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Avant – propos 
 

 Les travaux présentés dans ce manuscrit, sont consacrés à l’étude de la survie, de la 

persistance et de l’adhérence des oocystes de Cryptosporidium parvum à la surface d’une 

matrice alimentaire végétale : la mâche. L’objectif est de mieux comprendre la circulation de 

ce parasite dans l’environnement, en particulier, sa transmission alimentaire. Cette thèse 

s’inscrit dans le programme de l’Unité Mixte Technologique ACTIA PROTORISK, 

correspondant au partenariat entre ACTALIA Sécurité des aliments, un centre d’expertise en 

agroalimentaire, et l’unité de recherche universitaire, EA 7510 ESCAPE (Universités de Rouen 

Normandie et de Reims Champagne-Ardenne). Dans le contexte d’émergence des maladies 

parasitaires d’origine alimentaire ces dernières années, l’UMT a pour objectifs de proposer des 

outils d’analyse et étudier l’exposition à Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis et 

Toxoplasma gondii depuis la production primaire (végétaux, mollusques) jusqu’au 

consommateur. 

 

La première partie de ce manuscrit est dédiée à l’étude bibliographique exposant la 

problématique de recherche traitée dans cette thèse. Elle présente également les 

questionnements opérationnels et académiques à l’origine du sujet de recherche. Nous abordons 

de manière globale le parasite du genre Cryptosporidium et ses modes de transmission à 

l’Homme. Un accent tout particulier est mis sur la transmission alimentaire du parasite et les 

risques pour l’Homme via la consommation d’aliments contaminés. La grande résistance de 

Cryptosporidium dans l’environnement et face aux agents désinfectants utilisés dans l’industrie 

agroalimentaire, se traduisant par une émergence d’épidémies d’origine alimentaire causées par 

ce parasite, est également abordée. Des aspects plus techniques sont présentés notamment sur 

la difficulté de pouvoir détecter Cryptosporidium dans les aliments et le manque de méthodes 

adaptées aux matrices alimentaires pour mettre en évidence la présence de parasites infectieux. 

 

Les travaux expérimentaux sont présentés en deux chapitres. Le premier est axé sur 

l’évaluation de la survie et de la persistance des oocystes de Cryptosporidium parvum à la 

surface de la mâche en cours de croissance, ainsi qu’après un lavage mimant les conditions 

industrielles de 4ème gamme. Si le parasite est capable de persister sur la mâche (et de survivre), 

cela est lié à ses capacités d’adhérence. Ces notions sont totalement inexplorées à l’heure 

actuelle. Le second chapitre vise à caractériser les interactions impliquées entre les oocystes et 

les feuilles de mâche et, à évaluer l’impact de certains paramètres environnementaux sur cette 
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adhérence parasitaire. Enfin, ce manuscrit est clôturé par une conclusion générale et des 

annexes. En annexe est également présenté un article publié dans le cadre d’une étude 

collaborative entre l’EA 7510 ESCAPE et Cryptosporidium Reference Unit en Angleterre 

visant à adapter une méthode de détection du parasite présent sur des feuilles d’épinards, à 

laquelle j’ai pu participer.  
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Abréviations 
 

ABC : ATP Binding Cassette 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique 

AIA : lectine d’Artocarpus integrifolia 

ANSES : Agence Nationale de SÉcurité Sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et du 

travail 

ARNm : ARN messager 

ARNr : Acide RiboNucléique ribosomique 

ATP : Adénosine TriPhosphate 

ATU : Autorisation Temporaire d’Utilisation 

CaCl2 : Chlorure de calcium 

CNR-LE : Centre National de Référence – Laboratoire Expert 

CO2 : dioxyde de carbone 

ConA : Concanavaline A, lectine de Canavalia ensiformis 

CsCl : Chlorure de Césium 

DAPI : Di-Aminido-Phenyl-lndol 

DI50 : Dose de parasites provoquant l’Infection de 50% des individus contaminés 

ECDC : European Centre for Disease Prevention and Control 

EDTA : acide Éthylène-Diamine-Tétra-Acétique  

EEE : Espace Economique Européen 

EFSA : European Food Safety Authority 

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

FISH : Fluorescence In Situ Hybridization 

FITC : Fluorescéine-5-IsoThioCyanate 

GalNAc : N-AcétylGalactosamine 

GBPH : Guide de Bonnes Pratiques d’Hygiène 

GEM : Global Enteric Multicenter 

GlcNAc : N-AcétylGlucosamine 

GNL : lectine de Galanthus nivalis 

GP60 : GlycoProtéine de 60 kDa 

GSL : lectine de Griffonia simplicifolia  

HACCP : Hazar Analysis Critical Control Point 

HBSS : Hank’s Balanced Salt Solution 



 

21 
 

HCl : Chlorure d’Hydrogène 

HCT-8 : cellules d’adénocarcinome iléocecal humain 

HEPES : acide 4-(2-HydroxyÉthyl)-1-Pipérazine Éthane Sulfonique  

HSP : Heat shock Proteins 

IMS : IMmuno-Séparation par des billes magnétiques 

INRAE : Institut National de Recherche pour l’agriculture, l’alimentation et l’environnement 

IP : Iodure de Propidium 

KCl : Chlorure de potassium 

MAL : lectine de Maackia amurensis 

MET : Microscopie Electronique à Transmission 

MgCl2 : Chlorure de magnésium 

NaCl : Chlorure de sodium 

NANA : N-AcétylNeurAminique 

NaOH : Hydroxyde de sodium 

NCBI : Centre National d’Information sur la Biotechnologie 

NTZ : NiTaZoxanide 

OMS : Organisation Mondiale de la Santé 

PBS : Phosphate-Buffered Saline 

PCR : Polymerase Chain Reaction 

pI : poids Isoélectrique 

RT-qPCR : Reverse Transcription -qPCR 

SIDA : Syndrôme d’Immuno-Déficience Acquise  

SVF : Sérum de Veaux Fœtal 

TAHA : Traitement Antirétroviral Hautement Actif 

UE : Union Européenne 

UMR : Unité Mixte de Recherche 

UMT : Unité Mixte Technologique 

USA : United States of America 

VIH : Virus de l’Immunodéficience Humaine    

WGA : Wheat Germ Agglutinin, lectine de Triticum vulgaris 
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Étude bibliographique 
 

I. Cryptosporidium spp. 

 

Cryptosporidium, un protozoaire cosmopolite unicellulaire, infecte l’épithélium gastro-

intestinal de nombreux vertébrés dont l’Homme. Il est l’agent responsable de la 

cryptosporidiose. Les personnes infectées par Cryptosporidium spp. peuvent présenter des 

symptômes intestinaux variés selon leur statut immunitaire. Des infections respiratoires ont 

également été observées (Reina et al., 2016 ; Mor et al. 2010). Habituellement spontanément 

résolutive chez les patients immunocompétents, l’infection est très grave, voire mortelle, chez 

les patients immunodéprimés, en particulier, les personnes transplantées ou infectées par le 

VIH. 

 

 

 Historique 

 

Le genre « Cryptosporidium » signifiant « sporocyste caché », a été décrit pour la 

première fois par Ernest Eduard Tyzzer en 1907. Tyzzer décrivit la présence d’un parasite 

unicellulaire vivant dans les glandes gastriques de souris de laboratoire (Mus musculus) qu’il 

nomma Cryptosporidium muris (Tyzzer, 1907). En 1912, toujours chez la souris mais dans 

l’épithélium de l’intestin grêle, il observa une autre espèce, de plus petite taille, 

Cryptosporidium parvum (Tyzzer, 1912). Ce n’est qu’en 1955, avec la description de la 

nouvelle espèce, Cryptosporidium meleagridis, provoquant diarrhées et mortalité chez des 

dindonneaux, que l’association entre le parasite et des manifestations cliniques est établie 

(Slavin, 1955). Le parasite est cependant resté ignoré jusque dans les années 70 où il est décrit 

comme responsable d’épidémies de diarrhées chez les jeunes veaux (Panciera et al., 1971). 

 

En 1976, les premiers cas humains ont été rapportés : un enfant âgé de 3 ans (Nime et 

al., 1976) et un homme de 39 ans sous immunosuppresseurs (Meisel et al., 1976), tous deux 

atteints de diarrhées aigües. Ce n’est qu’à partir des années 80 que la cryptosporidiose humaine 

devient un problème préoccupant par la gravité des symptômes digestifs qu’elle provoque chez 

les personnes atteintes du SIDA (Ma, 1984). Puis quelques années plus tard, suite aux épidémies 

hydriques du Milwaukee, aux États-Unis (Mac Kenzie et al., 1994), et celles survenues en 

Angleterre et au Pays de Galles (Chalmers et al., 2011a), la cryptosporidiose a été reconnue 

chez les personnes immunocompétentes, favorisant ainsi les recherches sur ce parasite. 
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 Systématique et taxonomie 

 

Selon la taxonomie officielle du Centre National d’Information sur la Biotechnologie 

(NCBI ; Xiao et al., 2004), Cryptosporidium appartient au phylum des Apicomplexa, à la classe 

des Coccidia et à l’ordre des Eurococcidiorida. Les parasites de ce phylum, tels que 

Cryptosporidium, Toxoplasma gondii, Plasmodium spp. et Eimeria, partagent une 

caractéristique commune : la présence d’un complexe apical (micronèmes, rhoptries, granules 

denses, conoïde). Ce complexe apical est principalement impliqué dans l’invasion des cellules 

hôtes et le développement intracellulaire du parasite. Mais, depuis la description du genre 

Cryptosporidium, sa classification taxonomique a fait l’objet de nombreux débats (Xiao et al., 

2004). La plupart des parasites apicomplexes possèdent : (i) un apicoplaste, structure 

plastidique non photosynthétique impliquée dans la production d’acides gras ; et (ii) des 

mitochondries. Or, des données microscopiques, moléculaires, génomiques et biochimiques 

montrent que Cryptosporidium ne possède ni mitochondries, ni apicoplaste (Lim & McFadden, 

2010). Chez Cryptosporidium, les mitochondries sont remplacées par un mitosome (dérivé de 

mitochondrie avec un métabolisme significativement réduit) (Alcock et al., 2012). Il diffère 

également des autres parasites de ce phylum par des caractéristiques fondamentales telles que 

la motilité et l’invasion (Wetzel et al., 2005). Depuis peu, par la découverte de similitudes avec 

les grégarines telles que la capacité du parasite à achever son cycle de développement en 

absence de cellule hôte (Aldeyarbi & Karanis, 2016), Cryptosporidium a été transféré vers une 

nouvelle sous-classe, dont il est le seul membre, Cryptogregaria, au sein de la classe des 

Gregarinomorphea (Ryan et al., 2016). 

 

Au sein même du genre Cryptosporidium, il est difficile de définir les espèces 

biologiques. La définition d’une espèce, de manière générale, repose soit sur la différence 

morphologique, soit sur la distribution géographique et/ou la spécificité d’hôte. Cependant, la 

taille et la structure des oocystes des différentes espèces sont pratiquement identiques. La 

simple observation morphologique du parasite au microscope ne permet pas de différencier les 

espèces (Xiao et al., 2004). De plus, les espèces de Cryptosporidium ne sont pas non plus très 

spécifiques à leurs hôtes ; bien que dans le passé, cette caractéristique a conduit à la création de 

plusieurs espèces. Des études d’infections croisées ont montré qu’un même isolat est capable 

d’infecter plusieurs hôtes (Xiao et al., 2004). Actuellement, le recours aux outils de biologie 

moléculaire tels que le séquençage, permettent de mieux visualiser l’hétérogénéité de cette 

population de parasites. Les gènes codant pour l’ARNr 18S (Acide RiboNucléique 
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ribosomique) et la glycoprotéine de 60kDa (kilodalton, GP60) sont les marqueurs génétiques 

les plus fréquemment utilisés (Sulaiman et al., 2005 ; Xiao et al., 2004).  

 

Par conséquent, la combinaison d’au moins quatre éléments devraient être obligatoire 

pour accorder la nomination d’une nouvelle espèce de Cryptosporidium : (i) la morphologie de 

l’oocyste, (ii) la spécificité naturelle de l’hôte, (iii) les caractéristiques génétiques et, (iv) le 

respect du Code International de Nomenclature Zoologique (Xiao et al., 2004). A ce jour, 31 

espèces du genre Cryptosporidium sont décrites comme valides (Tableau 1). Cependant, leur 

taxonomie est en constante évolution et reste un sujet controversé. 

 

Grâce aux outils moléculaires, et notamment au marqueur gp60 qui présente un haut 

degré de polymorphisme, les espèces C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. cuniculus, C. 

ubiquitum, C. erinacei, C. fayeri, C. wrairi, et C. tyzzeri peuvent être classées en plusieurs 

familles de sous-types (Zahedi et al., 2016). La caractérisation génétique de gp60 est nécessaire 

pour mieux comprendre la dynamique de la transmission chez l’Homme et chez l’animal. 
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Tableau  1 – Les différentes espèces valides du genre Cryptosporidium 
 

 M : mammifères, H : Homme, O : oiseaux, Am : amphibiens, P : poissons, R : reptiles.  
(Šlapeta, 2013 ; Xiao et al., 2004) 

ESPECES 
TAILLES DES 

OOCYSTES (M) 
HOTES  

CAS CHEZ 
L’HOMME 

REFERENCES 

C. muris 7,0 x 5,0 M, H, O Oui Tyzzer, 1907 

C. parvum 4,85 x 4,39 M, H Oui Tyzzer, 1912 

C. meleagridis 4,5 x 4,0 M, O, H Oui Slavin, 1955 

C. wrairi 5,4 x 4,6 M Non Vetterling et al., 1971 

C. xiaoi 3,94 x 3,44 M Non Fayer & Santin 2009 

C. bovis 4,89 x 4,63 M, H Oui Fayer et al., 2005 

C. cuniculus 5,98 x 5,38 M, H Oui 
Inman & Takeuchi, 1979 ; 
Robinson, 2010 

C. felis 5,0 x 4,5 M, H Oui Iseki, 1979 

C. serpentis 6,2 x 5,3 R, M Non Levine, 1980 

C. nasoris 3,6 P Non Hoover et al., 1981 

C. baileyi 6,3 x 5,2 O Non Current et al., 1986 

C. varanii 4,8 x 4,7 R Non Pavlasek, 1995 

C. cichlidis 4,35 x 3,0 P Non Paperna & Vilenkin, 1996 

C. reichenbachklinkei 2,79 x 2,7 P Non Paperna & Vilenkin, 1996 

C. galli 8,25 x 6,3 O Non Pavlasek, 1999 

C. andersoni 7,4 x 5,5 M, H Oui Lindsay et al., 2000 

C. canis 4,95 x 4,71 M, H Oui Fayer et al., 2001 

C. hominis 4,91 x 4,28 H Oui Ryan et al., 2002 

C. molnari 4,72 x 4,47 P Non 
Alvarez-Pellitera & Sitjà-
Bobadilla, 2002 

C. suis 4,6 x 4,2 M, H Oui Ryan et al., 2004 

C. scophthalmi 4,44 x 3,91 P Non Alvarez-Pellitero et al., 2004 

C. pestis - M, H Oui Šlapeta, 2006 

C. fayeri 4,9 x 4,3 M, H Oui Ryan et al., 2008 

C. ryanae 3,73 x 3,16 M Non Fayer et al., 2008 

C. fragile 6,2 x 5,5 Am Non Jirků et al., 2013 

C. macropodom 5,4 x 4,9 M Non Power & Ryan, 2008 

C. duscimarci - R Non Traversa, 2010 

C. ubiquitum 5,04 x 4,66 M, H Oui Fayer et al., 2010 

C. viatorum 5,35 x 4,72 M, H Oui Elwin et al., 2012 

C. scorfarum 5,16 x 4,83 M, H Oui Kváč et al., 2013 

C. erinacei 4,9 x 4,4 M, H Oui 
Kváč et al., 2014 ; Zahedi et 
al., 2016 



 

27 
 

II. Biologie du parasite 

 

Cryptosporidium est un parasite dont le cycle de vie est monoxène, c’est-à-dire qu’il va 

réaliser sa reproduction asexuée et sexuée chez le même hôte. Il débute et termine son cycle 

sous forme d’oocystes sporulés, sphériques et très résistants dans l’environnement. Ces 

oocystes renferment chacun quatre sporozoïtes et sont excrétés dans les selles de l’hôte infecté. 

Ils représentent le stade infectieux du parasite. 

 

 

A. Cycle de vie 

 

Le cycle de vie de Cryptosporidium se divise en six phases majeures (Figure 1) : (i) le 

« dékystement » des oocystes (libération des sporozoïtes infectieux), (ii) la mérogonie 

(multiplication asexuée), (iii) la gamétogonie (formation de micro- et macrogamètes), (iv) la 

fécondation (formation d’un zygote), (v) la formation de la paroi de l’oocyste nouvellement 

formé, et (vi) la sporogonie (formation de sporozoïtes infectieux) (Bouzid et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 – Cycle de vie de Cryptosporidium.  
 

(Bouzid et al., 2013 modifié) 
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Une fois dans le tractus intestinal de l’hôte, les oocystes subissent un « dékystement », 

ce qui libère les sporozoïtes infectieux. Lors de ce processus, le parasite va produire un panel 

de protéases cruciales majoritairement spécifiques à la sérine et à la cystéine, permettant ainsi 

l’ouverture de l’oocyste. Chez l’hôte, le « dékystement » peut être déclenché par différents 

facteurs, tels que la température, le CO2, la présence d’enzymes digestives et de sels biliaires 

(Lendner & Daugschies, 2014). Les sporozoïtes libérés dans la lumière intestinale de l’hôte, 

vont entrer en contact avec les cellules de l’épithélium intestinal grâce à des protéines excrétées, 

produites par leur complexe apical et essentielles à cette étape. Les protéines produites par les 

rhoptries et les micronèmes permettent au sporozoïte d’interagir avec l’entérocyte. Le parasite 

s’internalise dans un compartiment issu de l’hôte, « intracellulaire » mais extracytoplasmique, 

appelé vacuole parasitophore. À l’intérieur de la vacuole parasitophore, le sporozoïte se 

développe en un trophozoïte sphérique et entre en reproduction asexuée (mérogonie) pour 

former un méronte de type I, composé de huit mérozoïtes. Libéré de la vacuole parasitophore, 

chaque mérozoïte de type I envahit la cellule épithéliale voisine. Dès lors, ces mérozoïtes 

peuvent, soit donner naissance à de nouveaux mérozoïtes de type I (recyclage) favorisant 

l’augmentation du nombre d’oocystes excrétés in fine et donc amplifier la pathogénicité ; soit 

se développer pour former des mérontes de type II. Les mérontes de type II produisent quatre 

mérozoïtes de type II et peuvent, à leur tour, envahir les entérocytes avoisinants pour se 

différencier en microgamétocytes mâles (à l’origine des microgamètes) ou en 

macrogamétocytes femelles (à l’origine des macrogamètes) (gamétogonie). La différenciation 

des mérozoïtes en microgamète ou en macrogamète est un mécanisme encore inconnu. Chaque 

microgamétocyte entre en division nucléaire et se différencie pour former jusqu’à 16 

microgamètes (Bouzid et al., 2013). Une fois les microgamètes libérés de la vacuole 

parasitophore, la fécondation a lieu. Un microgamète féconde un macrogamète pour former un 

zygote. Ce zygote diploïde subit la sporogonie, processus similaire à la méiose, pour donner 

naissance aux oocystes composés chacun de quatre sporozoïtes haploïdes. Cette étape donne 

naissance à deux types d’oocystes : (i) des oocystes à paroi mince, et (ii) des oocystes à paroi 

épaisse. L’oocyste à paroi mince représente 20% des oocystes nouvellement formés et entraîne 

une auto-infection qui maintient le parasite chez l’hôte. L’oocyste à paroi épaisse, quant à lui, 

permettra au parasite de résister dans l’environnement extérieur, après relargage dans les selles 

de l’hôte infecté, et d’assurer sa survie jusqu’à l’infection de nouveaux hôtes (Leitch & He, 

2011). 

 

Par rapport aux autres apicomplexes, les particularités du genre Cryptosporidium sont : 

(i) d’être excrété dans les fèces de son hôte sous forme d’oocystes directement infectieux, (ii) 
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le recyclage des mérozoïtes de type I et (iii) la formation, en fin de cycle, d’oocystes à paroi 

mince permettant d’entretenir l’infection (Bouzid et al., 2013). 

 

 

B. Morphologie des différents stades parasitaires 

 

a. L’oocyste 
 

De forme sphérique à ovoïde, l’oocyste de Cryptosporidium varie de 3 à 8µm de 

diamètre selon l’espèce. Il renferme quatre sporozoïtes « nus » et apparaît très réfringent au 

microscope optique. Sa paroi est composée de deux couches, interne et externe, bien distinctes. 

Une suture est observée tout le long de l’oocyste (Figure 2). Son ouverture, lors du 

« dékystement », permet la libération des sporozoïtes. Extrêmement résistant, ce stade est 

crucial pour la survie du parasite dans l’environnement (Jenkins et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2 – Structure d’un oocyste, après cryofracture, observé au microscope à 

transmission. 
 

Échelle = 0,5µm (Jenkins et al., 2010) 

 

 

b. Le sporozoïte 
 

Le sporozoïte se présente sous forme de virgule, libre et mobile. Son ultrastructure a été 

observée grâce au microscope électronique à transmission (MET) (Figure 3). Il possède un 

complexe apical, caractéristique commune des apicomplexes. Au niveau de ce pôle apical, de 

forme conique, se trouvent les petits micronèmes sphériques ainsi qu’une seule rhoptrie plus 

grosse. Les granules denses apparaissent au niveau de la moitié antérieure du parasite et le 
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noyau plutôt dans la partie postérieure. Ce complexe joue un rôle essentiel dans la motilité, 

l’adhérence et l’invasion du parasite dans les cellules hôtes (Tetley et al., 1998). 

 

 

 
 

Figure 3 – Structure d’un sporozoïte (coupe longitudinale), 
observé par microscopie à transmission. 

 
Le complexe apical (ac) du sporozoïte observé est composé de micronèmes 
(mn) et d’une rhoptrie (r). Le noyau (n) et les corps cristalloïdes adjacents (cb) 
se trouvent dans la partie postérieure du parasite qui est plus arrondie. Les 
granules denses (dg) sont positionnés dans la partie centrale. p : « plastid-

like », nme : membrane nucléaire. Échelle = 0,5 m (Tetley et al., 1998). 
 

 

 

 

 

 

c. Les autres stades parasitaires et leur particularité 
 

Lors de son cycle de vie, Cryptosporidium occupe une position particulière au sein des 

cellules épithéliales qu’il infecte. Ses formes « intracellulaires » (Figure 4) sont 

extracytoplasmiques, protégées dans une vacuole parasitophore. Il se trouve ainsi à l’abri du 

milieu intestinal hostile, du cytoplasme de la cellule et de la réponse immunitaire de l’hôte. Ceci 

pourrait expliquer la difficulté pour trouver un traitement efficace (cf. Partie III. C. Traitement). 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 4 – Les différents stades intracellulaires de Cryptosporidium observés par 

microscopie électronique à transmission. 
 

(A) Un trophozoïte mature prêt à se diviser en mérozoïtes. (B) Un méronte de type I composé de mérozoïtes (C) 
Un microgamétocyte mâle et (D) un macrogamétocyte femelle. (E) Un zygote. Mérozoïte (Mz), corps résiduel 
(RB), organelle nourricier (FO) (Leitch & He, 2012 ; Tzipori & Ward, 2002 ; Valigurivá et al., 2008). 
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En réalité, contrairement aux autres apicomplexes mais de même que les grégarines, 

Cryptosporidium n’est pas réellement intracellulaire. En effet, il ne pénètre pas sous la 

membrane cellulaire et n’entre pas en contact avec le cytoplasme de la cellule hôte. Lorsqu’il 

entre en interaction avec l’entérocyte hôte, la membrane des cellules de l’épithélium intestinal 

perd localement sa microvillosité et forme un pli élastique. Ce pli élastique va recouvrir 

entièrement le parasite pour former la vacuole parasitophore (Figure 5). La membrane interne 

et externe de cette vacuole sont ainsi dérivées de la cellule hôte. Par conséquent, les stades de 

développement du parasite ne sont pas intracellulaires. Le terme le plus approprié serait de 

décrire Cryptosporidium comme un parasite épicellulaire (Valigurová et al., 2008). Néanmoins, 

il apparaît, de manière transitoire, une région de connexion entre la cellule hôte et le parasite 

qui disparaît lorsque l’organelle dit d’attachement ou nourricier se forme. Cette organelle est 

formée de repliements membranaires qui constituent la zone d’attachement unique entre le 

parasite et l’hôte. Elle est essentielle dans la récupération de nutriments nécessaires au 

développement de Cryptosporidium. De plus, dans cette zone, on retrouve des protéines 

transmembranaires de la famille des transporteurs à cassettes liant l’ATP (Adénosine 

TriPhosphate) (transporteurs ABC - ATP Binding Cassette) associées à des phénotypes multi-

résistants aux traitements (Klokouzas et al., 2003). Ainsi l’étude de ce type de protéines 

présentes à la limite hôte-parasite, offre une stratégie intéressante dans la conception d’un 

traitement contre la cryptosporidiose (Perkins et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 – Représentation schématique de la vacuole parasitophore et l’organelle 
nourricier de Cryptosporidium spp. 

 
(Valigurová et al., 2008) 



 

32 
 

 Pathogénicité et virulence 

 

La pathogénicité est généralement définie comme la capacité d’un micro-organisme à 

entraîner des dommages à son hôte, provoquant des symptômes. La virulence, quant à elle, est 

utilisée pour décrire la capacité de l’agent pathogène à se multiplier. La pathogénicité et la 

virulence des parasites du genre Cryptosporidium sont complexes et multifactorielles. En effet, 

elles dépendent de l’espèce et de la souche concernées avec des caractéristiques bien 

spécifiques, mais également de l’hôte infecté. 

 

 

a. Pouvoir pathogène de Cryptosporidium 
 

Même si Cryptosporidium est connu pour infecter les cellules épithéliales, il a des 

tropismes différents selon l’espèce. C. baileyi a un tropisme pour les cellules du système 

respiratoire (Kopacz et al., 2020), alors que C. parvum va infecter les cellules intestinales. La 

gamme d’hôte est également plus ou moins large selon l’espèce. Par exemple, C. parvum est 

retrouvé chez de nombreux hôtes, tandis que C. molnari semble être inféodé uniquement aux 

poissons (Alvarez-Pellitero & Sitjà-Bobadilla, 2002 ; Bouzid et al., 2013). 

 

Afin d’étudier l’infectiosité et la virulence du parasite, des adultes volontaires en bonne 

santé, ont été infectés expérimentalement par trois isolats de C. parvum (IOWA, TAMU et 

UCP) et un isolat de C. hominis (TU502). La dose infectante conduisant à l’infection de 50% 

des individus exposés (DI50) à C. hominis est estimée entre 10 et 83 oocystes. La diarrhée est 

survenue chez 40% des individus recevant 10 oocystes, et chez 75% de ceux recevant 500 

oocystes (Chappell et al., 2006). Pour C. parvum, la DI50 est de : 1 042 oocystes pour la souche 

UCP, 87 oocystes pour la souche IOWA et 9 oocystes pour la souche TAMU. Des épisodes 

diarrhéiques ont touché 59% des individus après une infection par la souche UCP, 52% par 

IOWA et 86% par TAMU (Okhuysen et al., 1999). Ainsi, selon l’espèce et la souche de 

Cryptosporidium ingérées, la DI50 ainsi que la proportion d’individus présentant des symptômes 

varient. 

 

La sensibilité à la réinfection après une première contamination par Cryptosporidium, a 

été étudiée expérimentalement. Des volontaires ayant eu une primo-infection ont été ré-infectés 

par la même souche un an plus tard. Lors de la seconde contamination, les individus ont excrété 

moins de parasites par rapport à leur première infection mais les taux d’épisodes diarrhéiques 



 

33 
 

ainsi que l’apparition et la durée de ces diarrhées étaient similaires. Ceci indique qu’une primo-

infection ne suffit pas à protéger l’individu d’une nouvelle contamination par Cryptosporidium 

(Chalmers & Davies, 2010 ; Okhuysen et al., 1999).  

 

Toutes ces données illustrent une pathogénicité et une virulence variables au sein même 

du genre Cryptosporidium. De faibles doses d’oocystes peuvent induire la maladie et une 

première infection ne protège pas l’hôte d’une nouvelle contamination. Ceci confirme le fort 

pouvoir infectieux de ce parasite.  

 

 

b. Facteurs de virulence 
 

Cryptosporidium possède des caractéristiques spécifiques afin d’assurer sa survie au 

sein de son hôte, qui peuvent être caractérisées de facteurs de virulence. Ces facteurs peuvent 

affecter l’hôte à tout moment au cours de son cycle de vie, à partir du moment où le parasite 

entre dans l’organisme jusqu’à ce qu’il soit tué ; ou termine son cycle et quitte l’hôte (Bouzid 

et al., 2013). A l’heure actuelle, ils sont encore peu connus. Néanmoins, certains gènes 

candidats ont été identifiés. Ils interviennent à différents niveaux lors du cycle de vie du 

parasite : (i) le dékystement des oocystes, (ii) la motilité, (iii) l’attachement, (iv) l’invasion, (v) 

la prolifération parasitaire, et (vi) la survie chez l’hôte (Figure 6) (Bouzid et al., 2013 ; Fayer 

et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 6 – Facteurs de virulence de Cryptosporidium et leurs contributions au cycle de 
vie parasitaire. 

 

(Bouzid et al., 2013 modifié) 
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Facteurs d’adhérence et d’invasion : l’attachement des sporozoïtes aux cellules hôtes 

est une des étapes cruciales pour garantir la prolifération parasitaire. La plupart des protéines 

impliquées dans cette adhérence sont présentes en surface ou sécrétées à l’extérieur du parasite, 

et sont associées au complexe apical (micronèmes, rhoptries et granules denses). Deux classes 

de protéines ont été caractérisées et se sont révélées médier l’attachement et l’invasion du 

parasite à la cellule cible : les glycoprotéines de type mucine et les protéines liées à la 

thrombospondine (Naitza et al., 1998). Les mucines et les glycoprotéines de type mucine sont 

fortement O-glycosylées. Plus de 30 gènes codant pour des mucines ou des glycoprotéines de 

types mucine ont été décrits chez Cryptosporidium (Wanyiri & Ward, 2006). La première à 

avoir été découverte est la GP900, elle est localisée au niveau des micronèmes et elle est 

excrétée à la surface des sporozoïtes. Elle est impliquée dans l’attachement et/ou l’invasion du 

parasite puisqu’il a été démontré que son blocage par des anticorps spécifiques, inhibe 

l’infection in vitro. D’autres glycoprotéines présentant ce type de modification post-

traductionnelle, comme la CSL (glycoprotéine de type circumsporozoïte), le complexe 

GP40/15, la CPA135, la CP2, la P23 et la TRAP-C1 (protéine adhésive liée à la 

thrombospondine Cryptosporidium 1) ont également été décrites comme étant impliquée dans 

l’attachement et l’invasion du parasite. L’utilisation d’une lectine bloquant le galactose/N-

acétylgalactosamine a induit une diminution de l’adhérence des sporozoïtes aux cellules 

d’adénocarcinome iléocecal humain (HCT-8) (Hashim et al., 2006). Ceci révèle l’importance 

de la présence de ces O-glycanes pour l‘attachement et l’invasion du parasite à la cellule hôte 

(Bouzid et al., 2013 ; Wanyiri & Ward, 2006).  

