovins » testés 

Au même titre que les isolats bovins, 3 isolats d’origine ovine ont été testés in vitro pour 

estimer leur infectiosité et l’effet de certains anti-cryptosporidiens sur leur viabilité. Des 

isolats d’espèces de C. parvum et C. ubiquitum ont été retenus.  

II.5. Molécules anti-cryptosporidiennes utilisées 

II.5.1. Sulfate de Paromomycine 

Le sulfate de paromomycine, composé chimique pur à 100 % et soluble, a été fourni par la 

société Olon S.P.A. (Milano, Italie). Il est considéré comme la molécule chimique de 
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référence pour son action anti-cryptosporidienne. Une solution à 100mg/ml dans le milieu de 

culture spécifique pour chaque lignée cellulaire utilisée est préparée. 

II.5.2. Polysaccharides naturels (Chitosans) 

Le Chitosan est la forme désacétylée alcaline de la chitine, principale composante structurelle 

des exosquelettes d’invertébrés (insectes) et des parois cellulaires de champignons 

(zygomycetes). Il se compose d’unités de N-acétyl-β-D-glucosamine (unité désacétylée), 

reliées par des liaisons glycosidiques (1- 4) avec de la β-D-glucosamine (unité acétylée) 

(Raafat et Sahl, 2009). 

Pour étudier les effets anti-cryptosporidiens, un polymère et un monomère de chitosan purs 

ont été utilisés : 

 Le chitosan MIX qui est un mélange de plus de 90 % de désacétylation. C’est 

une poudre de polymère naturel insoluble mais dispersible dérivé d’un crustacé 

Homarus locusta (Federal Laboratories Corp., USA).  

 Le N-acétyl-D-glucosamine (chitosan NAG) un chitosan monomère soluble 

(Kraeber et Co GMBH, Allemagne). 

II.6. Protocole expérimental in vitro 

II.6.1. Préparation des cultures cellulaires 

Les tapis cellulaires cultivés au préalabledans des plaques (flasques) (Figure 47) sont repiqués 

dans des plaques de 12 puits (Nunc, Danemark) contenant des lamelles de 18 mm 

(Marienfeld, Allemagne) sensibilisées avec une solution de collagène à 0,1mg/ml issus de 

placenta humain(Sigma, France) (Figure 48).Cette sensibilisation permet un meilleur 

attachement des cellules à leur support (Rochelle et al., 1997). 

Les plaques contenant les cellules sont à leur tour incubées à 37 °C dans une atmosphère à 

5 % de CO2 et 80% d’humidité. Les milieux de cultures sont changés toutes les 48 heures. 

Quand le tapis cellulaire arrive à une confluence de 70%, les milieux de culture sont 

remplacés par des milieux de culture à 2% de SVF pour ralentir la croissance cellulaire. 
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Figure 47 : Culture cellulaire en flasque 

 

 

Figure 48 : Préparation des tapis cellulaire sur lamelles dans les plaques 

 

II.6.2 Etude de l’infectiosité des isolats de terrain d’origine bovine et ovine  

II.6.2.1. Infestation des tapis cellulaires  

Chaque puits des plaques contenant les tapis cellulaires ayant une confluence de 70% sont 

infectés par 104 oocystes issus de nos souches bovines, ovines ainsi que par la souche de 

référence (Iowa). La même quantité d’oocystes servant à l’infestation est utilisée pour tous les 

isolats afin d’observer et d’évaluer le développement du parasite de façon constante d’une 

expérimentation à l’autre. 

Les cellules sont ensuite incubées pendant 48h (37°C, étuve humide, 5% de CO2). Chaque 

expérience est réalisée 3 fois (n=3). 
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II.6.2.2. Mise en évidence des formes intracellulaires du parasite dans les 

lignés cellulaires  

L’intensité de l’infection est réalisée par un marquage immunofluorescent des formes 

intracellulaires. 48h après infection, les tapis cellulaires sont fixés avec du méthanol (Fisher 

Scientific, UK) pendant 10 min à température ambiante. Après l’élimination du méthanol et le 

séchage des lamelles, 1 ml/puits de solution de blocage est ajoutée. Cette solution contient 

100 ml de PBS stériles (Sigma, France), 0,002 % (vol/vol) Tween 20 (Montanox, Seppic, 

France) et 1 % (poids/vol) de BSA (Sigma, France). Les plaques sont incubées pendant 30 

minutes à température ambiante. Après 2 lavages au PBS, 150 µl de solution de marquage 

préparée extemporanément sont ajoutés dans chaque puits. Cette solution a été réalisée à 

partir d'anticorps polyclonal spécifique conjugué à la fluorescéine (Sporo-Glo ™, Waterborne 

Inc., New Orleans, LA, USA). Cette coloration à la fluorescéine permet la visualisation in 

vitro de différents stades de vie intracellulaires deCryptosporidium.  

Après une incubation de 45 minutes dans une chambre humide, à l’obscurité et température 

ambiante, suivie de deux lavages au PBS, chaque lamelle est retirée du puits et montée avec le 

kit ProLong Antifade sur une lame de microscope (Life Technologies, USA) conformément 

aux instructions du fabricant (Superfrost, France). 

Les lames ont été analysées au microscope (Leica) à épifluorescence (excitation à 450-480 nm 

avec émission 515nm). Les formes parasitaires intracellulaires ont été comptées dans 300 

champs microscopiques aléatoires (6 x 50 champs microscopiques aléatoires (CMA) (Figure 

49).  

Le nombre moyen de formes intracellulaires des 3 puits (n = 3) a été utilisé pour déterminer 

l'intensité de l'infection. Les puits contenant les oocystes à tester ont été comparés aux puits 

témoins positifs (souche Iowa). 

 

Figure 49:Schéma représentatif de la méthode de numération par IF.  
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II.6.3. Etude de l’effet des « anti-cryptosporidiens » polysaccharides naturels 

(chitosan) sur les isolats de terrain d’origine bovine et ovine 

Les isolats qui ont montré un pouvoir d’infectiosité important par rapport au témoin (souche 

de référence Iowa) ont été testés avec les molécules de polysaccharides proposées. 

II.6.3. 1. Préparation de la solution mère des molécules à tester 

La solution mère à 100 mg/ml de molécules de Chitosan Nag et Chitosane Mix (Phileo, 

Lesaffre Animal Care, France) ainsi que la molécule de sulfate de paromomycine (Olon 

S.P.A., Italie) ont été préparées dans de l’eau distillée stérile et filtrée à travers des filtres de 

0,22 µm.  

II.6.3.2. Infestation et dépôt des molécules à tester sur les tapis cellulaires 

Pour évaluer l’effet anti-cryptosporidien des polysaccharides sur les isolats de terrain 

d’origine bovine et ovine in vitro, les cellules cultivées en plaque (dans les mêmes conditions 

citées précédemment) sont inoculées à raison de 104 oocystes par puits. 

Après 48h d’incubation, les milieux de culture sont remplacés par un milieu de culture à 2% 

de SVF. Les produits (NAG, MIX et paromomycine) sont déposés à une concentration finale 

de 500 µg/mL par puits. 

L’intensité de l’infection a été évaluée après 48h d’incubation à 37°C avec 5% CO2 en 

chambre humide (80%). 

II.6.3.3. Evaluation des effets des molécules sur le parasite 

La recherche de l’effet des molécules sur les oocystes est réalisée par le même protocole cité 

précédemment. Un marquage immunofluorescent des formes intracellulaires est effectué 48h 

après dépôt des molécules, les tapis cellulaires sont fixés avec du méthanol (Fisher Scientific, 

UK) pendant 10 min à température ambiante. Après l’élimination du méthanol et le séchage 

des lamelles, 1 ml/puits de solution de blocage est ajoutée. Cette solution contient 100 ml de 

PBS stérile (Sigma, France), 0,002 % (vol/vol) Tween 20 (Montanox, Seppic, France) et 1 % 

(poids/vol) de BSA (Sigma, France. Les plaques sont incubées pendant 30 minutes à 

température ambiante. Après 2 lavagesau PBS, 150 µl de solution de marquage préparée 

extemporanément sont ajoutés dans chaque puits. Cette solution a été réalisée à partir 

d'anticorps polyclonal spécifique conjugué à la fluorescéine (Sporo-Glo ™, Waterborne Inc., 

New Orleans, LA, USA) dilué dans du PBS. Cette coloration à la fluorescéine permet la 

visualisation in vitro de différents stades de vie intracellulaires à Cryptosporidium.  

Après une incubation de 45 minutes dans une chambre humide, à l’obscurité et température 

ambiante, suivie de deux lavages au PBS, chaque lamelle est retirée du puits et montée avec le 
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kit ProLong Antifade sur une lame de microscope (Life Technologies, USA) conformément 

aux instructions du fabricant (Superfrost, France). 

Les lames sont analysées au microscope (Leica) à épifluorescence (excitation à 450-480 nm 

avec émission 515nm). Les formes parasitaires intracellulaires sont comptées dans 300 

champs microscopiques aléatoires (6 x 50 champs microscopiques aléatoires (CMA) (Figure 

50). Le nombre moyen de formes intracellulaires des 3 puits (n = 3) a été utilisé pour 

déterminer l'intensité de l'infection.  

Infection des cellules (70% de confluence) par 16µL d’oocyste/puit

Technique d’immunofluorescence (Sporo-Glo™, waterborne,USA)

Incubation à 37°C/48h

Ajout des molécules testées 5µL/puit

Incubation à 37°C/48h

Lecture de champs 

microscopiques aléatoires

Mise en culture du tapis cellulaire HCT-8 et CaCo2 

 

 

Figure 50 : Protocole expérimental de l’essai in vitro 

II.7. Protocole expérimentale in vivo 

Suite à nos essais in vitro, des essais in vivo ont été réalisé. Ceci a concerné les isolats qui ont 

montré le pouvoir d’infectiosité le plus élevé. 

I1.7.1. Le choix du modèle 

Le modèle de souriceaux CD-1a été choisi pour toutes les raisons citées précédemment 

pratique et facilité d’utilisation (Figure 51).  
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Figure 51 : Groupe de souriceaux nouveaux-nés 

II.7.2. Evaluation in vivo de l’infectiosité des isolats ovins et bovins 

II.7.2.1. Conditions de mise en place de l’essai in vivo 

Les protocoles expérimentaux ont été réalisés sur des souriceaux CD-1 selon les étapes 

mentionnées dans la Figure 52. 

Les souris non consanguines CD-1 utilisées dans cette étude ont été obtenues auprès des 

laboratoires d'élevage Charles River (France) et maintenues dans des conditions d'asepsie 

dans un isolateur tout au long des expériences. Les draps sont changés tous les jours. Ils sont 

conservés dans des cages en plastique surmontées de filtres de 60 × 40 cm (Charles River, 

France) avec des copeaux de bois servant de litière. Tous les animaux avaient accès à un 

régime alimentaire granulé standard et à de l'eau. La température ambiante a été maintenue à 

environ 21°C. Les expériences in vivo ont été approuvées par le Comité d'éthique régional 

français numéro 16 de l'ANSES / ENVA / UPEC et par le Ministère de l'Education Nationale, 

de l'Enseignement Supérieur et de la Recherche de France. 

Les oocystes utilisés proviennent des isolats de bovin et ovin identifiés et caractérisés. Ils ont 

été conservés dans du PBS additionné de pénicilline, de streptomycine, de gentamycine ainsi 

que d’amphotéricine B. Ces suspensions d’oocystes ont été maintenues à +4°C jusqu’à leur 

utilisation.  

II.7.2.2. La cinétique du modèle d’infection de souris nouveau-né CD-1  

Afin de vérifier l’absence d’une infection préexistante, les animaux morts et des fèces ont été 

récoltées avant inoculation et testées pour Cryptosporidium spp. 
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Les solutions d’oocystes sont préparées la veille des expériences d’inoculation. Les 

souriceaux âgés de cinq jours sont tous infectés expérimentalement avec 105 d'oocystes de C. 

parvum /animal par gavage œsophagien via des tubes d'alimentation en plastique de 22 cm de 

long (Phymep, France). Les souriceaux sont euthanasiés 8 jours après infestation. 

Après le sacrifice des animaux, la totalité des intestins (les segments d’iléon, de caecum et de 

colon) sont fixés, colorés puis analysés par immunofluorescence afin de détecter et compter 

les oocystes. 

II.7.2.3. Etude de l’effet des produits « anti-cryptosporidiens » sur les 

isolats de terrain d’origine bovine in vivo 

L’étude est réalisée sur 4 portées de souriceaux : 1 portée par molécule testée (chitosan NAG, 

chitosan MIX, témoin positif au sulfate de paromomycine) ainsi qu’une portée témoin non 

traitée (traitement avec de l’eau stérile). Les molécules sont préparées à une concentration de 

1mg/inoculation. 

Les quatre groupes de souris néonatales sont été traitées la veille de l'infection, un jour (6ème 

jour) et quatre jours (9ème jour) après inoculation des oocystes. Les animaux ont été sacrifiés 

par dislocation cervicale au huitième jour après infection. L'expérience in vivo a été dupliquée 

en utilisant un protocole identique (Figure 52). 

II.7.2.4 Mise en évidence et dénombrement des oocystes par immunofluorescence 

La totalité des intestins (les segments d’iléon, de caecum et de colon) des souriceaux 

euthanasiés est récupéré et déposé dans 50 ml de PBS afin de remettre en suspension le 

contenu intestinal. 20 µl en triplicat de cette suspension homogénéisée sont déposés sur une 

lame d’immunofluorescence (Immuno-Cell Int., France), puis séchés pendant 1 heure à la 

température ambiante. Une fixation avec 20 µl d'acétone pendant 10 min est effectuée. 

Ensuite, un immuno-marquage des oocystes a été réalisée en utilisant le kit Meri fluor® 

Cryptosporidium / Giardia (Meridian Bioscience, Milan, Italie) en suivant les instructions du 

fabricant avec une modification : le réactif de détection a été dilué (1/4 vol / vol) dans du 

PBS. 

 La lecture de l’ensemble des puits est ensuite effectuée afin de détecter et compter les 

oocystes. 
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II.8. Analyses statistiques  

Afin d’évaluer les effets anti-cryptosporidiens du chitosan in vitro et in vivo, des tests 

statistiques ont été effectués à l’aide du logiciel GraphPad Prism (version 5.0, USA). Pour les 

expériences in vitro, le pourcentage de formes intracellulaires de C. parvum dans les groupes 

traités a été comparé au pourcentage de formes intracellulaires dans le groupe témoin infecté 

mais non traité (100%). Le test de Mann-Whitney ou un t-test Student non apparié ont été 

utilisés pour comparer les groupes traités au groupe de témoin infecté non traité. Les résultats 

sont représentés sous forme de moyenne ± erreur type de la moyenne (SEM). Une valeur de 

p<0,05 était considérée comme statistiquement significative. 

 

Administration des produits 

naturels par gavage 

(1mg/Inoculation)

Age des 
souriceaux 4 J 5 J 6 J 9 J 13 J

4 lots infectés

Lot témoin non-

traité

Lot témoin traité 

(paromomycine)

Lot traité au 

Chitosan Nag

1 32

Lot traité au 

Chitosan Mix

Infection par C. parvum (isolats) sondage œsophagien

(Plastic Feeding Needles for Rodents, Phymep)

Estimation de la 

charge parasitaire 

dans le contenu 

intestinal par IF

4

 

Figure 52 : Protocole expérimental de l’essai in vivo 

Remarques : Dans le modèle in vivo, l’étude de l’infectiosité des isolats et l’étude des effets 

des molécules testées ont été réalisées durant le même essai (Figure 52). 
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III. RESULTATS 

III.1. Caractérisation des isolats bovins et ovins  

Avant d’évaluer l’effet des molécules anti-cryptosporidiennes (paromomycine et chitosan) sur 

les Cryptosporidium spp. (isolats bovins et ovins), une étude de leur infectiosité a été réalisée 

sur deux modèles : in vitro (culture cellulaire)et in vivo (modèle animal). Dans la première 

partie de notre travail, les isolats bovins et ovins utilisés dans ces essais ont été identifiés et 

caractérisées par les méthodes de biologie moléculaire (PCR ARNr18S, PCR GP60 et une 

étape de séquençage). Neuf isolats, cinq bovins et quatre ovins ont été testés. Les 

caractéristiques des isolats retenus pour cette expérimentation sont mentionnées dans le 

Tableau 19.   

 

Tableau 19 : Caractéristiques des isolats bovins et ovins retenus pour les essais 

thérapeutiques. 

 

Isolat Région 

 

Age 

(jours) 

Statut 

clinique  

Date  

de récolte 

Taux 

d’excrétion 

Espèce Sous-type  

C. parvum 

 
 

B1 Sétif 

 

45 D Février 

2017 

8,42.105 C. 

parvum 

IIaA16G2R1 

B13 Sétif 

 

30 D Janvier 

2017 

7,8.105 C. 

parvum 

IIaA16G2R1 

B11 Sétif 26 D Automne 

2016 

1,2.106 C. 

parvum 

IIdA16G1 

B17 Sétif 

 

21 D Janvier 

2017 

9,33.105 C. 

parvum 

IIaA16G2R1 

B29 Souk 

Ahras 

 

10 D Janvier 

2017 

9,20.105 C. 

parvum 

IIdA16G1 

 
 

O2  Soukahras 

 

6 D Janvier 

2017 

6,30.104 C. 

parvum 

IIaA21G2R1 

O33 Sidi 

Belabbas 

 

21 D Automne 

2016  

2,64.104 C. 

parvum 

IIdA16G1 

O70 M’Sila 

 

20 D Janvier/févr

ier 

2016 

9,75.105 C. 

parvum 

pas de 

résultat du 

séquençage 

O19 Sidi 

Belabbas 

 

10 D Novembre/ 

Décembre  

2015 

6.103 C. 

ubiquitum 

  
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III.2. Résultats de l’étude de l’infectiosité des isolats in vitro 

Les isolats bovins et ovins ainsi que la souche C. parvum Iowa sont mis en culture 

simultanément sur les 2 lignées cellulaires (HCT-8 et Caco-2). Les tapis cellulaires, cultivés à 

raison de 70-80% de confluence sur les lamelles de chaque puits (plaque 12 puits), sont 

infectés en triplicat pour chaque isolat, par la charge parasitaire sélectionnée lors de la 

validation du modèle, à savoir 104oocystes/puits. Après 48h d’incubation (37°C, 5% CO2, 

80% d’humidité), les tapis sont récupérés et les formes intracellulaires du parasite sont 

marquées par un l’anticorps spécifique de Sporo-Glo couplé à l’immunofluorescence (Figure 

53).   

 

Figure 53: Oocystes de Cryptosporidium parvum (isolat bovin) marqués à l’anticorps 

polyclonal Sporoglo (Waterborne, USA) et observé en immunofluorescence au microscope 

UV à 400X (UMR BIPAR, 2017). 

 

L’observation microscopique des lames a permis de constater le développement des parasites 

(bovins ; ovins) à côté de la souche Iowa sur les deux lignées cellulaires.  

Le dénombrement des formes parasitaires intracellulaires (diamètre > 3µm) des isolats et de la 

souche de référence a permis de tracer les résultats obtenus sous forme d’histogrammes 

nombre des formes parasitaires intracellulaires (FIC) en fonction des souches utilisées. 

III.2.1. Etude de l’infectiosité des isolats de l’espèce bovine 

La lecture microscopique des lames a permis d’observer le développement du parasite dans 

les conditions préalablement décrites. La numération, présentée dans les histogrammes 

(Figures 54 et 55), montre un nombre de FIC important à partir de la charge parasitaire initiale 
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inoculée dans les 2 lignées cellulaires. Cela a permis de mettre en évidence un développement 

significatif des oocystes (n= 3, p < 0,05). 

Nos histogrammes montrent clairement l’infectiosité des deux lignées cellulaires (HCT-8 et 

Caco-2) par les isolats bovins. On constate que l’infectiosité est très élevée chez les souches 

B1, B13 et B29, où le B1 dépasse le nombre de 1500 de forme intracellulaire sur le tapis des 

HCT-8 et il est près de ce chiffre sur les cellules du tapis Caco-2. En effet, un développement 

important des formes intracellulaires est observé par IF dans les deux lignées. Néanmoins, une 

légère différence a été remarquée en fonction des tapis cellulaires inoculés, notons un nombre 

légèrement plus élevé de FIC sur HCT-8 que sur Caco-2.   