 

Facteurs de survie : le parasite a acquis des outils essentiels pour assurer sa survie au 

sein de son hôte. Notamment, des enzymes présentant des activités de protection du parasite, 

comme l’aminopeptidase, la protéase à cystéine et à sérine, sont impliquées dans le 

« dékystement ». Elles sont essentielles dans les étapes initiales de l’infection. Leur capacité à 

perturber les membranes cellulaires est cruciale lors de l’invasion du parasite dans la cellule 

hôte mais aussi lors de la libération des mérozoïtes de la vacuole parasitophore pour se propager 

aux cellules avoisinantes (Bouzid et al., 2013). Les protéines de types HSP (Heat Shock 

Proteins) sont des protéines hautement conservées et universelles. Elles sont retrouvées aussi 

bien chez les eucaryotes que chez les procaryotes. La fonction commune des HSP est 

caractérisée par le terme de « chaperon moléculaire ». Ces protéines jouent un rôle important 

dans l’interaction protéine-protéine, facilitent le transport, le pliage, l’assemblage, la 

biosynthèse et la sécrétion de protéines nouvellement formées. Elles aident également au 

repliement des protéines endommagées dans des conditions de stress. Elles sont divisées en 
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familles selon leur masse moléculaire (HSP25, 40, 70, 90, 105) (Wirth et al., 2002). Les deux 

protéines HSP70 et HSP90 ont été décrites chez Cryptosporidium (Khramtsov et al., 1995 ; 

Woods et al., 1999). Le haut degré de polymorphisme du gène hsp70 a été identifié et utilisé 

pour le génotypage. Cependant, ces protéines sont soumises à une pression sélective ne 

permettant pas d’établir de relations génétiques entre les différentes familles de sous-type 

(Bouzid et al., 2013).  Chez Toxoplasma gondii, des expériences de chocs thermiques ont mis 

en évidence un niveau élevé d’expression de HSP70 dans des souches virulentes et inversement 

dans des souches avirulentes (Lyons & Johnson, 1995). Ainsi, il serait intéressant de mener 

cette étude chez Cryptosporidium afin de savoir s’il y a également une corrélation entre le 

niveau d’expression de la HSP et la virulence du parasite. 

 

La liste des facteurs de virulence et des mécanismes impliqués dans la pathogénicité de 

Cryptosporidium n’est pas encore complètement connue. Des recherches incluant le facteur 

hôte doivent être entreprises pour faire progresser notre compréhension de la physiopathologie, 

de la spécificité d'hôte, de l'évolution et de l'épidémiologie des espèces et des génotypes de ce 

parasite. La pathogénicité et la virulence de Cryptosporidium ne sont pas que dépendantes du 

parasite mais aussi de l’hôte. Le système immunitaire de l’individu infecté est le facteur le plus 

important, mais également le statut nutritionnel ainsi que les facteurs comportementaux. Ces 

facteurs vont influencer à la fois la probabilité d’infection et la sévérité de la maladie. 

 

 

III. La cryptosporidiose 

 

 Présentation clinique 

 

La cryptosporidiose est une protozoonose cosmopolite dont l’agent responsable est 

Cryptosporidium. Les signes cliniques apparaissent en moyenne après 2 à 14 jours d’infection, 

principalement, sous forme de diarrhées aqueuses, souvent abondantes et parfois prolongées 

(Garcia & Current, 1989 ; Hunter & Nichols, 2002). Elles peuvent également être 

accompagnées de crampes abdominales, de nausées, de vomissements, de pertes de poids et de 

fièvres légères. Cryptosporidium provoque une altération significative des fonctions 

d'absorption et de sécrétion de l'intestin entraînant les symptômes chez l’hôte infecté. De 

nombreuses infections par Cryptosporidium sont bénignes, spontanément résolutives et souvent 

pas reconnues (Shirley et al., 2012). La clinique et la sévérité des symptômes sont 

multifactorielles, dépendantes de l’état du système immunitaire, de l’état nutritionnel et de l’âge 
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de l’hôte ; mais aussi de l’espèce et du sous-type de Cryptosporidium concernés et de la dose 

infectante. 

 

Chez les individus immunocompétents : l’infection peut être asymptomatique ou se 

traduire par une diarrhée aiguë spontanément résolutive, contribuant ainsi à une sous-estimation 

du nombre de cas de cryptosporidiose chez les personnes immunocompétentes (Chen et al., 

2002).  

 

Chez les enfants : la diarrhée peut être sévère et associée à une mortalité importante, 

en particulier chez les enfants malnutris. D’après l’étude de la GEM (Global Enteric 

Multicenter), Cryptosporidium apparaît comme la deuxième cause de mortalité (après les 

Rotavirus) par diarrhées chez les enfants de moins de 5 ans dans les pays en développement 

(Kotloff et al., 2013). Cette sensibilité qu’ont les enfants à la maladie, est très certainement liée 

à une hygiène de vie difficile dans ces pays. Néanmoins, une étude menée chez des enfants de 

2 écoles de Tripoli au Liban, a montré que seule la moitié des enfants contaminés ont signalé 

des symptômes digestifs, et 27% de ces enfants présentaient une infection asymptomatique 

(Osman et al., 2016).  

 

Chez les individus immunodéficients : la cryptosporidiose se traduit fréquemment par 

une diarrhée sévère susceptible d’engager leur pronostic vital. Pour les personnes VIH+, 

l’infection implique une diarrhée chronique avec un risque élevé de mortalité. La fréquence de 

la diarrhée est corrélée au nombre de lymphocytes T CD4+ (< 249 CD4+/mm3) chez le patient 

(Dellamonica, 2003). La prise du traitement antirétroviral hautement actif (TAHA) a diminué 

la fréquence des diarrhées (Call et al., 2000). Ainsi la restauration du statut immunitaire 

(augmentation de taux de lymphocytes T CD4+) peut permettre le contrôle de l’infection. 

Concernant le déficit en lymphocytes B, une étude réalisée en modèle animal a montré aucune 

différence des résultats obtenus chez des souriceaux normaux porteurs de la cryptosporidiose 

et ceux dépourvus de lymphocytes B. Ce qui suggère que les lymphocytes B ne sont 

probablement pas nécessaires dans l’élimination de Cryptosporidium (Chen et al., 2003). La 

cryptosporidiose est également une cause significative et possiblement sous-estimée de 

diarrhées chez le patient transplanté d’organe solide (Lanternier et al., 2017 ; Costa et al., 2018). 

La prise d’immunosuppresseurs peut favoriser l’infection par Cryptosporidium mais cela 

dépend du traitement administré. En effet, une étude s’est intéressée à déterminer l'incidence, 

la manifestation, la gestion et la prise en charge de la cryptosporidiose chez les patients 

transplantés d’organe solide. Bhadauria et al. (2015) ont montré que le risque relatif de 
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développer une infection à Cryptosporidium est plus faible chez les patients sous cyclosporine 

que ceux sous tacrolimus. 

 

Les réponses immunitaires jouent un rôle essentiel dans la protection et résolution de 

l’infection par Cryptosporidium. Cependant, la nature de ces réponses, particulièrement chez 

l’Homme, n’est pas complètement comprise.   

 

Différence de gravité de la maladie selon l’espèce et le sous-type de 

Cryptosporidium : dans une étude menée de septembre 2000 à décembre 2002 impliquant des 

patients infectés par le VIH (moyenne de lymphocytes T CD4+ = 131/mm3), Cama et al. (2007) 

ont montré que les différentes familles et génotypes de Cryptosporidium sont liés à différentes 

manifestations cliniques. En effet, une contamination par C. hominis, C. canis et C. felis était 

uniquement associée à des diarrhées ; alors qu’avec C. parvum, elle était associée à une diarrhée 

chronique et des vomissements (Cama et al., 2007). Des séquelles à long terme, comme des 

douleurs oculaires et articulaires, ou des maux de tête et de la fatigue, ont également été 

observées lors d’infection par C. hominis mais pas par C. parvum. De plus, les symptômes 

variaient selon la famille du sous-type de C. hominis retrouvé. Les diarrhées étaient plus 

importantes chez les personnes infectées par la famille Id par rapport à la famille Ib ; et absente 

chez celles contaminées par la famille Ia (Cama et al., 2007). L’analyse génomique comparative 

entre C. parvum et C. hominis a révélé la présence de gènes codant la protéine COPS-1 pour C. 

parvum et CHOS-1 pour C. hominis au niveau des télomères. Ces gènes codent pour des 

glycoprotéines de 50kDa, fortement glycosylées qui jouent certainement un rôle dans les 

interactions hôte-parasite (Bouzid et al., 2013). Cette localisation télomérique (région 

hautement répétitive et hypervariable) pourrait expliquer en partie la différence de spécificité 

de l’hôte, et des symptômes observés selon l’espèce impliquée dans l’infection. 

 

 

 Diagnostic de la cryptosporidiose 

 

A l’heure actuelle, il n’existe pas de méthode standard internationale pour le diagnostic 

biologique de la cryptosporidiose. Selon le contexte, plusieurs techniques sont utilisées : la 

microscopie, les tests immunologiques et la biologie moléculaire (Abd-Ella, 2014).  

 

La méthode de diagnostic la plus couramment utilisée est l'examen microscopique des 

selles (Figure 7). Cependant, elle nécessite un opérateur qualifié et sa limite de détection est 



 

38 
 

élevée (4 000 oocystes par gramme de selles) (Chartier et al., 2002). La sensibilité de la 

microscopie est améliorée par l'utilisation d’anticorps spécifiques à Cryptosporidium spp. 

couplés à des fluorochromes. La détection de Cryptosporidium se fait également par d’autres 

méthodes décrites dans le Tableau 2. Des études, utilisant la PCR comme technique de 

référence, ont montré qu’elle est la méthode la plus adaptée pour ce diagnostic avec 100% de 

sensibilité et de spécificité (Calderaro et al., 2011 ; Chalmers et al., 2011b ; Kaushik et al., 

2008 ; Morgan et al., 1998).  

 

Tableau 2 – Sensibilité et spécificité des méthodes de diagnostic de Cryptosporidium 

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay. PCR : Polymerase Chain Reaction. 1Morgan et al., 1998 ; 
2Chalmers et al., 2011b ; 3Razakandrainibe et al., 2021 ; 4Llorente et al., 2002 ; 5Calderaro et al., 2011 ; 

6Kaushik et al., 2008. 

 

METHODE 
SENSIBILITE 

(%) 
SPECIFICITE 

(%) 
REMARQUES 

Microscopie 

Ziehl-Neelsen modifié / 
Coloration de Heine1 

84 99 
+ Peu cher, réactifs largement disponibles 
- Mauvaise sensibilité, chronophage 

Auramine-phénol2 92 100 
+ Bonne sensibilité 
- Microscopie à fluorescence 

Immuno-fluorescence 
(utilisation d’anticorps)2 

97 100 
+ Meilleure sensibilité que l’auramine-phénol 
- Microscope à fluorescence, plus 
chronophage que l’auramine-phénol 

Détection d’antigènes 

Immuno-enzymatique 
ELISA3 

99 94 
+ Facile d’utilisation, pas besoin d’opérateur 
qualifié 
- Besoin d’être confirmé 

Immuno-
chromatographie4 

98 100 
+ Facile d’utilisation, peu chronophage 
- Moins sensible que l’ELISA 

Biologie moléculaire 

PCR1,5,6 100  100 

+ Meilleures performances, spéciation et 
génotypage 
- Plus coûteuse que les autres techniques et 
chronophage 
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Figure 7 – Photographies d’oocystes de Cryptosporidium observés par microscopie 
optique après différentes colorations (A, B et C) et par microscopie à fluorescence (D). 

 
(A) Coloration de Ziehl-Neelsen modifiée (Robinson & Chalmers, 2020). (B) Coloration négative de Heine (Kar 
et al., 2011). (C) Coloration à l’auramine-phénol (Robinson & Chalmers, 2020). (D) Immuno-marquage 
(Robinson & Chalmers, 2020). Les oocystes ont un diamètre d’environ 5µm. 

 

L’utilisation de la PCR est de plus en plus répandue. Elle apporte un avantage 

supplémentaire, l’identification des espèces du genre Cryptosporidium. La PCR-RFLP 

(Restriction Fragment Length Polymorphism), la PCR quantitative en temps réel (qPCR) ou le 

séquençage sont utilisés afin d’identifier le sous-type de Cryptosporidium détecté. Le gène de 

l’ARNr 18S est largement utilisé pour l’identification de l’espèce. Ce qui s’explique par la 

nature multi-copie du gène et par la présence de régions conservées qui facilitent la conception 

d’amorces spécifiques au genre (Xiao, 2010). Actuellement, il n’existe pas de méthode de sous-

typage standardisée. Cependant, l’analyse de la séquence du gène gp60 est principalement 

utilisée pour caractériser la famille de sous-type de C. parvum et C. hominis détecté (Bouzid et 

al., 2013). 

 

 

 Traitements de la cryptosporidiose 

 

Chez le patient immunocompétent atteint de cryptosporidiose, l’infection étant 

spontanément résolutive et le diagnostic étant porté souvent tardivement, seul le traitement des 

symptômes est réalisé (réhydratation, prise d’antidiarrhéiques). En revanche, devant des signes 

de gravité ou chez le patient immunodéprimé, un traitement médicamenteux spécifique peut 

être nécessaire. Ce traitement spécifique de la cryptosporidiose comprend : (i) une prise de 

médicaments anti-parasitaires (nitazoxanide, rifaximine, …), et/ou (ii) une diminution de 

l’immunosuppression (baisse des doses d’immunosuppresseurs, traitement anti-rétroviral ; 

Checkley et al., 2015). Chez un patient atteint du SIDA, souffrant de diarrhées sévères, le 

volume de selles peut dépasser 10l/jour. L'apport d’une solution électrolytique par voie orale et 

A B C D 
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d’une alimentation entérale est alors indiqué. En cas d’immunosuppression sévère, la multi-

thérapie (TAHA) avec une restauration immunitaire à un taux de lymphocytes T CD4+ >100 

cellules/mm3 conduit habituellement à la résolution de la cryptosporidiose clinique. Plusieurs 

molécules, dont le nitazoxanide, la paromomycine et la rifaximine ont été étudiées et ont fait 

l’objet pour certaines d’entre elles, d’essais cliniques randomisés et contrôlés chez des 

personnes atteintes du SIDA (Tableau 3). Malheureusement, elles ne garantissent pas une 

bonne efficacité de traitement. 

 

Tableau 3 – Thérapeutiques décrites contre la cryptosporidiose. 
 

(Checkley et al., 2015) 

AGENTS 
THERAPEUTIQUES 

STATUTS LIMITES 

Nitazoxanide 
Approuvé pour le traitement 
de la cryptosporidiose du 
patient immunocompétent 

 Efficacité de 56 à 96 % chez l’hôte 
immunocompétent 

 Pas efficace chez les patients atteints du 
SIDA à un stade avancé (moins de 50 
lymphocytes T CD4+/mm3) 

 Coût élevé et disponibilité limitée (ATU 
nominative) 

Paromomycine 
Utilisation approuvée pour 
d’autres infections 

 Efficacité limitée chez les patients atteints 
du SIDA 

 Aucune donnée contrôlée dans les autres 
groupes 

Azithromycine 
Utilisation approuvée pour 
d’autres infections 

 Pas efficace chez les patients atteints du 
SIDA à un stade avancé 

 Peu de données d’efficacité chez les patients 
atteints du SIDA  

Rifaximine 
Utilisation approuvée pour 
d’autres infections 

 Quelques cas rapportés de guérison chez des 
patients atteints du SIDA 

Rifabutine 
Utilisation approuvée pour 
d’autres infections 

 Efficace en prévention dans les études sur la 
prophylaxie à Mycobacterium avium 

Inhibiteurs de 
protéase du VIH 

Approuvé pour le traitement 
d’une infection par le VIH 

 Résolution de la cryptosporidiose observée 
chez les patients atteints du SIDA 

 Efficacité partielle dans les modèles murins 
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Un seul médicament, le nitazoxanide (NTZ), chef de file de la famille des thiazolides, a 

été validé aux États-Unis par la Food and Drug Administration, avec comme indication, le 

traitement de la cryptosporidiose uniquement chez la personne immunocompétente. Il apparaît 

très efficace dans cette indication sans effets secondaires notables (Amadi et al., 2002). En 

France, le nitazoxanide peut être prescrit sous Autorisation Temporaire d’Utilisation (ATU) 

nominative (Divoux et al., 2016). 

 

A l’heure actuelle, aucun traitement universel et efficace n’est disponible pour lutter 

contre la cryptosporidiose, en particulier chez la personne immunodéficiente. Une meilleure 

compréhension des stratégies utilisées par Cryptosporidium pour assurer son développement et 

sa survie, est cruciale pour concevoir et produire un traitement mais également un vaccin. 

Actuellement, la seule thérapie envisageable est de traiter les symptômes, d’optimiser le 

traitement antirétroviral chez le patient VIH+, et peut-être, inclure du NTZ ou de la 

paromomycine, selon l’état immunitaire de l’hôte. Afin de limiter au mieux la maladie, les 

mesures de prévention et d’hygiène, particulièrement chez les personnes à risque, restent le 

meilleur moyen de lutter contre cette parasitose. 

 

 

 Epidémiologie  

 

Cryptosporidium est l’un des parasites intestinaux les plus répandus dans le monde. 

Actuellement, plus de 95 pays du monde entier ont déclaré une infection à Cryptosporidium. 

La prévalence mondiale est estimée à 7,6%. La plus forte prévalence est observée au Mexique 

(69,9%), au Nigéria (34%), au Bangladesh (43%) et en Corée (8%) (Dong et al., 2020). Dans 

les pays industrialisés en particulier, la prévalence est estimée entre 0,5 et 2% (Guyot et al., 

2012). Les enfants sont beaucoup touchés par la maladie : 30,7% des écoliers en Zambie ont 

été détectés positifs à Cryptosporidium (Dong et al., 2020), 10,4% des enfants au Liban (Osman 

et al., 2016) et 77% chez les enfants bangladais vivants dans des bidonvilles (Dong et al., 2020). 

A Lima, au Pérou, une étude a été menée sur 2 490 individus infectés par le VIH dont 230 

étaient positifs à Cryptosporidium. Sur les 193 personnes pour lesquelles le génotypage des 

espèces responsables de l’infection a pu être réalisé : 141 personnes ont été contaminées par C. 

hominis, 22 par C. parvum, 17 par C. meleagridis, 6 par C. canis, 6 par C. felis et 1 par C. suis 

(Cama et al., 2007). De manière générale, C. parvum et C. hominis, sont responsables de la 

majorité des infections humaines dans le monde (plus de 90% des cas). A l’exception du Pérou 

et de la Thaïlande, où le taux d’infection à C. meleagridis est aussi élevé que celui à C. parvum. 
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Aux Etats-Unis, au Canada, en Australie et au Japon, C. hominis est responsable d’un plus 

grand nombre d’infections que C. parvum. L’inverse est observé en Europe (Guyot et al., 2012). 

 

 

a. En Europe 

 

Depuis 2012, L'European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) signale 

une augmentation des infections à Cryptosporidium au Royaume-Uni, aux Pays-Bas, en France 

et en Allemagne (Fournet et al., 2013). Toutefois, la cryptosporidiose demeure sous-

diagnostiquée et sous-déclarée malgré qu’elle soit l’une des maladies transmissibles pour 

lesquelles la surveillance est obligatoire dans 21 des 31 pays de l’Union Européenne (UE) et de 

l’Espace Economique Européen (EEE) (Koutsoumanis et al., 2018). Les déclarations des cas 

de cryptosporidiose présentent une forte saisonnalité en Europe, avec une augmentation 

saisonnière prononcée surtout en été (Cacciò & Chalmers, 2016). Les données recueillies en 

2017, dans le rapport de l’ECDC publié en 2019 (ECDC, 2019), rapportent 11 449 cas de 

cryptosporidiose confirmés (Figure 8). L’Europe du Nord a l’incidence la plus élevée. 

L’Allemagne, les Pays-Bas et le Royaume-Uni représentent 71% des cas. Les patients les plus 

touchés sont les enfants de 0 à 4 ans. Treize des 22 pays où ce calcul a pu se faire, ont déclaré 

moins de 1 cas pour 100 000 habitants se trouvant dans cette tranche d’âge (ECDC, 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 – Distribution du nombre de cas de cryptosporidiose par 100 000 habitants 
(adultes et enfants compris) en Europe en 2017. 

 

(ECDC, 2019) 
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b. En France 
 

De 2017 à 2019, 750 cas de cryptosporidiose ont été déclarés au niveau du Centre 

National de Référence – Laboratoire Expert Cryptosporidiose (CNR-LE Cryptosporidiose). La 

déclaration de cas de cryptosporidiose n’étant pas obligatoire en France, le nombre de cas 

rapporté au CNR-LE Cryptosporidiose est probablement largement sous-estimé par rapport au 

nombre de cas réels. C. parvum et C. hominis sont les espèces les plus fréquemment retrouvées 

avec 70% et 24% des cas, respectivement. Le pic d’infection est observé en été, entre juillet et 

octobre ; 71% des patients atteints de cryptosporidiose étaient des personnes 

immunocompétentes et 29% des personnes immunocompromises. Parmi ces patients atteints 

d’immunodéfience, 53% d’entre eux sont des personnes transplantées d’organes. La 

distribution des cas de cryptosporidiose liée à la saison estivale pourrait s’expliquer par : (i) les 

loisirs, notamment par la fréquentation accrue des piscines et parcs aquatiques, (ii) la 

consommation d’eau plus importante en été liée aux fortes chaleurs, ainsi que (iii) les 

préférences alimentaires pour des produits frais, consommés crus ou peu cuits (salades, fruits 

et légumes crus) (Costa et al., 2020). Deux pics de prévalence ont également été observés selon 

l’âge : un concernant les enfants de moins de 5 ans et l’autre, les femmes âgées entre 20 et 34 

ans (Costa et al., 2020). La distribution de ces cas de cryptosporidiose est probablement liée au 

fait que les enfants en bas âge ne sont pas encore immunisés contre la cryptosporidiose. En 

effet, il a été montré que la dose infectante est multipliée par 20 après une primo-infection 

(Chappell et al., 1999). Pour le second pic observé, il s’agirait probablement des jeunes parents 

qui sont directement en contact avec des enfants primo-infectés (production importante de 

Cryptosporidium lors de la première contamination). Une étude visant à déterminer les facteurs 

responsables de ces infections a pu être menée dans 40% des cas. Le mode de transmission le 

plus courant en France est d’origine hydrique avec la consommation d’eau non embouteillée 

(60% des cas décrits) et la fréquentation d’eau de baignade (48%). Vingt-trois pour cent des cas 

de cryptosporidiose ont été décrits comme probablement d’origine alimentaire : 12% associés 

à la consommation de fruits de mer, 9% à celle de lait cru et 2% à celle de cidre fermier (Costa 

et al., 2020). 

 

 

IV. Transmission du parasite à l’Homme 

 

Cryptosporidium spp. est un pathogène omniprésent aussi bien chez l’Homme que chez 

les animaux de compagnie, de rente, et sauvages. Les oocystes, excrétés via les selles de l’hôte 
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infecté, sont retrouvés dans l’environnement et sont responsables d’un nombre important 

d’épidémies d’origine hydrique et alimentaire dans le monde.  

 

 

 Survie des oocystes 

 

Une fois les oocystes de Cryptosporidium excrétés dans l’environnement, leur paroi 

épaisse leur confère une réelle protection. L’oocyste est reconnu comme étant particulièrement 

résistant à différents stress environnementaux qui sont létaux pour la plupart des agents 

pathogènes. Il est en effet capable de survivre pendant 6 mois dans les eaux de rivières et les 

excréments conservés à +4°C (Robertson et al., 1992) et jusqu’à un an dans l’eau de mer de +6 

à +8°C (Tamburrini & Pozio, 1999). Il persiste aussi dans les fumiers et les pâturages après 

épandage de fumier contaminé (Smith et al., 2014).  

 

En revanche, dans des conditions extrêmes, les oocystes de Cryptosporidium demeurent 

sensibles. La congélation à -70°C induit une perte totale d’infectiosité du parasite, mais partielle 

entre -15 et -20°C (Fayer & Nerad, 1996 ; Robertson et al., 1992). Le parasite est aussi sensible 

à des hautes températures : un traitement de l’eau ou du lait contaminé à +71°C pendant 5, 10 

et 15 secondes rend le parasite non-infectieux (Harp et al., 1996). Cette inactivation est 

également observée dès un traitement à +64°C pendant 2 minutes (Fayer, 1994). La dessication 

est décrite comme pouvant être létale pour Cryptosporidium. Un séchage pendant 4h à 

température ambiante, diminue drastiquement la viabilité parasitaire (Dawson, 2005).  

 

De nombreux désinfectants utilisés dans le traitement de l’eau ou des aliments 

n’inhibent pas ou très peu l’infectiosité des oocystes. En revanche, l’ozone et le dioxyde de 

chlore inactivent les oocystes plus efficacement que les chloramines (Korich et al., 1990 ; 

Peeters et al., 1989). L’inactivation de 90% des parasites est observée lors d’exposition à 1ppm 

d’ozone pendant 5 minutes ; à 1,3ppm de dioxyde de chlore pendant 1h ou à 80ppm de 

chloramines pendant 90 minutes (Korich et al., 1990). Les ultraviolets (UVs) sont connus pour 

engendrer une inactivation totale des oocystes présents à la surface de framboises (Le Goff et 

al., 2015). La concentration et le temps d’exposition des différents agents désinfectants utilisés 

a un réel impact sur la survie du parasite. Or, les concentrations et les temps de traitement 

utilisés en industrie ne permettent pas une telle inactivation (Castro-Hermida et al., 2006 ; 

Duhain et al., 2012). 
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 Modes de transmission 

 

Vermeulen et al. (2017) ont estimé la charge d'oocystes de Cryptosporidium dans le 

fumier de bétail au niveau mondial à 3,2.1023 oocystes/an, et ont prédit qu'il s'agissait de la 

principale source de contamination environnementale en Europe et en Amérique du Nord. Sans 

contrôle adéquat, cette contamination représente un risque pour la santé humaine, car les 

animaux infectés par C. parvum pourraient excréter jusqu'à 107 oocystes par gramme de 

matières fécales (Fayer & Santín, 2009). Les oocystes sont déjà infectieux lors de leur excrétion, 

ce qui permet une transmission féco-orale avec un risque d’infection directe et immédiate. La 

contamination d’un hôte se fait à différents niveaux (Figure 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 – Mode de transmission de Cryptosporidium. 
 

(Koutsoumanis et al., 2018 modifié) 
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• La transmission directe, par voie féco-orale, est de type zoonotique lorsqu’un animal 

contamine un autre animal ou l’Homme ; de type anthroponotique, d’Homme à Homme ; ou 

anthropozoonotique, d’Homme à animaux. La contamination se fait via les oocystes excrétés 

par l’animal malade (cas d’infection très courante chez les éleveurs et les vétérinaires) ou par 

des porteurs asymptomatiques (cas des animaux domestiques ou d’élevage). La transmission 

d’Homme à Homme peut être directe, en particulier dans les familles, les garderies ou encore 

les hôpitaux (Pumipuntu & Piratae, 2018). 

 

• La transmission indirecte se produit en raison de la contamination environnementale. 

Elle implique les denrées alimentaires, l’eau, le contact avec du matériel contaminé tel que les 

vêtements et les chaussures utilisés par exemple dans la ferme d’élevage ou le parc animalier. 

Les matières fécales contaminées peuvent directement propager les oocystes de 

Cryptosporidium dans de nombreux réservoirs d’eau, en particulier dans les eaux potables et 

eaux d’irrigation ; ainsi que dans les eaux récréatives (Pumipuntu & Piratae, 2018 ; Craun et 

al., 2005 ; Hlavsa et al., 2015). La contamination des matières premières alimentaires peut se 

faire, soit directement à partir de fumiers insuffisamment thermisés et utilisés comme engrais, 

soit via les eaux d’irrigation, les eaux de lavage et de traitement des aliments. La manipulation 

des aliments par des personnes infectées dont l’hygiène est insuffisante peut également être 

impliquée dans la propagation du parasite. Pour le lait cru et les produits laitiers crus en 

particulier, la contamination par contact direct avec les matières fécales des animaux peut 

également être possible. Les fruits de mer sont considérés comme des vecteurs alimentaires 

possibles de transmission de Cryptosporidium mais aucun cas documenté d’infection humaine 

n’a été rapporté après consommation de coquillages infectés (Koutsoumanis et al., 2018).  

 

 

 Transmission alimentaire 

 

a. Prévalence dans les aliments 
 

En raison de la forte capacité de résistance dans l’environnement et des modes de 

transmission de ce parasite, les matrices alimentaires vulnérables vis-à-vis du danger 

Cryptosporidium sont principalement les légumes, les herbes aromatiques, les fruits et les 

mollusques bivalves. Ainsi, des prévalences moyennes de 0 à 53% ont été rapportées dans ces 

matrices (Tableau 4). De grandes variabilités ont parfois été observées pour une même matrice 
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alimentaire, pouvant être attribuées à la zone géographique d’échantillonnage et également à 

l’utilisation de méthodes de détection souvent différentes. 

 

Tableau 4 – Prévalence de Cryptosporidium dans les aliments. 