 

 

Figure 54 : Etude de l’infectiosité des isolats bovins cultivés sur HCT-8 

 

Les isolats B11et B17 ont montré une faible amplification (régression) des formes 

intracellulaires dans les cellules HCT-8 ainsi que sur Caco-2.   

Il est à remarquer aussi, la faible infectiosité de la souche Iowa. La souche de référence n’a 

pas donné les taux d’infectiosité attendus dans nos conditions expérimentales et ceci dans les 

deux lignées cellulaires. 

 

 

Figure 55 : Etude de l’infectiosité des isolats bovins cultivés sur Caco-2 
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III.2.2. Etude de l’infectiosité des isolats de l’espèce ovine 

Comme pour les isolats bovins, les souches ovines testées ont montré une infectiosité 

importante surtout pour les isolats O33, O2 et O70 cultivés sur la lignée HCT-8 avec un 

nombre très élevé des formes intracellulaires (près de 1500). Par contre, le FIC du parasite O2 

et O70 apparait avec un nombre moins important sur la lignée Caco-2 (Figures 56 et 57).   

 

 

Figure 56 : Etude de l’infectiosité des isolats ovins cultivés sur les cellules HCT8 

 

Cependant, l’isolat O19 montre une régression importante par rapport à la charge initiale. 

Avec un nombre près de 102 FIC, l’isolat montre une faible infectiosité sur les deux tapis 

cellulaires. Suite à ces constations, l’isolat a été écarté de l’expérimentation. Les résultats de 

la culture de l’isolat O33 dans le tapis cellulaire Caco-2 montrent une faible infectiosité par le 

parasite (Figure 57). Par conséquent, cet isolat n’a pas été testé lors de l’étude de l’effet des 

anti-cryptosporidiens sur Caco-2.   

 

Figure 57 : Etude de l’infectiosité des isolats ovins cultivés sur les cellules Caco-2 
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Sur les cellules Caco-2, la souche Iowa a donné le même taux d’infectiosité que 

précédemment. 

III.3. Evaluation in vitro du potentiel « anti-cryptosporidien » des polysaccharides 

naturels (chitosan) et la paromomycine sur les isolats de terrain de cryptosporidium 

Les isolats, montrant un nombre élevé des formes intracellulaires, ont été retenus pour réaliser 

cet essai in vitro. En outre, l’effet des anti-cryptosporidiens a été réalisé sur les isolats 

sélectionnés en fonction de leurs taux d’infectiosité. 

Selon ce critère de choix, les isolats bovins (B1, B13 et B29) et les isolats ovins (O2, O33 et 

O70) ont été maintenus pour cette expérimentation. Les formes intracellulaires de tous les 

isolats ont été réduites par les produits testés mais plusieurs variabilités ont été constatées. 

Pour une meilleure interprétation des résultats, des histogrammes ont été tracés pour chaque 

isolat (pourcentage des FIC en fonction des molécules testées) et des moyennes individuelles 

et globales des taux de réduction ont été calculées pour les isolats bovins et ovins. 

III.3.1. Effet des « anti-cryptosporidien » polysaccharides naturels (chitosan) sur 

les isolats bovins in vitro 

Les résultats mentionnés dans le tableau (20) montrent clairement l’effet des anti-

cryptosporidien. Le sulfate de paromomycine inhibe la multiplication parasitaire dans les 

cellules HCT-8 et Caco-2. Dans les cellules HCT8, une dose de 500 µg / ml de sulfate de 

paromomycine a réduit la forme intracellulaire de B1, B13 et B29 avec 22%, 38% et 68% 

respectivement par rapport au contrôle. Avec la même concentration (500 µg / ml) de 

chitosan, les FIC des isolats B1, B13 et B29 ont été réduites. Avec le chitosan NAG les taux 

étaient les suivant 49%, 40% et 60%, respectivement. Pour le chitosan Mix les taux de 

réduction étaient (70%, 58% et 88%)  (p <0,001). 

Des effets de réduction ont été aussi obtenus sur cellules Caco-2. La molécule sulfate de 

paromomycine a réduit les formes intracellulaires(FIC) des isolats de 50% à 60% par rapport 

au contrôle. Pour le chitosan NAG et le chitosan Mix, les FIC ont été réduits significativement 

de 32% à 55% et de 50% à 80%, respectivement (p <0,01). 
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Tableau 20 : Taux de réduction des formes intracellulaire de C. parvum 

en pourcentage (%) sous l’effet des anticryptosporidiens 

 

 

Lignées 

cellulaires 

HCT-8 Caco-2 

% 

Isolats 

Sous-types 

B1 B13 B29 B1 B13 B29 

Paromomycine 22 38 68 50 55 60 

 

Moyenne 30 68 52,5 60 

 

Chitosan NAG 49 40 60 38 32 55 

 

Moyenne 44,5 60 35 55 

 

Chitosan MIX 70 58 88 58 50 80 

 

Moyenne 64 88 54 80 

 

 

A ce stade des résultats, tous les produits ont considérablement réduit le développement du 

parasite dans les cellules HCT-8. Les deux composés de chitosan étaient efficaces. L’effet de 

sulfate de paromocycine et le chitosan NAG était comparable sur l’isolat B13, mais le 

chitosan NAG a diminué plus le parasite B1 que la paromomycine. Alors que ce dernier 

diminue plus l’isolat B29 que le chitosan NAG. Le chitosan Mix était le plus efficace des trois 

molécules.  
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Figure 58 : Evaluation du potentiel « anti-cryptosporidien » des polysaccharides naturels 

(chitosans) sur les isolats bovins B1, B13 et B29 cultivéssur Caco2 

 

Dans le modèle Caco-2, le sulfate de paromomycine, le chitosan NAG et le chitosan Mix ont 

réduit les formes parasitaires intracellulaires. De nouveau, le meilleur effet a été obtenu avec 

Chitosan Mix.  

Dans cette lignée des cellules Caco-2, la réduction de l’isolat B1et B13 par la paromomycine 

s’est montrée moyenne avec 50% et 55% respectivement. Cependant, le chitosan NAG avait 

une réduction faible sur B1 et B13 dans ces cellules Caco-2. Sur ces dernières le chitosan mix 

a eu un effet de réduction moyen sur les isolats B1et B13 de 50% et 58% respectivement.  

L’isolat B29 a été diminué de plus que la moitié par la paromomycine et le chitosan NAG 

dans cette lignée. Par ailleurs, le chitosan Mix a eu un effet de réduction très élevé de 80% sur 

cet isolat dans le tapis Caco2. 
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A ce niveau, il apparaît une différence quant aux réductions des parasites en fonction des 

lignées cellulaires (Figures 58 et 59). 

 

 

Figure 59 : Evaluation du potentiel « anti-cryptosporidien » des polysaccharides naturels 

(chitosans) sur les isolats bovins B1, B13 et B29cultivés sur les cellules HCT8 

Aussi, le tableau 20 montre des taux de réduction des isolats naturels par les anti-

cryptosporidiens par rapport aux sous-types de C. parvum. Il apparait une diminution plus 

importante du sous-type IIdA16G1 C. parvum (B29) avec un taux de réduction de 68%, 60% 

et 88% dans HCT-8 et de 60%, 55% et 80% dans Caco-2 sous l’effet de la paromomycine, 

chitosan NAG et chitosan Mix successivement. Cependant, l’effet de la paramomycine, du 

chitosan NAG et du chitosan Mix était moins important sur le sous- type IIaA16G2R1 C. 

parvum (B1, B13) où les moyennes des taux de réduction étaient de 30%, 44,5% et 64% dans 

le tapis HCT-8 et de 52,5%, 35% et 54% dans les cellules Caco-2 respectivement. Toutefois, 

le composé le plus efficace sur les deux sous-types C. parvum reste le chitosan Mix. 

 



PARTIE EXPERIMENTALE 

 

 
163 

III.3.2. Evaluation in vitro du potentiel « anti-cryptosporidien » des 

polysaccharides naturels (chitosans) sur les isolats ovins  

Les résultats mentionnés dans le Tableau 21 montrent clairement l’effet des anti-

cryptosporidien sur les isolats ovins.  Le sulfate de paromomycine inhibe la multiplication 

parasitaire dans les cellules HCT-8 et Caco-2. Dans les cellules HCT-8, la molécule de 

paromomycine a réduit la forme intracellulaire des isolats O2, O33 et O70 de 65%, 74% et 

82% respectivement, par rapport au contrôle. Les polysaccharides, chitosan NAG et le 

chitosan Mix ont diminué la FIC des isolats de (47%, 40% et 65%,) et de (72%, 70%et 83%) 

respectivement, (p <0,001). Des effets de réduction ont été aussi obtenus sur cellules Caco-2s. 

La molécule sulfate de paromomycine a réduit les FIC de l’isolat O33et O70 de 63% et 80% 

par rapport au contrôle. Pour le chitosan NAG et le chitosan Mix, les FIC de O33 et O70 ont 

été réduites de (30% et 58%) et (70% et 80%), respectivement (p <0,01). 

 

Tableau 21 : Taux de réduction des formes intracellulaires du parasite en pourcentage (%) 

sous l’effet des molécules chitosans et paromomycine 

Lignées cellulaires HCT-8 Caco-2 

 % 

Isolats ovins O2 O33 O70 O2 O70 

Paromomycine 65 75 82 63 80 

Moyenne  74 71.50 

Chitosan NAG 47 40 65 30 58 

Moyenne   50.66 44 

Chitosan MIX 72 70 83 70 80 

Moyenne 75 75 
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Les deux composés de chitosans étaient efficaces dans la lignée HCT-8, mais le sulfate de 

paromocycine a montré plus d’efficacité que le chitosan NAG, alors que le chitosan Mix était 

le plus efficace des trois molécules (Figure 60). Dans le modèle Caco-2, le sulfate de 

paromomycine, le chitosane NAG et le chitosan Mix ont réduit les formes parasitaires 

intracellulaires. Une fois de plus le meilleur effet a été obtenu avec Chitosan Mix (Figure 61).  