1Monge & Arias, 1996 ; 2Robertson & Gjerde, 2001 ; 3Kudah et al., 2018 ; 4Huvarova et al., 2018 ; 5Amorós et 
al., 2010 ; 6Duedu et al., 2014 ; 7Lalonde & Gajadhar, 2016 ; 8Ahmad et al., 2016 ; 9Alemu et al., 2019 ; 
10Avazpoor et al., 2015 ; 11Chau et al., 2014 ; 12El-Sherbini et al., 2016 ; 13Maikai et al., 2013 ; 14Li et al., 2020 ; 
15Bohaychuck et al., 2009 ; 16Ranjbar-Bahadori et al., 2013 ; 17Robertson et al., 2001 ; 18Hong et al., 2014 ; 19Sim 
et al., 2017 ; 20Utaaker et al., 2017a ; 21Sleman Ali et al., 2018 ; 22Rahman et al., 2014 ; 23Dziedzinska et al., 2018 ; 
24Caradonna et al., 2017 ; 25Dixon et al., 2013 ; 26Guiguet Leal et al., 2008 ; 27Santos et al., 2018 ; 28Tei et al., 
2016 ; 29Graczyk et al., 2007 ; 30Staggs et al., 2015 ; 31Marangi et al., 2015 ; 32Lévesque et al., 2010 ; 
33Srisuphanunt et al., 2009 ; 34Robertson & Gjerde, 2008 ; 35Schets et al., 2007. 

ALIMENT 
PRÉVALENCE 

MOYENNE (%) [min-max] 
PAYS (NOMBRE D’ÉCHANTILLONS ANALYSÉS) 

Légumes 

Laitue 24,2 [0-78] 
Costa-Rica (80)1, Norvège (125)2, Ghana (72)3 (168)6, République 
tchèque (129)4, Espagne (13)5, Canada (446)7, Égypte (73)8 (80)12, 
Éthiopie (23)9, Iran (80)10, Vietnam (9)11, Nigéria (25)13, Chine (98)14 

Epinard 10,4 [0-40] Canada (59)15 (387)7, Nigéria (25)13, Chine (60)14 

Cresson 23,0 [9-44] Iran (90)16, Égypte (116)12, Vietnam (9)11 

Chou 13,3 [0-75] 
Espagne (6)5, Chine (62)14, Corée (3)18

 (70)19, Ghana (168)6, Inde 
(47)20, Canada (44)7, Éthiopie (96)9, Égypte (10)12, Nigéria (25)13 

Poivron 9,9 [3-22] Éthiopie (66)9, Ghana (168)6, Égypte (30)12 

Poireau 10,4 [3-22] Iran (90)16, Irak (80)21, Égypte (100)12 

Oignon 8,7 [0-19] Iran (54)16, Égypte (94)8 (100)12, Chine (16)14, Irak (80)21, Ghana (72)3 

Carotte 14,4 [0-78] 
Égypte (20)12, Corée (3)18, Nigéria (25)13, Éthiopie (62)9, Inde (25)20, 
Bangladesh22, Ghana (72)3, République tchèque (138)4 

Tomate 21,9 [1-75] 
Corée (73)19, Inde (56)20, Ghana (72)3, Éthiopie (100)9, Égypte (87)8 
(12)12, Nigéria (25)13, Bangladesh22 

Céleri 13,7 [0-33] Vietnam (9)11, Irak (80)21, Chine (17)14 

Concombre 26,5 [2-75] Inde (52)20, Égypte (93)8, Bangladesh22, République tchèque (129)4 

Radis 53,0 [6-100] Inde (14)20, Canada21 
Salade  

(4ème gamme) 
3,4 [1-6] Canada25, Italie (72)24 

Herbes aromatiques 

Coriandre 20,5 [4-40] Iran (90)16, Costa-Rica (80)1, Inde (28)20, Vietnam (9)11 

Persil 6,8 [0-21] Norvège (7)2, Égypte (65)8 (88)12, Irak (80)21 

Basilic 28,6 [1-56] Iran (90)16, Vietnam (9)11 

Menthe 15,8 [9-23] Iran (82)16, Bangladesh22 

Fruits 

Fraise 2 [0-5] Norvège (62)2, République tchèque (156)23 

Myrtille 20,1 [7-33] Corée (3)18 (44)19 

Framboise 0 Norvège (10)2 

Mollusques bivalves 

Moules 40,6 [12-80] 
Brésil (179)27, États-Unis (159)28 (15)30, Italie (60)31, Canada32, 
Norvège (56)33, Hollande (14)34 

Huître 35,0 [6-89] Brésil (120)26, États-Unis (265)29, Hollande (46)35 



 

48 
 

b. Cryptosporidiose d’origine alimentaire 
 

Parmi les parasites transmis par l’alimentation, Cryptosporidium spp. et Cyclospora 

cayetanensis ont été la cause d'épidémies importantes en Amérique du Nord suite aux 

importations de légumes contaminés (salade, coriandre, basilic, ail, cresson, herbes à feuilles, 

laitue) et des fruits (framboises, jus de baie, desserts à base de baies) provenant de régions 

tropicales. Dans ces régions, les conditions d'hygiène sont défavorables, les eaux usées traitées 

peuvent être réutilisées pour arroser les légumes et les fruits ; et l'hygiène personnelle des 

manipulateurs est parfois médiocre (Dawson, 2005 ; Robertson & Chalmers, 2013). 

 

En 2010, sur les 600 millions de cas d’infection d’origine alimentaire, les agents 

infectieux entériques représentaient la grande majorité, avec 550 millions de cas et 230 000 

décès enregistrés. Cryptosporidium a été responsable de 8,6 millions de cas avec 3 759 décès 

cette année-là (Ryan et al., 2018). En Europe, depuis 2010, 310 épidémies d’origine alimentaire 

causées par les parasites chez l’Homme (représentant 41 036 cas) ont été rapportées par l’EFSA 

(European Food Safety Authority) et l’ECDC. Parmi ces épidémies, Cryptosporidium a été 

responsable de 69 d’entre elles, avec 33 954 cas humains (EFSA & ECDC, 2012, 2013, 2014, 

2015a, 2015b, 2016, 2017, 2018, 2019, 2021). Les épidémies de cryptosporidiose d’origine 

alimentaire sont peu reconnues et celles qui le sont, sont souvent mal étudiées, et surtout peu 

déclarées. Deux des raisons à cela : (i) la difficulté de remonter jusqu’à l’aliment responsable, 

surtout s’il s’agit d’un aliment frais (à consommer rapidement), étant donné que la période 

d’incubation de la maladie est relativement longue ; et, (ii) l’absence de réglementations 

nationales et internationales concernant le danger Cryptosporidium dans les aliments (Ryan et 

al., 2018). 

 

Parmi les épidémies mondiales d’origine alimentaire causées par Cryptosporidium 

décrites jusqu’à présent, les sources de contamination sont variées (Tableau 5). On retrouve 

principalement : les fruits, les légumes et les produits laitiers. En se focalisant uniquement sur 

les légumes consommés crus, dans 58% des cas la consommation de salade est la source de 

contamination (Ryan et al., 2018 ; Zahedi & Ryan, 2020 ; Loury et al., 2018). 
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Tableau 5 – Epidémies reportées de cryptosporidiose d’origine alimentaire. 

(Ryan et al., 2018 ; Zahedi & Ryan, 2020 ; Naughton et al., 2021 ; Loury et al., 2018) 

ANNEE PAYS 
NOMBRE 
DE CAS 

ALIMENT RESPONSABLE 
ESPECE DE 

CRYPTOSPORIDIUM 
IMPLIQUEE 

2020 Irlande 40 Salade servie en restaurant C. parvum 
2019 Suède 122 Epinard (jus de légumes) C. parvum 

2018 Norvège 6 Jus de pomme pressé C. parvum 

2017 France 150 Fromage blanc au lait non pasteurisé C. parvum 

2016 Etats-Unis 10 Lait de vache cru C. parvum 

2015 Angleterre 424 Salade servie dans un coffee shop C. parvum 

2015 Etats-Unis 103 Lait cru C. parvum 

2014 Etats-Unis 11 Lait de chèvre non pasteurisé C. parvum 

2013 Angleterre 11 
Lait provenant d’une ferme laitière avec 
des problèmes de pasteurisation 

C. parvum 

2013 Etats-Unis 21 Inconnu 
C. hominis et C. 

parvum 

2012 Finlande > 250 Salade frisée C. parvum 

2012 Norvège 40 Inconnu C. parvum 

2012 Angleterre 648 Mélange de salades « prêt à l’emploi » C. parvum 

2010 Suède 89 Salade garnie C. parvum 

2010 Suède 16 
Non identifié, possibilité de transmission 
par le manipulateur des aliments 

C. parvum 

2009 Etats-Unis 46 Inconnu C. parvum 

2009 Norvège 74 Carottes C. parvum 

2008 Suède 18 Roquette C. parvum 

2008 Suède 21 
Sauce béarnaise contenant du persil frais 
(ajouté au plat avant d’être servi) 

C. parvum 

2006 Japon 4 
Yukke : plat de viande cru coréen et/ou 
foie cru 

C. parvum 

2006 Allemagne  Lait et produits laitiers Inconnu 

2005 Danemark 99 
Salade servie à la cantine (carotte et 
poivron rouge) 

C. hominis 

2003 Etats-Unis 144 Cidre ozoné C. parvum 

2001 Australie 8 Lait non-pasteurisé Non déterminé 

1998 Etats-Unis 152 
Légumes et fruits crus servis à une cantine 
universitaire 

C. hominis 

1997 Etats-Unis 54 
Plat avec des oignons crus lors d’un 
banquet 

Non déterminé 

1996 Etats-Unis 31 Cidre Non déterminé 

1995 Angleterre 50 Lait de vache Non déterminé 

1995 Etats-Unis 15 Salade de poulet Non déterminé 

1993 Etats-Unis 160 Cidre frais Non déterminé 

1990 Russie 13 Kéfir de lait Non déterminé 

1986 Mexique 1 Salade Non déterminé 

1984 Angleterre 24 Saucisse insuffisamment cuite ou lait Non déterminé 
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V. Méthodes de détection de Cryptosporidium dans les aliments 

 

Outre le sous-diagnostic clinique et l’absence de déclaration, le nombre de 

cryptosporidioses alimentaires est probablement sous-estimé en raison du manque de méthodes 

de détection standardisées et applicables en routine en laboratoire permettant de retrouver 

l’aliment responsable. Une norme ISO est désormais disponible pour détecter les oocystes de 

Cryptosporidium dans les légumes à feuilles vertes et fruits à baies (ISO 18744 : 2016). Elle 

reste peu appliquée en laboratoire et ne fait pas consensus au niveau européen. Par ailleurs, 

cette méthode ne fait pas la distinction entre la détection d’un oocyste mort, vivant et non 

infectieux, ou vivant et infectieux. Ce ne sont en revanche que les parasites infectieux qui 

représentent un risque pour le consommateur. 

 

 

 Détection de Cryptosporidium 

 

La présence de Cryptosporidium dans les aliments peut être mise en évidence soit 

directement par visualisation du parasite en microscopie, soit indirectement par amplification 

de son ADN par des méthodes de biologie moléculaire telles que la qPCR. 

 

La norme (ISO 18744 : 2016) est basée sur la récupération des parasites à partir de la 

matrice alimentaire couplée à une détection par microscopie. Elle se compose de plusieurs 

étapes : une élution, une concentration, puis une purification des parasites grâce à une immuno-

séparation par des billes magnétiques (IMS) couplées à des anticorps dirigés contre 

Cryptosporidium spp. Les parasites sont ensuite détectés et quantifiés par marquage immuno-

fluorescent spécifique de Cryptosporidium spp. (NF EN ISO 18744, 2016). L’utilisation 

d’anticorps lors de la microscopie et de la purification, permet d’augmenter la sensibilité et la 

spécificité de la technique, et réduit la présence de débris. Afin de réduire les coûts de la 

méthode, Utaaker et al., (2015) a réduit la quantité de réactifs à utiliser lors de la purification 

(IMS) avec un rendement de récupération équivalant à celui de la norme. Cette méthode a été 

validée sur une seule matrice, la laitue. Or, une autre étude a pu montrer que le rendement de 

récupération variait selon la matrice étudiée (Razakandrainibe et al., 2020). 

 

Les techniques moléculaires telles que la PCR sont de plus en plus utilisées pour la 

détection de Cryptosporidium dans les aliments (Hohweyer et al., 2016). Elles offrent une 
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sensibilité et une spécificité plus élevées que la microscopie, et la possibilité d’utiliser des tests 

PCR multiplex. Ce type de PCR permet la détection simultanée de plusieurs types de parasites 

(ainsi que des bactéries et/ou des virus). De plus, la détection du parasite peut être couplée 

directement à un sous-typage. Cette information est essentielle pour mieux comprendre la 

dynamique de transmission de la cryptosporidiose chez l’Homme (Ryan et al., 2018).  

 

 Quelle que soit la méthode utilisée (microscopie ou moléculaire), aucune ne fournit 

l’information en termes de viabilité et/ou d’infectiosité des oocystes de Cryptosporidium. Or, 

étant donné que seul un parasite infectieux représente un danger pour l’Homme, il est nécessaire 

de disposer de méthodes permettant la détection de ces formes. 

 

 

 Détection de parasites viables 

 

Un oocyste dit viable est défini comme étant vivant, intact et métaboliquement 

fonctionnel mais pas forcément capable d’infecter son hôte et de s’y multiplier. Plusieurs 

méthodes ont été décrites pour évaluer la viabilité de Cryptosporidium (Tableau 6). 

 

Le dékystement in vitro et les marqueurs de viabilités sont largement utilisés pour 

étudier la viabilité de Cryptosporidium dans des conditions de stress ou face à des agents 

désinfectants. Le dékystement in vitro est basé sur la capacité des oocystes à libérer les 

sporozoïtes, première étape de son cycle de multiplication. Cependant, il nécessite une certaine 

expertise de la part du microscopiste, et malheureusement, aucune corrélation n’a été observée 

avec l’infectiosité du parasite (Rousseau et al., 2018). L’inclusion/exclusion de marqueurs 

vitaux, quant à elle, est basée sur la perméabilité de la paroi de l’oocyste. Un oocyste viable 

possède une paroi intacte et imperméable, ainsi l’iodure de propidium ne peut y pénétrer et se 

lier à l’ADN parasitaire. Néanmoins, elle peut présenter de faux positifs puisqu’une cellule non 

viable peut avoir une membrane intacte empêchant le marqueur d’y entrer (Rousseau et al., 

2018). Des méthodes de biologie moléculaire ont été décrites et sont également utilisées pour 

évaluer la viabilité du parasite. La plus couramment utilisée est la RT-qPCR qui est basée sur 

la capacité du parasite viable à produire de l’ARNm en conditions de stress. Le principal 

problème de cette technique est la stabilité de l’ARN qui peut être indétectable même issu de 

parasites dits viables. 
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Le point commun de ces méthodes est le manque de corrélation avec l’infectiosité du 

parasite. Bien qu’elles soient rapides et faciles à mettre en œuvre, la présence de faux positifs 

et de faux négatifs engendrent un biais non négligeable. Ainsi, elles peuvent sous- ou surestimer 

l’exposition de l’Homme face au danger Cryptosporidium.  

 

Tableau 6 – Méthodes d’évaluation de la viabilité de Cryptosporidium et leurs 
applications. 

a : parasites en suspension dans de l’eau ou du tampon. 1Utaaker et al., 2017b. 2Duhain et al., 2012. UV : 
UltraViolet. ARNr : ARN ribosomique. PMA : Propidium MonoAzide. PCR : Polymerase Chain Reaction 
(Rousseau et al., 2018 modifié). 

 

METHODE 
EN CONDITION 

ENVIRONNEMENTALE 
EN CONDITION EXPERIMENTALE 

Dékystement in vitro 
Matrice simplea : eaux de 
boisson 

Matrice simplea : désinfectant à base de peroxyde 
d’hydrogène, chlore, dioxyde de chlore, 
chloramine, ozone, ammoniac, UV, congélation, 
stockage à +4 et +10°C, dessication 

Inclusion/exclusion 
(iodure de propidium) 

Matrice simplea : eaux de 
mer, de surface et de boisson  
 

Matrice complexe : coques, 
moules, palourdes, huîtres  

Matrice simplea : désinfectant à base de peroxyde 
d’hydrogène, chlore, ozone, ammoniac, UV, 
congélation/décongélation, stockage à +4 et 
+20°C, dessication 
 

Matrice complexe :  
- laitue1 : stockage à température ambiante à 
l’obscurité ou non, et à +4°C ; 
- poivron vert2 : chlore, eau de javel à +96°C, 
congélation, chauffage au micro-onde 

RT-qPCR / 

Matrice simplea : désinfectant à base de peroxyde 
d’hydrogène, chlore, dioxyde de chlore, ozone, 
ammoniac, chaleur (+60°C à +95°C), congélation, 
stockage à température ambiante, à +4 et +15°C 
 

Matrice complexe : stockage à +4°C (basilic) 

FISH 
(capacité à produire de 

l’ARNr) 

Matrice simplea : eaux 
 

Matrice complexe : huîtres  

Matrice simplea : irradiation gamma, stockage à 
+15°C 

PMA-PCR 
(capacité à exclure le PMA 
qui, dans le cas contraire, 

bloque la PCR) 

Matrice simplea : eaux 

Matrice simplea : désinfectant à base de 
peroxyde d’hydrogène, ammoniac, chaleur 

(+70°C), stockage à température ambiante et à 
+4°C 
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 Détection de parasites infectieux 

 

Un oocyste infectieux est défini comme un oocyste viable capable de dékyster pour 

libérer ses sporozoïtes. Ces sporozoïtes libérés pourront ainsi infecter les cellules hôtes et 

proliférer. La méthode de référence garantissant la détection de parasites infectieux est le 

modèle animal (Baishanbo et al, 2005 ; Delaunay et al., 2000). Une fois l’animal infecté, 

l’infectiosité du parasite est évaluée par dénombrement d’oocystes présents dans l’intestin ou 

dans les fèces. Cette méthode a été utilisée dans de nombreuses études visant à évaluer 

l’efficacité de traitement sur la survie de Cryptosporidium dans différents types d’aliments : 

cidre, framboises, huîtres, moules, lait, pommes (Hanes et al., 2002 ; Le Goff et al., 2015 ; 

Collins et al., 2005a ; Collins et al., 2005b ; Gomez-Couso et al., 2006 ; Harp et al., 1996 ; 

Macarisin et al., 2010a). Cependant, elle est longue, coûteuse et pose de réels problèmes 

d’éthique vis-à-vis de l’expérimentation animale.  

 

Une méthode alternative aux essais in vivo est l’infection de cultures cellulaires par 

Cryptosporidium. Elle est plus facile à mettre en œuvre et donne des réponses plus rapidement, 

par rapport au modèle animal. Elle a été utilisée avec succès pour évaluer l’infectiosité du 

parasite dans l'eau mais seulement une étude l’a utilisée pour évaluer l’impact des traitements 

de jus de fruits contaminés (Kniel et al., 2003). A l’heure actuelle, aucune méthode de ce type 

n’a été proposée pour détecter des parasites infectieux dans les matières premières alimentaires. 

Or, en termes de sécurité, il est crucial de disposer d’une telle méthode pour évaluer le danger 

Cryptosporidium dans tous types d’aliments. 

 

 

VI. La mâche : Valerianella locusta 

 

La mâche (Valerianella locusta), également connue sous le nom de doucette, est une 

petite plante annuelle appartenant à la famille des Caprifolicaeae (anciennement 

Valerianaceae). Elle pousse en forme de rosette et croît par paires de feuilles, chaque paire étant 

perpendiculaire à la précédente (Peron & Rees, 1998). Ses feuilles vertes foncées, en forme de 

cuillère, sont tendres avec une saveur caractéristique de noisette (Figure 10). 
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Figure 10 – Photographie de bouquets de mâche. 
 

(L’académie du goût) 
 

La mâche est plus couramment consommée en salade dans de nombreux pays. Elle 

pousse à l’état sauvage dans certaines régions d’Europe, d’Afrique du Nord et d’Asie 

occidentale. Dans les terres cultivées, elle est considérée comme mauvaise herbe (Verdin et al., 

2018). Il existe différentes variétés de mâche, chacune avec ses propres caractéristiques 

(Tableau 7). La variété la plus utilisée est la Gala mais la Princess est de plus en plus cultivée. 

L’avantage de la Gala est qu’elle peut être produite tout au long de l’année (HM.Clause, 2015). 

 

Tableau 7 – Variétés de mâche. 
 

(HM. Clause, 2015) 

VARIETE CARACTERISTIQUES 

Gala 
La référence qualité ! 
+ Rendement et qualité pour le marché frais comme pour la 4ème gamme 
+ Qualité des cotylédons reconnue de tous ; s’utilise toute l’année 

Princess 

Souplesse et fermeté, l’équilibre royale ! 
+ Variété rustique, souple d’utilisation ; feuille large, épaisse et ferme, de couleur vert 
foncé 
+ Fort potentiel de rendement ; qualité et tenue des cotylédons de très bon niveau 

CLX 3440 
Fermeté et rendement ! 
+ Feuille ronde et large d’un vert soutenu ; port érigé 
+ Plante ferme, feuille peu pétiolée 

Agathe 
Puissance et couleur ! 
+ Croissance rapide 
+ Port dressé ; feuille large, légèrement veinée, vert soutenu 

Audace 
Compacité et fermeté ! 
+ Pour les productions de printemps 

Trophy 
Rendement et précocité pour l’hiver ! 
+ Croissance rapide ; très bon potentiel de rendement 
+ Feuille large et ronde 

Palace 
Une typologie unique ! 
+ Plante restant compacte à feuille très ronde et épaisse ; pétiole court de couleur vert foncé 
+ Très belle présentation tant en barquettes qu’en sachets 4ème gamme 
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La France est le premier producteur mondial de mâche, avec environ 43 000 tonnes 

produites sur un peu moins de 8 000 ha en 2014 (Verdin et al., 2018). Plus particulièrement, la 

culture de mâche est intense dans la région nantaise, dans l’Ouest de la France puisqu’elle passe 

d’une production de 9 000 tonnes en 1992 à plus de 30 000 tonnes en 2006, soit 3 fois plus en 

15 ans (Verdin et al., 2018 ; Jousseaume & Margetic, 2007). La Loire-Atlantique produit 83% 

de la mâche française, la région Provence-Alpes Côte-d’Azur comme la région Rhône-Alpes 

représentant chacune 2% de la production (Interfel). Ainsi, la région Pays de la Loire représente 

à elle seule, la moitié de la production européenne (Chambres d'agriculture Pays de la Loire, 

2016).  

 

La mâche est une plante rustique, surnommée salade d’hiver puisqu’elle est adaptée au 

froid. Néanmoins, elle est cultivée toute l’année, en plein champ ou sous tunnel de forçage. Sa 

culture est plus efficace sur un sol plutôt sableux, bien drainé avec un pH compris entre 6,5 et 

7,5. Bien que peu exigeante, l’utilisation d’un engrais riche en potassium, magnésium et 

calcium est conseillée. Une irrigation régulière est appréciée pour maintenir un sol humide, en 

raison de la petite taille de la plante qui peut sécher rapidement l’été (Peron & Rees, 1998). La 

mâche a un pic de production de septembre à avril. Les graines sont semées généralement de 

septembre à début octobre, pour être récoltée tout l’hiver. La germination prend 8 à 15 jours en 

fonction du temps (+12 à +15°C, zone ombragée). Concernant la récolte, il faut compter 40 à 

110 jours après semis : en été 35 à 40 jours et en hiver 8 à 10 semaines. Quelle que soit la saison, 

la récolte est toujours basée sur le stade de développement de la plante : 6 à 8 feuilles pour la 

vente en sachet de 4ème gamme, et 8 à 10 feuilles pour la vente en barquette (Peron & Rees, 

1998).  

 

L’industrie de 4ème gamme propose aux consommateurs des salades prêtes-à-l’emploi. 

Ces salades nécessitent un parfait état visuel et sanitaire afin d’obtenir des lots de production 

irréprochables. Ainsi la récolte, le lavage et le conditionnement des salades en sachet sont 

hautement mécanisés et soumis à de nombreux contrôles qualités (Verdin et al., 2018). A 

l’heure actuelle, la mâche comme l’épinard, étant produite tout au long de l’année, est de plus 

en plus cultivés dans des systèmes hors-sols. Ces systèmes permettent de : (i) diminuer la 

contamination des sols avec des pesticides, (ii) d’utiliser moins d’eau, (iii) de contrôler et 

d’ajuster directement l’apport en nutriments et (iv) de produire des cultures plus uniformes 

(Gullino et al., 2019).  
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VII. Sécurité sanitaire des aliments 

 

A. Impacts sociaux, économiques et sanitaires 

 

La mondialisation du commerce alimentaire, l’évolution des pratiques agricoles, et 

l’augmentation du nombre de personnes à risques (séniors, immunodéficients), sont des facteurs 

qui contribuent à l’émergence de nouvelles maladies d’origine alimentaire. De même, 

l’augmentation de la population sur la planète nécessite d’accroître les rendements de 

production pour subvenir aux besoins alimentaires, engendrant des pratiques favorables à 

l’émergence de certains pathogènes. Mais aussi, le changement climatique généré par l’activité 

humaine, entraînant une augmentation des gaz à effet de serre ainsi qu’une augmentation de la 

température et des changements dans les régimes pluviométriques, influence le développement 

et la propagation des pathogènes, notamment dans les aliments (Gullino et al., 2019). 

 

L’arrivée d’un agent pathogène dans un nouvel environnement peut perturber l’équilibre 

biologique présent et être responsable de nouvelles épidémies humaines comme végétales. Par 

exemple, des maladies fongiques à Fusarium, sont apparues et sont de plus en plus décrites 

chez les légumes à feuilles vertes dont la contamination peut se produire dès la graine. La 

présence de ces micro-organismes, vient perturber le développement des végétaux conduisant 

à une perte importante de la culture, induisant un impact économique conséquent pour 

l’agriculteur. En effet, si plus de 5% des feuilles sont touchées, l’aliment devient invendable 

(Gullino et al., 2019).  

 

La contamination des aliments par des micro-organismes pathogènes peut survenir à 

n’importe quel stade entre sa production et sa consommation. L’Organisation Mondiale de la 

Santé (OMS) estime que 600 millions de personnes dans le monde (une personne sur 10) sont 

malades après avoir mangé des aliments contaminés, dont 420 000 meurent chaque année. Cette 

infection d’origine alimentaire représente 110 milliards de dollars, en Amérique, perdus chaque 

année en productivité et en dépenses médicales en raison de la nourriture insalubre. La 

population la plus touchée concerne les enfants de moins de 5 ans qui représente 40% des 

patients atteints de maladies d’origine alimentaire, avec 125 000 décès chaque année. Les 

épisodes diarrhéiques sont les symptômes les plus courants, ils représentent 550 millions de 

personnes et plus de la moitié des décès chaque année (World Health Organization, 2015).  
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Une épidémie d’origine alimentaire est définie par l’apparition d’au moins deux cas 

groupés présentant des symptômes similaires, en général gastro-intestinaux, dont on peut 

rapporter la cause à un même aliment contaminé par un micro-organisme donné. En 2019, 5 175 

épidémies d’origine alimentaire et hydrique ont été signalées en Europe, affectant 49 463 

personnes, dont 3 859 hospitalisations et 60 décès. Parmi les agents pathogènes humains 

impliqués, les bactéries représentent la principale cause d’infection (26%) avec Salmonella 

(18%) et Campylobacter (6%), suivies par les Norovirus avec 11% des cas. En revanche, les 

parasites ne bénéficient pas du même niveau d’attention et sont souvent négligés. En 2019, les 

parasites ont été responsables de 0,6% des épidémies d’origine alimentaire dont 0,2% dû à 

Cryptosporidium. Or, ce nombre est très probablement sous-estimé, étant donné que les 

parasites ne sont pas recherchés et que pour un très grand nombre d’épidémies d’origine 

alimentaire (40%), l’agent pathogène n’est pas identifié (EFSA & ECDC, 2021). Cependant, 

depuis quelques années, le risque lié à la présence de parasites dans les aliments suscite un 

intérêt croissant de la part des autorités sanitaires. 

 

 

 Réglementation en agroalimentaire 

  

Afin d’assurer une alimentation saine et de bonne qualité aux consommateurs, les 

aliments sont régis par des normes sanitaires. Le « Paquet hygiène » rassemble les règlements 

appliqués à tous les Etats membres de l’Union européenne. Il régit la filière agroalimentaire 

allant de la production primaire, animale et végétale jusqu’à la distribution au consommateur, 

en passant par l’industrie et le transport de l’aliment. Après une succession de crises 

alimentaires, cette législation trouve son origine dans le Livre blanc de la Commission sur la 

sécurité alimentaire, et entre en application le 1er janvier 2006 (Ministère de l’Agriculture et de 

l’Alimentation, 2020). Le « Paquet hygiène » permet d’harmoniser le niveau de sécurité 

sanitaire, impliquant l’ensemble des acteurs de la chaîne alimentaire, soumis aux mêmes 

exigences. Il a pour objectif d’officialiser la responsabilité des professionnels, notamment par 

l’obligation de traçabilité des aliments, mais aussi par le retrait de produits susceptibles de 

présenter un risque pour la santé publique. De nombreux contrôles sanitaires sont réalisés en 

France. Ils sont obligatoires et rigoureux afin d’assurer que seules les denrées de qualité sont 

mises sur le marché (Ministère de l’Agriculture et de l’Alimentation, 2020). Les différents 

acteurs de la filière alimentaire sont encouragés à utiliser les Guides de Bonnes Pratiques 

d’Hygiène (GBPH) et sont dans l’obligation de mettre en place des procédures basées sur les 

principes de l’HACCP (Hazard Analysis Critical Control). Ces guides, rédigés par des 
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professionnels et validés par l’administration, ont pour objectifs d’aider les professionnels à 

maîtriser la sécurité sanitaire des aliments et à respecter la législation (ANSES, 2020). 

 

Le règlement (CE) n°2073/2005 est un texte d’application du « Paquet hygiène » qui 

définit deux types de critères microbiologiques : la sécurité et l’hygiène des procédés. La 

sécurité microbiologique des aliments est principalement assurée par une approche préventive 

et définit « l’acceptabilité d’un produit ou d’un lot qui est applicable aux produits mis sur le 

marché » jusqu’à la fin de leur durée de vie. Les critères d’hygiène caractérisent « 

l’acceptabilité du fonctionnement du procédé de production ». S’il y a un non-respect de ces 

critères d’hygiène, des mesures correctives seront mises en place pour maintenir l’hygiène du 

procédé. Le « Paquet d’hygiène » recommande de prendre en considération tous les micro-

organismes présents et potentiellement capables d’affecter la santé des consommateurs. 

Actuellement, il concerne certaines bactéries et virus pathogènes et des toxines. Aucun critère 

n’est établi pour les parasites protozoaires dans les aliments et aucune règlementation n’impose 

donc leur recherche. L’absence de méthode standardisée pour extraire et détecter ce type de 

micro-organismes jusqu’en 2016 contribue probablement à cette absence de réglementation 

(ANSES, 2020 ; Ministère de l’Agriculture et de l’Alimentation, 2020).  
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Objectifs et stratégies de recherche  
 

Les maladies infectieuses d'origine alimentaire résultent de la consommation d’aliments 

contaminés par un agent pathogène, et dépendent de nombreux facteurs. L’agent pathogène doit 

survivre jusqu’au moment de la consommation de l’aliment à des concentrations suffisantes 

pour provoquer la maladie. La dose nécessaire provoquant l’infection de son hôte et sa survie 

est, dans de nombreux cas, très faible. Le micro-organisme doit pouvoir contaminer l’aliment, 

persister à sa surface, sans nécessairement se reproduire. C’est le cas pour Cryptosporidium. Ce 

parasite n’est pas capable de se multiplier en dehors de son hôte, et doit survivre et persister en 

nombre suffisant à la surface de l’aliment pour assurer sa transmission. 

 

La prévalence de Cryptosporidium peut atteindre les 53% dans certains aliments (cf. 

Tableau 4). L’évaluation du danger lié à la présence de ce parasite dans les denrées alimentaires 

apparaît cruciale. Cette transmission alimentaire du parasite à l’Homme est étroitement liée à 

la capacité des oocystes à survivre, c’est-à-dire à conserver leur potentiel infectieux dans des 

conditions difficiles, et à se maintenir sur les matrices alimentaires. Cependant, ces données de 

survie, de persistance et d’adhérence sont rares. La mâche a été retenue comme modèle d’étude 

car elle présente une plus forte probabilité de contamination (cultivée près du sol). Elle n’est 

pas parée lors du processus de 4ème gamme, est soumise à un lavage plus doux en raison de sa 

fragilité, et est intégralement consommée. La mâche Gala a été sélectionnée car il s’agit de la 

variété la plus cultivée. Elle est peu exigeante en termes de culture. La production de mâche est 

très présente sur le territoire français et d’importance économique pour le pays. Une étude de 

prévalence réalisée dans le bassin nantais a mis en évidence que la mâche « matière première » 

(au champ) et la mâche « prête à l’emploi » (après transformation, procédé 4ème gamme) 

pouvaient être contaminées (données ACTALIA, projet PARALENCE, 2014-2017, CRPL-

CRBN). Cette matrice est donc concernée par le danger Cryptosporidium. Dans la mesure où, 

pour les parasites, l’efficacité des procédés de transformation est limitée, contrôler la 

contamination en amont est essentiel pour réduire la transmission et assurer la sécurité des 

produits. Par conséquent, les industriels s’interrogent sur l’exposition de leurs cultures 

végétales à ce pathogène émergeant et sur sa capacité à persister et survivre lors de la production 

primaire. 
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L’objectif général de ce projet est d’accroître les connaissances sur la survie et le 

comportement des oocystes de Cryptosporidium parvum à la surface de la mâche. Cette thèse 

se décompose en deux chapitres principaux : 

 

- Le premier chapitre est axé sur l’évaluation de la persistance et de la survie des 

oocystes de C. parvum à la surface de la mâche, dans les conditions de croissance de ce végétal 

et en industrie agroalimentaire (procédé de transformation). 

 

- Le second chapitre vise à évaluer l’impact de certains paramètres environnementaux 

sur l’adhérence des oocystes sur la mâche, ainsi qu’à caractériser certaines interactions 

impliquées dans cette adhérence. 
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  Chapitre 1 
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Chapitre 1 : Étude de la persistance et de la survie de 
Cryptosporidium parvum à la surface de la mâche 
 

 

I. Introduction 

 

La transmission des oocystes de Cryptosporidium, via les aliments, est directement 

dépendante de leur capacité à survivre sur ces matrices. Pour cela, les oocystes doivent être 

capables : i) de résister aux stress rencontrés lors de la croissance de la mâche ainsi qu’au cours 

du procédé industriel et ii) d’interagir durablement avec la matrice.  

 

La survie des oocystes sur les aliments, exposés aux agents stressants extérieurs, est très 

peu documentée. La présence d’une paroi robuste ainsi que sa composition moléculaire 

contribuent fortement à la résistance du parasite dans différentes conditions (Belli et al., 2006). 

Bien que les oocystes soient résistants dans un milieu plutôt frais et humide, ils sont tout de 

même sensibles à la dessication (Dawson, 2005). Une unique étude a démontré que les oocystes 

de C. parvum sont internalisés au niveau des stomates des feuilles d’épinards leur conférant 

ainsi une protection vis-à-vis d’agents stressants extérieurs et donc probablement favorisant 

leur survie (Macarisin et al., 2010b). 

 

Concernant l’impact du procédé industriel de 4ème gamme, une seule équipe s’est 

intéressée à la survie des oocystes de C. parvum à la surface de poivrons verts après un 

traitement au chlore. Après exposition des poivrons contaminés à 100ppm de chlore, 90% des 

oocystes récupérés étaient viables (Duhain et al., 2012). Une étude a pu montrer que les 

oocystes persistent à la surface de feuilles de basilic et restent viables après 8 jours au 

réfrigérateur (Hohweyer et al., 2016). Ceci a également été mis en évidence à la surface de 

feuilles de laitue après 14 jours d’incubation (Utaaker et al., 2017b). Ces données concernent 

l’aval de la production (procédés de décontamination et stockage de l’aliment). La persistance 

et la survie du parasite au moment de la production primaire demeurent inexplorées à l’heure 

actuelle. Des études similaires ont été appréciées chez d’autres types de pathogènes humains. 

La survie du Poliovirus à la surface de légumes en cours de croissance a été évaluée. Ce type 

de virus partage des caractéristiques communes avec Cryptosporidium en termes de mode de 

contamination et de spécificité d’hôte. Il ne peut se multiplier qu’au sein de son hôte, et son 

mode de transmission peut se faire via l’ingestion d’aliments contaminés. Dans cette étude, du 

céleri, des épinards, de la laitue et des tomates ont été cultivés, puis irrigués avec de l’eau 
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contaminée par le virus. Les résultats ont montré que le virus persiste et survit 4 jours sur le 

céleri, 13 jours sur les épinards, moins de 2 jours sur la laitue et 6 jours sur les tomates (Ward 

& Irving, 1987). 

 

La survie de Cryptosporidium est généralement évaluée grâce à des méthodes mesurant 

la viabilité des oocystes et non leur infectiosité. La Reverse Transcription suivie d’une PCR en 

temps réel (RT-qPCR) et l’inclusion/exclusion de l’iodure de propidium, ont été utilisées dans 

les expérimentations sur les feuilles de basilic et de laitue, respectivement (Hohweyer et al., 

2016 ; Utaaker et al., 2017b). Cependant, un oocyste viable n’est pas forcément infectieux. 

Deux types de méthodes permettent une telle mesure : 

- les essais en modèles animaux, qui restent la technique la plus utilisée mais qui est 

lourde et coûteuse, et surtout, elle pose des problèmes d’éthique ;  

- l’infection de cellules en culture in vitro, plus accessible et permettant de produire des 

résultats plus rapidement (Rousseau et al., 2018).  

 

L’alternative in vitro a été retenue dans le cadre de cette étude afin de suivre la survie 

des oocystes à la surface de la mâche en cours de croissance, mais aussi après lavage de la 

matrice végétale contaminée selon le procédé industriel de 4ème gamme. Cette étude permettra 

ainsi de documenter l’exposition au danger Cryptosporidium pour les consommateurs. 

 

Sur la base de travaux existants, une méthode standardisée a été développée. Elle est 

basée sur la capacité des oocystes de Cryptosporidium à libérer spontanément leurs sporozoïtes, 

et sur la mesure de l’infection et la prolifération des sporozoïtes au sein de cellules humaines 

en culture par PCR en temps réel (CC-qPCR). 

 

L’évaluation de la survie (mais aussi l’adhérence, chapitre 2) nécessite d’avoir à 

disposition des suspensions d’oocystes aux caractéristiques définies et standardisées. Ainsi, des 

travaux ont été menés pour définir les conditions permettant d’obtenir des suspensions 

d’oocystes dont l’intégrité, la surface et les propriétés adhésives ne sont pas affectées. 
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II. Matériel et méthodes 

 

 Matériel 

 

a. Les oocystes de Cryptosporidium parvum 
 

La souche de C. parvum dite « Nouzilly » est utilisée dans cette étude. Elle a été 

initialement isolée chez un enfant infecté et est maintenue par infections expérimentales de 

veaux nouveau-nés, par l’Institut Nationale de Recherche pour l’Agriculture, l’Alimentation et 

l’Environnement (INRAE) de Nouzilly (France). Les oocystes sont purifiés par IMS (kit 

Isolate® for IMmunoSeparation of Cryptosporidium oocysts ; TCS Biosciences, Royaume-

Uni), excepté lorsque cela est précisé. Ils sont ensuite conservés à +4°C dans une solution saline 

tamponnée au phosphate (PBS ; GibcoTM Thermo Fisher Scientific, France), et utilisés dans les 

3 mois qui suivent leur purification. Chaque suspension parasitaire est systématiquement 

vortexée (30sec) avant utilisation. 

 

 

b. La mâche 
 

La variété de mâche utilisée dans cette étude est la Gala (Hubert, France). Des graines 

de mâche Gala sont germées à température ambiante, avec un arrosage tous les jours. Après 

germination, les stades 2 feuilles sont incubés dans une étuve thermostatée à +10 ± 0,27°C avec 

une humidité moyenne de 95 ± 5,51% mimant une culture d’hiver réalisée en jours courts sous 

lumière artificielle (10h d’exposition/24h ; LED spéciale croissance (spectre complet) ; 

Agrolight, Hydrozone, France). L’arrosage des plants par les racines est espacé à une fois par 

semaine jusqu’au stade de récolte. Du terreau universel est utilisé pour réaliser la croissance de 

la mâche (Truffaut, Isneauville). De la mâche commerciale de 1ère gamme (barquette avec la 

notion « à laver avant consommation » ; Nantial, France), achetée dans des grandes surfaces 

locales (Intermarché ou E. Leclerc, Rouen), est également utilisée afin d’obtenir un poids total 

de 30g / échantillon (cf. partie B. e. Contamination expérimentale de la mâche et purification 

des oocystes). 
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c. La lignée cellulaire HCT-8 

 

La lignée cellulaire choisie est issue d’adénocarcinome iléocal humain (HCT-8 ; ATCC 

CCL-224) car elle s’avère très sensible au développement du parasite C. parvum (Upton et al., 

1994). Les cellules HCT-8 sont conservées dans une solution composée de 90% de sérum de 

veau fœtal (SVF, Eurobio, France) décomplémenté et de 10% de diméthylsulfoxyde (DMSO ; 

Corning™ ; Thermo Fisher Scientific, France) dans de l’azote liquide. La culture cellulaire 

s’effectue dans un milieu Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco ; Thermo 

Fisher Scientific, France) supplémenté avec 5% de SVF décomplémenté, 1mM de L-glutamine, 

100 UI/mL de pénicilline (Corning™ ; Thermo Fisher Scientific, France) et 100 pg/mL de 

streptomycine (Corning™ ; Thermo Fisher Scientific, France). Les supports de culture sont des 

flasques ventilées de 75cm2 contenant 15ml de milieu RPMI 1640, placées dans un incubateur 

à +37°C avec 5% (vol/vol) de dioxyde de carbone (CO2) dont l’atmosphère est saturée en eau. 

 

Les cellules sont repiquées tous les 2 à 3 jours lorsqu’elles atteignent 80 à 90% de 

confluence. Toutes les manipulations de cellules sont effectuées sous une hotte à flux laminaire 

et après stérilisation du matériel. Le repiquage des cellules consiste à retirer le surnageant et à 

rincer les cellules avec du milieu de culture, avant d’ajouter 2ml de trypsine-EDTA (0,05% ; 

Gibco ; Thermo Fisher Scientific, France). Les cellules sont ensuite incubées pendant 10min à 

+37°C afin de détacher complètement le tapis cellulaire. La trypsine permet de dégrader le 

système protéique de fixation des cellules aboutissant à leur séparation et leur détachement du 

support de culture. Huit millilitres de milieu sont ensuite ajoutés et un soin particulier est 

accordé pour dissocier les cellules les unes des autres et les remettre en suspension. Après une 

étape de centrifugation (800rpm – 10min à température ambiante), le surnageant contenant la 

trypsine, est retiré et est remplacé par du milieu frais préalablement chauffé à +37°C. Enfin le 

volume de cellules nécessaire pour un repiquage est prélevé et ajouté à du milieu de culture 

frais dans une nouvelle flasque de culture. 

 

 

 Méthodes 

 

a. Purification des oocystes de C. parvum à partir des selles de veaux 
 

Pour la comparaison des méthodes de purification, l’extraction des oocystes est réalisée 

à partir d’1ml de selle/condition testée. Une fois la méthode sélectionnée, la purification est 
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effectuée à partir de 5ml de selle. La selle de veaux est centrifugée à 3 000g pendant 30min à 

+4°C avant toute purification. Le surnageant est retiré et le culot est conservé pour isolement 

des oocystes selon différentes procédures décrites ci-dessous.  

 

 

 Immuno-séparation par des billes magnétiques (IMS) 

 

L’IMS permet de purifier le parasite grâce à des anticorps monoclonaux spécifiques de 

la paroi des oocystes de Cryptosporidium spp. conjugués à des billes magnétiques (cf. 

Annexe 1). Les oocystes sont séparés des débris à l’aide d’un aimant. Après incubation et une 

série de lavages, les oocystes sont libérés des billes par dissociation acide (HCl à 0,1N ; Sigma, 

France) et mécanique par vortex. La suspension d’oocystes purifiés est ensuite neutralisée avec 

de la soude (NaOH à 1N ; Sigma, France) et une solution tamponnée stérile (PBS) est ajoutée. 

La suspension parasitaire est conservée à +4°C jusqu’à utilisation. 

 

 

 Éther suivi d’un gradient de saccharose 

 

Après re-suspension du culot dans du PBS, un volume de diéthyl-éther (dilution 1/3 ; 

Sigma, France) est ajouté. Le mélange est ensuite vigoureusement homogénéisé puis centrifugé 

(3 000g pendant 30min à +4°C). Après élimination du gâteau lipidique et du surnageant, le 

culot est remis en suspension dans du PBS puis déposé sur un gradient de saccharose (densités 

de 1,09 et de 1,045 ; Sigma, France). Une solution mère de saccharose est utilisée 

(densité = 1,4) puis diluée dans de l’eau distillée au ¼ pour obtenir une densité de 1,09 puis au 

½ pour une densité de 1,045. Après centrifugation, les oocystes sont récupérés au niveau de 

l’interface entre les deux solutions de saccharose. La suspension parasitaire est ensuite lavée 

(PBS), une fois, par centrifugation. Le culot est repris dans du PBS puis conservée à +4°C 

jusqu’à utilisation (Le Goff et al., 2015). 

 

 

 Gradients de saccharose et de chlorure de césium (CsCl) 

 

Le culot remis en suspension dans du PBS est déposé sur un gradient de saccharose 

comme décrit précédemment. Après centrifugations (3 000g pendant 30min à +4°C) et lavage 

des oocystes récupérés au niveau de l’interface entre les deux solutions de saccharose, le culot 
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est remis en suspension dans du PBS puis déposé sur un gradient de CsCl (densités de 1,1 et 

1,05 ; AlfaAesar, France). Ce gradient est effectué à partir d’une solution mère de CsCl (densité 

de 1,4) et du tampon Tris (50mM Tris, BioRad, France ; 10mM d’EDTA, Sigma, France ; 

pH=7,2). Des dilutions de cette solution mère sont réalisées au ¼ pour obtenir une densité de 

1,1 puis au ½ pour une densité de 1,05. Après centrifugation, l’interface entre les deux solutions 

de CsCl est récupérée puis lavée (PBS), une fois, par centrifugation. Enfin, le culot est 

resuspendu dans du PBS puis conservée à +4°C jusqu’à utilisation (Le Goff et al., 2015 ; 

Kuczynska & Shelton, 1999). 

 

 

 Gradients de saccharose et de Percoll™ 

 

Le culot remis en suspension dans du PBS est déposé sur un gradient de saccharose 

préparé comme indiqué précédemment. Les parasites récupérés au niveau de l’interface entre 

les deux densités de saccharose sont lavés par centrifugation à 3 000g pendant 30min à +4°C 

dans du PBS. Le culot est ensuite mis en suspension dans du PBS et soumis à une centrifugation 

(2 200g pendant 20min à +4°C) en gradient de PercollTM (densité = 1,066). La solution mère 

de PercollTM (densité de 1,131 ; VWR, France) est diluée au ½ dans du tampon HBSS (Hank’s 

Balanced Salt Solution ; VWR, France). Les parasites récupérés en surface sont ensuite lavés 

(PBS), une fois, par centrifugation (2 200g pendant 20min à +4°C). Enfin, le culot est conservé 

dans du PBS à +4°C jusqu’à utilisation (Le Goff et al., 2015 ; Arrowood & Sterling, 1987). 

 

 

 Gradients de CsCl et de PercollTM 

 

Le culot est remis en suspension dans du PBS, déposé sur un gradient de CsCl (comme 

préparé ci-dessus), puis centrifugé (3 000g pendant 30min à +4°C). Les parasites sont ensuite 

récupérés au niveau de l’interface des deux densités de CsCl. Après centrifugation, le culot est 

remis en suspension (PBS), soumis à un gradient de PercollTM (préparée comme indiqué ci-

dessus) puis centrifugé à 2 200g pendant 20min à +4°C. Les parasites récupérés sont lavés 

(PBS), une fois, par centrifugation (2 200g pendant 20min à +4°C) puis le culot est conservé 

dans du PBS à +4°C jusqu’à utilisation (Kuczynska & Shelton, 1999 ; Arrowood & Sterling, 

1987). 
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 Floculation par le sulfate ferrique 

 

Le culot est remis en suspension dans du tampon de sulfate ferrique (9,37g de sulfate 

ferrique/l d’eau distillée ; Sigma, France). Après incubation à température ambiante toute la 

nuit, le surnageant est retiré et le culot récupéré. Le culot est remis en suspension dans du 

tampon d’acide citrique (8,4g d’acide monohydrate (Sigma, France) + 17,64g de citrate de 

sodium (Sigma, France) / 100ml d’eau distillée). Après 1 heure d’incubation, le surnageant est 

retiré puis le culot est lavé à l’eau distillée par centrifugation à 2 000g pendant 10min à +4°C 

(Karanis & Kimura, 2002). Le culot récupéré est conservé à +4°C dans du PBS. 

 

 

 Solution Bailenger, éther et sulfate de zinc 

 

Le culot resuspendu dans de l’eau distillée est centrifugé à 1 000g pendant 4min à +4°C. 

Le culot récupéré est remis en suspension dans de la solution Bailenger (15g d’acétate de 

sodium (Sigma, France) + 3,6ml d’acide acétique (99-100% ; Sigma, France) / l d’eau distillée). 

Après 1min de sédimentation, de l’éther est ajouté dans le surnageant. Après vortex (30sec), la 

suspension est centrifugée à 1 000g pendant 4min à +4°C. Le culot est ensuite déposé sur une 

solution de sulfate de zinc (densité à 1,09 ; Sigma, France), puis centrifugé pendant 5min à 

2 500g à +4°C. Les parasites sont récupérés en surface puis lavés (PBS) par centrifugation 

(1 000g pendant 4min à +4°C). Le culot final est conservé dans du PBS à +4°C (ANOFEL et 

al., 2018 ; Bailenger, 1966). 

 

 

b. Dénombrement des oocystes 
 

Le dénombrement des oocystes est réalisé soit après immunomarquage, soit par dépôt 

sur lame Kova® (Dutscher, France). L’immunomarquage des oocystes est effectué avec un 

anticorps spécifique de la paroi de Cryptosporidium Crypto-Cel – FITC (TCS Biosciences, 

Royaume-Uni) selon le protocole du fournisseur. Dix microlitres de la suspension parasitaire 

sont déposés sur une lame, séchés, puis fixés avec 20μl de méthanol. Après séchage, 25μl de 

Crypto-Cel sont rajoutés puis la lame est incubée pendant 15min à +37°C dans une chambre 

humide et à l’obscurité. La lame est lavée par ajout de PBS (20μl) puis un liquide de montage 

est déposé. La lame est ensuite recouverte d’une lamelle avant observation. Les observations 

sont effectuées au grossissement x400, en utilisant les longueurs d’onde d’excitation de filtres 
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associés et appropriés sur le microscope Diaplan (Leitz, Suisse). Les oocystes apparaissent vert 

brillant. Le rendement d’extraction est calculé pour chaque méthode de purification et 

correspond au (nombre d’oocystes purifiés / nombre d’oocystes initialement présents dans la 

selle) x 100. Le nombre d’oocystes initial est établi par comptage des oocystes directement dans 

la selle non purifiée, diluée au 1/100ème. Lors de l’évaluation du dékystement du parasite à 

+37°C, les oocystes sont nombrés par dépôt de 10µl sur lame Kova®. Cette lame permet de 

réaliser une numération à l’aide d’une grille de comptage, en microscopie optique 

(grossissement x400 ; Olympus CH30, France). Les parasites présents dans 10 carreaux sont 

dénombrés, une moyenne par carreau est calculée x 90 (facteur multiplicateur) = quantité de 

parasites/µl de la suspension utilisée. 

 

 

c. Vérification de la qualité de la suspension parasitaire purifiée 
 

La présence d’impuretés, issues de la selle, de la suspension parasitaire extraite par les 

différentes méthodes de purification est appréciée sur lame Kova® par microscopie optique au 

grossissement x400. 

 

 

d. Évaluation de la perméabilité de la paroi de l’oocyste 
 

L’impact des méthodes de purification, permettant d’obtenir des suspensions de qualité, 

sur la perméabilité de la paroi des oocystes est évalué. Une perturbation de l’organisation 

structurelle de la paroi qui est normalement imperméable peut faciliter le passage de soluté. Au 

cours de cette étude et en collaboration avec M. Aurélien DUMETRE de l’UMR VITROME 

d’Aix-Marseille université, la perméabilité des oocystes a été évaluée par mesure de 

l’incorporation de l’iodure de propidium. L’IP ne peut pénétrer et marquer les acides nucléiques 

que si la paroi des oocystes est endommagée. Ainsi, l’intégrité de la paroi parasitaire peut être 

quantifiée en suivant le rapport (nombre IP+/ nombre IP++IP-) x 100. Les oocystes positifs à 

l’IP (IP+) présentent une coloration rouge brillant, les oocystes négatifs (IP-) sont pâles. 

 

La solution d’IP (1mg/ml ; Invitrogen™ ; Thermo Fisher Scientific, France) conservée 

à +4°C dans un tube ambré est ajoutée à l’inoculum (10µl) puis incubée pendant 5min à +37°C 

à l’obscurité. Après incubation, 900µl de PBS sont ajoutés et la suspension est centrifugée à 

10 000rpm pendant 3min. Après incubation, le surnageant est ensuite éliminé et le culot est 
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remis en suspension dans du PBS. La suspension est vortexée brièvement et à nouveau 

centrifugée (10 000rpm – 3min), ensuite le culot est remis en suspension dans 50μl de PBS et 

10μl sont déposés sur une lame (n=2 lames) pour observation au microscope. 

 

 

e. Contamination expérimentale de la mâche et purification des oocystes 
 

Lors de la mise au point de la méthode de récupération des oocystes à partir des feuilles 

de mâche ainsi que dans l’étude de l’impact du procédé de 4ème gamme, des échantillons de 30g 

de mâche commerciale sont placés dans des sacs Stomacher stériles (Interscience, France). La 

contamination artificielle avec des oocystes de Cryptosporidium (1 à 104, selon l’expérience) 

est effectuée par inoculation de 100μl de suspension, répartie en dix gouttelettes de 10µl, sur 

plusieurs feuilles de mâche. L’inoculation est suivie d’une étape de contact de 2 heures à 

température ambiante sous PSM et d’une nuit (ou de 3 nuits pour l’impact du procédé industriel) 

à +4°C. 

 

Dans l’étude de la persistante et de la survie des oocystes à la surface de mâche en cours 

de croissance, des plants de mâche Gala au stade 2 feuilles sont contaminés avec le parasite 

(105 oocystes) par dépôt de cinq gouttes de 1µl. Lors de la récupération des oocystes, les plants 

sont supplémentés avec de la mâche commerciale afin d’obtenir un poids total de 

30g/ échantillon. 

 

La récupération des oocystes de C. parvum est ensuite réalisée selon la méthode ISO 

18744 : 2016 modifiée par Razakandrainibe et al. (2020 ; cf. Annexe 2) et Utaaker et al. 

(2015) ; et adaptée à la mâche (Figure 11). Les parasites sont élués par ajout de 180ml de 

tampon d’élution (glycine 1M (Sigma, France), à pH=3 sauf indication), et homogénéisation 

dans un mélangeur à pales (BagMixer, Interscience, France) pendant 1 minute à température 

ambiante (vitesse 8 coups/sec). Le filtrat est ensuite collecté et réparti dans 4 tubes (Falcon de 

50ml). Le sac Stomacher est lavé avec 20ml de tampon et ajoutés ensuite aux tubes précédents. 

Les parasites sont concentrés par centrifugation à 3000g pendant 30min (ou 1 600g pendant 

10min si précisé) à +4°C. Après élimination du surnageant, les culots contenant les oocystes 

sont remis en suspension dans 2ml de solution détergente (1% SDS (Sigma, France) ; 0,1% 

Tween80 (Sigma, France) ; 0,001% antifoam Y (Sigma, France) ; qsp 50 ml eau distillée ; selon 

l’essai), puis regroupés. Après homogénéisation au vortex pendant 1min, le pool est à nouveau 

centrifugé à +4°C (3 000g – 30min ou 1600g – 10min si précisé). Le culot finalement obtenu 
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est remis en suspension dans 8ml de PBS auxquels sont ajoutés 100μl de billes d’IMS (ou 20μl 

selon l’expérience) pour procéder à la purification des oocystes. Les oocystes ainsi purifiés sont 

dénombrés par immunofluorescence (Cf. Chapitre 1. II. B. b. Dénombrement des oocystes) 

pour évaluer le rendement de récupération de la méthode (nombre de parasites récupérés / 

nombre de parasites initialement inoculés sur feuilles de mâche x 100) et stockés à +4°C. Un 

témoin négatif non inoculé est systématiquement analysé. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 – Protocole de récupération et de purification des oocystes à partir de la 
mâche contaminée. 

 

 

f. Évaluation du dékystement in vitro des oocystes 
 

D’après les données de la littérature, avant de réaliser une infection en culture cellulaire, 

un traitement de Cryptosporidium à l’acide taurocholique induisant le dékystement des 

oocystes, est couramment réalisé (Pecková et al., 2016 ; Cook et al., 2006 ; Gargala et al., 

2000 ; Fayer, 1995). Afin d’éliminer tout autre contaminant microbien, l’eau de javel est utilisée 

comme pré-traitement des oocystes avant infection (Cook et al., 2006). Dans cette étude, 

l’impact de ce traitement (acide taurocholique) et de ce pré-traitement (eau de javel) sur le 

dékystement des oocystes est évalué. Pour chaque condition testée, 105 oocystes sont utilisés : 
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1) Incubation d’oocystes dans du milieu RPMI 1640 contenant 1,5% d’acide taurocholique à 

+37°C (Sigma, France) (Gargala et al., 2000).  

2) Pré-traitement ou non d’oocystes à l’eau de javel (2,63% d’hypochlorite de sodium ; 

Intermarché, Rouen) pendant 5 ou 10min à température ambiante suivi d’une centrifugation à 

15 000g pendant 10min (Fayer, 1995) (élimination de l’eau de javel), mise en suspension du 

culot dans du milieu RPMI 1640 puis incubation à +37°C. 

3) Pré-traitement des oocystes à l’eau de javel à température ambiante pendant 5 ou 10min, 

lavage dans du PBS par centrifugation (15 000g – 10min à température ambiante), puis remise 

en suspension dans du milieu RPMI 1640 supplémenté en acide taurocholique (1,5%) suivi 

d’une incubation à +37°C.  

 

L’incubation à +37°C est effectuée pendant 1h pour déterminer le rendement de 

dékystement et pendant 15 à 120min pour la cinétique de dékystement. Dans ce cas, toutes les 

15 minutes, 10µl de chaque suspension sont prélevés et déposés sur lame Kova® (n=2 lames). 

Le dénombrement des sporozoïtes est réalisé pour chaque condition en microscopie optique 

(Figure 12). Le rendement de dékystement est calculé : (nombre de sporozoïtes libérés / 

nombre de sporozoïtes initial théorique) x 100. Le nombre de sporozoïtes initial théorique est 

égal au nombre d’oocystes initialement présents x 4 sporozoïtes/oocyste. 

 

 

 

 

 

 

Les pointes de flèche (A) montrent des sporozoïtes et la flèche (B) un oocyste. Échelle = 10µm. 
 

Figure 12 – Photographie de sporozoïtes libres (A) et d’un oocyste (B). 

 

 

g. Préparation des parasites pour infection de cultures cellulaires HCT-8 
 

1. Préparation des oocystes purifiés à partir de selles de veaux 

 

Lors de l’évaluation de l’impact du dékystement sur l’infectiosité des parasites, 

différentes suspensions de parasites sont préparées à partir de 104 oocystes : 

- des oocystes dékystés sont incubés pendant 1h à +37°C avec de l’acide taurocholique ; 

B A 
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- des oocystes prétraités à l’eau de javel pendant 10min à température ambiante ; 

- des oocystes prétraités à l’eau de javel pendant 10min à température ambiante, lavés dans du 

PBS par centrifugation (15 000g – 10min) puis incubés à +37°C avec de l’acide taurocholique ; 

- des oocystes non prétraités et non dékystés ; 

- et, des oocystes inactivés par une incubation pendant 10min à +95°C. 

 

Les différentes suspensions parasitaires préalablement préparées (ci-dessus) sont 

centrifugées (15 000g – 10min) et remises en suspension dans 1ml de milieu de co-culture 

RPMI 1640 supplémenté avec 45mg/ml de glucose (Sigma, France), 40μg/ml d’acide para-

aminobenzoïque (Sigma, France), 40μg/mlL d’HEPES (Sigma, France), 0,35mg/ml d’acide 

ascorbique (Sigma, France), 1UI/ml d’insuline (Sigma, France), 100UI/ml de pénicilline, 

100 pg/ml de streptomycine et 10% de SVF (Upton et al., 1995). Les suspensions parasitaires 

ainsi préparées sont ensuite inoculées sur des tapis cellulaires HCT-8 à 90% de confluence.  

 

 

2. Préparation des oocystes récupérés à partir de feuilles de mâche  

 

Les oocystes récupérés de la mâche expérimentalement contaminée par IMS sont remis 

en suspension dans 1ml de milieu de co-culture et inoculés (103 oocystes/puit de culture) 

directement sans aucun traitement (non prétraités et non dékystés) sur des tapis cellulaires HCT-

8. 