 

 

Figure 60 : Evaluation du potentiel « anti-cryptosporidien » des polysaccharides naturels 

(chitosans) sur les isolats ovins O2, O33 et O70 cultivés sur les cellules HCT8 
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Figure 61 : Evaluation du potentiel « anti-cryptosporidien » des polysaccharides naturels 

(chitosans) sur les isolats ovins O2 et O70 cultivés sur Caco-2 

 

III.4. Estimation de l’infectiosité  in vivo 

L’infectiosité de l’isolat bovin testé (B29) a été estimée, le résultat a révélé la présence d’une 

moyenne de 7,28 x105 d’oocystes observés et quantifiés. Les parasites se sont reproduits dans 

l’intestin des souriceaux. Leur nombre est passé de 105 d’oocystes inoculés par gavage au 5ème 

jour de leur vie à 7 fois plus d’oocystes (7,28 x105) au 13ème jour à l’estimation du parasite 

dans le contenu intestinal (Figure 62). 

III.4. Evaluation in vivo du potentiel « anti-cryptosporidien » des polysaccharides et de 

la paromomycine 

Un seul isolat bovin a été retenu pour cette expérience suite au critère d’infectiosité. Notre 

expérimentation in vivo visait à évaluer les effets du chitosan au pic de l'infection. Dans cette 

étude in vivo, toutes les souris inoculées avec des oocystes de C. parvum (isolat B29) à l'âge 

de 5 jours ont été infectées sans aucun symptôme de diarrhée, comme indiqué dans la 

littérature (Perrucci et al, 2006). Nos résultats ont montré dans cette première expérience, le 

traitement au sulfate de paromomycine réduisait les oocystes de l'intestin de 7x10⁵, ce qui 

représentait une inhibition de l'infection de 93,33% par rapport aux témoins non traités 

infectés p<0,05, sans observer d'effets négatifs sur les animaux. Cette observation a été aussi 

constatée pour le chitosan Mix, qui a réduit le nombre moyen d'oocystes intestinaux de 4.7× 

105, ce qui représente une inhibition de l'infection de 62,66% par rapport au témoin infecté 

non traité (p<0,01). Le chitosan NAG a réduit les oocystes du parasite de 5× 105, ce qui 

représente une inhibition de l'infection de 66,66% par rapport au témoin infecté non traité 

mais le résultat était non significatif avec p ˃0.05. Ceci peut être expliqué par le taux de 
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mortalité enregistré durant l’essai. En effet, le taux de mortalité était de 50% dans le lot 

chitosan NAG et la même observation était faite pour la paromomycine. Ce taux de mortalité 

a réduit le nombre d’animaux lors de l’expérience chitosan NAG à 2 souriceaux ce nombre 

réduit explique le résultat non significatif (Figure 63).   

 

 
 

Figure 62 : Effet des chitosans et paromomycine sur l’isolat B29 dans le modèle in vivo. 

(* P<0,05 ;    ** P<0,01) 

 

 

 

 
 

Figure 63 : Taux de mortalité de l’effectif des souriceaux durant l’essai in vivo 
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IV. DISCUSSION 

Comme nous l'avons déjà mentionné, les essais d'infectiosité se basent sur des méthodes qui 

permettent in vitro ou in vivo d'évaluer l'infectiosité des microorganismes. L’infectiosité 

désigne la capacité d’un agent pathogène à produire une infection. In vivo, elle se détermine 

en quantifiant le nombre d’animaux développant l’infection pour une dose de pathogène 

donné (Benamrouz et al., 2012). In vitro, elle se définit à partir du nombre de formes 

intracellulaires observés sur des cultures cellulaires par rapport à un témoin (King et al., 

2011). 

Le choix des cellules hôtes pour la culture des cryptosporidies est un paramètre important 

pouvant influer sur la croissance du parasite. Idéalement les cellules infectées par 

Cryptosporidiumdevraient permettre le développement complet du parasite et être 

morphologiquement et fonctionnellement aussi proche que possible des entérocytes 

(Favennec, 1997). Nous avons choisi deux modèles cellulaires avec les lignées HCT-8 et 

Caco-2.  

Les cellules HCT-8 sont considérées comme relativement faciles à entretenir en culture et ont 

un temps de croissance rapide. Elles ont aussi la capacité d’adhérer aux surfaces de culture 

(plastique et verre) ce qui permet de réaliser des marquages pour la détection microscopique 

des parasites (Fayer, 2007). Une étude comparative de 11 lignées cellulaires réalisée par 

Upton et son équipe a démontré que les HCT-8 sont les meilleures cellules pour supporter le 

développement de Cryptosporidium parvum(Upton et al, 1994). Cette lignée a permis la 

croissance de 2 fois plus de parasites que dans les autres lignées testées et le nombre de 

cellules parasitées était plus important. D’autre part, les Caco-2 se divisent assez lentement 

permettant ainsi de prolonger la culture plus longtemps même une fois que le tapis est 

confluent (Favennec, 1994).  

En plus du choix de la lignée cellulaire et du milieu de culture, d’autres paramètres peuvent 

influencer, voir conditionner, le développement in vitro des cryptosporidies. Ces paramètres 

sont : l’âge des oocystes, la densité parasitaire de l’inoculum et la durée d’incubation 

(Arrowood, 2002). 

La technique d’évaluation du développement intracellulaire du parasite pratiquée dans cette 

étude est la numération des formes intracellulaires par immunofluorescence après un 

marquage par un anticorps spécifique. Cette technique permet la détection des oocystes même 
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si leur charge est faible (de l’ordre 102 à 104 oocystes/puits) (Hijjawi et al, 2001 ; Motta et al., 

2002 ; Mele et al, 2003).  

La numération a été réalisée sur 6 x 50 champs microscopiques aléatoires afin de balayer un 

maximum de surface du tapis cellulaire. En effet, le parasite s’y développe d’une manière 

hétérogène. Toutefois, ces résultats restent variables d’un opérateur à l’autre. 

Les modèles utilisés ont été mis en place et validés avec Cryptosporidium parvum souche 

Iowa (souche de référence) au laboratoire de l’ANSES. Ces modèles nous ont permis de 

mettre en culture des isolats naturels de Cryptosporidium parvum bovins (B1, B13, B29) et 

ovin (O2, O33, O70). Ils se sont comportésen culture de manière plus importante de celle de 

la souche Iowa. Nous pensons que ce nombre des formes intracellulaire moins important est 

étroitement lié au délai de conservation de la souche Iowa qui a dépassé 6 mois. Alors que nos 

isolats utilisés lors de cette étude, ont été purifiés et mis en culture dans les 3 mois qui suivent 

leur collecte. Cette période est celle préconisée pour la culture des cryptosporidies car au-delà 

leur viabilité décroit rapidement (Hijjawi, 2010). En outre, les isolats B17, B11 ne semblent 

pas infectieux dans nos conditions expérimentales, alors qu’ils proviennent d’animaux atteints 

de cryptosporidiose. Cette différence pourrait être rapportée à la viabilité de nos isolats ou 

même à la virulence des sous-types. Cependant, l’isolat (O19) a cultivé avec un nombre de 

formes intracellulaires moins important que le reste des isolats sur les lignées utilisées. 

Néanmoins, cela reste à explorer avec d’autres conditions (délai de conservation, charge 

parasitaire initiale) car cet isolat appartient à l’espèce C. ubiquitum, un agent pathogène 

zoonotique émergent (Li et al., 2014).  

Par ailleurs, les approches in vitro de l’évaluation de l’infectiosité de Cryptosporidium spp. ne 

sont pas non plus dénuées d’inconvénients, un tapis cellulaire peut présenter une forte 

hétérogénéité, certains cellules étant plus âgées que d’autres et plus ou moins susceptibles à 

l’infection par le parasite (Fayer, 1997). Il existe également une limitation liée au dépôt des 

oocystes sur le tapis cellulaire ceci est en relation étroite avec la vitesse de sédimentation 

(Searcy et al., 2005). Et seuls ceux à proximité d’une cellule cible auront une forte probabilité 

d’infection (King et al., 2011).     

Enfin, les conditions de culture et la méthode d’évaluation les plus adéquats aux isolats, 

d’origine bovine et ovine, retenus pour cette étude, ont permis de les mettre en culture et de 

comparer leur comportement in vitro (étude phénotypique). En plus, cela nous a aidé à choisir 

les isolats ovins et bovins afin d’évaluer les effets des produits anti-cryptosporidiens 

(chitosans et sulfate de paromomycine). 
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Le chitosan est un polymère biocompatible, biodégradable et non toxique, connu pour être un 

agent antimicrobien et antiparasitaire efficace (Kong et al., 2010). Ces propriétés font de ce 

produit un candidat intéressent pour des applications «antiparasitaires». Dans la présente 

étude, les effets anti-cryptosporidiens du chitosan NAG et du chitosan Mix ont été étudiés in 

vitro et in vivo, par rapport au composé chimique, le sulfate de paromomycine. Cette dernière 

molécule est utilisée pour traiter la Cryptosporidiose chez les patients atteints du syndrome 

d'immunodéficience acquise. Elle est considérée comme la molécule de référence pour 

l'évaluation des composés anti-cryptosporidiens potentiels (Schupfner et al., 2013) et a déjà 

été utilisé dans plusieurs études portant sur les effets anti-cryptosporidiens (Downey et al., 

2008 ; Asadpour et al., 2017).  

Les lignées cellulaires HCT-8 et Caco-2 ont été choisies dans le présent travail car elles se 

sont avérées d'excellents candidats pour la culture de Cryptosporidium, avec des taux 

d'infection élevés par les protozoaires (Karanis et Aldeyarbi, 2011). 

La toxicité est une préoccupation constante lors des tests d’efficacité clinique de tout nouveau 

produit (Johnson et al., 2000). Plusieurs auteurs ont signalé que le développement de 

nouveaux composés efficaces devait être arrêté en raison de leurs effets cytotoxiques 

indésirables.  

La cytotoxicité des trois composés (sulfate de paromomycine, chitosan NAG et chitosan Mix) 

a été évaluée précédemment par l’équipe de recherche BIPAR-ANSES avant de tester leurs 

effets anti-cryptosporidiens en utilisant les même lignées de cellules HCT-8 et Caco-2. Tous 

les produits avaient une très faible toxicité, avec une réduction de moins de 10% de la 

viabilité des cellules hôtes. Par conséquent, tous les composés étaient considérés comme non 

toxiques lorsqu'ils étaient utilisés à la dose optimale de 500 µg / ml (Mammeri et al., 2018).  