 

 

h. Évaluation de l’infectiosité du parasite par infection de cultures 
cellulaires et détection par PCR en temps réel (CC-qPCR) 

 

Les cultures cellulaires permettent d’évaluer l’infectiosité et la multiplication du 

parasite dans des conditions contrôlées et standardisées. La méthode de CC-qPCR est basée sur 

la capacité du parasite à accomplir son cycle de développement et se multiplier au sein des 

cellules. La multiplication parasitaire est mise en évidence par qPCR en détectant 

spécifiquement l’ADN du parasite au sein des cellules. Les cultures cellulaires peuvent être 

inoculées directement avec des oocystes purifiés, des oocystes dits dékystés (dékystement 

induit) ou des sporozoïtes purifiés après dékystement. Quelle que soit la forme initiale inoculée 

aux cellules, ce sont les sporozoïtes qui pourront y pénétrer et s’y multiplier.  
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1. Infection des cellules HCT-8 par C. parvum 

 

Avant d’être infectées par les parasites, les cellules sont repiquées dans des plaques 24 

puits (Dutscher, France) à une densité de 4-6.104 cellules/puits et cultivées en monocouche 

jusqu’à 90% de confluence à +37°C sous 5% de CO2. Selon les expériences, différentes 

suspensions de parasites (oocystes dékystés ou non) sont préparées comme indiquées ci-dessus 

(cf. Chapitre 1. II. B. g. Préparation des parasites pour infection de cultures cellulaires HCT-8) 

puis déposées sur la monocouche de cellules. Contrairement aux méthodologies décrites dans 

la littérature, les suspensions parasitaires sont également déposées dans des puits sans cellules 

HCT-8. Cette condition permet de détecter la présence de parasites infectieux par comparaison 

des résultats obtenus en présence (+ prolifération parasitaire) et en absence (- prolifération 

parasitaire) de cellules. Les plaques sont ensuite incubées à +37°C sous 5% de CO2. 

L’incubation est arrêtée 48 heures après l’inoculation des parasites (sauf indication).  

 

 

2. Extraction de l’ADN et détection des parasites par qPCR 

 

Après infection, l’extraction de l’ADN total est réalisée sur l’ensemble des puits avec 

cellules HCT-8 (+ parasites) et sans cellules HCT-8 (+ parasites). Dans chaque puit, 180μl de 

tampon ATL et 20μl de protéinase K (QIAmp DNA Mini kit, Qiagen, France) sont ajoutés, puis 

la plaque de culture est incubée pendant 1h à +56°C. L’ensemble du puit est ensuite transféré 

dans des tubes de 2ml. L’ADN total est extrait et purifié à l’aide du kit QIAmp DNA Mini selon 

les instructions du fournisseur. L’ADN de C. parvum est spécifiquement détecté en ciblant une 

séquence de 452pb (Laxer et al., 1991) et en amplifiant un fragment de 138bp (Fontaine & 

Guillot, 2002). La qPCR est effectuée dans des plaques 96 puits (BioRad, France) sur un 

thermocycleur CFX96™ (Bio-Rad, France) dans un volume total de 25μl contenant : 5μl 

d’ADN, 12,5μl d’iQ™ Supermix (Bio-Rad, France), 1μl de chaque amorce à 10μM (forward, 

5'-CGCTTCTCTAGCCTTTTCATGA-3' ; reverse, 5'-CTTCACGTGTGTTTGCCAAT-3' ; 

concentration finale 400nM), 0,25μl de sonde à 10μM (5' FAM-

CCAATCACAGAATCATCAGAATCGACTGGTATC-3' BHQ1 ; concentration finale 

100nM). Les conditions d’amplification sont : +95°C – 3min, suivi de 45 cycles de 

+95°C – 15sec et +60°C – 1min. Le logiciel BioRad CFX Manager est utilisé pour analyser les 

courbes d’amplification et déterminer les valeurs de Cq.  
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3. Interprétation des données de CC-qPCR 

 

En fin de culture, l’ADN de toutes les formes du parasite est détecté sans distinction des 

oocystes infectieux, vivants et non infectieux, et morts. Si des oocystes infectieux ont été 

initialement déposés, une prolifération sera observée par l’augmentation de la quantité d’ADN 

parasitaire dans les puits avec cellules. Ceci se traduit par la diminution de la valeur de Cq dans 

les puits avec cellules par rapport aux puits sans cellules. Ainsi, un ΔCq (Cq(-HCT-8) – Cq(+HCT-

8)) positif indiquera qu’il y a eu multiplication du parasite au sein des cellules, caractéristique 

de son pouvoir infectieux (Figure 13). Un ΔCq ≥ 1 est fixé comme valeur seuil pour valider la 

multiplication des parasites sur la base de la variabilité observée pour les valeurs de ΔCq 

obtenues avec des oocystes inactivés par la chaleur (cf. Chapitre 1. III. C. b. Cinétique 

d’infection des cellules HCT-8 par inoculation d’oocystes dékystés ou non). En condition 

contrôlée, la valeur de ΔCq peut renseigner sur le niveau de prolifération parasitaire (+ ou – de 

prolifération mais pas de valeur de quantification absolue) si, i) une valeur de Cq-HCT-8 est bien 

obtenue et, ii) les quantités d’oocystes infectieux déposés sur les cellules sont similaires entre 

les conditions comparées (Cq-HCT-8 équivalents). Dans le cas de l’évaluation de contaminations 

naturelles ou de l’efficacité de procédés, les valeurs de Cq-HCT-8 peuvent varier d’une condition 

à l’autre, voire même ne pas être obtenues car la quantité d’oocystes déposés est à la limite de 

détection de la méthode mise en œuvre. Dans ces cas, les ΔCq ne peuvent pas être comparés et 

donc, ne renseignent pas sur le niveau de prolifération. Le ΔCq donne uniquement une 

information qualitative, c’est-à-dire présence ou non de parasites infectieux. Le pourcentage 

d’échantillons contenant des parasites infectieux est déterminé par calcul du (nombre 

d’échantillons dont le ΔCq ≥ 1 / nombre d’échantillons total) x 100. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 – Procédure pour évaluer l’infectiosité du parasite. 
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i. Marquage de C. parvum au cours de l’infection cellulaire 
 

Afin de suivre la prolifération parasitaire sur tapis cellulaire HCT-8, des 

expérimentations par marquages immuno-fluorescents ont été effectuées. Cette expérience 

permet de confirmer la méthode de culture cellulaire utilisée. Des lamelles de culture (Dutscher, 

France) traitées avec du collagène de type I (100μg/ml ; Corning™ ; Thermo Fisher Scientific, 

France) pendant 1h à température ambiante sont utilisées. Le collagène de type I permet la 

fixation et la propagation des cellules sur les lamelles de culture. Une quantité de 6.105 cellules 

HCT-8 sont déposées sur les lamelles traitées. À confluence, 105 oocystes non traités et non 

dékystés sont inoculés sur les cellules. L’infection est réalisée pendant 4, 24 et 48h à +37°C 

sous 5% de CO2. Après chaque temps d’infection, les parasites et les cellules présents sur les 

lamelles sont fixés avec 1ml de méthanol glacé (Thermofischer scientific, France) pendant 

15min à -20°C. Après un lavage (3 x 5min au PBS à température ambiante), une saturation des 

sites non spécifiques est réalisée par ajout de 2ml de sérum de veau fœtal à 1%, 10min à 

température ambiante. Après lavage (PBS, 3 x 5min à température ambiante), les cellules sont 

marquées par ajout d’anticorps polyclonaux spécifiques de Zona Occludens-1 (protéines des 

jonctions serrées ; Thermofischer scientific, France) non couplés à un fluorochrome auquel on 

rajoute un fluorochrome Alexa fluor 594 (Thermofischer scientific, France). L’incubation est 

réalisée pendant 1h à +37°C. Ce fluorochrome lors de son excitation émet une coloration rouge 

et permet de visualiser la paroi des cellules HCT-8. Après lavage (3 x 5min à température 

ambiante avec du PBS), les parasites sont marqués avec la lectine Vicia villosa (couplée au 

FITC, Vector Laboratories, USA) qui se lie aux N-acétyl-galactosamines présents à la surface 

des différents stades parasitaires sauf l’oocyste qui est marqué par des anticorps monoclonaux 

couplés au FITC (Crypto-Cel). L’incubation est réalisée pendant 30min à +37°C. Après un 

dernier lavage, les lamelles sont observées au microscope à fluorescence. 

 

 

j. Évaluation de la persistance et de la survie des oocystes. 
 

1. Au cours de la croissance de la mâche 

 

La croissance de la mâche contaminée (cf. Chapitre 1. II. A. b. La mâche) est réalisée 

pendant 2 mois, jusqu’au stade 8-10 feuilles, stade auquel s’effectue la récolte au champ. 

Chaque semaine durant la croissance (Figure 14), des plants de mâche sont récoltés et les 

oocystes récupérés (cf. Chapitre 1. II. B. e. Contamination expérimentale de la mâche et 
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purification des oocystes) afin de réaliser un suivi de la persistance et de la survie du parasite. 

Un dénombrement des oocystes récupérés est réalisé après immunomarquage (cf. Chapitre 1. 

II. B. b. Dénombrement des oocystes). La persistance est déterminée selon le calcul suivant : 

(nombre d’oocystes récupérés à Jn / nombre d’oocystes récupérés à J1) x 100. La survie est 

évaluée par CC-qPCR en déterminant le pourcentage d’échantillons contenant des parasites 

infectieux selon la méthode décrite ci-dessus (cf. Chapitre 1. II. B. g. 2. Préparation des oocystes 

récupérés à partir de feuilles de mâche et h. Évaluation de l’infectiosité du parasite par infection 

en cultures cellulaires et détection par PCR en temps réel (CC-qPCR)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 14 – Suivi de la croissance d’un plant de mâche. 

 
Des photographies ont été prises à différents temps après germination (G+semaines). 

 

 

2. Au cours du procédé industriel de 4ème gamme 

 

Le procédé industriel de 4ème gamme consiste à réaliser un lavage de la mâche qui sera 

ensuite proposée aux consommateurs sous forme de sachet prêt à l’emploi (Figure 15). La 

mâche contaminée est lavée dans des bains d’eau chlorée à 60ppm (ou non ; pH=6) pendant 

30sec sous agitation (bulleur). Après un rinçage à l’eau non chlorée (eau Milli-Q ; Merck 

Millipore, Allemagne), la mâche est essorée (essoreuse de type ménagère) et déposée dans un 

nouveau sac Stomacher stérile. Les parasites sont ensuite élués selon le protocole décrit 

précédemment (cf. Chapitre 1. II. B. e. Contamination expérimentale de la mâche et purification 

des oocystes). La persistance du parasite après lavage de la mâche à l’eau chlorée (et non 

chlorée) est déterminée selon le calcul suivant : (nombre d’oocystes récupérés après lavage de 
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la mâche / nombre d’oocystes récupérés sans lavage) x 100. La survie est évaluée par CC-qPCR 

telle que précédemment décrite (cf. Chapitre 1. II. B. g. 2. Préparation des oocystes récupérés 

à partir de feuilles de mâche et h. Évaluation de l’infectiosité du parasite par infection en 

cultures cellulaires et détection par PCR en temps réel (CC-qPCR)). 

 

 

 

Figure 15 – Protocole mimant le procédé industriel de 4ème gamme. 

 

 

k. Présentation des résultats 
 

Lorsque les résultats sont présentés sous forme de boîtes à moustache ; l’ensemble des 

données est représenté par le minimum, le premier quartile, la médiane, le troisième quartile et 

le maximum (Figure 16). Ce type de représentation permet de bien visualiser la répartition des 

valeurs obtenues d’une même condition et d’identifier les extrêmes.  

 

Figure 16 – Représentation des données 
par « boîte à moustache ». 

 

Différentes informations sont représentées sur cette boîte à 
moustache :  
- la boîte représente 50% des valeurs ; 
- la médiane correspond à la valeur qui sépare la moitié 
inférieure de la moitié supérieure de l’ensemble des valeurs ;  
- le 1er quartile présente 25% des valeurs et le 3ème quartile 
75% ; 
- la longueur des moustaches renseigne sur la dispersion des 
valeurs : la moustache inférieure correspond à 25% des 
valeurs les plus petites, et la supérieure à 25% des valeurs 
les plus grandes.  
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l. Analyses statistiques 
 

Les analyses statistiques sont réalisées avec le logiciel R (version 4.0.3). Les hypothèses 

de normalité des données sont testées par le test de Shapiro et Wilk. La majorité des 

distributions suit une loi normale, le test de Student est donc appliqué pour comparer les 

données. Seuls les résultats de la persistance du parasite après le lavage industriel de 4ème 

gamme (cf. Chapitre 1. III. E. Impact du procédé de 4ème gamme sur la persistance et la survie 

de C. parvum à la surface de la mâche) ne suivent pas une loi normale, ainsi le test de Wilcoxon 

est utilisé. Les résultats obtenus lors de l’étude de la survie des parasites récupérés de la mâche 

en cours de croissance et après lavage par le procédé de 4ème gamme, sont des variables 

qualitatives. Les comparaisons statistiques ont été réalisées selon le test exact de Fisher. Une 

différence est considérée comme significative pour une p-value < 0,05. La reproductibilité (N) 

correspond aux réplicats indépendants de l’expérience réalisée (jours différents et/ou lots 

d’oocystes différents) et la répétabilité (n) correspond aux réplicats intra-essais (nombre 

d’échantillons réalisés au même moment). Elles sont précisées pour chaque condition testée 

dans la légende des figures présentant chaque résultat. 
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III. Résultats 

 

 Méthodes de purification des oocystes de C. parvum à partir de selles de veaux 

 

Les différentes méthodes de purification d’oocystes ont été comparées et évaluées en 

termes de (i) rendement d’extraction, (ii) qualité de la suspension extraite (présence d’impuretés 

issues des selles), et (iii) d’impact sur la paroi de l’oocyste.  

 

 

a. Rendement d’extraction 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 – Rendement d’extraction des oocystes de C. parvum à partir de selles de 
veaux par différentes méthodes. 

 
Les oocystes purifiés par chaque méthode ont été dénombrés après immunomarquage. IMS = immuno-séparation 
par des billes magnétiques. CsCl = chlorure de césium. p-value ≤ 0,01. (N ≥ 3 ; n = 2 ; nombre de lots d’oocystes 
testés ≥ 1). 

 

 Les rendements de récupération des oocystes à partir de fèces de veau variaient de 

0 ± 0,01% à 75 ± 7,02% pour les méthodes de concentration et de purification évaluées 

(Figure 17). Les méthodes IMS (52 ± 14%), l’éther suivi d’un gradient de saccharose 

(14 ± 5%) et la floculation par le sulfate ferrique (75 ± 7%) ont donné des pourcentages 

d’extraction significativement plus élevés (p-value ≤ 0,01). 
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b. Qualité de la suspension parasitaire obtenue 
 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

Figure 18 – Qualité de la suspension parasitaire obtenue après purification des oocystes. 
 
La présence d’impuretés dans la suspension parasitaire purifiée par différentes méthodes est appréciée par 
observation en microscopie optique. Les oocystes sont mis en évidence par des flèches. IMS = immuno-séparation 
par des billes magnétiques. CsCl = chlorure de césium. Échelle = 10µm. N=3, n=2, nombre de lots d’oocystes 
testés =1. 

 

Seules trois méthodes garantissent une suspension parasitaire purifiée avec un minimum 

d’impuretés (Figure 18) : i) l’IMS et ii) l’éther suivi d’un gradient de saccharose, qui 

permettent également d’obtenir des rendements intéressants ; et iii) l’utilisation successive de 

gradients de saccharose et de CsCl qui est, en revanche, peu efficace en termes de rendement. 

Ainsi, ces trois techniques ont été retenues afin d’évaluer leur impact sur la perméabilité de la 

paroi des oocystes. 

Éther + gradient de 
saccharose 

IMS Gradients de saccharose 
et de CsCl 

Gradients de saccharose et 
de Percoll™ 

Gradients de CsCl et de 
Percoll™ 
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c. Perméabilité de la paroi des oocystes purifiés 
 

Tableau 8 – Pourcentage d’oocystes marqués à l’iodure de propidium après purification. 
 

 
Les oocystes purifiés ont été directement marqués à l’iodure de propidium (IP) (= oocystes natifs) ou soumis 
préalablement à un traitement de congélation/décongélation. La congélation/décongélation est un contrôle positif 
de la perméabilisation de la paroi de l’oocyste validée par incorporation de l’IP. IMS = immuno-séparation par 
des billes magnétiques. CsCl = chlorure de césium. N=1, n=2, nombre de lots d’oocystes testé=1. 

 

Les expériences d’incorporation de l’IP ont été réalisées uniquement en duplicat, ainsi 

la comparaison statistique des résultats obtenus n’a pas pu être effectuée. A priori, les 

différentes méthodes de purification n’auraient pas d’impact sur la perméabilité de la paroi des 

oocystes (Tableau 8). 

 

L’ensemble des données présentées ci-dessus des différentes méthodes de 

purification des oocystes de C. parvum à partir de selles de veaux montrent que l’IMS 

offre le meilleur rendement d’extraction, une purification de qualité de la suspension 

extraite et elle a peu d’impact sur la perméabilité de la paroi des oocystes. Cette technique 

a été choisie comme méthode pour la récupération des oocystes tout au long de cette étude. 

 

 

 Méthode d’extraction des oocystes de C. parvum à partir de la mâche 

 

La norme ISO 18744 : 2016 « Recherche et dénombrement de Cryptosporidium et 

Giardia dans les légumes verts frais à feuilles et les fruits à baies » a été optimisée et adaptée à 

la matrice mâche. 

 

 

 

 

 

IMS 
Éther + gradient de 

saccharose 
Gradients de saccharose et de 

CsCl 

Natifs 
Congelés/ 
décongelés 

Natifs 
Congelés/ 
décongelés 

Natifs 
Congelés/ 
décongelés 

IP+ (%) 12,5 90,3 10,2 92,2 2,7 95,7 
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a. Optimisation du tampon d’élution 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 19 – Rendement d’extraction des oocystes récupérés de la mâche en fonction du 
pH du tampon d’élution. 

 
Les pH testés vont de 3 à 11,5. Les oocystes purifiés ont été dénombrés après immunomarquage. Les comparaisons 
statistiques sont réalisées par rapport au pH recommandé par la norme (pH=5,5). p-value : *** < 0,001 ; 
* < 0,05. N = 1 ; n = 3 ; nombre de lots d’oocystes testés = 2. 

 

L’impact du pH du tampon glycine 1M sur l’élution des oocystes à partir de feuilles de 

mâche a été évalué en appliquant le protocole de l’ISO 18744 : 2016 modifié selon 

Razakandrainibe et al. (2020), et Utaaker et al. (2015) (Figure 19). Les rendements d’extraction 

obtenus varient entre 2 ± 2% et 19 ± 2% avec l’utilisation d’un tampon d’élution à un pH de 

11,5 et 3, respectivement. Bien que le pH=5,5 soit recommandé par la norme, l’utilisation du 

tampon pH=3 offre un meilleur taux de récupération (p-value < 0,001). Des modifications 

supplémentaires ont été apportées afin d’optimiser ce rendement d’extraction étant encore 

relativement faible. 
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b. Optimisation du protocole d’extraction des oocystes à partir de la 
mâche 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 20 – Rendement d’extraction des oocystes récupérés de la mâche selon le 
protocole utilisé. 

 
Les modifications de la méthode de récupération des oocystes réalisées sont présentées dans le tableau ci-dessus. 
Les oocystes purifiés ont été dénombrés après immunomarquage. Les comparaisons statistiques sont réalisées par 
rapport à la première condition. p-value : ** ≤ 0,01 ; * ≤ 0,05. N ≥ 1 ; n = 3 ; nombre de lots d’oocystes testés = 2. 

 

Les modifications supplémentaires (en plus du pH du tampon) dans le protocole de 

l’ISO 18744 : 2016 modifié portaient sur (i) la diminution de la vitesse et du temps de 

centrifugation (10min à 1 600g au lieu de 30min à 3 000g), et (ii) la suppression de l’étape 
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incluant une solution détergente, ne permettent pas d’améliorer le rendement d’extraction avec 

la récupération de 8 ± 3% (p-value < 0,05) et 14 ± 5% (p-value = 0,27) des oocystes initialement 

déposés, respectivement (Figure 20). En revanche, l’utilisation de 100l de billes telle que 

recommandée par le fournisseur au lieu de 20l (Utaaker et al., 2015) lors de l’IMS permet 

d’atteindre un rendement de 33 ± 13% (p-value < 0,01) des oocystes initialement déposés. 

 

Offrant un meilleur rendement d’extraction, le protocole retenu pour réaliser la 

récupération des oocystes de la mâche est le suivant : (i) une élution par tampon glycine 

1M à pH=3, (ii) des centrifugations à 3 000g pendant 30min, (iii) une remise en suspension 

et regroupement des culots dans une solution détergente et, (iv) une IMS effectuée avec 

100µl de billes.  

 

 

 Développement d’une méthode in vitro pour l’évaluation de l’infectiosité de C. 

parvum  

 

Les techniques conventionnelles d’identification des oocystes de Cryptosporidium ne 

permettent pas de savoir si les oocystes sont infectieux ou non et ne peuvent donc pas évaluer 

correctement le risque pour la santé humaine. Une méthode in vitro d’évaluation de 

l’infectiosité des oocystes de C. parvum récupérés de la mâche a été développée et adaptée à 

cette matrice végétale. 

 

 

a. Rendement de dékystement des oocystes 
 

Sur la base des données de la littérature, le dékystement des oocystes induit par l’acide 

taurocholique (Pecková et al., 2016) pendant 1h à +37°C a été réalisé. L’impact d’un pré-

traitement (5 ou 10 min) à l’eau de javel sur la capacité des oocystes à dékyster a également été 

évalué après incubation des oocystes prétraités pendant 1h à +37°C. L’efficacité de 

dékystement in vitro a été déterminée par comparaison avec un témoin d’oocystes n’ayant subi 

aucun traitement et incubés 1h à +37°C (Tableau 9). 
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Tableau 9 – Pourcentage de sporozoïtes libérés dans différentes conditions. 

 

 
Les sporozoïtes libérés sont dénombrés par microscopie optique (grossissement x400) après 1h d’incubation à 
+37°C dans différentes conditions, après pré-traitement à l’eau de javel (5 ou 10min) ou non. N = 3 ; n = 2 ; 
nombre de lots d’oocyste testé ≥ 1. 

 

Les résultats démontrent que l’acide taurocholique augmente le dékystement des 

oocystes par rapport à ceux qui n’ont subi aucun traitement (85,5 ± 8,5 % vs. 15,5 ± 15,9% de 

sporozoïtes libérés, p-value < 0,001 ; Tableau 9). Des pré-traitements de 5 ou 10min à l’eau de 

javel favorisent le dékystement spontané par rapport à des oocystes non traités, avec 

respectivement 58,4 ± 8,1% et 50,3 ± 6,3% de sporozoïtes libérés (p-value < 0,05 ; 5 vs. 10min 

à l’eau de javel : p-value = 0,2). L’ajout d’acide taurocholique après les pré-traitements à l’eau 

de javel (5 et 10min) augmente significativement le pourcentage de sporozoïtes libérés par 

rapport aux traitements à l’eau de javel seuls (89,9 ± 15,5% et 97,8 ± 12,8%, respectivement ; 

p-value < 0,05). En revanche, l’utilisation de la combinaison des deux traitements (5 ou 10min 

à l’eau de javel puis ajout d’acide tautocholique) ne montre pas de différence significative par 

rapport au traitement à l’acide taurocholique seul (89,9 ± 15,5% et 97,8 ± 12,8%, 

respectivement vs. 85,5 ± 8,5% ; p-value = 0,3). Une cinétique de dékystement a ensuite été 

effectuée pendant 120min à +37°C afin de caractériser le temps optimal afin d’obtenir un 

maximum de sporozoïtes libérés dans les différentes conditions testées (Figure 21). 

 

 

 

 Moyenne Écart type p-value 

Sans traitement 15,5 5,9 1 

Eau de javel (5min) 58,4 8,1 < 0,05 

Eau de javel (10min) 50,3 6,3 < 0,05 

Acide taurocholique 85,5 8,5 < 0,01 

Eau de javel (5min) + acide taurocholique 89,9 15,5 < 0,05 

Eau de javel (10min) + acide 
taurocholique 

97,8 12,8 < 0,001 
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Figure 21 – Cinétique de dékystement des oocystes dans différentes conditions. 
 
Les sporozoïtes libérés ont été dénombrés par microscopie optique (grossissement x400). Les oocystes non 
dékystés ont subi un pré-traitement à l’eau de javel (5min : ronds noirs ; 10min : ronds oranges) ou non (carrés 
rouges). Pour d’autres oocystes, le dékystement a été induit par ajout d’acide taurocholique (triangles verts) sans 
pré-traitement à l’eau de javel, ou après pré-traitement à l’eau de javel 5min (losanges bleus) et 10min (carrés 
jaunes). N = 3 ; n = 2 ; nombre de lots d’oocystes testés ≥ 1). 

 
En accord avec la littérature, le dékystement par l’acide taurocholique, avec ou sans pré-

traitement à l’eau de javel, atteint un pic après 60min d’incubation (> 85,5%), puis le 

pourcentage de sporozoïtes libérés diminue (< 68%). Les oocystes prétraités à l’eau de javel 

pendant 5 et 10min atteignent un pic de dékystement à 75min (67,7 ± 14%) et 45min 

(60,6 ± 10,5%), respectivement. Puis, une diminution du nombre de sporozoïtes libérés est 

observée pour atteindre les 33% après 120min d’incubation (33,6 ± 12,4% et 33,5 ± 3,9% pour 

l’eau de javel 5 et 10min, respectivement). Pour les oocystes n’ayant subi aucun traitement, le 

pourcentage de sporozoïtes libérés augmente au cours du temps jusqu’à atteindre 45,9 ± 18,4% 

après 120min d’incubation. 

 

Bien que les pourcentages de sporozoïtes libérés soient globalement plus faibles, les 

oocystes sont capables de dékyster spontanément dans le temps à +37°C. Le pré-

traitement à l’eau de javel semble accélérer la libération spontanée de sporozoïtes. Le 

dékystement induit par l’acide taurocholique pendant 1h à +37°C, avec ou sans pré-

traitement, apparaît comme le plus efficace.  
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b. Cinétique d’infection des cellules HCT-8 par inoculation d’oocystes 
dékystés ou non 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figure 22 – Cinétiques d’infection des cellules HCT-8 par inoculation d’oocystes 
dékystés ou non. 

 
Avant infection des cellules, les oocystes ont été préalablement dékystés par une incubation à +37°C pendant 1h 
avec de l’acide taurocholique après un pré-traitement à l’eau de javel pendant 10min (carrés jaunes) ou non 
(triangles verts). Les oocystes non dékystés ont été déposés directement sur les cellules HCT-8 après un pré-
traitement à l’eau de javel (10min, ronds oranges) ou non (carrés rouges). Des oocystes inactivés par la chaleur 
(15min à +95°C) et non dékystés ont été déposés sur des tapis cellulaires (losanges noirs). La prolifération 
parasitaire a été évaluée par CC-qPCR et calcul du ΔCq pour chaque condition et à différents temps d’incubation. 
ΔCq = Cq-HCT-8 – Cq+HCT- 8. N = 1 ; n = 3 ; nombre de lots d’oocystes testés = 1). 

 

La capacité de ces sporozoïtes libérés à infecter les cellules HCT-8 et à s’y multiplier, a 

ensuite été évaluée pendant 72h par CC-qPCR (Figure 22). Quels que soient les conditions 

testées ou le temps d’infection, les valeurs de Cq dans les puits sans cellules (Cq–HCT-8) sont 

stables (moyenne : 29,96 ± 0,51 ; p-value = 0,305). Dans ces conditions, la différence entre les 

Cq sans cellules et avec cellules, le ΔCq (Cq-HCT-8 – Cq+HCT-8), donne une information sur le 

niveau de prolifération parasitaire : plus le ΔCq sera élevé dans une condition particulière ou à 

un temps donné, plus la prolifération parasitaire pourra être supposée forte. Les valeurs de ΔCq 

peuvent donc être comparées les unes aux autres dans les différentes conditions et aux différents 

temps d’infection. L’analyse des résultats montre une multiplication significative du parasite à 

partir de 48h d’infection après inoculation d’oocystes dékystés à l’acide taurocholique 

(ΔCq = 4,31 ± 0,18 vs. T0 : ΔCq = -0,36 ± 0,28 ; p-value < 0,001). Un résultat équivalent est 

obtenu après 48h lors d’inoculation des oocystes non dékystés mais prétraités à l’eau de javel 

(ΔCq = 4,48 ± 0,27 vs. T0 : ΔCq = 0,54 ± 0,37 ; p-value < 0,001). De manière surprenante, une 

prolifération significativement plus forte a été observée lors d’inoculation des oocystes ni 
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dékystés, ni prétraités, au même temps d’infection (ΔCq = 6,2 ± 0,44 vs. T0 : 

ΔCq = 0,39 ± 0,29 ; p-value < 0,001 ; vs. traitement à l’acide taurocholique à T48h : p-value < 

0,001 ; vs. pré-traitement à l’eau de javel à T48h : p-value < 0,001). Au-delà de 48h, la 

prolifération semble ralentir dans ces trois conditions. En revanche, au même titre que les 

oocystes inactivés par la chaleur (à +95°C pendant 15min), les parasites prétraités à l’eau de 

javel puis dékystés à l’acide taurocholique semblent avoir perdu leur capacité à proliférer (T48h 

inactivés ΔCq = -0,18 ± 0,54 vs. eau de javel + acide taurocholique : ΔCq = 0,18 ± 0,48 ; p-

value = 0,74). Indépendamment du temps d’infection, la valeur moyenne du ΔCq des oocystes 

inactivés est de -0,07 ± 1,00 et reflète la perte d’infectiosité du parasite. Cet écart-type de 1 

obtenu a permis de fixer le seuil limite de validation de la présence de parasites infectieux 

(ΔCq ≥ 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 – Cinétique d’infection des cellules HCT-8 par C. parvum observée par 
microscopie à fluorescence. 

 
Après 4 (A), 24 (B) et 48 (C) heures d’infection, la prolifération parasitaire a été observée par microscopie à 
fluorescence. C. parvum est marqué en vert (Crypto-Cel & lectine Vicia villosa – FITC). Les cellules HCT-8 sont 
représentées en rouge, par un marquage des jonctions serrées (Zona Occludens-1). Échelle = 10µm. n = 3. 

 

 Une cinétique d’infection des cellules HCT-8 réalisée par inoculation des oocystes non 

prétraités et non dékystés a été observée et validée par microscopie à fluorescence (Figure 23).  

 

 

L’ensemble de ces résultats suggère que malgré une libération plus efficace et plus 

précoce des sporozoïtes par induction à l’acide taurocholique ou par un pré-traitement à 

l’eau de javel, la multiplication parasitaire sur la monocouche de cellules HCT-8 

n’apparaît pas plus importante par rapport aux oocystes ni dékystés, ni prétraités. Par 

conséquent, pour évaluer la survie de C. parvum dans les matrices alimentaires, la 

méthode la plus simple comprenant un nombre d’étapes minimal et permettant de mettre 

en évidence une forte multiplication parasitaire, consiste à récupérer les oocystes de la 
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mâche, à les inoculer directement sur tapis cellulaire, puis à les laisser dékyster seuls et 

spontanément pendant 48h de culture avant de réaliser l’extraction d’ADN suivie de la 

qPCR. La CC-qPCR développée permet de mettre en évidence la présence de parasites 

infectieux à condition d’obtenir un ΔCq ≥ 1. 

 

 

c. Limite de détection de la méthode CC-qPCR 
 

La limite de détection de la méthode CC-qPCR a été évaluée. Une gamme d’oocystes 

purifiés (1 à 104 oocystes) a directement été déposée dans des puits de culture avec et sans 

cellules HCT-8 (Tableau 10 & Figure 24). Une autre gamme a été inoculée sur 30g de mâche/ 

point de gamme, récupérée selon la méthode ISO modifiée (telle que présentée précédemment) 

puis déposée en culture cellulaire (Tableau 11 & Figure 25). 

 

Tableau 10 – Résultats de la CC-qPCR basée sur l’infection de cellules HCT-8 inoculées 
avec des oocystes purifiés non dékystés. 

Une gamme d’oocystes de C. parvum purifiés non dékystés a été déposée dans des puits avec et sans cellules. 
Après 48h d’infection, une qPCR a été effectuée pour chaque point de gamme. Les cases grisées représentent les 
valeurs de Cq obtenues en présence de cellules HCT-8. ET = écart type. 

Quantité d'oocystes inoculés 10 000 1 000 100 50 25 10 5 1 

Lots d'oocystes 2 4 4 3 3 4 3 3 

Réplicats en culture 
cellulaire 

9 15 15 12 12 15 12 12 

Réplicats en qPCR 2 2 2 2 2 2 2 2 

Nombre de 
puit positif 

Avec cellules 18/18 30/30 30/30 22/24 22/24 23/30 5/24 8/30 

Sans cellules 18/18 29/30 14/30 6/24 7/24 3/30 3/24 2/30 

Cq avec cellules 25,55 29,03 31,90 33,16 33,63 34,92 35,18 34,35 

ET avec cellules 1,09 1,72 1,57 1,55 1,34 1,58 1,37 0,78 

Cq sans cellules 30,47 34,54 36,21 36,28 36,24 37,68 36,69 35,63 

ET sans cellules 0,82 1,36 0,73 0,57 0,98 1,24 0,28 0,00 
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Figure 24 – Courbes standards des résultats obtenus par CC-qPCR basée sur l’infection 

de cellules HCT-8 inoculées avec des oocystes purifiés non dékystés. 
 

Une gamme d’oocystes purifiés non dékystés (1 à 104 oocystes) a été déposée dans des puits avec (en noir) et sans 
cellules (en gris). Après 48h d’infection, une qPCR a été effectuée pour chaque point de gamme. Les valeurs 
moyennes de Cq sont représentées en fonction du log10 du nombre d’oocystes initialement déposés/puit. Les écart-
types, les équations de droite et les coefficients de linéarité (R2) sont indiqués.  

 

Tableau 11 – Résultats de la CC-qPCR basée sur l’infection de cellules HCT-8 inoculées 
avec des oocystes récupérés de la mâche et non dékystés. 

Une gamme d’oocystes récupérés de la mâche (30g de mâche/ point de gamme) et non dékystés a été déposée dans 
des puits avec et sans cellules. Après 48h d’infection, une qPCR a été effectuée pour chaque point de gamme. Les 
cases grisées représentent les valeurs de Cq obtenues en présence de cellules HCT-8. ET = écart type. 

Quantité d'oocystes inoculés / 30g de 
mâche 

10 000 1 000 100 10 1 

Lots d'oocystes 2 2 2 2 2 

Réplicats en culture cellulaire 6 6 6 6 6 

Réplicats en qPCR 2 2 2 2 2 

Nombre de puit 
positif 

Avec cellules 18/18 12/12 18/18 8/12 3/12 

Sans cellules 18/18 12/12 9/18 0/12 0/12 

Cq avec cellules 25,79 29,16 31,91 34,18 35,40 

ET avec cellules 2,38 1,74 2,52 1,58 0,87 

Cq sans cellules 30,82 33,94 34,86 N/A N/A 

ET sans cellules 1,40 1,26 1,77 N/A N/A 

 
Avec cellules 

Sans cellules 

Log10 de la quantité d’oocystes inoculés 



 

93 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 25 – Courbes standards des résultats obtenus par CC-qPCR basée sur l’infection 
de cellules HCT-8 par inoculation d’oocystes récupérés de la mâche et non dékystés.  

 
Une gamme d’oocystes récupérés de la mâche (30g/ point de gamme) et non dékystés (1 à 104 oocystes) a été 
déposée dans des puits avec (en noir) et sans cellules (en gris). Après 48h d’infection, une qPCR a été effectuée 
pour chaque point de gamme. Les valeurs de Cq moyennes sont représentées en fonction du log10 du nombre 
d’oocystes initialement inoculés/ 30g de mâche. Les écart-types, les équations de droite et les coefficients de 
linéarité (R2) sont indiqués. 

 

La CC-qPCR garantit la détection de C. parvum avec une probabilité de 100%, lorsqu’il 

y a inoculation d’au moins 100 oocystes sur le tapis cellulaire HCT-8 (30/30 puits positifs en 

présence de cellules ; Tableau 10). Sans amplification de la quantité d’ADN via l’infection des 

cellules (Cq-HCT-8), la dose « 100 oocystes » n’est détectée que dans 50% des puits (14/30 puits 

positifs en absence de cellules ; Tableau 10). Des résultats similaires ont été obtenus lorsqu’il 

y a présence d’au moins 100 oocystes initialement sur 30g de mâche (18/18 puits positifs en 

présence de cellules et 9/18 en absence de cellules ; Tableau 11). Un oocyste, purifié ou 

récupéré de la mâche, peut être mis en évidence avec 27 et 25% de probabilité (8/30 puits 

positifs en présence de cellules, et 3/12), respectivement ; alors que cet oocyste n’est quasiment 

pas détecté par qPCR dans les puits sans cellules avec 2/30 et 0/12 puits positifs, 

respectivement. De bonnes corrélations sont observées entre la valeur de Cq obtenue et la 

quantité d’oocystes purifiés initialement déposée pour des doses de 10 000 à 10 (R²=0,99) et de 

10 000 à 100 oocystes (R2=0,94), en présence et en absence de cellules, respectivement. Des 

résultats similaires ont été obtenus lors de l’inoculation des oocystes récupérés de la mâche : 

10 000 à 10 (R²=0,99) et de 10 000 à 100 oocystes (R²=0,91), avec et sans cellules, 

respectivement (Figures 24 et 25).  

 

Ces résultats indiquent que la détection par CC-qPCR d’oocystes infectieux en 

suspension et en matrice mâche est plus sensible que la détection par qPCR de tous les 

Avec cellules 

Sans cellules 

Log10 de la quantité d’oocystes inoculés 
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oocystes. Cette méthode peut être utilisée de manière quantitative jusqu’à 100 oocystes 

initiaux infectieux et elle peut mettre en évidence l’inactivation des parasites (perte 

d’infectiosité) si la quantité utilisée est suffisamment élevée. 

 

 

 Étude de la persistance et de la survie de C. parvum sur la mâche en cours de 

croissance 

 

Après germination, les plants de mâche (stade 2 feuilles) ont été contaminés par une 

suspension d’oocystes de quantité connue (105). A différents temps de croissance, la persistance 

de C. parvum à la surface des plants de mâche a été appréciée par dénombrement des oocystes 

en microscopie à fluorescence, et la survie par la méthode CC-qPCR présentée précédemment. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figure 26 – Persistance de C. parvum à la surface de feuilles de mâche en cours de 
croissance. 

 
Chaque semaine lors de la croissance de la mâche contaminée, la persistance du parasite a été évaluée par 
dénombrement des oocystes récupérés de la mâche après immunomarquage. Les comparaisons statistiques sont 
réalisées par rapport à J8 (** et ***) et à J36 (a). p-value : *** ≤ 0,001 ; ** < 0,01 ; a = 0,08. N ≥ 3 ; n ≥ 2 ; 
nombre de lots d’oocyste testé ≥ 2. 
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Tableau 12 – Survie de C. parvum récupéré des feuilles de mâche en cours de croissance. 

 J1 J8 J15 J22 J29 J36 J43 J50 J57 

Nombre de lots 3 3 2 2 2 3 3 2 3 

Reproductibilité 4 4 3 3 3 3 3 2 4 

Répétabilité ≥ 3 ≥ 3 ≥ 3 ≥ 3 ≥ 3 ≥ 2 ≥ 2 2 ≥ 2 

Réplicats en culture 
cellulaire 

≥ 1 ≥ 1 ≥ 1 ≥ 1 ≥ 1 ≥ 1 ≥ 1 ≥ 1 ≥ 1 

Réplicats en qPCR 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

Présence de parasites 
infectieux (%) 

100 100 54 13 50 30 20 0 30 

p-value 1 0,84 <0,01 <0,001 <0,01 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 

Nombre 
de puit 
positif 

Avec cellules 54/54 39/44 32/38 17/39 23/34 27/38 24/32 6/8 20/22 

Sans cellules 54/54 37/44 24/38 20/39 21/34 31/38 17/32 5/8 16/22 

Cq+HCT-8 moyen 27,1 31,4 34,3 35,9 35,8 35,8 36,2 36,4 35,4 

ET+HCT-8 1,1 3,3 2,0 0,7 1,5 1,5 0,7 0,3 1,1 

Cq-HCT-8 moyen 33,7 35,3 35,3 36,0 36,3 36,7 36,9 36,1 35,7 

ET-HCT-8 1,4 1,3 1,7 0,9 1,0 0,6 0,7 0,8 0,6 
 

Chaque semaine lors de la croissance de la mâche, l’infectiosité des oocystes a été évaluée par la méthode CC-
qPCR. La présence de parasites infectieux est estimée pour chaque plant analysé à chaque temps de croissance 
par calcul du ΔCq (Cq-HCT-8 – Cq+HCT-8) (ΔCq ≥ 1 = présence de parasites infectieux). 

 

Une perte significative des oocystes inoculés au départ est observée dès 3 semaines (J22) 

de croissance de la mâche (53 ± 17,9% ; p-value < 0,01 ; Figure 26). Néanmoins, les résultats 

montrent que le parasite persiste tout au long de la croissance, avec 21,2 ± 12,2% d’oocystes 

encore présents après 2 mois de culture (J57). En ce qui concerne la survie, les Cq-HCT-8 moyens 

ne sont pas équivalents d’une condition à l’autre, et les écart-types sont importants (Ex : Cq-

HCT-8 moyen à J1 = 33,7 ± 1,4 vs. Cq-HCT-8 moyen à J8 = 35,3 ± 1,3). Cela suggère qu’il y a une 

différence dans la quantité de parasites déposés au départ pour réaliser l’infection. De plus, les 

Cq+HCT-8 moyens sont en-dessous de la limite de quantification à partir de J22 (Cq > 35). On ne 

peut donc pas déterminer de manière robuste la quantité de parasites infectieux. Les valeurs de 

ΔCq ont été calculées pour chaque échantillon, à chaque temps d’incubation, mais ne peuvent 

pas être comparés d’une condition à l’autre. Elles sont uniquement qualitatives. Ainsi, les 

résultats sont présentés en pourcentage d’échantillons contenant des parasites infectieux pour 
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chaque temps d’incubation. Les parasites perdent leur capacité à infecter les cellules dès 2 

semaines de croissance (J15). Seuls 54% des échantillons de plants de mâche contaminées 

contiennent des parasites infectieux après 15 jours d’incubation (ΔCq ≥ 1 ; p-value < 0,01 ; 

Tableau 12). Au-delà, une variation du pourcentage des échantillons de mâche contenant des 

parasites infectieux est observée, allant de 0 à 50% mais sans différence significative avec les 

résultats obtenus à 15 jours (0,83 > p-value > 0,13). 

 

 

Ces résultats indiquent que C. parvum persiste lors de la croissance de la mâche, 

du stade 2 feuilles jusqu’à sa récolte (2 mois) et que son infectiosité diminue dès 2 

semaines, sans être totalement inactivé au moment de récolte de la mâche. Ceci suggère 

qu’en cas de contamination de plants de mâche, il peut y avoir un danger pour le 

consommateur. 

 

 

 Impact du procédé de 4ème gamme sur la persistance et la survie de C. parvum 

à la surface de la mâche 

 

La persistance et la survie des oocystes à la surface de la mâche après le procédé de 

lavage 4ème gamme ont été évaluées. Ce procédé industriel, dit de 4ème gamme, propose des 

aliments prêts à l’emploi pour le consommateur, sans réaliser un lavage avant d’être consommé. 

L’eau de javel est l’un des produits biocides les plus couramment utilisés en industrie 

agroalimentaire. Dans le cas de la 4ème gamme, ce biocide est utilisé comme auxiliaire 

technologique pour maintenir les eaux de procédés à un niveau de qualité microbiologique 

correct. L’impact du procédé de 4ème gamme par lavage à l’eau chlorée (60ppm) sur la 

persistance du parasite à la surface de la mâche lavée a été évalué par dénombrement des 

oocystes en microscopie à fluorescence (Figure 27). L’effet de ce procédé sur la survie du 

parasite a été évalué par CC-qPCR (Tableau 13). En parallèle, un lavage à l’eau non 

additionnée de chlore a été réalisé afin d’évaluer l’impact des conditions de lavage seules. 

 

 

 

 

 

 



 

97 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

Figure 27 – Persistance de C. parvum sur la mâche après le procédé de lavage 4ème 
gamme. 

La mâche contaminée a été lavée dans des conditions mimant le procédé de lavage 4ème gamme, avec de l’eau 
chlorée (60ppm) pendant 30sec. Un témoin ayant subi le même lavage avec de l’eau non chlorée a été réalisé. Un 
témoin sans lavage a été effectué en parallèle et a permis d’évaluer la persistance du parasite à la surface de la 
mâche, après dénombrement des oocystes après immunomarquage. p-value = 0,66. N = 3 ; n = 2 ; nombre de lots 
d’oocystes testés = 2). 

 

Tableau 13 – Survie des oocystes de C. parvum récupérés de la mâche après lavage selon 
le procédé 4ème gamme. 

 

 

 
Témoin : oocystes 

en suspension 
Témoin : 

sans lavage 
Témoin de lavage 
(eau non chlorée) 

Procédé de 4ème gamme 
(lavage en eau chlorée) 

Nombre de lots 2 2 2 2 

Reproductibilité 3 3 3 3 

Répétabilité ≥ 2 3 3 3 

Réplicat en culture 
cellulaire 

1 1 1 1 

Réplicat en qPCR 2 2 2 2 

Présence de parasites 
infectieux (%) 

100 100 100 100 

p-value 1 0,62 0,62 0,62 

Nombre de 
puit positif 

Avec cellules 14/14 17/18 18/18 18/18 

Sans cellules 14/14 18/18 18/18 18/18 

Cq+HCT-8 moyen 26,4 26,9 28,9 29,5 

ET+HCT-8 2,2 0,8 1,1 1,1 

Cq-HCT-8 moyen 33,6 33,7 34,3 35,1 

ET-HCT-8 2,1 1,3 1,6 1,4 
 

L’infectiosité des oocystes a été évaluée par la méthode CC-qPCR. La présence de parasites infectieux est estimée 
pour chaque plant analysé pour chaque condition par calcul du ΔCq (Cq-HCT-8 – Cq+HCT-8) (ΔCq ≥ 1 = présence de 
parasites infectieux). 
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Les résultats montrent que le lavage à lui seul permet d’éliminer une partie des oocystes 

présents sur la mâche mais pas totalement puisque 33,9 ± 10,0% des oocystes persistent 

(Figure 27, eau non chlorée). L’ajout de chlore dans les conditions du procédé 4ème gamme 

pendant le lavage n’améliore pas l’élimination des oocystes avec toujours 28,7 ± 4,4% 

d’oocystes qui persistent (p-value = 0,66). Concernant la survie (Tableau 13), les Cq-HCT-8 

moyens ne sont pas stables d’une condition à l’autre, et les écarts-types sont élevés (Ex : Cq-

CHT-8 moyen de la condition témoin – oocystes en suspension = 33,6 ± 2,1 vs. Cq-HCT-8 moyen 

du procédé de 4ème gamme = 35,1 ± 1,4). Ainsi, pour les mêmes raisons que celles indiquées 

dans le paragraphe précédent, les résultats sont présentés en pourcentage d’échantillons 

contenant des parasites infectieux pour chaque condition testée. On observe que le procédé de 

lavage seul n’affecte pas l’infectiosité des parasites (témoin sans lavage vs. témoin avec 

lavage). L’ajout de chlore pendant le lavage dans les conditions mimant le procédé de 4ème 

gamme ne permet pas l’inactivation des parasites puisque 100% des échantillons conservent 

des parasites infectieux.  

 

 

Les résultats suggèrent que le lavage à l’eau chlorée utilisée en industrie 4ème 

gamme ne permet ni d’éliminer totalement le parasite de la mâche et ni de l’inactiver. Si 

la mâche est contaminée au champ par Cryptosporidium, le parasite peut persister et 

survivre au cours du procédé 4ème gamme et potentiellement se retrouver en fin de 

transformation dans les produits finis prêts à l’emploi.  
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IV. Discussion, conclusions et perspectives 

 

 Méthodes de purification de C. parvum à partir de selles de veaux 

 

Il a été crucial de disposer d’une suspension d’oocystes de C. parvum aux 

caractéristiques définies et standardisées. La qualité de la suspension parasitaire utilisée est 

nécessaire lorsque l’on ne veut pas engendrer de biais par la présence d’autres micro-

organismes et de débris. Le rendement d’extraction a été un critère de sélection non négligeable 

puisque pour suivre une évolution, il faut avoir suffisamment de parasites au départ. D’après 

l’étude de Medeman et al. (1998), la densité moyenne des oocystes serait de 1 045,4 kg/m3. 

Cela pourrait expliquer que le rendement de récupération des oocystes par gradient de CsCl soit 

faible. En effet, la récupération des oocystes à l’interface des solutions de CsCl ayant une 

densité de 1,1 et de 1,05 n’est pas optimale et pas adaptée à la purification de Cryptosporidium 

(Kuczynska & Shelton, 1999). Les oocystes se trouveraient plutôt à la surface de la solution de 

densité à 1,05. Il a fallu également comparer les différentes méthodes de purification afin de 

s’assurer que la méthode choisie n’ait pas d’impact particulier sur les oocystes. Couramment 

utilisés, le Percoll™ et l’éther sont connus pour altérer les propriétés chimiques de surface des 

oocystes (Brush et al., 1998). Une telle modification pourrait engendrer des biais dans les 

résultats obtenus, notamment sur la persistance et l’adhérence du parasite sur la mâche. Les 

résultats de l’étude de la perméabilité de la paroi de l’oocyste après purification par les trois 

méthodes sélectionnées (IMS, éther suivi d’un gradient de saccharose, et gradients de 

saccharose et de CsCl) montraient une perméabilité équivalente dans les trois conditions. Ainsi, 

il serait intéressant de réaliser de la microscopie électronique afin d’observer si la structure de 

la paroi externe des oocystes est intacte après purification par ces différentes méthodes. 

  

 

 Méthode d’extraction de C. parvum à partir de la mâche 

   

La norme ISO 18744 : 2016 « Recherche et dénombrement de Cryptosporidium et 

Giardia dans les légumes verts frais à feuilles et les fruits à baies » est basée sur des méthodes 

publiées et testées dans un essai collaboratif multicentrique dans lequel la laitue Iceberg a été 

utilisée comme matrice de validation. La norme est basée sur l’élution des oocystes dans un 

tampon glycine à pH=5,5 suivie d’une purification par IMS et d’une détection par microscopie. 

Cook et al. (2006 & 2007) ont déterminé que le pH=5,5 du tampon d’élution permet une 

récupération maximale des deux parasites, Cryptosporidium (avec 85,4 ± 14%) et Giardia (avec 
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34,9 ± 23%), à partir de laitue expérimentalement contaminée. Un pic a également été observé 

à un pH=3 (68,5 ± 8,1%) pour Cryptosporidium mais, pour Giardia, les rendements les plus 

élevés se trouvaient pour des pH allant de 5 à 6 (39,3 ± 17% à 36,9 ± 16%, respectivement ; 

Cook et al., (2006 & 2007). Cette méthode a été utilisée pour extraire les parasites d’autres 

matrices alimentaires. Une importante variabilité du pourcentage d’extraction de 

Cryptosporidium a été observée, allant de 3% (à partir de laitues Sucrine) à 65% (à partir de 

framboises) (NF EN ISO 18744, 2016). Ainsi, bien qu’une norme existe à l’heure actuelle, des 

modifications sont à prévoir afin de l’optimiser et l’adapter à la matrice alimentaire étudiée. En 

2015, Utaaker et al. ont validé sur laitue Iceberg une méthode ISO modifiée, moins coûteuse, 

qui impliquait une diminution de la quantité de billes utilisées lors de l’IMS et des solutions 

tampon alternatives. Cependant, une étude collaborative entre l’EA 7510 ESCAPE et l’unité de 

référence Cryptosporidium en Angleterre a mis en évidence que l’efficacité de récupération des 

oocystes par la norme ISO modifiée selon Utaaker et al., était pH-dépendante. En effet, la 

récupération des oocystes à partir de feuilles d’épinard par cette méthode modifiée n’est pas 

efficace. Il est nécessaire d’utiliser un tampon basique (pH>7,2) et de modifier le réactif anti-

mousse (anti-foam Y) pour obtenir des rendements corrects (≥ 36%) (Razakandrainibe et al., 

2020 disponible en Annexe 2). Étant donné qu’aucune étude ne s’est intéressée à la mâche et 

que l’efficacité de la méthode est matrice-dépendante, il a été indispensable de l’adapter à cette 

matrice végétale. L’impact du pH du tampon glycine (allant de 3 à 11) sur l’élution des oocystes 

à partir des feuilles de mâche contaminées a été évalué selon le protocole de Razakandrainibe 

et al. (incluant 20μl de billes d’IMS, l’anti-foam Y et l’ajout d’une étape utilisant une solution 

détergente). Bien que le pH=3 conduise au rendement le plus élevé (19%), il reste faible et bien 

en-dessous du rendement décrit par Cook et al. (2006) obtenu à partir de la laitue Iceberg (avec 

68,5 ± 8,1%, au même pH). Des modifications supplémentaires ont donc été menées afin 

d’optimiser cette méthode. Entre autres, les vitesses et temps de centrifugation ont été 

augmentés par rapport au protocole Razakandrainibe et al. afin de limiter la perte de parasites 

(3 000g pendant 30min vs. 1 600g pendant 10min) et la quantité de billes d’IMS préconisée par 

le fournisseur du kit a été utilisée (100μl vs. 20μl). Ces ajustements ont permis d’augmenter le 

taux de récupération des oocystes à 33%. Étant donnée la fragilité des feuilles de mâche, la 

présence d’une plus grande quantité de débris par rapport aux feuilles de laitue, pourrait gêner 

la récupération des oocystes lors de l’IMS. Une augmentation de la quantité de billes permet 

ainsi d’augmenter le rendement de la méthode. Étant donné que le seuil d’efficacité de 

récupération est fixé à 20% (Utaaker et al., 2015), ce rendement de 33% est considéré comme 

acceptable. 
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 Développement d’une méthode in vitro pour l’évaluation de l’infectiosité de C. 

parvum 

 

Bien que l’utilisation du modèle animal soit la méthode standard pour l’évaluation du 

pouvoir infectieux de Cryptosporidium, il pose des problèmes éthiques et est particulièrement 

lourd et coûteux. L’alternative in vitro a été retenue. La méthode de CC-qPCR consiste à 

infecter une culture cellulaire (HCT-8) avec Cryptosporidium. Si le parasite est infectieux, il 

pourra accomplir son cycle de développement et se multiplier au sein des cellules. Les cultures 

cellulaires peuvent être inoculées directement avec des oocystes purifiés, ou après leur 

dékystement induit par un traitement (acide taurocholique). Quelle que soit la forme initiale 

inoculée aux cellules, ce sont les sporozoïtes qui pourront y pénétrer et s’y multiplier. Le 

dékystement des oocystes préalable à l’inoculation sur le tapis cellulaire, est systématique. 

L’acide taurocholique, l’eau de javel et la combinaison des deux sont connus pour favoriser la 

libération des sporozoïtes (Peckovà et al., 2016 ; Gold et al., 2001 ; Kar et al., 2011). Les 

mécanismes par lesquels les sels biliaires entraînent le dékystement des oocystes ne sont pas 

clairs. Cependant, l’acide taurocholique permet d’activer la voie de sécrétion des protéines au 

niveau du pôle apical des sporozoïtes et favorise leur mobilité (Gold et al., 2001). L’eau de 

javel, quant à elle, entraîne un amincissement et une perforation des couches externes et internes 

de la paroi des oocystes, ce qui pourrait favoriser la libération des sporozoïtes (Smith et al., 

2005). La combinaison des deux a permis d’obtenir le meilleur rendement de dékystement mais 

finalement les parasites présentaient une perte totale de leur infectiosité. Cela est probablement 

lié au fait que le pré-traitement à l’eau de javel fragilise les oocystes avant même d’entrer en 

contact avec l’acide taurocholique. Or, cet acide a été décrit comme toxique pour les cellules 

HCT-8 qui sont des cellules « non protégées » comme les sporozoïtes (Delling et al., 2017). 

Ainsi, l’ajout de l’acide taurocholique pourrait avoir un effet léthal sur les parasites déjà 

affaiblis. De plus, chez Toxoplasma gondii, Freyre & Falcón ont décrit les sporozoïtes comme 

adoptant une apparence fantôme après 30min d’incubation avec cet acide, pouvant traduire de 

leur mortalité (Freyre & Falcón, 2004). Il est probable qu’il se passe la même chose pour les 

sporozoïtes de Cryptosporidium et que, nombre d’entre eux meurent avant même d’avoir pu 

infecter une cellule. Il est intéressant d’observer que finalement, les oocystes incubés à +37°C, 

sans pré-traitement à l’eau de javel et sans dékystement préalable, sont capables de dékyster 

spontanément. Des résultats similaires ont été observés chez Gold et al. (2001). La chaleur 

(+37°C) est certainement une des raisons du déclenchement de la libération des sporozoïtes. De 

manière surprenante, la prolifération parasitaire étant la plus forte après inoculation d’oocystes 
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non dékystés, la méthode de CC-qPCR proposée n’implique pas d’étape de dékystement 

préalable à l’inoculation du parasite sur le tapis cellulaire.  

 

La limite de détection de la CC-qPCR a été évaluée. Les résultats montrent que la 

méthode peut détecter jusqu’à un oocyste infectieux, à condition que l’échantillon soit déposé 

en quadruplicat. Shahiduzzaman et al. (2009) ont également testé la limite de détection de leur 

méthode CC-qPCR, développée pour Cryptosporidium. Pour cela, ils ont réalisé une dilution 

en cascade de l’ADN total extrait après 48h d’infection des cellules HCT-8 par C. parvum. Leur 

limite de détection a été estimée à 25 oocystes. La différence observée des seuils de détection 

entre ces deux méthodes est probablement liée à une perte de parasites à différentes étapes dans 

le protocole de Shahiduzzaman et al. Leur CC-qPCR inclut i) un pré-traitement à l’eau de javel ; 

ii) un lavage des puits après 3h d’incubation des parasites sur le tapis cellulaire ; et iii) 3 lavages 

successifs après 48h d’infection et avant de réaliser l’extraction d’ADN totale. La méthode 

développée dans ce projet inclut un nombre d’étapes minimal qui limite cette perte potentielle 

de parasites. Les oocystes sont directement déposés sur le tapis cellulaire, sans traitement 

préalable, et l’ensemble du puit (culot et surnageant) est utilisé pour réaliser l’extraction d’ADN 

total. Le signal qPCR positif des puits sans cellules (quantité d’oocystes déposés au départ) 

permet de calculer un ΔCq traduisant de la présence de parasites infectieux s’il est supérieur ou 

égal à 1. Cependant, dans les conditions où on ne mesure pas de valeur de Cq sans cellules alors 

qu’on détecte un signal avec cellules, le ΔCq ne peut pas être calculé mais il y a pourtant bien 

eu prolifération parasitaire. Les résultats des puits avec et sans cellules demeurent 

indispensables pour déterminer si le signal qPCR observé dans les puits avec cellules est lié à 

un bruit de fond, à la présence d’oocystes non infectieux, ou bien à une prolifération parasitaire. 

Enfin, il faut toutefois noter que le signal qPCR détecté dans les puits avec cellules 

principalement, est variable entre les lots (écart-types entre 0,78 et 1,72 pour les oocystes 

purifiés, et entre 0,877 et 2,38 pour les oocystes récupérés de la mâche). Ceci est probablement 

lié à la capacité des oocystes à dékyster seuls provenant de différents lots. Ceci peut s’avérer 

être un inconvénient pour des oocystes récupérés d’échantillons environnementaux qui ont subi 

de nombreux stress et pour lesquels on ne peut prédire la qualité et le potentiel de dékystement 

spontané.  

 

Le développement de cette méthode CC-qPCR a permis la rédaction d’un article dans 

une revue à comité de relecture, disponible à la fin de ce chapitre (Kubina et al., 2021). 
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 Étude de la persistance et de la survie de C. parvum sur la mâche 

 

La transmission de Cryptosporidium à son hôte via la consommation de mâche est 

possible à condition que les oocystes persistent et survivent à la surface de cette matrice 

végétale. De nombreuses épidémies d’origine alimentaire impliquant l’ingestion de salades ont 

été décrites, mais très peu de données concernant la persistance et la survie du parasite sur ces 

matrices ne sont publiées (Ryan et al., 2018). Dans ce projet de thèse, la persistance et la survie 

de C. parvum à la surface de la mâche ont été évaluées dans des conditions favorables à la 

croissance de la mâche (production primaire) et après le procédé industriel de 4ème gamme 

(transformation). 