Des oocystes de 6 isolats de l’espèce Cryptosporidium parvum ont été utilisées dans la cette 

étude. Ces suspensions d’isolats provenaient de veaux et d’agneaux prélevés des élevages 

algériens. Comme décrit précédemment, dans les expériences de l’étude de l’infectiosité, ces 

isolats naturels ont été comptés par la méthode d'immunofluorescence, technique à visualiser 

facilement Cryptosporidium. Ceci est cohérent avec les données de la littérature (Boxell et al., 

2008 ; Hijjawi, 2010) qui considèrent l'immunofluorescence avec des marqueurs spécifiques, 

comme la technique la plus puissante car elle met facilement en évidence le Cryptosporidium 

présent dans les foyers d'infection des cellules hôtes. L'anticorps spécifique SPORO-Glo ™, 

choisi dans cette étude, permettait une identification facile et fiable de toutes les étapes du 

cycle de vie, facilitant l'évaluation de l'efficacité de nouveaux composés thérapeutiques 
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(Boxell et al., 2008). Le Chitosan NAG et le Chitosan Mix avaient tous deux un effet anti-

cryptosporidien à 500 µg / ml dans les cellules HCT-8 et Caco-2 in vitro. Cependant, le 

pourcentage de réduction des parasites était plus marqué dans la lignée de cellules HCT-8. 

Comme signalé précédemment une étude comparant plusieurs lignées cellulaires a montré que 

les cellules HCT-8 sont les plus adaptées au développement du parasite (Upton et al, 1994). 

L’effet de sulfate de paromomycine a été un peu plus efficace que le chitosan NAG dans 

HCT-8. En revanche, l’inverse s’est produit dans Caco-2. Comme évoqué ci-dessus, les deux 

composés de chitosan étaient efficaces sur les isolats naturels ovins, dans la lignée HCT-8, 

mais le sulfate de paromocycine a montré plus d’efficacité que le chitosan NAG. Alors que le 

chitosan Mix montre un meilleur effet par rapport autres molécules. Dans le modèle Caco-2, 

le sulfate de paromomycine, le chitosan NAG et le chitosan Mix ont réduit les formes 

parasitaires intracellulaires. De nouveau, le meilleur effet a été obtenu avec Chitosan Mix. 

Cependant, Mammeri et al, (2018) signalent dans leurs travaux en utilisant la souche de 

référence Iowa que l’effet de paromomycine était moins efficace que les chitosans. Par contre, 

ils indiquent que l’effet de chitosan Mix était le composé le plus efficace. Cette donnée est 

très proche de nos résultats.  

La paromomycine, produit de référence, ainsi que le chitosan Mix et le monomère NAG ont 

montré des effets de réduction sur le nombre de parasites dans ces deux modèles de cellules. 

Une étude des relations « structure-activité » des différents chitosans pourrait indiquer le ou 

les groupes chimiques impliqués dans cette activité anti-cryptosporidienne.  

En dehors que les cultures cellulaires soient un moyen de mise en culture et de détection 

facile à être utilisé, elles ne permettent pas des analyses en continu car les cellules doivent être 

tuées et fixées. Elles se révèlent inadaptées au criblage haut-débit. Cependant, un modèle 

animal offre un état physiologique complexe où de nombreux facteurs influencent l'effet des 

médicaments ; il est donc important de comprendre que le modèle in vitro de C. parvum 

présente des limites lorsqu'il imite une infection in vivo. Par conséquent, pour déterminer si 

les effets in vitro d’anti-cryptosporidiens sur C. parvum pouvaient être visibles chez les 

animaux, nous avons utilisé des souris CD-1, un modèle animal très sensible à l’infection à C. 

parvum. Ce modèle in vivo permettrait de vérifier cette découverte dans des conditions 

physiologiques réelles (glaire, mouvements péristaltiques, environnement gastro-intestinal…). 

Pour évaluer correctement les agents thérapeutiques ou préventifs testés, la cinétique de 

l'infection à la cryptosporidiose a été caractérisée à l'aide du modèle murin CD-1. La cinétique 

d'infection est influencée par de nombreux facteurs : la souche de souris allaitante, l'âge de 
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l'animal, la souche de Cryptosporidium parvum utilisée et son infectiosité, la dose infectieuse 

et les techniques utilisées pour détecter et quantifier le parasite (Finch et al., 1993). De 

nombreuses techniques sont disponibles pour déterminer l'intensité de l'infection chez les 

souris néonatales, et les plus courantes utilisent un intestin homogénéisé complet (Finch et al., 

1993 ; Downey et al., 2008 ; Klein et al., 2008; Mirza-Qavami et Sadraei, 2011). L'intestin 

entier est analysé car les infections ne se propagent pas toujours uniformément dans l'intestin 

(Barrier et al., 2006). Cependant, l'homogénéisation de l'intestin pourrait être responsable 

d'une perte d'environ 41% d'oocystes (Peeters et al., 1989). Par conséquent, dans cette étude, 

les intestins ont été uniquement ouverts et leur contenu remis en suspension dans du PBS. 

Plusieurs techniques de sensibilité ou de spécificité variables peuvent également être utilisées 

pour dénombrer les oocystes et l'intensité de l'infection. Dans ce travail, nous avons utilisé la 

technique de diagnostic par microscopie à immunofluorescence qui présente à la fois une 

spécificité et une sensibilité excellentes (Chalmers et al., 2011b). L’intensité de l’infection 

doit être connue afin d’évaluer de manière appropriée l’efficacité des agents « anti-

crytosporidiens ». Au pic de l’infection, les souris néonatales portaient 10 fois plus d’oocystes 

que la dose initiale d’inoculation orale (Figure 64).  

 

Figure 64 :Caractérisation du modèle souriceaux CD-1 infecté par C. parvum  

(Souche Iowa, Waterborne, USA)  

(Mammeri et al, 2018). 
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En résumé, en accord avec de nombreux auteurs, ce modèle est simple et relativement peu 

coûteux (Finch et al., 1993) et constitue un modèle in vivo utile pour évaluer les agents de 

prévention ou de traitement de l'infection à C. parvum. 

Devant la molécule de référence la paromomycine qui est un antibiotique de la famille des 

aminoglycosides, produit par des Streptomyces, le chitosan NAG et chitosan Mix se sont 

révélés possédant une activité «anti-cryptosporidienne» dans un modèle in vivo de CD-1 

néonatal en réduisant le niveau d'infection par rapport aux témoins infectés non traités.Cette 

étude a démontré l'innocuité de ces produits, car les animaux ne présentaient aucun effet 

toxique et étaient aussi sains que le groupe témoin non traité infecté. Par ailleurs, le chitosan 

aurait des effets «anti-coccidiens» chez des souris infectées par Eimeria papillata. En plus de 

réduire à la fois le nombre d'oocystes excrétés et de parasites au stade de développement, le 

chitosan a également démontré une activité anti-inflammatoire (Abdel-Latif et al., 2016). En 

outre, le chitosan a été utilisé pour former un excipient dans un système de microparticules et 

pourrait jouer un rôle de barrière physique contre Cryptosporidium parvum (Blanco-García et 

al., 2016). Lors de travaux récents il a été rapporté aussi que le chitosan améliorerait 

l'involution des glandes mammaires chez les bovins, réduisant ainsi le risque de mammite en 

activant les réponses immunitaires (Lanctôt et al., 2017). Le mécanisme d'action exact du 

chitosan demeure inconnu, mais il est possible que divers mécanismes provoquent des effets 

du chitosan sur les trophozoïtes et la production d'oocystes (effets directs sur la viabilité et / 

ou l'infectiosité du parasite et / ou la croissance du parasite dans l'intestin et / ou la formation 

d'oocystes). D'autres expériences sont nécessaires pour identifier les modes d'action 

spécifiques de ces composés. 

La paromomycine a démontré son efficacité dans le traitement de la Cryptosporidiose chez un 

très grand nombre d’espèces y compris chez l’Homme. Elle est largement utilisée dans les 

pays étrangers chez les Ruminants et constitue la molécule de référence lors de l’évaluation 

de nouveaux composés anti-cryptosporidiens potentiels. Récemment la paromomycine a eu 

une AMM en Espagne et au Royaume-Uni pour traiter la Cryptosporidiose chez le veau. 

V. CONCLUSION 

En conclusion, Nous avons pu ainsi confirmer que notre modèle in vitro était sensible à des 

doses faibles de C. parvum (d’isolats naturels d’origine bovine et ovine). Il pourrait être 

utilisé pour évaluer la présence de ce protozoaire dans des échantillons environnementaux 

faiblement parasités. De plus, ce travail a permis de mettre en évidence le fort pouvoir 

infectieux de nos isolats de terrains provenant d’élevages de ruminants algériens. Aussi, cette 
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étude démontre clairement les propriétés anti-cryptosporidiennes du chitosan NAG et du 

chitosan mix à côté de la molécule de référence sulfate de paromomycine in vitro et in vivo. 

Ces résultats intéressants, encourageants et prometteurs ouvrent de nouvelles pistes dans la 

lutte contre la cryptosporidiose animale. Toutefois, de futures expériences et études sur le 

terrain seront nécessaires pour évaluer l’efficacité des chitosans chez les jeunes ruminants 

(veaux, agneaux et chevreaux). 
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Cryptosporidium est un parasite protozoaire de l'homme et de l'animal avec une distribution 

mondiale. En Afrique, la Cryptosporidiose est courante chez l’homme et chez diverses 

espèces d’animaux domestiques et sauvages (Squire et Ryan, 2017).  

 Elle est à l’origine d’importantes pertes économiques chez les ruminants nouveau-nés de par 

la mortalité et la morbidité qu’elle entraîne (de Graaf et al., 1999). De plus, son épidémiologie 

complexe (grand nombre d’espèces hôtes et nombreuses espèces de Cryptosporidium), la 

grande difficulté de traitement ou de prévention en l’absence de molécules véritablement 

efficaces et sa grande résistance dans le milieu extérieur rendent cette infection difficile à 

maîtriser.   