 

 Les résultats montrent que le parasite persiste tout au long de la croissance de la mâche 

mais perd sa capacité à proliférer dès 2 semaines. Les valeurs de Cq+HCT-8 obtenues après 15 

jours de croissance (Cq > 35) montrent que la limite de détection de la méthode CC-qPCR est 

atteinte. Ainsi, il serait intéressant d’inoculer une quantité initiale d’oocystes plus importante, 

afin de s’assurer que les parasites récupérés ne soient effectivement plus infectieux, et pas, 

parce qu’on a atteint la limite de détection. Une cinétique d’inoculation inversée peut également 

être envisagée. Il s’agirait d’inoculer des oocystes sur des plants de mâche 1 semaine, 2 

semaines, 3 semaines (etc…) avant récolte, puis d’évaluer l’infectiosité du parasite. Ces 

données permettraient de définir, dans ces conditions de croissance, s’il y a un risque pour le 

consommateur et précisément sur quelle période avant récolte. Une condition témoin a été 

réalisée en parallèle, il s’agit d’une suspension de C. parvum dans du PBS conservée dans les 

mêmes conditions que la culture de la mâche. Les résultats obtenus dans cette condition témoin 

(présentés en Annexe 3), montre que la suspension parasitaire reste infectieuse dans 100% des 

cas, même après 2 mois d’incubation. Ces résultats indiquent que la perte d’infectiosité est liée 

à la matrice mâche et/ou aux conditions rencontrées par l’oocyste lors de son contact avec la 

mâche. L’inoculation du parasite à la surface des feuilles est réalisée par dépôt d’une goutte de 

5 x 1µl qui finit par s’évaporer après une à deux semaines, malgré un taux d’humidité assez 

élevé (95 ± 5,51%) avec un arrosage par les racines. Considérant que Cryptosporidium ne 

supporte pas la dessication (Dawson, 2005), la perte d’infectiosité observée après 15 jours 

pourrait ainsi être corrélée avec le séchage de la goutte. Une expérience complémentaire a été 

réalisée afin de tester cette hypothèse (présentée en Annexe 4) et a permis de démontrer 

qu’après 12h d’incubation à température ambiante et évaporation de la goutte déposée sur la 

feuille de mâche, les oocystes récupérés de la mâche perdent en effet totalement leur 

infectiosité, comparée à la condition témoin (oocystes en suspension dans du PBS). Il serait 
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donc intéressant de réaliser une étude similaire en effectuant un arrosage par le dessus afin de 

limiter les phénomènes de dessication. Dans ce cas, peut-être que si la surface de la mâche reste 

constamment mouillée, les oocystes survivront plus longtemps, et donc le risque pour le 

consommateur serait d’autant plus grand.  

 

 Le procédé industriel de 4ème gamme utilise de l’eau de javel pour réaliser un lavage des 

aliments prêts à l’emploi dans une eau microbiologiquement « propre ». L’eau de javel est un 

agent de nettoyage et de désinfection intéressant en raison de son large spectre d’action, de sa 

bonne solubilité dans l’eau, de sa stabilité en solution aqueuse, de sa disponibilité et de son 

faible prix. Un lavage des aliments à l’eau de javel peut être réalisé à condition d’ajouter une 

étape de rinçage (selon l’arrêté du 19 octobre 2006, JORF). Les résultats montrent que le lavage 

à l’eau chlorée utilisée en industrie 4ème gamme ne permet ni d’éliminer totalement le parasite 

de la mâche et ni de l’inactiver. Des données similaires ont été obtenues par Duhain et al. (2012) 

montrant que les parasites exposés à 100ppm d’eau de javel, récupérés de poivrons contaminés 

restaient viables. Ainsi, la contamination de légumes consommés crus ou peu cuits est un réel 

vecteur de la cryptosporidiose.  

 

 

Ce premier chapitre a permis de mieux comprendre le comportement de C. parvum 

à la surface de la mâche. Le développement d’une méthode in vitro pour l’évaluation de 

l’infectiosité de Cryptosporidium dans les aliments a été nécessaire. Cette méthode CC-

qPCR est fiable, robuste et avec un minimum d’étape afin de limiter les pertes potentielles 

de parasite. Présentant une faible limite de détection, elle peut être utilisée dans les études 

de prévalence du parasite dans les aliments, et apporter une information supplémentaire, 

qui est d’évaluer directement le caractère infectieux des parasites détectés. Ce qui 

permettrait d’évaluer au mieux l’exposition au danger Cryptosporidium des 

consommateurs dans les aliments.  

 

La transmission de Cryptosporidium à l’Homme, via les produits frais, est bien 

réelle. Elle est probablement favorisée par sa capacité à persister et à survivre, c’est-à-

dire à conserver son caractère infectieux, au cours de la production primaire et de la 

transformation 4ème gamme. Ces données contribuent à une meilleure appréciation du 

risque pour le consommateur et doivent être associées à des données de prévalence dans 

ces matrices. 
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Publication dans une revue à comité de lecture 

 

 La méthode CC-qPCR développée dans ce chapitre a permis la rédaction d’un article. 
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Chapitre 2 : Étude de l’adhérence de Cryptosporidium 
parvum à la surface de la mâche 
 

 

I. Introduction 

 

Dans un contexte d’émergence du danger Cryptosporidium, il est crucial de mieux 

comprendre le comportement de ce parasite dans les aliments. Il est capable de persister à la 

surface des feuilles de mâche. Le lavage à l’eau chlorée de la salade contaminée ne parvient pas 

à réduire en totalité la charge parasitaire. Cela suggère que C. parvum est capable d’adhérer 

durablement sur la mâche. Or, actuellement aucune étude ne s’est intéressée aux interactions 

impliquées entre le parasite et les matrices alimentaires végétales. 

 

L’attachement des oocystes aux matrices végétales est une étape clé dans sa 

transmission alimentaire. Comprendre les facteurs qui contrôlent ce processus d’adhérence peut 

donner un aperçu des méthodes d’intervention appropriées pouvant être utilisées pour empêcher 

l’attachement ou éliminer cet agent pathogène adhérant à l’aliment.  

 

L’adhérence initiale (premier contact entre deux individus) est caractérisée par des 

interactions non spécifiques qui résultent des propriétés hydrophobes, électrostatiques et 

ioniques des organismes concernés. Elle dépend de la composition de surface des oocystes et 

de la feuille de mâche. Les feuilles de mâche sont recouvertes d’une cuticule, un matériau 

hydrophobe composé principalement d'acides gras, de cires et de glucides. La cuticule favorise 

la fixation de molécules hydrophobes. De plus, les cassures de cette surface peuvent exposer le 

parasite aux cellules végétales, qui sont majoritairement recouvertes de glycoprotéines et de 

sucres (Yaron & Römling, 2014). La paroi de l’oocyste, quant à elle, est composée d’une 

membrane contenant des protéines et des lipides, recouverte d’une fine couche riche en sucres, 

appelée glycocalyx (Jenkins et al., 2010 ; Nanduri et al., 1999). En fonction de leur composition 

en acides aminés, les protéines vont présenter des charges à leur surface, qu’elles soient 

positives, négatives ou neutres. Il est probable que des facteurs tels que le pH et la charge 

ionique peuvent modifier les interactions entre le parasite et la feuille de mâche. En effet, 

plusieurs études ont pu montrer que la présence d’ions monovalents et divalents modifie 

l’adhérence du parasite à différentes surfaces (Kuznar & Elimelech, 2005 ; Janjaroen et al., 

2010 ; Luo et al., 2016). Cependant, les facteurs qui contrôlent l’adhérence des oocystes de 

Cryptosporidium aux supports végétaux ne sont pas étudiés. 
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L’adhérence peut évoluer vers des interactions dites spécifiques, de type récepteur-

ligand. Des études ont pu démontrer que Cryptosporidium est capable d’interagir notamment 

avec des cellules de l’épithélium intestinal humain par l’intermédiaire des sucres. Les 

sporozoïtes (forme végétative) de Cryptosporidium possèdent à leur surface des lectines (P30, 

P23) spécifiques du galactose/N-acétyl-galactosamine (Gal/GalNAc) se trouvant à la surface 

des cellules hôtes. Ces protéines P30 et P23 seraient ainsi impliquées dans l’attachement du 

parasite aux cellules épithéliales (Bhat et al., 2007 ; Martínez-Ocaña et al., 2020). Étant donné 

la présence de sucres à la surface des oocystes et de la feuille végétale, il est fort probable que 

des interactions de ce type soient impliquées dans l’adhérence. 
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II. Matériels et méthodes 

 

 Matériel 

 

Le matériel utilisé dans ce chapitre est le même que celui présenté dans le chapitre 1 (cf. 

Chapitre 1. II. A. Matériel). 

 

 

 Méthodes 

 

a. Préparation des suspensions parasitaires 
 

Les oocystes purifiés de selles de veaux par IMS (104) sont centrifugés à 3 000g pendant 

30min à +4°C et le surnageant est éliminé. 

 

 

1. Pour étudier les interactions non spécifiques : 

 

Le culot d’oocystes est remis en suspension dans du PBS à différents pH (allant de 2 à 

11) ou dans de l’eau ultrapure (Gibco™ ; Thermo Fisher Scientific, France) enrichie en ions. 

Le pH du milieu est ajusté par ajout de HCl pour obtenir des pH acides ou de NaOH pour des 

pH basiques. Les différentes solutions ioniques utilisées sont composées de 100mM de NaCl 

(Sigma, France), de KCl (Sigma, France), de CaCl2 (Sigma, France) ou de MgCl2 (Sigma, 

France). Les suspensions ainsi préparées sont mélangées par vortex (30sec) et incubées 10min 

à température ambiante avant utilisation. 

 

 

2. Pour les interactions spécifiques : 

 

Le culot d’oocystes est remis en suspension dans du PBS supplémenté en sucres ou en 

lectines. Les sucres ajoutés au milieu à 500mM sont : le glucose, le galactose, le fucose, le 

mannose, le N-acétyl-glucosamine (GlcNAc), le N-acétyl-galactosamine (GalNAc) et le N-

acétyl-neuraminique (NANA) (Sigma, France). Les lectines (glycoMATRIX™, Clinisciences, 

France) sont ajoutées au milieu à une concentration de 10µg/ml sauf pour la lectine AIA 
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(Artocarpus integrifolia) qui est utilisée à 1µg/ml (Tableau 14). Les oocystes sont mis en 

contact avec les sucres ou les lectines pendant 1h à température ambiante avant utilisation. 

 

Tableau 14 – Liste des lectines utilisées 

 

 

b. Inoculation des oocystes et évaluation de l’adhérence du parasite sur la 
mâche 

 

La suspension parasitaire préalablement préparée est directement inoculée sur une 

feuille de mâche (sans lavage) par dépôt en gouttes (10 x 1µl) / condition testée. La feuille de 

mâche contaminée est ensuite déposée sous PSM pendant 2h à température ambiante puis une 

nuit à +4°C. Au terme de l’incubation, la feuille de mâche contaminée est placée dans un tube 

de 15ml puis soumise à un lavage doux dans du PBS (5ml) sous rotation verticale pendant 1min 

à 40rpm. Le surnageant est récupéré puis 5ml de PBS sont ajoutés dans le tube contenant la 

feuille de mâche contaminée pour réaliser un second lavage. Une fois le dernier lavage effectué, 

le surnageant est transféré dans le tube précédent puis centrifugé à 3 000g pendant 30min à 

+4°C. Le culot est ensuite remis en suspension dans 200µl de PBS. Après vortex, 10µl de la 

suspension parasitaire sont déposés sur lame afin de réaliser le dénombrement des oocystes 

récupérés après marquage avec Crypto-Cel (cf. Chapitre 1. B. b. Dénombrement des oocystes). 

Le pourcentage d’oocystes non adhérés est calculé pour chaque condition testée et correspond 

au (nombre d’oocystes récupérés / nombre d’oocystes initialement inoculés sur la feuille de 

mâche) x 100. 

 

 

 

Sucre cible 

Lectine 

Concentration utilisée 

Nom Origine 

Galactose Artocarpus integrifolia (AIA) Artocarpus integrifolia 1µg/ml 

Mannose/glucose Concanavaline A (ConA) Canavalia ensiformis 10µg/ml 

GlcNAc Wheat Germ Agglutinin (WGA) Triticum vulgaris 10µg/ml 

NANA Maackia amurensis (MAL) Maackia amurensis 10µg/ml 
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c. Mise en évidence de la présence de sucres à la surface de l’oocyste par 
cytométrie en flux 

 

Dix milles oocystes sont incubés avec 50µl de DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole ; 

Waterborne, USA) pendant 30min à +37°C. Un lavage est ensuite effectué avec 1ml de PBS 

par centrifugation (3 000g – 30min à +4°C). Le culot est remis en suspension dans 50µl de PBS 

contenant une lectine fluorescente (Tableau 15), puis incubé à +37°C pendant 30min. Un 

lavage au PBS (1ml) est ensuite réalisé par centrifugation à 3 000g pendant 30min à +4°C. Le 

culot est remis en suspension dans 500µl de PBS pour être analysé par cytométrie en flux. 

 

Tableau 15 – Liste des lectines fluorescentes utilisées 

 

Les échantillons sont analysés par un cytomètre en flux de type LSR Fortessa™ (BD 

Biosciences, USA). La sélection de la population est tout d’abord effectuée grâce à la taille 

(FSC) et à la granulosité (SSC) des oocystes (Figure 28A), puis par les DAPI+ (Figure 28B). 

Les différents échantillons présentés sous forme d’histogramme ont été comparés à la courbe 

représentant la population d’un témoin négatif (sans marquage) (Figure 28C). Dès que 

l’intensité relative de fluorescence détectée est plus élevée que celle représentée par le témoin 

négatif, les échantillons sont considérés comme marqués positivement, traduisant de la présence 

du sucre à la surface de l’oocyste. L’analyse des données est effectuée a posteriori en utilisant 

le logiciel v10,7.2. FlowJo (BD Biosciences, USA). 

 

 

 

Sucre cible 

Lectine 

Nom Origine Fluorochrome couplé 

Galactose Artocarpus integrifolia (AIA) Artocarpus integrifolia Cyanine 3 

Mannose/glucose Concanavaline A (ConA) Canavalia ensiformis Cyanine 3 

GlcNAc Wheat Germ Agglutinin (WGA) Triticum vulgaris Cyanine 5 

NANA Maackia amurensis (MAL) Maackia amurensis Cyanine 5 
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Figure 28 – Sélection de la population étudiée grâce à un témoin négatif 

 

 

d. Présentation des résultats et analyses statistiques 
 

La majorité des résultats est présentée sous forme de boîtes à moustache comme décrit 

précédemment (cf. Chapitre 1. II. B. l. Présentation des résultats). Les analyses statistiques sont 

réalisées avec le logiciel R (version 4.0.3). Le test de la normalité des jeux de données via 

Shapiro et Wilk a conduit à l’utilisation du test de Student pour comparer les données. Les 

résultats obtenus en cytométrie en flux sont des variables qualitatives (marquage positif ou 

négatif). Dans ces conditions, les comparaisons statistiques sont réalisées selon le test exact de 

Fisher. Une différence est considérée comme significative pour une p-value < 0,05. La 

reproductibilité (N) et la répétabilité (n) pour chaque essai effectué seront précisées dans la 

légende des figures présentant chaque résultat.  
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III. Résultats 

 

 Interactions non spécifiques 

 

Les interactions non spécifiques sont définies selon les propriétés de surface des 

oocystes de C. parvum et de la feuille de mâche. Elles peuvent également dépendre des 

propriétés du milieu environnant lors du contact entre le parasite et la matrice végétale. Les 

oocystes possèdent une paroi épaisse, contenant des glucides (2%), des protéines (7%), des 

glycolipides et des phospholipides (Jenkins et al., 2010). Ces groupes fonctionnels conduisent 

à une surface chargée. L’adhérence du parasite peut ainsi varier en fonction des paramètres 

environnants tels que le pH et la composition ionique du milieu (Luo et al., 2016). Les 

interactions non spécifiques ont été étudiées en faisant varier le pH et la composition ionique 

des suspensions parasitaires inoculées à la surface des feuilles de mâche. L’adhérence du 

parasite a été évaluée après un lavage doux des feuilles de mâche contaminées pour récupérer 

les oocystes considérés comme non adhérés, puis dénombrement de cette fraction non adhérée. 

 

 

a. Liaisons électrostatiques 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 29 – Adhérence des oocystes de C. parvum à la surface de la mâche en fonction du 

pH de la suspension parasitaire inoculée. 

L’adhérence du parasite est évaluée par dénombrement des oocystes récupérés de la mâche après un lavage doux 
et un immunomarquage. Les comparaisons statistiques ont été réalisées par rapport aux résultats obtenus à pH 
neutre (7,4). p-value : ** < 0,01 ; * < 0,05. N ≥ 5, n=3, nombre de lots d’oocystes testés ≥ 2. 
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Une augmentation significative du pourcentage d’oocystes non adhérés et récupérés de 

la mâche contaminée est observée lorsque le pH de la suspension est inférieur ou égal à 3 

(moyennes : 48 ± 11,5% à pH ≤ 3 vs. 37 ± 10,1 à pH > 3 ; p-value < 0,001 ; Figure 29). Le 

point isoélectrique (pI) des oocystes étant compris entre 2 et 3, la charge négative présente à la 

surface du parasite pour les pH > 3 semble favoriser son adhérence sur la mâche. 

 

 

b. Liaisons ioniques 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 30 – Adhérence des oocystes de C. parvum à la surface de la mâche en fonction de 

l’enrichissement ionique de la suspension parasitaire inoculée. 
 
L’adhérence du parasite est évaluée par dénombrement des oocystes non adhérés et récupérés de la mâche après 
un lavage doux et un immunomarquage. La condition témoin correspond à une suspension d’oocystes non 
supplémentés en ions. Le pH moyen des suspensions enrichies en ions était de 5,35 ± 0,33. Les comparaisons 
statistiques ont été réalisées par rapport à la condition témoin, entre l’enrichissement en K+ et Na+ (trait uni) ; et 
entre Ca2+ et Mg2+ (trait en pointillé). p-value : ** < 0,01 ; * < 0,05. N=4, n=3, nombre de lots d’oocystes testés 
=3. 

 

Aucune différence significative n’a été observée en présence d’ions potassium (K+) 

(46 ± 11,6% d’oocystes récupérés ; p-value = 0,47) et d’ions calcium (Ca2+) (45 ± 10,3% ; p-

value = 0,55) par rapport à la condition témoin (sans enrichissement ; 42 ± 10,1% ; Figure 30). 

En revanche, l’enrichissement en ions sodium (Na+) et en ions magnésium (Mg2+) induit une 

diminution (31 ± 10,6% ; p-value < 0,05) et une augmentation (56 ± 10,3% ; p-value < 0,01) 

significatives du pourcentage d’oocystes non adhérés à la mâche, respectivement. Des 
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différences entre les ions monovalents (Na+ vs. K+ ; p-value < 0,01) et divalents (Ca2+ vs. 

Mg2+ ; p-value < 0,01) ont été observées. La présence d’ions Na+ favorise l’adhérence du 

parasite aux feuilles de mâche et celle d’ions Mg2+ empêche l’interaction, contrairement aux 

ions K+ et Ca2+, respectivement. 

 

Les interactions non spécifiques semblent médier l’adhérence de C. parvum sur la 

mâche. Les facteurs tels que le pH et la composition ionique du milieu dans lequel se 

trouve les oocystes lorsqu’ils entrent en contact avec la matrice végétale, contrôlent 

probablement leur adhérence. Les ions Na+ favorisent l’interaction, alors que la présence 

d’ions Mg2+ la diminue. 

 

 

 Interactions spécifiques 

 

Au cours des interactions matrice/agent pathogène, la disponibilité en sucre est un des 

enjeux majeurs pour les deux partenaires, ce type d’interaction peut se faire, notamment via la 

présence de glycoconjugués, composants essentiels de la membrane et paroi cellulaire. Les 

glycoconjugués sont des molécules constituées d’une partie glucidique liée de manière 

covalente à une partie non glucidique (aglycone). Cet aglycone peut être d’origine protéique ou 

lipidique. La partie glucidique participe à de nombreux phénomènes de reconnaissance 

moléculaire de type récepteur-ligand (Cioci, 2006). Il est fort probable que les sucres présents 

à la surface des oocystes et de la feuille de mâche soient impliqués dans leur interaction. En 

général, les saccharides les plus couramment retrouvés à la surface de toute cellule sont : le 

glucose, le galactose, le mannose, le fucose, le GlcNAc, le GalNAc et le NANA (Cioci, 2006). 

L’implication de ces sucres dans l’adhérence des oocystes de C. parvum sur la mâche a été 

appréciée. Tout d’abord, les récepteurs des sucres potentiellement présents sur l’oocyste et la 

matrice végétale ont été saturés par incubation des oocystes avec ces différents sucres. Puis les 

glucides probablement impliqués ont été bloqués par des lectines spécifiques. Pour finir, la 

présence de ces sucres impliqués, à la surface de l’oocyste, a été évaluée par l’utilisation de 

lectines spécifiques fluorescentes puis analysée par cytométrie en flux.  
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a. Identification indirecte de sucres potentiellement impliqués dans 
l’interaction entre l’oocyste et la mâche via leurs récepteurs 

 

Des suspensions d’oocystes ont été incubées avec différents sucres, puis ont été 

inoculées sur des feuilles de mâche. Aucun lavage de la suspension parasitaire supplémentée 

en sucre n’a été réalisé avant l’inoculation sur la matrice végétale. L’objectif a été de bloquer 

les récepteurs des sucres potentiellement présents sur l’oocyste mais également sur la feuille de 

mâche. Dans ces conditions, le sucre présent en suspension pourra entrer en compétition avec 

le sucre naturellement présent à la surface de l’oocyste ou de la mâche pour un récepteur donné. 

La capacité d’adhérence des oocystes sur le végétal, après saturation des potentiels récepteurs 

de sucres, a été évaluée en caractérisant le pourcentage d’oocystes non adhérés. La figure 31 

présente les différents scénarii possibles pouvant être mis en jeu dans l‘interaction oocyste-

mâche pour un sucre donné et conduisant à l’adhérence du parasite. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 31 – Hypothèses sur la localisation d’un sucre potentiellement impliqué dans 
l’adhérence parasitaire (et de son récepteur). 

 
Le sucre impliqué dans l’adhérence parasitaire peut être présent sur l’oocyste (a), la mâche (b) ou les deux (c). 
En parallèle, son récepteur peut se retrouver sur la mâche (a), l’oocyste (b) ou les deux (c). 

 

Le récepteur d’un sucre donné impliqué dans l’adhérence parasitaire peut être localisé 

sur l’oocyste (b et c) ou sur la mâche (a et c). Indirectement, le sucre peut être présent à la 

surface de l’oocyste (a et c) ou à celle de la mâche (b et c). Peu importe la manière d’interagir, 

étant donné qu’aucun lavage de la suspension d’oocystes supplémentés en sucre n’a été réalisé, 

si le sucre est impliqué dans l’adhérence, une diminution de l’adhérence parasitaire sera 

observée après saturation des récepteurs (Figure 32). 
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Figure 32 – Schémas des interactions possibles entre le parasite et la mâche après 
saturation des récepteurs par un sucre impliqué dans l’adhérence selon la localisation 

des récepteurs. 
 
Après saturation des récepteurs d’un sucre impliqué dans l’interaction entre l’oocyste et la mâche, une diminution 
de l’adhérence du parasite est possible selon les différents scénarii présentés.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 – Adhérence des oocystes de C. parvum à la surface de la mâche en fonction du 
sucre ajouté. 

 
L’adhérence du parasite est évaluée par dénombrement des oocystes non adhérés et récupérés de la mâche après 
un lavage doux et immunomarquage. La condition témoin correspond à une suspension d’oocystes non 
supplémentée en sucre. Les comparaisons statistiques ont été réalisées par rapport à la condition témoin. p-value : 
*** < 0,001 ; ** = 0,01. GlcNAc : N-acétyl-glucosamine. GalNAc : N-acétyl-galactosamine. NANA : N-acétyl-
neuraminique. N ≥ 3, n=3, nombre de lots d’oocystes testés =3. 
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Les résultats ne montrent aucune différence significative de l’adhérence du parasite par 

rapport à la condition témoin (sans ajout de sucre) (39 ± 10,1% d’oocystes récupérés), en 

présence de glucose (45 ± 5,8% ; p-value = 0,10), de fucose (46 ± 15,6% ; p-value = 0,23), et 

de GalNAc (39 ± 12,3% ; p-value = 0,96). En revanche, ils mettent en évidence une 

augmentation significative du pourcentage d’oocystes non adhérés en présence de galactose (51 

± 11,0% ; p-value = 0,01), de mannose (65 ± 7,8% ; p-value < 0,001), de GlcNAc (68 ± 11,1% 

; p-value < 0,001) et de NANA (53 ± 8,7% ; p-value < 0,001). Ceci suggère qu’en présence de 

ces sucres en excès, les récepteurs correspondants (sur l’oocyste et/ou la mâche) ne sont plus 

disponibles pour les sucres naturellement présents. Ainsi, l’interaction entre l’oocyste et la 

mâche ne peut plus avoir lieu. Le galactose, le mannose, le GlcNAc et le NANA sont 

probablement impliqués dans l’attachement des oocystes sur la mâche alors que le glucose, le 

fucose et le GalNAc ne le sont pas. 

 

 

b. Identification directe des sucres impliqués dans l’interaction entre 
l’oocyste et la mâche 

 

Afin de confirmer l’implication du galactose, du mannose, du GlcNAc et du NANA ; 

des lectines spécifiques ont été utilisées (Tableau 16).  

 

Tableau 16 – Liste des lectines utilisées avec leurs sucres cibles. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sucre cible 

Lectine 

Nom Origine 

Galactose Artocarpus integrifolia (AIA) Artocarpus integrifolia 

Mannose/glucose Concanavaline A (ConA) Canavalia ensiformis 

GlcNAc Wheat Germ Agglutinin (WGA) Triticum vulgaris 

NANA Maackia amurensis (MAL) Maackia amurensis 
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Les lectines utilisées dans cette étude sont des protéines qui possèdent au moins deux 

domaines de liaison à leur sucre spécifique (Arockia Jeyaprakash et al., 2003 ; Turton et al., 

2004 ; Huang et al., 2010 ; Loris et al., 1998 ; Loris et al., 2000 ; KleinJan et al., 2014 ; Imberty 

et al., 2000). Des suspensions d’oocystes ont été incubées avec différentes lectines, puis ont été 

inoculées sur des feuilles de mâche. Aucun lavage de la suspension parasitaire supplémentée 

en lectines n’a été réalisé avant l’inoculation sur la mâche. Dans ces conditions, la lectine 

ajoutée ira saturer son sucre cible naturellement présent à la surface de l’oocyste et/ou de la 

mâche. Une diminution de l’adhérence (augmentation du nombre de parasites non adhérés) sera 

observée si le sucre est naturellement présent que sur l’une des deux surfaces (a et b). En 

revanche, si le sucre impliqué et reconnu par la lectine est présent sur l’oocyste et la mâche, la 

lectine pourra former un pont entre les deux surfaces via ses deux sites de liaison et une 

adhérence équivalente à la condition témoin (non supplémentée en lectine) sera observée (c ; 

Figure 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figure 34 – Schémas des interactions possibles entre le parasite et la mâche après 
saturation d’un sucre impliqué dans l’adhérence parasitaire selon la localisation du 

sucre. 
 
Après saturation d’un sucre impliqué dans l’adhérence parasitaire par une lectine spécifique, une diminution (a 
et b) ou non (c) de l’attachement du parasite est possible selon les différents scénarii présentés.  
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Figure 35 – Adhérence des oocystes de C. parvum à la surface de la mâche en fonction de 

la lectine ajoutée. 
 
L’adhérence du parasite est évaluée par dénombrement des oocystes non adhérés et récupérés de la mâche après 
un lavage doux et un immunomarquage. La condition témoin correspond à une suspension d’oocystes non 
supplémentés en lectine. En gras sont indiqués les sucres cibles. Les comparaisons statistiques ont été réalisées 
par rapport à la condition témoin. p-value : ** < 0,01. GlcNAc : N-acétyl-glucosamine. NANA : N-acétyl-
neuraminique. N ≥ 3, n=3, nombre de lots d’oocystes testés =3. 

 

Les résultats ne montrent aucune différence d’adhérence du parasite entre la condition 

témoin (sans ajout de lectines ; 39 ± 10,1% d’oocystes récupérés) et les lectines : AIA (35 ± 

8,8% ; p-value = 0,21) et WGA (42 ± 9,5% ; p-value = 0,30). Cependant, pour les lectines MAL 

et ConA, une diminution significative de l’attachement des oocystes est observée (47 ± 6,5% ; 

p-value < 0,01 ; et, 45 ± 8,3% ; p-value < 0,05 ; respectivement). Comme nous avons 

précédemment démontré que le glucose n’était pas impliqué dans l’adhérence (Figure 33), la 

diminution de l’adhérence du parasite observée en présence de la lectine ConA est 

probablement liée à la fixation de la lectine au mannose. Bien évidemment, on ne peut 

cependant pas exclure que le glucose ne soit pas présent sur l’une des deux surfaces. D’après 

ces résultats, de nouvelles hypothèses peuvent être émises quant à la localisation des sucres : le 

NANA et le mannose seraient présents uniquement à la surface de l’oocyste ou de la mâche 

(Figure 36A) alors que le galactose et le GlcNAc seraient présents naturellement sur les deux 

surfaces, parasitaire et végétale (Figure 36B).  
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Figure 36 – Hypothèses sur la localisation des sucres potentiellement impliqués dans 
l’adhérence parasitaire (et de leur récepteur). 

 
Le mannose et le NANA seraient potentiellement localisés sur l’oocyste ou la mâche, et inversement pour leur 
récepteur (A). Le galactose et le GlcNAc pourraient se trouver sur l’oocyste et la mâche simultanément, ainsi que 
leur récepteur (B). 

 

 

c. Mise en évidence des sucres impliqués dans l’interaction à la surface 
des oocystes 

 

Pour mettre en évidence la présence de ces sucres à la surface de l’oocyste, des 

suspensions parasitaires ont été marquées avec différentes lectines fluorescentes (Tableau 17) 

puis analysées par cytométrie en flux. Si le sucre est présent à la surface de l’oocyste, ce dernier 

deviendra fluorescent après fixation de la lectine. Le nombre d’oocystes marqués est ensuite 

déterminé par cytométrie. 

 

 Tableau 17 – Lectines utilisées avec leurs sucres cibles et leurs fluorochromes. 