L'utilisation d'outils de diagnostic moléculaire a considérablement amélioré notre 

compréhension de l'épidémiologie de la Cryptosporidiose. Cela a conduit à l'identification, 

d’une part, de différences majeures entre les sources d'infection à Cryptosporidium spp. chez 

l'homme entre pays en développement et pays industrialisés, et d’autre part des différences 

dans les présentations cliniques et la virulence entre les espèces de Cryptosporidium et le rôle 

de la recombinaison génétique dans l'émergence de sous-types de C. hominis et de C. parvum 

virulents et hyper transmissibles. Ces outils sont maintenant largement utilisés dans les 

enquêtes sur les épidémies et la surveillance de la Cryptosporidiose dans les pays 

industrialisés (Chalmers et Caccio, 2016 ; Hlavsa et al., 2017). Avec l'introduction du 

séquençage du génome entier et de la génomique comparative dans la caractérisation de 

Cryptosporidium (Liu et al., 2018), il est prévu que l'épidémiologie moléculaire de la 

Cryptosporidiose demeurera un domaine de recherche très actif. Malgré ces réalisations 

majeures, de nombreux défis restent à relever. 

Les données disponibles concernant la présence de l’infection à Cryptosporidium spp. 

diffèrent selon les pays, les espèces hôtes, le statut clinique et l’âge des animaux. La stratégie 

de lutte contre ce parasite est encore méconnue dans le monde, encore les moyens de contrôle 

sont quasi absents dans nos pays en voie de développement. Nous avons donc voulu, au 

travers de ce travail, apporter des données originales pour l’Algérie sur la caractérisation de 

Cryptosporidium spp chez les bovins et les ovins avec quatre objectifs principaux :  

- Connaître le taux de l’infection par Cryptosporidium spp, le niveau d’excrétion et les 

espèces excrétées par les bovins laitiers et ovins en fonction de l’âge et du statut clinique des 

animaux.  
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- Evaluer le potentiel zoonotique des isolats de C. parvum excrétés par les ruminants et 

étudier la diversité génétique de certains de ces isolats.  

- Estimer l’infectiosité des isolats de terrain bovins et ovins in vitro et in vivo  

- Evaluer le potentiel anti-cryptosporidien de certaines molécules de polysaccharides 

« chitosan » et le sulfate de paromomycine sur les isolats bovins et ovins. 

Dans notre travail nous avons constaté, chez l’ovin, que le taux cumulé de l’infection par 

Cryptosporidium spp et les niveaux d’excrétion étaient beaucoup plus élevés chez les 

animaux âgés de moins de 1 mois (jusqu’à 105 opg) que chez les animaux âgé entre 1 mois et 

3 mois. Cependant, chez le veau le niveau d’excrétion apparait élevé (aussi jusqu’à 106) chez 

les animaux moins d’un mois et continue d’être élevé au-delà de cet âge. Cette situation peut 

avoir une relation avec le statut immunitaire. En effet, des études ont montré la présence 

d’anticorps spécifiques de C. parvum durant l’infection chez l’homme, les bovins et ovins 

(Ungar et al., 1986 ; Hill et al., 1990 ; Peeters et al., 1992 ; Fayer et Xiao, 2007). En rapport 

avec l’immunité des jeunes veaux, il est connu qu’un bon transfert du colostrum était un 

facteur protecteur vis à vis de Cryptosporidium spp (Ralston et al., 2003 ; Trotz-Williams et 

al., 2008). Il a été rapporté que, chez des veaux maintenus isolés, une infection d’épreuve à C. 

parvum provoquait une diarrhée et une forte excrétion chez des animaux âgés de 1 semaine à 

3 mois (Harp et al., 1990).  

Dans nos élevages, les veaux laitiers sont séparés très tôt des vaches, alors que les agneaux 

sont accompagnés des brebis durant toute leur vie. Ceci peut confirmer le statut immunitaire 

qui se présente plus performant chez l’espèce ovine. Les animaux au contact des mères après 

la naissance, présentaient un niveau bas d’excrétion après l’âge d’un mois. Cette observation 

est en accord avec l’étude de Kvác et al. (2006) qui montre que le type de logement des 

animaux pouvait avoir un effet sur l’infection par Cryptosporidium spp. Toutefois, d’autres 

études ont également montré que le système de management des animaux n’avait pas de réel 

effet sur l’infection par le parasite (Geurden et al., 2007 ; Silverlås et al., 2010b, Silverlås et 

Blanco-Penedo, 2012).  

Pa ailleurs, en Algérie le système extensif en élevage est en cause d’un mélange des animaux 

en pâturage et par conséquent de l’apparition des infections à différents âges chez les 

animaux. A ce stade, les mécanismes de contrôle du parasite peuvent être complexes selon les 

espèces hôtes et leur type d’élevage.  
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Lors de ce travail nous avons remarqué, que les agneaux et veaux laitiers diarrhéiques et non 

diarrhéiques, de moins d’un mois pouvaient excréter l’espèce C. parvum mais également 

d’autres espèces de Cryptosporidium spp. Notre travail vient compléter les données 

disponibles en Algérie concernant les espèces de Cryptosporidium spp excrétées par les 

ruminants (Ouchene et al., 2016 ; Benhouda et al., 2017 ; Baroudi et al., 2017 ; Baroudi et al., 

2018 Ouakli et al., 2018). Au cours de ce travail, nous avons constaté que plusieurs espèces 

de Cryptosporidium spp étaient excrétées par les ruminants domestiques en Algérie 

témoignant que C. parvum n’est pas la seule espèce à considérer en élevage. C. parvum est 

l’espèce la plus étudiée du fait que celle-ci soit en particulier responsable de diarrhée à la fois 

chez l’homme et l’animal. Il est donc légitime de s’interroger sur les performances (sensibilité 

et spécificité) des techniques de diagnostic utilisées à l’heure actuelle (et en particulier IF) à 

l’égard d’autres espèces que C. parvum. En effet, une étude réalisée par Agnamey et al., 

(2011), a montré que la performance des kits avec l’immunofluorescence testés dépendait des 

espèces de Cryptosporidium spp isolées. Ces auteurs ont montré que la sensibilité des kits 

était plus faible pour la détection d’espèces autres que C. parvum ou C. hominis. Les résultats 

obtenus lors de ces travaux témoignent ainsi de l’importance de ne pas cibler les recherches 

uniquement sur l’espèce C. parvum. 

Toutefois, nos observations sont en accord avec ce qui est décrit dans la littérature. Où cette 

espèce, agent étiologique majeur des diarrhées néonatales chez les ruminants, a été 

régulièrement rapportée chez les ovins et chez les veaux laitiers diarrhéiques ou non 

diarrhéiques (Fayer et al., 2006 ; Geurden et al., 2006, 2007, 2008 ; Feng et al., 2007 ; Quílez 

et al., 2008 ; Santín et al., 2004-2008 ; Paraud et al., 2009 ; Budu-Amoako et al., 2012 ; 

Rahmouni et al., 2014 ; Baroudi et al., 2018 ; Ouakli et al., 2018 ; Majeed et al., 2018).  

Lors de notre étude, l’identification de l’espèce C. parvum s’est révélée chez les agneaux 

diarrhéiques et un agneau seulement non diarrhéique. Les animaux étaient âgés de moins d’un 

mois mais la majorité avait 3 semaines. Toutefois, Baroudi et al., 2018 ont mentionné la 

présence de C. parvum durant la 1ère et la deuxième semaine chez des agneaux tous 

diarrhéiques, comme ils ont indiqué l’absence de C. ubiquitum. En revanche, dans notre 

travail des agneaux diarrhéiques et non diarrhéiques étaient infectés par C .ubiquitum. Cette 

espèce a été majoritairement rapportée chez les ovins de tout âge dans le monde (Europe, 

Australie, Chine, USA, Kuwait) (Geurden et al., 2008 ; Robertson  et al., 2010 ;  Ryan et al., 

2005; Santín et al., 2007; Wang et al., 2010 ; Diaz et al., 2018 ; Majeed et al., 2018).  
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Pareillement, nos résultats ont montré deux espèces chez les bovins. Les veaux âgés de moins 

de 2 mois ont excrété les deux principales espèces de Cryptosporidium parasitant les jeunes 

bovins : C. parvum et C. bovis. Les animaux ont excrété majoritairement C. parvum. Cette 

espèce était présente chez les animaux diarrhéiques moins d’un mois (n =14) et des animaux 

diarrhéiques âgés de plus d’un mois (n =5). Par contre, Benhouda et al., 2017 ont rapportés la 

présence de C. parvum dans l’Est du pays que chez les animaux moins d’un mois. A traves 

notre étude, nous avons observé que les veaux diarrhéiques et non-diarrhéiques, infectés par 

l’espèce C. bovis avaient entre deux semaines et un mois, des travaux antérieurs en Algérie 

ont indiqués que majoritairement les veaux de 1 à 2 mois étaient infectés par C. bovis. 

Néanmoins, ils ont signalé la présence de cette espèce chez les veaux entre 2 et 3 semaines 

(Benhouda et al., 2017). Encore le système d’élevage induit des variations concernant la 

succession d’espèces de Cryptosporidium spp. en fonction de l’âge des animaux. Ceci 

concorde avec les données de systèmes de gestion moins intensifs (extensif) en Algérie et 

dans différentes parties du monde (Wang et al., 2011 ; Budu-Amoako et al., 2012 ; Benhouda 

et al., 2017). 

Le système d’élevage pourrait expliquer l’excrétion précoce chez les veaux de C. bovis 

espèces retrouvées plus tardivement chez les veaux laitiers (Santín et al., 2008). Cette 

explication mérite cependant d’autres investigations car récemment, il a été montré que des 

veaux laitiers séparés à la naissance et d’autres restés en contact avec des veaux plus âgés 

(durant 3 jours) pouvaient excréter tôt, après la naissance, l’espèce C. bovis (Silverlås et 

Blanco-Penedo, 2012).  

Les caractérisations génotypiques de l’espèce C. parvum réalisées chez les jeunes ruminants 

ont présenté des résultats originaux, avec la mise en évidence d’un potentiel zoonotique avec 

des sous-types zoonotiques de C. parvum (IIa et IId) non décrits en Algérie. Toutefois, ils ont 

été détectés en Afrique dans certaines études menées en Égypte, en Éthiopie et en Tunisie 

(Essid et al., 2008 ; Molloy et al., 2010 ; Adamu et al., 2014 ; 2015 ; Eibach et al., 2015 ; 

Ojuomi et al., 2016 ; Naghib et al., 2018 Eibach et al., 2015). Suite au séquençage des 

produits de l’amplification du gène Gp60 nos résultats ont révélé les sous-types identifiés 

pour la première fois sur le terrain algérien, à savoir, les sous-types IIdA16G1 (n=15/28), 

IIaA16G2R1 (8/28), IIaA21G2R1 (3/28), IIaA15G2R1 (1/28) et IIaA13G2R1 (n = 1/28). 

Parmi, ces sous-types le sous-type IIdA16G1 a été majoritairement retrouvé chez toutes les 

espèces hôtes de ruminants (veaux laitiers et ovins) chez des animaux diarrhéiques. Le sous-
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type IIaA15G2R1 a déjà été décrit à plusieurs reprises chez les jeunes ruminants et l’homme, 

il est considéré comme le sous-type zoonotique le plus répandu de C. parvum (Strong et al., 

2000 ; Alves et al., 2006 ; Peng et al., 2003 ; Chalmers et al., 2005 ; Feng et al., 2007 ; 

Geurden et al., 2008 ; Quílez et al., 2008 ; Soba et Logar, 2008 ; Wielinga et al., 2008 ; Díaz 

et al., 2010 ; Rieux et al., 2014 ; Naghib et al., 2018 ; Mammeri et al., 2019).   

Par ailleurs, la souche IIaA15G2R1 de C. parvum isolée chez l’homme était responsable 

d’une Cryptosporidiose sévère chez le patient immunodéprimé et qu’elle était dotée d’un 

pouvoir tumorigène avec développement d’adénocarcinomes gastro-intestinaux ainsi que de 

cholangiocarcinomes chez un modèle murin (Benamrouz et al., 2014). De plus, cette souche 

(IIaA15G2R1 de C. parvum) reconnue comme zoonotique a été identifiée comme étant à 

l’origine de plusieurs épidémies de cryptosporidiose humaine partout dans le monde 

(Chalmers et al., 2011 ; Xiao 2010). Ceci devrait accentuer l’intérêt porté à cet agent 

infectieux auquel un grand nombre de personnes et d’animaux sont exposés. 

Enfin, ces observations concernant les sous-types de C. parvum excrétés confirment ce qui a 

déjà été observé dans d’autres pays et suggèrent un rôle des jeunes ruminants dans la 

transmission d’isolats zoonotiques de C. parvum (Cacciò et al., 2013). Au vu des niveaux 

d’excrétion en oocystes identifiés chez les jeunes ruminants infectés par C. parvum dans ce 

travail, il paraît donc essentiel d’une part de contrôler l’émission parasitaire dans 

l’environnement et d’autre part que le personnel travaillant en particulier au contact des 

animaux malades adopte des mesures de biosécurité (se laver souvent les mains, avoir des 

vêtements et chaussures spécifiques utilisés uniquement en élevage) afin d’éviter une 

éventuelle contamination par le parasite (ou sa transmission). En outre, il a été mentionné 

dans plusieurs pays africains une importance potentielle de la transmission anthroponotique 

dans l'épidémiologie de ce pathogène (Squire et Ryan, 2017 ; Naghib et al., 2018).   

La transmission zoonotique et/ou anthroponotique des parasites constitue une cause majeure 

de diarrhée qui représente une menace particulière pour les enfants des zones en 

développement et les personnes immunodéprimées. Les traitements curatifs et les vaccins font 

défaut, principalement en raison de l'absence d'un système de culture à long terme de ce 

parasite. Contrairement aux autres niveaux d’analyses, l’infectiosité ne se définit donc pas par 

rapport au parasite uniquement mais à partir de l’infection de cellules-hôtes, par une approche 

in vitro ou/et in vivo. Le modèle in vivo consiste à inoculer un animal susceptible et à 

surveiller la reproduction des oocystes. Dans la présente étude nous avons utilisé des souris 
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CD-1 nouveau-nées (Finch et al., 1993). Cette méthode s’est révélée efficace (Delaunay et al., 

2000; Korich et al., 2000; Matsue et al., 2001; Noordeen et al., 2002; Okhuysen et al, 2002; 

Rochelle et al., 2002), mais elle reste coûteuse à réaliser et que la plupart des laboratoires 

d’analyse ne disposent pas de colonies d’animaux. Ces épreuves sont généralement réservées 

à la recherche, pour évaluer l’efficacité d’un procédé de traitement ou désinfection, plutôt que 

d’être utilisées pour l’évaluation systématique de la viabilité et de l’infectiosité des oocystes.  

Par contre, l’infectiosité en culture cellulaire est une méthode in vitro qui permet d’évaluer à 

la fois la viabilité et l’infectiosité des microorganismes et vérifier la présence de 

Cryptosporidium en phase de reproduction. Depuis une vingtaine d’années, cette méthode a 

été employée pour estimer l'infectiosité des oocystes dans l'eau (Di Giovanni et al., 1999; 

Hijjawi et al., 2001; Weir et al., 2001; Rochelle et al., 2002; Johnson et al., 2005; Schets et 

al., 2005; Coulliette et al., 2006) et elle a donné des résultats semblables à ceux du modèle 

d'infectiosité pour les souris (Hijjawi et al., 2001; Rochelle et al., 2002; Slifko et al., 2002). 

En effet, les cultures cellulaires offrent plusieurs avantages, la facilité d'exécution et la 

production rapide de résultats. Cette méthode permet de plus de conserver in vitro des 

oocystes du parasite pendant plusieurs jours, ce qui facilite les études de viabilité et 

d'immunothérapie (Hijjawi, 2010). D'autre part, il est possible de combiner la culture 

cellulaire à d'autres méthodes, y compris la PCR et l'IFA, pour évaluer la viabilité et 

l'infectiosité avec plus de précision. Néanmoins, certains tests d'immunofluorescence en 

culture cellulaire in vitro (HCT-8 et Caco-2) n'ont pas permis de déterminer l'infectivité du 

faible nombre d’oocystes de Cryptosporidium présents dans les échantillons d’eau contaminée 

naturellement (Schets et al., 2005). Par contre la PCR à culture cellulaire intégrée (cell culture 

PCR) s'est révélée utile pour évaluer la contamination de l’environnement et pour estimer les 

risques (Joachim et al, 2003 ; LeChevallier et al., 2003 ; Masago et al., 2004). L'association 

de la culture cellulaire, IFA et RT-PCR a l'avantage de donner lieu à moins de faux positifs 

(Johnson et al., 2012). Bien que les épreuves d'infectiosité en culture cellulaire offrent 

plusieurs avantages, elles présentent également certains inconvénients, notamment la 

nécessité de maintenir une lignée cellulaire et une faible reproductibilité entre des échantillons 

semblables pour procéder à des évaluations quantitatives. De plus, nous ignorons à l'heure 

actuelle si toutes les espèces de Cryptosporidium peuvent être détectées à l'aide des méthodes 

de culture cellulaire qui existent actuellement ; il est toutefois prouvé que ces méthodes 

peuvent détecter les principaux génotypes qui infectent les humains, soit C. parvum, 

C. hominis et C. meleagridis (Rochelle et al., 2012). Toutefois, les résultats obtenus dans nos 
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expériences montrent qu’une nouvelle espèce C. ubiquitum peut donner des formes 

intracellulaires sur HCT-8 et Caco-2. Malgré la faible infectiosité de cet isolat (O19) lié le 

plus au délai de conservation de l’échantillon. Ce résultat préliminaire reste une piste à 

explorer afin de confirmer si C. ubiquitum peut être détecté par culture cellulaire sachant que 

cette espèce porte aussi un aspect zoonotique (Li et al., 2014). 

La culture in vitro de Cryptosporidium spp. est un outil intéressant pour l’étude de la biologie 

du pathogène et le développement ou l’évaluation de traitements antiparasitaires. Toutefois, 

elle reste d’un intérêt limité en raison des faibles rendements obtenus ainsi que de 

l’impossibilité de culture continue. Le modèle animal se présente comme un moyen 

complémentaire voire comme une alternative à la culture in vitro, pour l’étude de l’infection 

par Cryptosporidium spp. et pour la propagation du parasite. Toutefois, la difficulté de cet 

outil est liée à a la relative spécificité d’hôte de certaines espèces.  

Cependant, la variabilité d’infectiosité des isolats naturels peut être liée en partie au sous-type 

chez l’espèce C. parvum. En effet, la virulence peut varier d’un sous-type à un autre. Nos 

résultats ont montré, une différence de l’effet des molécules sur les isolats par rapport au 

sous-type de l’espèce C. parvum. En effet, une diminution du parasite C. parvum sous-type 

IIdA16G1 était plus élevée que la réduction du sous-type IIaA16G2R1. A l’heure actuelle 25 

facteurs génétiques sont identifiés chez Cryptospiridium spp. et sont impliqués au niveau du 

désenkystement, la mobilité des sporozoïtes sur les cellules hôtes, de leur attachement, de leur 

invasion, de la formation de la vacuole parasitophore, de la maintenance intracellulaire et des 

dommages causés à la cellule hôte (Bouzid et al., 2013). La diversité génétique est liée à ces 

facteurs dont la caractérisation demeure difficile. Toutefois, le comportement des sous-types 

et en relation avec la présence et l’expression de gènes codant les facteurs de virulence 

(Bouzid et al., 2013).    

Lors des essais thérapeutiques, la paromomycine produit de référence ainsi que le chitosan 

Mix et le monomère NAG ont montré des effets de réduction sur le nombre de parasites dans 

les deux modèles in vitro et in vivo. Une étude des relations structure-activité des différents 

chitosans pourrait indiquer le ou les groupes chimiques impliqués dans cette activité anti-

cryptosporidienne. La paromomycine a démontré son efficacité dans le traitement de la 

cryptosporidiose chez un très grand nombre d’espèces animales. Elle est largement utilisée 

dans de nombreux pays chez les Ruminants et constitue la molécule de référence lors de 

l’évaluation de nouveaux composés anti-cryptosporidiens potentiels. La recherche sur le 
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chitosan a été annoncée par des publications dans les années 1990 décrivant le potentiel 

antimicrobien du chitosan et de ses dérivés, qui présentent un large éventail d'activités visant 

les agents pathogènes en santé humaine et animale (Muzzarelli et al, 1990; No et al, 2002; 

Savard et al, 2002; Rabea et al, 2003). 