Sucre cible 
Lectine 

Nom Origine Fluorochrome couplé 

Galactose Artocarpus integrifolia (AIA) Artocarpus integrifolia Cyanine 3 

Mannose/glucose Concanavaline A (ConA) Canavalia ensiformis Cyanine 3 

GlcNAc Wheat Germ Agglutinin (WGA) Triticum vulgaris Cyanine 5 

NANA Maackia amurensis (MAL) Maackia amurensis Cyanine 5 
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Figure 37 – Mise en évidence de sucres à la surface des oocystes par cytométrie en flux. 
 
La présence de sucres à la surface des oocystes a été appréciée par cytométrie en flux. Les oocystes ont été incubés 
avec différentes lectines (couplées à des fluorochromes) : a) AIA, b) ConA, c) WGA et d) MAL. Si l’intensité 
relative de fluorescence moyenne pour un marquage donné est supérieure à celle de la condition témoin sans 
marquage (représentée en gris clair), le marquage est considéré comme positif. p-value ≤ 1. N = 3, n=3, nombre 
de lots d’oocystes testés = 2. 

 

Les résultats montrent que les lectines AIA (99 ± 0,4% des oocystes détectés négatifs), 

WGA (99 ± 2,0%) et MAL (99 ± 0,8%) ne se sont pas fixées aux oocystes. Le galactose, le 

GlcNAc et le NANA ne seraient donc pas présents à la surface de l’oocyste. En revanche, la 

lectine ConA a pu se fixer sur l’oocyste via son sucre cible, avec 87 ± 9,3% des oocystes 

marqués (Figure 37). Cependant la lectine ConA est capable de se lier au glucose et au 

mannose. Les résultats permettent uniquement de mettre en évidence la présence du glucose 

et/ou du mannose sur l’oocyste, sans faire la différence entre les deux. 

Intensité relative de fluorescence 

a) 

AIA - 

99 ± 0,4%  

Intensité relative de fluorescence 

b) 

ConA + 

87 ± 9,3%  

d) 

MAL - 

99 ± 0,8%  

Intensité relative de fluorescence 

c) 

WGA - 

99 ± 2,0%  

Intensité relative de fluorescence 
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En reprenant l’ensemble des résultats, le NANA serait impliqué dans l’adhérence mais 

ne semble pas être localisé à la surface de l’oocyste (marquage négatif par la lectine MAL–

Cy5). La présence de la lectine MAL a induit une diminution de l’attachement parasitaire à la 

surface de la mâche. Ce sucre semble donc être présent sur la mâche, et indirectement, son 

récepteur sur l’oocyste (Figure 38). Le mannose semble également être impliqué dans 

l’interaction parasite-mâche. Lorsque la lectine ConA a été ajoutée dans la suspension 

parasitaire inoculée sur la matrice végétale, une diminution de l’adhérence parasitaire a été 

observée. Ce qui semble suggérer que le mannose (et/ou le glucose) serait présent uniquement 

sur l’une des deux matrices et non sur les deux. Étant donné que l’oocyste est marqué par la 

lectine et que le mannose est impliqué dans l’interaction, il est fort probable que le mannose 

soit présent à la surface de l’oocyste et son récepteur sur la mâche comme présenté sur la figure 

38. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 38 – Hypothèse sur la localisation du NANA et du mannose selon l’ensemble des 

résultats obtenus. 
 
Le NANA semble être localisé à la surface de la feuille de mâche et le mannose à la surface de l’oocyste ; et 
inversement pour leur récepteur. 

 

En ce qui concerne le GlcNAc et le galactose, la conclusion semble plus complexe. Ils 

sont bien impliqués dans l’adhérence de l’oocyste sur la mâche mais les résultats actuels ne 

permettent pas d’aller plus loin. 

 

 

L’ensemble des résultats montrent que le galactose, le mannose, le GlcNAc et le 

NANA sont impliqués dans l’adhérence des oocystes de C. parvum sur les feuilles de 

mâche, contrairement au glucose, au fucose et au GalNAc. Le mannose semble être 

présent à la surface de l’oocyste contrairement au galactose, au GlcNAc et au NANA. 
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IV. Discussion, conclusions et perspectives 

 

L’adhérence des oocystes de Cryptosporidium à la surface des feuilles végétales est 

essentielle pour garantir sa persistance et sa survie jusqu’à l’infection d’un nouvel hôte. 

L'élucidation du comportement des oocystes dans des environnements complexes est ainsi 

nécessaire à la protection de la santé publique. Il existe deux types d’interactions : les liaisons 

non spécifiques et spécifiques.  

 

 

 Interactions non spécifiques 

 

La charge globale nette de surface de l’oocyste de Cryptosporidium est plus impliquée 

dans son adhérence aux surfaces, comparée à l’hydrophobicité. En effet, l’étude menée par 

Drozd & Schwartzbrod (1996) a démontré que les oocystes ne présentent pas de propriétés 

hydrophobes marquées et que la charge globale de surface des oocystes à pH neutre est négative 

(- 235 mV) puis augmente lorsque le pH diminue, jusqu’à atteindre 0 à pH acide (pH=2,5). Le 

point isoélectrique (pI) du parasite a été mesuré, il est compris entre 2 et 3 (Kuznar & 

Elimelech, 2005). Les connaissances actuelles sur la composition chimique de la paroi de 

l'oocyste sont limitées. Cependant, la charge globale négative du parasite (à pH neutre) peut 

être liée à la présence de groupes carboxyles et de phosphates contenus dans les phospholipides 

et les protéines de surface (Kuznar & Elimelech, 2005). Nos résultats montrent que les oocystes 

adhèrent plus à la feuille de mâche pour des valeurs de pH supérieures à son pI (> 3), c’est-à-

dire lorsqu’ils sont chargés négativement. Ainsi, la charge négative à la surface des oocystes 

favoriserait son adhérence. Indirectement, cela voudrait dire que la surface des feuilles de 

mâche serait plutôt chargée positivement (à pH neutre). 

 

Les interactions non spécifiques dépendent non seulement du pH mais aussi de la charge 

ionique du milieu environnant. En effet, des études ont pu montrer que l’ajout d’ions pouvait 

favoriser ou non l’attachement du parasite à certaines surfaces. Kuznar & Elimelech (2005) ont 

observé une augmentation de l’adhérence du parasite au Quartz (surface composée de charges 

négatives homogènes) en présence d’ions Ca2+ par rapport à la présence d’ions Na+. Ils ont émis 

l’hypothèse que la présence de cations monovalents (Na+) permet seulement de neutraliser la 

surface, qui n’a pas d’impact sur l’adhérence. Les ions divalents (Ca2+), quant à eux, peuvent 

engendrer une modification de la conformation des protéines de surface, favorable à 

l’attachement du parasite, ou faire un pontage entre les deux surfaces chargées négativement. 
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Une autre étude visant à évaluer l’adhérence de Cryptosporidium à des biofilms (surfaces 

chargées négativement), a également mis en évidence une différence d’attachement des 

oocystes en présence d’ions Mg2+ par rapport aux ions Ca2+ (Luo et al., 2016). Ils ont observé 

une augmentation de l’adhérence du parasite aux biofilms, de 60% en présence de Mg2+ et de 

100% en présence de Ca2+. Leur hypothèse est que l’affinité des ions Ca2+ et Mg2+ pour des 

groupes fonctionnels chargés négativement dépend de la propriété du cation impliqué. 

Notamment par sa taille, l’ion Ca2+ est plus gros que l’ion Mg2+, ainsi les sites de fixation ne 

seront pas les mêmes. Cette caractéristique peut induire des différences de conformation des 

protéines de surface et donc d’adhérence du parasite. Dans cette étude, la surface sur laquelle 

Cryptosporidium se fixe, la mâche, est à priori, chargée positivement (comme démontrée 

précédemment), contrairement à la surface du biofilm et du Quartz. Les résultats ne montrent 

aucune différence de l’attachement du parasite, en présence de K+ et de Ca2+, alors qu’une 

augmentation et une diminution significatives de l’adhérence sont observées dans un milieu 

enrichi en Na+ et Mg2+, respectivement. Pour les ions divalents, les ions Mg2+ viendraient 

probablement neutraliser la charge de surface des oocystes mais également ajouteraient des 

charges positives à leur surface. Ces charges positives ajoutées pourraient induire une répulsion 

électrostatique, diminuant l’attachement du parasite à la mâche. De manière surprenante, la 

présence de Ca2+ n’induit aucun changement. Ce qui suggère que l’attachement n’est pas 

seulement une question de charge. Cette différence entre les ions Ca2+ et Mg2+, pourrait 

s’expliquer par une affinité différente des protéines de surface face aux ions. La fixation des 

ions Ca2+ pourrait impliquer un changement de conformation des protéines, comme suggéré par 

Luo et al. (2016) qui n’impacterait pas l’interaction parasite-mâche. En ce qui concerne 

l’enrichissement par des ions monovalents, la neutralisation des charges de surface de l’oocyste 

n’empêche pas son adhérence, et même, au contraire, l’augmente en présence de Na+. La 

différence de l’adhérence parasitaire observée entre ces deux ions monovalents, Na+ et K+, 

pourrait s’expliquer, comme pour les ions divalents, par l’existence de sites de reconnaissances 

spécifiques aux ions Na+ qui ne le sont pas aux ions K+, et inversement (Roux, 2010). Ainsi, 

s’il s’agissait uniquement de charge, l’ajout de cations (mono- ou divalents) diminuerait 

l’adhérence du parasite, ce qui n’est pas le cas sauf avec le Mg2+. Ce sont probablement les 

caractéristiques individuelles des ions et des protéines impliquées, qui médient la fixation de 

Cryptosporidium aux feuilles de mâche. A l’heure actuelle, la composition de la paroi de 

l’oocyste exacte est limitée. Il serait intéressant d’en connaître davantage pour pouvoir avancer 

dans cette réflexion. Sachant que la surface de la mâche serait plutôt chargée positivement, un 

enrichissement en anions serait apprécié. 
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Les liaisons électrostatiques et ioniques sont impliquées dans l’adhérence de C. 

parvum à la surface de la mâche. La charge de surface des oocystes paraît essentielle à son 

attachement sur la mâche mais également pourrait dépendre des caractéristiques des ions 

et molécules de surface présents. 

 

 

 Interactions spécifiques 

 

Les résultats de cette étude ont permis de mettre en évidence des interactions entre 

l’oocyste et la feuille de mâche par l’intermédiaire du galactose, du mannose, du GlcNAc et du 

NANA. Le NANA semble se localiser à la surface de la mâche et le mannose sur l’oocyste. La 

présence de mannose dans la paroi de l’oocyste a déjà été décrite (Jenkins et al., 2010). 

Cependant, la lectine ConA reconnaît le mannose et le glucose, également présent dans la paroi 

de l’oocyste (Jenkins et al., 2010) mais non impliqué dans l’interaction avec la mâche. Il 

conviendrait donc de valider la localisation du mannose à la surface de l’oocyste par l’utilisation 

d’autre lectine, comme la lectine GNL (Galanthus nivalis) qui semble être uniquement 

spécifique au mannose (Cioci, 2006). 

 

Pour le GlcNAc et le galactose, la localisation ne peut pas être clairement établie d’après 

nos données. Le galactose a été identifié dans la paroi de l’oocyste par spectrométrie de masse 

en chromatographie gazeuse mais pas le GlcNAc (Jenkins et al., 2010). Dans notre étude, 

l’ajout de lectines spécifiques à ces sucres ne permet pas de modifier l’interaction entre 

l’oocyste et la mâche, ni de les marquer. Ces résultats sont surprenants et posent un problème 

dans l‘élaboration d’hypothèses. Une explication pourrait être liée à la quantité de lectines 

utilisée. Au cours de cette étude, la lectine AIA a été utilisée à une concentration de 1µg/ml 

évitant ainsi l’agglutination des oocystes entre eux comme observée au laboratoire et 

préalablement décrite (Stein et al., 2006). En effet, l’agglutination des oocystes pourrait 

modifier leur adhérence à la mâche et par conséquent biaiser les résultats. Cependant, cette 

concentration est peut-être trop faible pour pouvoir saturer l’ensemble des sucres naturellement 

disponibles et observer des modifications de l’adhérence parasitaire, ainsi qu’un marquage 

fluorescent positif. Afin de mieux comprendre ces données, il serait intéressant de réaliser une 

gamme de concentration de la lectine AIA marquée. Chaque point de gamme sera ajouté à une 

suspension parasitaire, puis après incubation et lavage de la suspension, la population 

d’oocystes sera analysée par cytométrie en flux. Ceci permettra de voir : (i) s’il y a un marquage 

positif des oocystes au-dessus d’une certaine concentration en lectine, qui traduira de la 
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présence du sucre à la surface de l’oocyste et/ou (ii) s’il y a présence d’amas de parasites 

(= agglutination par une augmentation de la taille des évènements détectés). En parallèle, 

d’autres lectines pourront être utilisées, par exemple, la lectine GSL-II (Griffonia simplicifolia-

II) pour identifier le GlcNAc et la lectine GSL-I (Griffonia simplicifolia-I) pour le galactose 

(Cioci, 2006).  

 

L’interprétation de la localisation des sucres avec les lectines est parfois compliquée par 

leur manque de spécificité pour un unique sucre. Une alternative pourrait être envisagée. 

Lorsqu’un sucre a été identifié comme étant impliqué, il serait intéressant de réaliser des lavages 

de la suspension parasitaire supplémentée en sucre avant inoculation sur la mâche. Dans ce cas, 

seuls les récepteurs de l’oocyste peuvent être saturés par le sucre ajouté en suspension, ce qui 

se traduira par une diminution de l’adhérence parasitaire (Figure 39a). Si l’adhérence est 

identique à la condition témoin, cela suggère que : i) le récepteur impliqué est présent 

uniquement à la surface de la mâche (Figure 39b) ou ii) à la surface des deux matrices (Figure 

39c). Le sucre en suspension, éliminé par le lavage, ne peut pas bloquer les récepteurs de la 

mâche et entrer en compétition avec le sucre naturellement présent sur l’oocyste. Ces résultats 

permettraient de préciser davantage la localisation des récepteurs/sucres impliqués dans 

l’interaction entre l’oocyste et la mâche, sans l’utilisation de lectines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 39 – Schémas des interactions possibles entre le parasite et la mâche après 

saturation des récepteurs sur l’oocyste par un sucre impliqué dans l’adhérence selon la 
localisation des récepteurs. 
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Jenkins et al. (2010) ont mis en évidence la présence du talose, du glucofuranose, du D-

glucopyranose et du D-mannopyranose. Ces sucres n’ont pas été étudiés dans ce projet, il serait 

appréciable d’explorer leurs implications dans l’interaction oocyste-mâche. Concernant la 

mâche, il est connu que les cellules végétales présentent à leur surface des polysaccharides tels 

que la cellulose et les pectines (Yaron & Römling, 2014). Il serait intéressant de saturer les 

potentiels récepteurs présents à la surface des oocystes et des feuilles de mâche avec ces sucres. 

S’ils sont impliqués, une diminution de l’adhérence parasitaire sera observée. 

 

 

Ce chapitre 2 a permis d’accroître les connaissances sur les interactions qu’il peut 

y avoir entre les oocystes de C. parvum et la feuille de mâche. Les forces électrostatiques 

et la composition ionique du milieu environnant semblent être impliquées dans 

l’adhérence du parasite, ainsi que la présence de certains sucres tels que le galactose, le 

mannose, le GlcNAc et le NANA. Le mannose serait présent à la surface de l’oocyste, et 

son récepteur sur la mâche. Le NANA, quant à lui, se trouverait à la surface de la matrice 

végétale et son récepteur sur l’oocyste. 
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Conclusion générale 

et perspectives 
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Conclusion générale et perspectives 
 

 

Avant ce projet de thèse, la survie et la persistance de Cryptosporidium à la surface de 

végétaux lors de leur production primaire n’ont jamais été explorées. De même, les interactions 

impliquées entre Cryptosporidium et les matrices alimentaires végétales n’étaient pas décrites. 

Cette thèse a permis d’augmenter les connaissances sur le comportement de Cryptosporidium 

dans les aliments.  

 

D’après l’ensemble des résultats, le danger Cryptosporidium est une réalité aux champs 

(en production primaire) et en industrie agroalimentaire (procédé de lavage/transformation). La 

contamination des légumes en cours de production peut se faire via les eaux d’irrigation, 

l’utilisation de fumier utilisé comme engrais ; et en industrie agroalimentaire par les eaux de 

lavage ou celles utilisées lors de la transformation des aliments. Bien que Cryptosporidium soit 

signalé comme danger biologique dans les GBPH Fruit et légumes frais non transformés (via 

les amendements organiques) et dans celles des Végétaux crus prêts à l’emploi (via les eaux), 

aucune mesure de maîtrise spécifique de ce danger, ni de plan de contrôle ne sont précisés 

(CTIFL 2010 & 2018). Cette étude a permis de démontrer que les oocystes de C. parvum sont 

capables de persister et de survivre à la surface la mâche en production primaire mais également 

après un lavage de 4ème gamme. Il serait nécessaire de mettre en place des points critiques et de 

réaliser des contrôles de leur présence dans les mâches fraîchement récoltées, mais également 

des eaux de lavage et du fumier utilisé comme engrais. Ces points contrôles permettraient de 

s’assurer qu’il n’y ait aucun danger pour le consommateur.  

 

 Dans cette étude, nous avons reproduit une culture de mâche d’hiver. Des inoculations 

en surface (sur les feuilles de mâche directement) mimaient une contamination de surface, par 

exemple via l’irrigation par aspersion d’eau contaminée ou lessivage de sols contaminés. 

Actuellement, il existe un intérêt croissant pour la production hydroponique des salades. Ce 

système permet de cultiver des légumes à feuilles à cycle court (1-2 mois) pour lesquels, seules 

leurs racines entrent en contact avec les nutriments via la solution hydroponique (Manzocco et 

al., 2011). Dans ce cas, l’irrigation et la contamination des plants par Cryptosporidium 

pourraient se faire par l’intermédiaire de leurs racines. Il serait intéressant de mener une étude, 

en incluant ce système de production, visant à évaluer la persistance et la survie de 

Cryptosporidium récupéré des plants contaminés dans ces conditions.  
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Le lavage à l’eau chlorée de la mâche contaminée, utilisé actuellement en industrie 4ème 

gamme, n’est pas efficace comme mesure de contrôle vis-à-vis du danger Cryptosporidium. Le 

chlore ne va pas permettre de réduire la charge parasitaire, ni de l’inactiver. Trouver d’autres 

traitements désinfectants alternatifs à l’eau de javel semble crucial pour limiter la transmission 

parasitaire à l’Homme. L’ozone, un puissant agent oxydant, fait partie des candidats (Guzel-

Seydim et al., 2004 ; Keegan et al., 2003). L’utilisation de l’ozone par rapport à d’autres agents 

oxydants habituellement utilisés dans l’industrie repose sur le fait que ses activités sont moins 

affectées par le pH et la température. L’ozone permet de réduire la contamination bactérienne 

des produits frais et est considéré comme une option sûre pour la décontamination bactérienne 

(Gérard et al., 2019 ; Glowacz & Rees, 2016). A ce jour, l’efficacité de l’ozone sur la 

persistance et la survie de Cryptosporidium dans les matrices alimentaires, à l’exception du 

cidre (Blackburn et al., 2006), n’a pas été étudiée. Un traitement aux ultraviolets pourrait 

également être testé directement sur les aliments contaminés. Une unique étude sur des 

framboises contaminées par des oocystes et exposées à une lumière UV pulsée a montré une 

réduction de 2 à 3 log d’oocystes (Le Goff et al., 2015). De plus, en industrie agroalimentaire 

de 4ème gamme, lors du lavage et de la préparation de l’aliment, l’eau peut être un facteur de 

contamination par Cryptosporidium. Les UVs étant déjà utilisés comme traitements des eaux 

potables et usées (ANSES, 2017), et Clancy et al. (2000) ayant montré que l’exposition aux 

UVs permettrait l’inactivation de 4 log d’oocystes de C. parvum présents dans de l’eau, il 

pourrait être envisagé de les mettre en place en industrie pour la décontamination des eaux avant 

et après le lavage des aliments. Ces deux traitements de décontamination (ozone et UVs) sont 

prometteurs et méritent d’être évalués même si le réaménagement des usines aurait un coût. 

 

Le conditionnement 4ème gamme, c’est-à-dire la mise en sachet sous atmosphère 

modifiée augmentant la durée de conservation des aliments, est variable selon les entreprises et 

les salades préparées. Le mélange gazeux peut être composé de dioxyde de carbone, d’azote 

et/ou d’oxygène (Ben-Yehoshua et al., 2005 ; Mir & Beaudry, 2016 ; Witt). A priori, on peut 

supposer que ce mélange n’est pas d’effet sur la survie et la persistance du parasite à la surface 

des aliments mais il mériterait d’être évalué. Hormis ce conditionnement, la mâche peut être 

vendue sans lavage préalable. La charge parasitaire à la surface de la mâche peut ainsi être 

d’autant plus importante. Il serait intéressant de déterminer l’impact des procédures 

domestiques de lavage de la salade contaminée sur la persistance et la survie parasitaire. Par 

exemple, comparé un lavage à l’eau courante (sans essorage), un lavage au vinaigre et un lavage 

suivi d’un essorage comme décrits par Temesgen et al. (2021) sur les fruits à baies. 
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La méthode d’évaluation de l’infectiosité de Cryptosporidium présentée dans cette 

étude, la CC-qPCR, est un outil prometteur. Elle permet de mener des études de prévalence de 

Cryptosporidium dans les différentes matrices alimentaires consommées crues, peu cuites et/ou 

peu transformées en donnant directement une information sur l’infectiosité du parasite détecté. 

De même, cette technique pourrait être pertinente dans les études rétrospectives en cas 

d’intoxications alimentaires (ou épidémies) pour l’identification de Cryptosporidium infectieux 

dans les aliments suspicieux. Elle est également déjà utilisée comme méthode d’évaluation de 

procédés sur d’autres matrices alimentaires. En effet, des projets réalisés en parallèle de cette 

thèse, utilisent déjà cette technique afin d’évaluer l’impact de procédés industriels sur la survie 

de Cryptosporidium à la surface, notamment d’herbes aromatiques et de certains fruits.  

 

La surface des feuilles végétales est composée de stomates, ouvertures naturelles 

assurant des échanges gazeux entre la feuille et le milieu extérieur (respiration, excrétion). 

Macarisin et al. (2010b) ont démontré que les oocystes de Cryptosporidium peuvent être 

internalisés au niveau des stomates de feuilles d’épinards. Cette localisation particulière à la 

surface du végétal favorise probablement la persistance et, étant moins exposé aux agents 

extérieurs, la survie du parasite. Une étude similaire pourrait être menée avec des feuilles de 

mâche ainsi qu’avec d’autres végétaux alimentaires pouvant être impliqués dans la transmission 

parasitaire à l’Homme. Cette étude consisterait à utiliser des microsphères fluorescentes de 5µm 

(Biovalley, France) puis de les inoculer à la surface des feuilles de mâche. Les microsphères 

remplaceraient les oocystes de Cryptosporidium qui ne sont pas naturellement fluorescents. 

Après incubation, une analyse de la localisation de ces microsphères pourrait être réalisée par 

microscopie confocale. 

 

Les résultats obtenus sur les interactions entre Cryptosporidium et la mâche sont 

préliminaires mais peuvent, très certainement, être transférés à d’autres matrices végétales, 

étant donné que les sucres sont universels et ubiquitaires. Cela ouvre de larges perspectives, 

notamment s’intéresser aux autres aliments pouvant être impliqués dans cette transmission. Les 

milieux dans lesquels se trouvent les oocystes lorsqu’ils entrent en contact avec la mâche 

influencent leur adhérence, donc peuvent impacter sur leur persistance et/ou leur survie. La 

persistance et la survie parasitaire n’ont pas été déterminées dans cette étude, il serait ainsi 

appréciable de les évaluer. Les résultats visant à étudier les interactions non spécifiques, 

permettraient de trouver des solutions applicables en industrie agroalimentaire. Par exemple, il 

est montré que l’ajout de magnésium réduirait la contamination parasitaire de la mâche. 

Cependant, dans ces conditions, ce sont les suspensions parasitaires qui ont été enrichies avant 
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d’être inoculées sur les feuilles. Maintenant, il serait intéressant de réaliser des inoculations de 

suspensions parasitaires non enrichies sur la mâche, d’effectuer le lavage des feuilles 

contaminées par une eau riche en magnésium, puis d’observer la charge parasitaire restante. Si 

ce lavage permet de la réduire, il faudrait ensuite déterminer la concentration de magnésium à 

utiliser et garantir que cet enrichissement n’ait pas d’impact sur la qualité de la mâche lavée, 

pour enfin le proposer aux industriels. Ces résultats sont prometteurs et méritent d’être 

davantage approfondis. Ces informations sont également d’un intérêt purement 

méthodologique afin d’adapter les tampons d’élution pour récupérer un maximum de parasites 

lors d’études de leur détection dans les aliments, ce qui est encore, à l’heure actuelle, un réel 

problème.  

 

Toutes ces études complémentaires sont nécessaires et permettraient d’augmenter 

davantage la compréhension de la circulation du parasite dans les aliments, et d’estimer plus 

précisément le danger Cryptosporidium. In fine, l’objectif est de pouvoir accompagner les 

producteurs et industriels dans la maîtrise de ce danger émergent (ainsi que les consommateurs) 

afin de garantir la qualité de leurs produits et réduire la probabilité de transmission parasitaire 

à l’Homme. 
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Annexe 1 : Protocole de l’IMS selon le fournisseur du kit. 
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Annexe 2 : Publication dans la revue à comité de lecture Food and Waterborne 
Parasitology. 
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Annexe 3 : Survie des oocystes de C. parvum en condition témoin, lors de la croissance de 
la mâche. 

 

Une cinétique d’incubation d’oocystes de C. parvum conservés dans du PBS, dans les mêmes conditions que la 

culture de la mâche a été réalisée pendant deux mois. Chaque semaine, l’infectiosité des oocystes a été évaluée 

par la méthode CC-qPCR. La présence de parasites infectieux est estimée par calcul du ΔCq (ΔCq ≥ 1 : parasites 

infectieux). 

 

Annexe 4 : Survie des oocystes de C. parvum en suspension et récupérés de la mâche 
après incubation à température ambiante. 

 En suspension Récupérés de la mâche 

Nombre de lot 1 1 

Reproductibilité 1 1 

Répétabilité 3 3 

Présence de parasites infectieux (%) 100 0 

p-value 1 < 0,01 

Cq +HCT-8 26,71 36,05 

ET + HCT-8 0,11 0,57 

Cq -HCT-8 32,77 35,99 

ET -HCT-8 0,49 0,00 

Les oocystes ont été inoculés à la surface de la mâche ou conservés dans du PBS. Après incubation à température 

ambiante pendant 12h, l’infectiosité des oocystes a été évaluée par la méthode CC-qPCR. La présence de parasites 

infectieux est estimée par la valeur du ΔCq (ΔCq ≥ 1 : parasites infectieux). 

 J1 J8 J15 J22 J29 J36 J43 J50 J57 

Nombre de lot 3 3 2 2 2 3 3 2 2 

Reproductibilité 4 4 3 3 2 3 3 2 2 

Répétabilité 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

Présence de parasites 
infectieux (%) 

100 100 100 100 100 100 100 100 100 

p-value 1 0,83 0,51 0,51 0,16 0,51 0,51 0,16 0,51 

Cq +HCT-8 27,32 27,05 27,02 27,86 28,28 27,12 26,91 27,49 27,04 

ET + HCT-8 0,79 0,76 0,28 0,54 0,50 0,85 1,17 0,22 0,37 

Cq -HCT-8 33,63 33,64 33,22 33,33 33,87 33,63 33,65 33,87 33,85 

ET -HCT-8 0,97 0,65 1,76 0,55 0,94 0,38 0,52 0,94 0,83 
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Sophie KUBINA 

 
Étude de la survie et de l'adhérence des οοcystes de Cryptosporidium 

parvum sur une matrice alimentaire végétale : la mâche. 
 

Résumé. La survie et l’adhérence de Cryptosporidium à la surface des matrices alimentaires 
végétales sont peu documentées. Or, la contamination de l’Homme peut se faire, entre autres, 
par la consommation d’aliments contaminés consommés crus, peu cuits ou peu transformés. 
Des épidémies d’origine alimentaires liées à la consommation de végétaux à feuilles vertes 
contaminés par C. parvum sont ainsi régulièrement rapportées. La transmission du parasite à 
l’Homme est liée à la capacité du parasite à adhérer, persister et survivre sur les aliments. Aussi, 
les travaux présentés ici visent à étudier la survie des oocystes à la surface de la mâche, source 
potentielle de contamination, dans les conditions de croissance du végétal et en industrie 
agroalimentaire (procédé de lavage). Les interactions mises en œuvre permettant l’adhérence 
du parasite sur ces matrices ont également été étudiées. Les résultats montrent que le parasite 
persiste tout au long de la croissance de la mâche mais perd son infectiosité après deux 
semaines. Le lavage tel que réalisé en industrie agroalimentaire ne permet pas de réduire 
totalement la charge parasitaire et n’a aucun impact sur son infectiosité. De plus, le milieu dans 
lequel se trouve Cryptosporidium lorsqu’il entre en contact avec la mâche médie son adhérence, 
qui peut se faire par l’intermédiaire de certains sucres et de leurs récepteurs présents à la surface 
du parasite et/ou du végétal.  
Mots clés : Cryptosporidium parvum, mâche, survie, persistance, adhérence 
 
 

Survival and adherence of Cryptosporidium parvum oocysts on lamb’s 
lettuce leaves. 

 

Abstract. Survival and adherence of C. parvum on vegetable food matrices are poorly 
investigated. However, human contamination can occur through consumption of raw or under-
cooked food. Food-borne outbreaks related to the consumption of green leafy food 
contaminated with C. parvum are regularly reported. Transmission of the parasite to humans is 
associated with the parasite ability to adhere, persist and survive in food, but data are scarce. 
This project aimed to study the survival of oocysts onto lamb’s lettuce leaves, a potential source 
of contamination, under the growing conditions of vegetables and the food industry (washing 
process) and studied involved interactions in the parasite adherence on vegetable matrix. 
Results show that the parasite persists throughout the growth of lamb's lettuce but loses its 
infectivity after two weeks. Washing as performed in the food industry neither reduces the 
parasitic load nor impacts its infectivity. Moreover, the environment in which Cryptosporidium 
is found when it comes into contact with the lamb’s lettuce mediates its adherence, which can 
be done through certain carbohydrates and their receptors present on both or each surface of the 
parasite and/or the plant. 

Mots clés : Cryptosporidium parvum, lamb’s lettuce, survival, persistence, adherence 