La chimiothérapie de la Cryptosporidiose reste un défi majeur. L’objectif principal de la 

chimiothérapie antiparasitaire moderne doit être d’amener le médicament aussi directement 

que possible au pathogène ciblé et de minimiser les effets secondaires potentiels. La chimie 

des médicaments ne peut à elle seule que fournir des réponses partielles. Néanmoins, les 

aspects biochimiques et physiopathologiques, entre autres, constitueront un facteur clé 

supplémentaire qui devra être examiné de près (Coombs et Mueller, 2002 ; Kayser et kiderlen, 

2003). 

L’application d’approches moléculaires a permis des avancées significatives dans la 

connaissance de la répartition de Cryptosporidium spp. Cette analyse de la cryptosporidiose 

dans notre pays suggère que les ruminants pourraient jouer un rôle majeur dans la 

transmission de Cryptosporidium spp. à l’homme, avec une dominance de Cryptosporidium 

parvum, en particulier ses sous-types IId. 

L'utilisation de génomes de Cryptosporidium a permis d'identifier des cibles thérapeutiques 

prometteuses et des médicaments sont en développement, mais les méthodes d'évaluation de 

l'efficacité in vitro et chez les animaux ne sont pas bien standardisées. Des méthodes 

améliorées de propagation et de manipulation génétique de l'organisme constitueraient des 

avancées significatives. En effet, beaucoup de travaux de recherche vont dans ce sens afin 

d’améliorer la connaissance de ce parasite et sa relation avec son hôte Li et al., 2018 ; Miller 

et al. 2018).   
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L’objectif de cette thèse était de fournir des informations sur la circulation et l’excrétion de 

Cryptosporidium spp. chez les ruminants. Nous avons également recherché des moyens de 

lutte et de traitement contre ces parasites. Dans ce cadre, il était nécessaire d’avoir à 

disposition des méthodes rapides, sensibles et spécifiques, de manière à détecter et quantifier 

la présence de ces pathogènes, mais également de caractériser leur état de viabilité ou 

d’infectiosité. 

Ce travail réalisé en Algérie vient compléter les données disponibles dans le continent 

africain, et spécifiquement en Algérie sur la caractérisation moléculaire complexe de 

Cryptosporidium spp chez les ruminants.  

Nous avons apporté les premières données concernant l’infectiosité de Cryptosporidium spp., 

isolats récoltés chez le bovin et l’ovin du terrain algérien.   

Lors de ce travail nous avons tout d’abord confirmé les forts niveaux d’excrétion en oocystes 

de Cryptosporidium spp. chez les jeunes ruminants âgés de moins de 3 mois, veaux laitiers et 

ovins. Les niveaux d’excrétions variaient de 102 à 106 opg. Puis, nous avons mis en exergue 

l’estimation de l’infectiosité d’isolats parasitaires de terrain ainsi que l’évaluation de l’effet 

des molécules de paromomycine et polysaccharide (chitosans) sur ces isolats bovins et ovins.  

Nous avons constaté que l’espèce C. parvum était excrétée par l’ensemble des espèces hôtes 

des ruminants bien que, d’autres espèces de Cryptosporidium spp. qui ont marqué une 

présence un peu différente aient également été excrétées. L’espèce C. ubiquitum a pu être 

identifiée chez des ovins et C. bovis chez les bovins. 

Il nous a été impossible, dans une majorité des cas ovins surtout et aussi bovins, d’identifier 

les espèces excrétées par les ruminants, du fait d’une faible excrétion en oocystes.  

Toutefois, nous avons également mis en évidence lors de ce travail que les ruminants 

pouvaient excréter des espèces zoonotiques de Cryptosporidium spp., C. parvumet C. 

ubiquitum (ovin).   

Pour la première fois, nous avons observé que les jeunes ruminants (veaux et agneaux) 

excrétaient des sous-types zoonotiques appartenant à la famille IIa et IId de C. parvum non 

décrits en Algérie. Cependant, cette observation, confirme certaines données des travaux 
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antérieurs au niveau Algérien et dans d'autres pays et suggère un rôle potentiel des jeunes 

ruminants dans la transmission zoonotique d'isolats de C. parvum.   

Par conséquent, l’étude de séquençage menée dans le but d’étudier la diversité génétique de 

C. parvum est la première à signaler la présence de sous-types IIaA21G2R1 et IIa15G2R1 

respectivement chez les agneaux et les veaux dans notre pays. Ce travail, confirme aussi la 

présence du sous type IIaA13G2R1 chez le mouton algérien, alors que ce sous-type était 

connu surtout chez les veaux.  

La présence de sous-type zoonotique de famille IId est rapportée pour la première fois chez 

les animaux algériens. Le sous-type IIdA16G1 a été identifié chez les grands et les petits 

ruminants. En outre, ce sous-type est fréquent dans les pays voisins Tunisie et les pays Nord 

africains Egypte. Par conséquent, on peut penser à la source ou à l’origine du portage de ce 

type. En outre, dans la littérature il semble que cette famille pourrait être facilement transmise 

entre animaux et à l’homme.  

Des études similaires, sur une plus grande échelle géographique, avec un plus grand nombre 

d'échantillons, sont nécessaires pour améliorer notre compréhension de la dynamique de 

transmission de la Cryptosporidiose chez les ruminants. 

Enfin, un point essentiel souligné par nos travaux est que le taux de l’infection, les niveaux 

d’excrétion, les espèces de Cryptosporidium spp, sous-types de C. parvum excrétés, ainsi que, 

la clinique observée chez des jeunes ruminants (< 3 mois) peuvent largement évoluer d’une 

saison à l’autre et d’année à l’autre. Ceci met en évidence le caractère évolutif et la circulation 

complexe de Cryptosporidium spp en élevage et suggère une compétition interspécifique 

(voire entre génotypes) dans laquelle des facteurs liés au parasite, à l’hôte et à 

l’environnement peuvent interagir. Ces interactions restent largement inexplorées à ce jour.  

Cryptosporidium parvum est un protozoaire responsable de diarrhée chez de nombreuses 

espèces vertébrées, y compris l’Homme. La cryptosporidiose est considérée comme une 

zoonose émergente. Très résistants dans le milieu extérieur, les oocystes représentent la forme 

infectieuse et de dissémination du parasite. Les ruminants constituent l’un des principaux 

réservoirs en contaminant l’environnement, l’eau et les aliments.  

Aujourd'hui, les possibilités thérapeutiques sont réduites aussi bien chez l'Homme que chez 

l'animal. C'est pourquoi, la recherche de nouvelles molécules thérapeutiques est plus que 

nécessaire. Nous rapportons ici l'adaptation d'une infection de deux modèles cellulaires (HCT-
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8 et Caco-2) par C. parvum (isolats de terrain). Ceci nous a permis de réaliser des évaluations 

thérapeutiques de polysaccharides naturels (chitosans) avec la molécule de référence le sulfate 

de paromomycine.  

A ce stade de l’étude, nous avons rapporté des données originales en relation avec l’effet « 

anti-cryptosporidien »,établi et confirmé sur deux modèles in vitro et in vivo. Les lignées 

cellulaires HCT-8 et Caco-2 sont de bons modèles in vitro pour le criblage thérapeutique de 

première intention (rapidité, coût relativement faible). Le modèle in vivo, bien qu’il soit plus 

complexe et plus coûteux, vient compléter les données concernant les effets des molécules sur 

le parasite dans des conditions physiopathologiques plus complètes et naturelles. Ce travail a 

permis de montrer des résultats préliminaires sur la capacité inhibitrice du chitosan NAG, du 

chitosan Mix et de sulfate de paromomycine sur le développement in vitro et in vivo de C. 

parvum isolé chez les ruminants. Ces résultats sont très encourageants car ces produits 

naturels pourraient constituer une bonne alternative aux antibiotiques. D'autres études seront 

nécessaires pour confirmer ces effets inhibiteurs in vivo chez les jeunes ruminants.   
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RECOMMANDATIONS ET PERSPECTIVES 

Les recommandations à retenir est la pratique d’une bonne hygiène et l’utilisation d’eau 

chaude à 60 degrés pour nettoyer toutes les surfaces dans les bâtiments d’élevage des 

animaux.   

Il serait intéressent d’élargir ce travail à des enquêtes épidémiologiques de plus grande 

envergure touchant toutes les régions du pays où les animaux sont en effectif important.  

Des études similaires à celles réalisées chez les ovins et bovins pourraient être envisagées 

chez les caprins compte tenu du faible nombre de données disponibles en Algérie, concernant 

la prévalence de l’infection, les niveaux d’excrétion et les espèces de Cryptosporidium et les 

sous-types de C. parvum excrétés par cette espèce hôte. 

Au vu des résultats obtenus dans ce travail concernant l’identification des espèces de 

Cryptosporidium spp excrétées par les ruminants, il pourrait être envisagé de poursuivre ces 

études en utilisant des outils permettant l’identification du parasite même lors de faible niveau 

d’excrétion. La PCR quantitative semble être un outil à développer. Une PCR quantitative 

utilisant des sondes spécifiques de C. parvum et une sonde spécifique du genre 

Cryptosporidium, permettant à la fois la quantification et le typage, pourrait être développée. 

Cette technique permettrait ainsi d’identifier les espèces excrétées et de quantifier la 

contamination de l’environnement même chez les adultes. 

Tous ces éléments devraient accentuer l’intérêt porté à cet agent infectieux auquel un grand 

nombre de personnes et d’animaux sont exposés. Il reste cependant beaucoup de zones 

d’ombres quant aux processus et aux molécules par lesquels C. parvum agirait sur la cellule 

hôte. Ceci est d’autant plus complexe qu’il pourrait s’agir d’un processus multifactoriel. Afin 

de compléter ce travail, nous pourrions envisager, à court terme, d’explorer d’autres voies. 
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